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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Krebserkrankungen in Deutschland
1.1.1 Allgemein

Neben Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen Krebserkrankungen in Deutschland die zweit-
hiufigste Todesursache dar. Abbildung 1 zeigt die Neuerkrankungen der hdufigsten Krebs-
formen in Deutschland im Jahr 2000, die bei Mannern auf ca. 200 000 und bei Frauen auf ca.
195 000 Fille geschitzt werden. Dabei liegt das mittlere Erkrankungsalter fiir Manner bei 66
und fiir Frauen bei 67 Jahren [1].
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Abbildung 1: Geschéatzte Zahlen der Krebsneuerkrankungen in Deutschland im Jahr 2000 [1]

Die Haufigkeit der Krebserkrankungen und die damit verbundene Mortalititsrate zeigt ge-
schlechtsspezifische Unterschiede (Abbildung 2). Bei Ménnern sind maligne Tumore der
Lunge mit 26,8% die hdufigste Todesursache, wihrend sie bei Frauen an dritter Stelle liegen.
Bei der Erhebung von Daten zu Inzidenz und Mortalitit von Krebserkrankungen ist neben der
Geschlechtsspezifitit auch das Verhéltnis von Neuerkrankungen zu den daraus resultierenden
Sterbefdllen nicht zu vernachlédssigen. So liegt der prozentuale Anteil der Lungenkrebsneu-
erkrankungen beim Mann mit 15,9% ,,nur* an dritter Stelle. Am héufigsten erkranken Ménner

an Prostatakarzinomen (20,3%), die mit 10,2% aber nur die dritthochste Mortalitdtsrate haben.
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Bei den Frauen sieht die Statistik momentan ein wenig anders aus. Hier nehmen Brustkrebs,
Darmkrebs und Lungenkrebs sowohl bei den Neuerkrankungen wie auch bei den Sterbeféllen

die vordersten Platze ein.
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Abbildung 2: Tumormortalitatsrate der haufigsten Krebsformen in Deutschland 2000 [1]

Trotz intensiver Forschung und stets verbesserter Therapiemdglichkeiten sterben pro Jahr in
Deutschland ca. 21000 Menschen an bosartigen Tumoren. Dies entspricht rund einem Viertel

aller Todesfille.

Bei der Beurteilung von Krebsrisiken unterscheidet man grundsétzlich zwischen vermeid-
baren Faktoren und nicht vermeidbaren Risiken. Zu letzteren zdhlen unter anderem genetisch

bedingte Krebserkrankungen (Abbildung 3).

Zu den vermeidbaren Risikofaktoren gehéren vor allem das Rauchen von Zigaretten, das
mehr als ein Viertel aller Krebstodesfille verursacht und eine falsche Erndhrung, die fiir 20
bis 40% aller Krebstodesfille verantwortlich gemacht werden. Weitere Risikofaktoren sind
tiberméBiger Alkoholkonsum, Infektionen, Expositionen am Arbeitsplatz und verschiedenste
Umwelteinfliisse wie UV-Strahlen und die Exposition mit chemischen Substanzen. Mittler-
weile gibt es mehr als 70 Stoffe, die von der IARC (International Agency of Research on
Cancer) als eindeutig kanzerogen fiir den Menschen eingestuft werden. Uber 300 weitere

Substanzen gelten als wahrscheinlich oder moglicherweise kanzerogen fiir den Menschen [2].
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Abbildung 3: Risikofaktoren fur Krebserkrankungen

1.1.2 Harnblasenkrebs

Jedes Jahr erkranken ca. 24750 Menschen in Deutschland an bosartigen Neubildungen der
Harnblase. Mianner sind dabei nahezu dreimal so hdufig betroffen wie Frauen. Der Anteil der
Neuerkrankungen liegt im Jahr 2000 mit 17800 neuen Fillen bei den Ménnern bei 8,9% und
bei Frauen mit ,,nur* 7000 Fillen bei 3,6%. Im europdischen Vergleich liegt Deutschland bei
den Frauen an erster, bei den Ménnern an zweiter Stelle. Spanien stellt hier den europaweiten

Spitzenreiter.

Wie beim Lungenkrebs ist der Zigarettenkonsum ein wesentlicher Risikofaktor fiir die Entste-
hung von Harnblasenkrebs. Bei etwa 50% der ménnlichen und 25% der weiblichen Blasen-
krebsfille ist das Rauchen beteiligt. Alter bei Beginn, Dauer und Intensitit des Rauchens spie-
len dabei eine entscheidende Rolle. Bei einem Konsum von 20 und mehr Zigaretten erhoht
sich das Risiko an Blasenkrebs zu erkranken um das 2,5- bis 5-fache gegeniiber Nicht-
rauchern [3]. Insbesondere aromatische Amine wie 4-Aminobiphenyl, 2-Naphthylamin und
o-Toluidin aus dem Zigarettenrauch gelten hier als Hauptursachen [4]. Jedoch bestehen auch
berufsbedingte Risiken, an Harnblasenkrebs zu erkranken. Vor allem Arbeiter der Farben-
und Gummiindustrie, die einer hohen Belastung mit diesen aromatischen Aminen ausgesetzt

sind, gehoren hier zu den Risikogruppen [5].

Die Prognose bei Harnblasenkrebs schwankt je nach Grad der Ausbreitung zum Zeitpunkt der
Diagnose. Die durchschnittliche relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt fiir Minner bei 76%,

fiir Frauen bei 73% [1].
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1.2 Mehrstufenkonzept der Kanzerogenese

Die Entstehung von benignen (gutartigen) und malignen (bdsartigen) Tumoren durch Einwir-
kung von Chemikalien wird als chemische Kanzerogenese bezeichnet. Man unterscheidet
genotoxische und epigenetische Ursachen. Bei der genotoxischen Kanzerogenese reagieren
die Substanzen direkt oder nach vorheriger Metabolisierung mit zelluldren Bestandteilen, ins-
besondere mit der DNA und wirken somit mutagen. Zur Gruppe der genotoxischen Kanzero-
gene gehoren unter anderem aromatische Amine, Alkylantien, polyzyklische Kohlenwasser-

stoffe und Nitrosamine.

Bei der epigenetischen Kanzerogenese sind keine Reaktionen des Kanzerogens mit der DNA
fiir die Krebsentstehung verantwortlich. Vielmehr spielen hier hormonelle Einfliisse, chroni-

sche Entzlindungskrankheiten, Cytotoxizitdt und Tumorpromotoren eine entscheidende Rolle.

Der Wirkmechanismus der chemischen Kanzerogenese ist ein Mehrstufenprozess, der aus

folgenden Schritten besteht (Abbildung 4):
e Initiation
e Promotion
e Progression

Bindet ein Kanzerogen oder dessen Metabolit kovalent an der DNA, kann dies zu einer gene-
tischen Verdnderung der Zelle fithren. Dieser irreversible Vorgang wird als Initiation bezeich-
net und erfolgt nur in proliferierenden Zellen. Sie kann sehr schnell erfolgen, eine kurzeitige
Exposition mit einem Kanzerogen kann bereits eine Initiation auslésen. Kann die Zellschidi-
gung nicht repariert werden, wird sie auf die Tochterzellen {ibertragen. Die verdnderten, pra-
malignen Zellen haben einen Wachstumsvorteil gegeniiber normalen Zellen, der sich jedoch
ohne Promotion nicht oder nur sehr langfristig auswirkt. Bei der Tumorpromotion werden die
initiierten Zellen selektiv vermehrt, was zur VergrofBerung der prineoplastischen Zellpopula-
tionen und schlieBlich zu einem gutartigen Tumor fiihrt. Dieser Vorgang kann mehrere Mona-
te, Jahre bis Jahrzehnte dauern. Im Gegensatz zur Initiation muss bei der Promotion ein
gewisser Schwellenwert iiberwunden werden. Eine einmalige oder kurzfristige Belastung mit
einem Promotor reicht in der Regel nicht aus. Bei den Promotoren handelt es sich um Sub-
stanzen, die selber keine kanzerogene Wirkung besitzen, aber die Krebsinzidenz nach Exposi-
tion gegeniiber den krebsausldsenden Stoffen erhéhen. Typische Tumorpromotoren sind bei-

spielsweise polychlorierte Kohlenwasserstoffe.
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Abbildung 4: Mehrstufenkonzept der Kanzerogenese

Als nidchster Schritt der Kanzerogenese folgt die Progression. Hier findet die Umwandlung
von gutartigen in bosartige Tumore statt. Wéihrend ein gutartiger Tumor verdringend wéchst
und auf den Ursprungsort begrenzt bleibt, dringen bosartige Geschwiilste in die Nachbar-
schaft ein, um dort umliegendes gesundes Gewebe zu zerstoren. Bilden sie Tochtergeschwiil-
ste, spricht man von Metastasierung. Wéhrend der Progression kommt es zu weiteren Muta-
tionen in den bereits geschiadigten Zellen, die meist mit dem Verlust oder der Inaktivierung
von DNA-Reparaturmechanismen verbunden sind. Die Zellen erlangen dadurch ein uneinge-
schrinktes Wachstumspotenzial. Es kann zu Stoffwechselverdnderungen zugunsten der malig-
nen Zellen kommen, sodass mehr Energie in die Vermehrung der Zellen investiert wird,

wihrend andere Kontrollfunktionen des Organismus ausgeschaltet werden.

1.3 Toxikokinetik von Kanzerogenen

Unter Toxikokinetik versteht man in Anlehnung an die Pharmakokinetik die Umsetzung des
Giftes im Organismus. Sie beschreibt quantitativ die Vorgénge, die bei der Invasion und
Elimination eines Stoffes und seiner toxikologisch relevanten Metaboliten im Organismus

ablaufen (Abbildung 5).



6 Einleitung

4 Resorption

. Verteilung
Invasion <

Speicherung/
\_ Bindung

Biotrans-

Elimination formation

Ausscheidung

Abbildung 5: Toxikokinetik

Die toxikokinetischen Parameter werden durch das so genannte ,, ADME®“-Prinzip
beschrieben. Zunichst muss der Fremdstoff resorbiert werden (Absorption). Danach erfolgt
durch die Aufnahme ins Blut die Verteilung in verschiedene Gewebe und Korperregionen
(Distribution). Die meisten Fremdstoffe binden reversibel an Gewebebestandteile und
Plasmaproteine. Durch den Stoffwechsel findet die meist enzymatische Metabolisierung
(Biotransformation) des Stoffes statt, wodurch dieser durch Verbesserung seiner Hydrophilie
leichter ausgeschiedenen werden kann (Elimination). Der entscheidende Schritt zur Bildung
von Kanzerogenen ist die kovalente Bindung des Fremdstoffes an die DNA. Diese kann direkt

oder nach metabolischer Aktivierung erfolgen.

1.3.1 Fremdstoffmetabolismus

Beim Fremdstoffmetabolismus unterscheidet man zwei Phasen.
e Phasel

Hier liegen meist Oxidationsvorgénge zugrunde, bei denen funktionelle Gruppen eingebaut
oder demaskiert werden. Diese Aufgaben werden vor allem von Oxidoreduktasen und Hydro-

lasen iibernommen.
e Phase Il

Hier findet eine Konjugation der Phase [-Metaboliten mit endogenen Molekiilen statt. Die
Metaboliten der Phase II werden dadurch erheblich hydrophiler als ihre Ausgangsstoffe und
konnen so renal oder bilidr ausgeschieden werden. Typische Reaktionen der Phase II sind

Glucuronidierung, Sulfatierung, Glutathion-Konjugation, Acetylierung und Methylierung.
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Aromatische Amine werden beispielsweise iiber Atemwege, Haut und den Gastrointestinal-
trakt aufgenommen und im gesamten Organismus verteilt. Eine Ausscheidung erfolgt ganz
tiberwiegend erst nach Metabolisierung iiber Niere und Darm. An ihrem Metabolismus sind
verschiedene Enzymsysteme beteiligt. Die wichtigsten Aktivierungs- und Entgiftungsprozesse
werden dabei von den Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP), Glucuronyltransferasen,

Sulfatasen und den N-Acetyltransferasen (NAT) iibernommen.

Als Ursache fiir eine unterschiedliche Empfindlichkeit des Menschen bei gleicher Belastung
mit Kanzerogenen wird die unterschiedlichen Aktivitét dieser Enzymsysteme vermutet. Diese

kann genetisch bedingt sein und wird dann als Enzympolymorphismus bezeichnet.

Die Aktivititen der Isoenzyme CYP1A2 und der NAT2 konnen {iber den Abbau von Koffein
im Korper bestimmt werden, wobei das Verhéltnis der verschiedenen Koffeinmetaboliten
1-Methylxanthin (1X) und 5-Acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil (AFMU) im Urin
gemessen wird. Ist das Verhédltnis AFMU/1X groBer 2, wird dies als hohe Aktivitit der NAT2
charakterisiert. Wird dagegen Methylxanthin vermehrt gebildet, spricht dies fiir eine hohe
Aktivitit des Cytochroms P450 [6] (Abbildung 6).

1.3.1.1 Metabolische Aktivierung und Cytochrom P450

Das Cytochrom P450 gehort zu den wichtigsten Enzymsystemen des menschlichen Korpers.

Es sind mittlerweile iiber 300 verschiedene Gene bekannt, die fiir diese Familie codieren [7].
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Abbildung 6: Koffeinstoffwechsel

Die enzymatische Aktivierung erfolgt in einer NADPH-abhéngigen Reaktion durch den
Transfer eines Sauerstoffatoms, woraus sich beispielsweise eine Hydroxylierung, Epoxidie-

rung oder Desalkylierung des zu metabolisierenden Agens ergibt.
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Fiir den Fremdstoffwechsel sind die Familien CYP1-3 von grofter Bedeutung, wobei beim
Metabolismus bzw. bei der metabolischen Aktivierung der aromatischen Amine das CYP1A2
eine entscheidende Rolle spielt. Dieses Isoenzym besitzt beim Menschen etwa einen Anteil

von 15% des gesamten CYP in der Leber.

Die hepatische Konzentration des CYP1A2 wird insbesondere durch exogene Faktoren be-
einflusst. So wird seine Aktivitit beispielsweise durch das Rauchen induziert [8]. In einer
Studie mit {iber 800 Probanden wurde eine Erhdhung der Enzymaktivitidt bei Rauchern um
das 1,7-fache im Vergleich zu Nichtrauchern gefunden [9]. Neben dem Einfluss von
Umweltfaktoren kann die Aktivitdt von CYP1A2 auch von einem Polymorphismus abhidngen.
Fiir die Entstehung von Krebs durch Arylamine spielt sie eine wichtige Rolle [10]. Eine hohe
Aktivitdt des CYP1A2 ist mit erhohten Konzentrationen an Himoglobinaddukten von 4-ABP
verbunden, wohingegen die geringste Adduktrate bei geringer CYP1A2-Aktivitit gemessen
wurde [11].

1.3.1.2 N-Acetyltransferasen (NAT)

Die N-Acetyltransferasen zdhlen zu den Phase II-Enzymen. Man unterscheidet zwischen den
Isoenzymen NAT1 und NAT2. Beide spielen beim Metabolismus der aromatischen Amine
eine entscheidende Rolle, wobei sie sich in ihrer Wirkung unterscheiden. Man ist lange davon
ausgegangen, dass die Bildung des N-Hydroxylamins die entscheidende Reaktion bei der
Bildung eines DNA-Adduktes ist. Heute weill man, dass die O-Acetylierung des Nitroso-
amins durch die NAT1 zu einem elektrophilen Agens fiihren kann, das ebenfalls kovalent an

der DNA binden kann (siehe Kap. 1.5.4, Abbildung 11).

Die wichtigste Reaktion der NAT2 ist die Entgiftung der aromatischen Amine durch die
Ubertragung eines Acetylrestes auf den Stickstoff der Aminogruppe in der Leber. Im Kolon
wirkt die NAT2 allerdings nicht entgiftend, sondern katalysiert die O-Acetylierung von
N-Hydroxylaminen, die sich von heterozyklischen aromatischen Aminen ableiten [12]. Diese
Reaktion fiihrt nach Protonierung und Bildung eines Nitreniumions schlieBlich auch zur
Bildung von DNA-Addukten und dient als Erkldrung fiir die Ergebnisse molekular-
epidemiologischer Untersuchungen, die eine hohe Aktivitit der NAT2 mit einem erh6hten

Kolonkrebsrisiko in Verbindung bringen (Abbildung 7) [13-15].

Eine Induktion der NAT durch exogene Faktoren wurde bisher nicht beschrieben. Vielmehr
steht hier ein genetischer Polymorphismus im Vordergrund, der zu den wichtigsten im

menschlichen Organismus gehort, die im Zusammenhang mit dem Arzneistoffwechsel stehen.
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Als nach Einfiihrung der Tuberkulosebehandlung mit Isoniazid bei einer Vielzahl der Patien-
ten starke Nebenwirkungen auftraten, fiihrten Evans et al. [16] dies bereits 1960 auf genetisch
bedingte Unterschiede bei der metabolischen Acetylierung des Isoniazids zuriick. Somit
konnte hier erstmals ein kausaler Zusammenhang beziiglich interindividueller Schwankungen

beim Arzneistoffwechsel hergestellt werden.

Beim Polymorphismus der NAT2 unterscheidet man zwischen schnellen und langsamen Ace-
tylierern. Schnelle Acetylierer haben eine hohe Aktivitit der NAT2. Bei langsamen Acetylie-
rern hingegen ist die Acetylierungsaktivitit vermindert. Hierbei konnten unter verschiedenen
Volksgruppen grofle Unterschiede beim Acetyliererstatus festgestellt werde [6]. Unter den
Europédern und Nordamerikanern sind 40 bis 70% langsame Acetylierer, Araber haben eine
Quote von iiber 80% langsamer Acetylierer, wihrend Asiaten nur zu 10-20% langsame
Acetylierer sind. Die Eskimos in Kanada stellen die Bevolkerungsgruppe dar, innerhalb der

die Langsamacetylierer mit 5% den geringsten Anteil haben [17].

Die toxikologische Relevanz dieses Enzympolymorphismus wird besonders beim Harnblasen-
krebsrisiko sichtbar. So wird eine genetisch bedingte hohe Aktivitdt der NAT2 als Grund fiir
ein vermindertes Blasenkrebsrisiko angesehen [18]. Schnelle Acetylierer weisen bei gleicher
Belastung mit aromatischen Aminen durch das Rauchen weniger Himoglobinaddukte auf
[19]. In Abbildung 7 werden die Zusammenhidnge zwischen Tumorerkrankung und der

Aktivitit von CYP und NAT zusammengefasst.

Langsame Acetylierer | | Schnelle Acetylierer
Aryl-NH 0
e o [
rylamine [\ ¢ ,C—CH,
M Aryl-N\H
Aryl-N_
OH
|cyp |l

Aryl-N
M s Son
AN ,
A s
O—C—CH, W<
» Deacetylierung/Transfer &
Hydrolyse H Hydrolyse
/s
AryI-N@

Nitreniumion| Darmkarzinome

---&{Blasenkarzinome

Abbildung 7: Acetyliererstatus und damit verbundenes Krebsrisiko
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1.4 Erkennung von Krebsrisiken durch Biomonitoring

Der Mensch ist tiglich verschiedensten Fremd- und Schadstoffen ausgesetzt. Die Messung
der Konzentration von Schadstoffen in der Umwelt und am Arbeitplatz und die Festlegung
von ADI- und MAK-Werten waren erste wichtige Schritte, um die Gesundheitsgefdhrdung

des Menschen durch diese Schadstoffe zu bestimmen und zu bewerten.

Der nichste wichtige Schritt war die Einflihrung des so genannten Biomonitorings. Man ver-
steht darunter die Bestimmung von Fremdstoffen und ihrer Metaboliten in Korperfliissigkei-
ten wie Speichel, Blut, Urin, Muttermilch und in Geweben [20]. Wéhrend beim Monitoring
nur die duBlere Exposition des Menschen mit gesundheitsgefahrdenden Stoffen bestimmt wird,
befasst sich das Biomonitoring mit der inneren Exposition. Sie entspricht der tatsdchlich auf-
genommen Menge eines Stoffes, wodurch eine direkte Beziehung zwischen der dufleren

Belastung und einer Gesundheitsgefahrdung hergestellt werden kann.

Eine Exposition mit gesundheitsschidlichen Stoffen kann die Wahrscheinlichkeit einer Ge-
sundheitsgefahrdung erhdhen, ohne dosisabhingig Einfluss auf die Schwere der Erkrankung
zu haben. In diesem Fall spricht man von einem stochastischen Effekt. Wird die Schadigung
des Organismus dagegen durch die Dosis beeinflusst, nennt man dies einen deterministischen

Effekt.

Man unterscheidet beim Biomonitoring zwischen Dosis- und Effektmonitoring, wobei das
Effektmonitoring wiederum in biologisches und biochemisches Effektmonitoring unterteilt

wird.

Das Dosismonitoring befasst sich mit dem Nachweis von Schadstoffen und ihrer Metaboliten
in biologischen Materialien wie beispielsweise Plasma oder Urin. Beim biochemischen
Effektmonitoring werden Reaktionsprodukte mutagener Stoffe mit Proteinen und DNA er-
fasst. Erste Verdnderungen im Organismus in Form von chromosomalen oder enzymatischen

Verdnderungen werden beim biologischen Effektmonitoring nachgewiesen.

Das Biomonitoring hat in der Umwelt- und Arbeitsmedizin mittlerweile einen grof3en Stellen-
wert. So hat die Kommission ,,Human-Biomonitoring® des Bundesumweltamtes bereits fiir
eine Reihe von Stoffen so genannte HBM-Werte (Human-Biomonitoring-Werte) festgelegt.
Man unterscheidet dabei zwischen HBM-Wert [ und HBM-Wert II. Wird der HBM-Wert 1
unterschritten, ist keine Gesundheitsgefihrdung zu erwarten. Bei einer Uberschreitung des
HBM-Wert II ist dagegen mit einer gesundheitlichen Beeintrachtigung bei Exposition zu
rechnen. Fiir Stoffe, deren Werte im Bereich zwischen HBM I und II liegen, empfiehlt die

Kommission Human-Biomonitoring eine erhdhte Aufmerksamkeit bei Exposition des Men-
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schen. Gegebenenfalls sollten Maflnahmen zur Verminderung der Belastung ergriffen werden.
Des Weiteren ist die Suche nach mdglichen Expositionsquellen von besonders grofer Bedeu-

tung.

Anhand der Bestimmung der so genannten ,,Target-Dose, einem weiteren wichtigen Schritt
in der Arbeits- und Umweltmedizin, wird die biologisch wirksame Dosis ermittelt. Wéahrend
bei akut wirksamen Stoffen die Konzentration im Blut mit dem biologischen Effekt korreliert
werden kann, wird die biologisch wirksame Dosis bei genotoxischen Stoffen mittels der
Reaktionsprodukte der Metaboliten mit der DNA oder mit anderen Makromolekiilen wie z.B.

Proteinen bestimmt [21].

1.4.1 Biomarker

Die durch das Biomonitoring erfassten Parameter werden als Biomarker bezeichnet. Dabei

unterscheidet man je nach Anwendungsbereich verschiedene Gruppen (Tabelle 1).

Anhand eines Biomarkers der Dosis kann lediglich eine Aussage iiber eine mogliche Expo-
sition des Menschen mit Schadstoffen gemacht werden. Dazu zéhlen vor allem die Bestim-

mung von Schadstoffen und deren Metaboliten in Urin, Plasma oder Speichel.

Im Gegensatz dazu kann iiber die Erfassung von biochemischen Biomarkern wie z.B.
Héamoglobin- oder DNA-Addukte eine mdgliche Beanspruchung des Individuums durch die

Exposition angezeigt werden. Sie zdhlen daher zu den Biomarkern des Effekts.

Ein eindeutiger Effekt wird durch die biologischen Biomarker nachgewiesen. Hier sind
Schadigungen des Erbguts in Form von chromosomalen Verdnderungen wie beispielsweise

Schwesterchromatidaustausch, Mikrokerne, Deletionen und andere Mutationen zu nennen.

Die Biomarker der Empfindlichkeit beriicksichtigen die unterschiedliche Suszeptibilitit der
einzelnen Individuen, die z.B. auf Enzympolymorphismen beruhen kdnnen. Anhand der Be-
stimmung dieser Marker wird zudem die Expression von Onkogenen und Tumorsupressor-

genen ermittelt, die ein erhdhtes Krebsrisiko signalisieren kdnnen.
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Tabelle 1: Einteilung der Biomarker nach den messbaren Endpunkten im Metabolismus des
Fremdstoffes

Biomarker der Dosis Konzentrationsbestimmung des Fremdstoffes oder seiner
Metaboliten in biologischem Material (z. B.: Haare, Blut,
Urin, Speichel, Muttermilch)

Biomarker des Effekts | Biochemische Biomarker
Bestimmung von Fremdstoffen durch Isolierung von
Protein- oder DNA- Addukten

Biologische Biomarker

Bestimmung der Schiddigung (Chromosomenschéden,
Mutationen, enzymatische Veranderungen)

Biomarker der Nachweis von Onkogenen, Tumorsuppressorgenen,
Empfindlichkeit Bestimmung der Enzymaktivitét

1.4.2 Hamoglobinaddukte

Héamoglobinaddukte (Hb-Addukte) aromatischer Amine werden im biochemischen Monito-
ring als so genannte Effektmarker eingesetzt. Sie sind selbst zwar nicht toxisch, werden aber
als Surrogatmarker fiir genotoxische Schdden angesehen, weil sie ein Mal fiir die Aktivierung
eines Kanzerogens darstellen und héiufig in guter Korrelation zu DNA-Addukten stehen [22].
Durch Bestimmung der Hb-Addukte konnen somit erste Abschitzungen auf ein evtl.
vorhandenes Krebsrisiko gemacht werden. Dies ist mdglich bei Stoffen, bei denen man aus
dem Anteil der aufgenommenen Dosis, der am Himoglobin gebunden ist, auf ein Krebsrisiko
schlieBen kann. Im Tierversuch wird dazu die TDsy bestimmt, diejenige Adduktkonzentration,

die zu einem 50%;igen Krebsrisiko bei den Versuchstieren fiihrt.

Zudem zeigt sich ein vorliegender Enzympolymorphismus ebenfalls in der Hb-Adduktrate. So
konnten bei langsamen Acetylieren bei gleicher Belastung wesentlich mehr Hb-Addukte

aromatischer Amine gefunden werden als bei schnellen Acetylierern [23].

Der Zeitpunkt der Probennahme ist bei der Bestimmung von Hb-Addukten weit weniger

kritisch als bei den meisten anderen Biomarkern. Dies ist auf die geringe Eliminations-
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geschwindigkeit der Addukte zuriickzufiihren, die einerseits auf der fehlenden Reparatur,
andererseits auf der 120-tdgigen Lebensdauer eines Erythrozyten beruht. Dadurch kénnen bis
zu vier Monate zuriickliegende Expositionen nachgewiesen werden [24]. Andere Protein-
addukte wie beispielsweise die des Albumins haben dagegen nur eine Lebensdauer von 40—80
Tagen. Somit konnen hiermit nur Expositionen iiber einen kiirzeren Zeitraum bestimmt

werden [25].

Des Weiteren sind Hb-Addukte leicht zuginglich und in relativ groen Mengen verfiigbar.

Aus einem mL Blut kdnnen 120-160 mg Hdmoglobin isoliert werden.

DNA-Addukte aus nicht invasiven Geweben hingegen sind nur in geringen Mengen zu
isolieren. Zudem ist die DNA der meisten Zielorgane nur im Rahmen einer Biopsie, oder bei

der Autopsie von Operationen erhéltlich.

Hb-Addukte zeichnet auerdem eine hohe chemische Stabilitdt in vivo aus, und sie unter-
liegen im Gegensatz zu DNA-Addukten keinem Reparaturmechanismus. Im Rahmen einer
chemischen Analyse konnen sie leicht abgespalten und aufgearbeitet werden. Bei den abge-
spaltenen Produkten kann es sich nicht nur um Metaboliten der Kanzerogene handeln, son-

dern wie im Falle der Arylamine auch um die entsprechenden Ausgangssubstanzen.

Das Ausmal, mit dem ein Stoff am Hamoglobin kovalent bindet, wird anhand des Hb-Bin-

dungsindex (HBI) definiert:

an Hamoglobin gebundenen Substanzmenge (mmol)

HBI = Hb(mol) x Dosis (mmol/kgKG)

Der HBI gibt dabei die Menge gebildeten Addukts pro einmal verabreichter Dosis an [26].

Die Verwendung von Hb-Addukten als Biomarker erlangt immer grofere Bedeutung. So wur-
den beispielsweise Hamoglobinaddukte als Grundlage fiir die Erhebung eines biologischen

Arbeitstoleranzwertes (BAT) fiir Anilin und Nitrobenzol herangezogen [27].

Neben den aromatischen Aminen werden auch Hb-Addukte von Alkylantien und Nitrosami-
nen in der Arbeits- und Umweltmedizin zur Untersuchung von Expositionen verwendet. Man
ist auBBerdem bestrebt, das Anwendungsspektrum flir Hb-Addukte auszuweiten und weitere
Methoden zur Erfassung von Addukten anderer gesundheitsschiddlicher Substanzen zu ent-

wickeln.

Allerdings sieht die Kommission Human-Biomonitoring des Bundesumweltamtes die Bedeu-
tung der Hb-Addukte im Bereich der Krebsforschung sehr kritisch. Nach Auffassung der

Kommission konnen Hb-Addukte keine Riickschliisse auf ein absolutes Krebsrisiko geben.
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Werden jedoch bei belasteten Personen erhohte Addukte festgestellt, sollte dies als Indiz fiir
einen Handlungsbedarf zur Reduzierung der Expositionsquellen und zur Festlegung von

maximalen Belastungswerten genommen werden [28].

1.4.3 DNA-Addukte

Kanzerogene konnen nach metabolischer Aktivierung kovalent an die DNA binden und somit
ein DNA-Addukt bilden. Die Bindung erfolgt iberwiegend am Guanin, wobei der Angriffs-
punkt von der Struktur des Kanzerogens abhingig ist. So binden beispielsweise Alkylantien
verstirkt an der N7-und O6-Position, wihrend die aromatischen Amine hauptsichlich an der

C8-Position binden (Abbildung 8) [29].

Alkylantien
O
HN™ ® 7\ ,
5 ‘ 8/ «— aromatische
~ N Amine
H2N N |
DNA

Abbildung 8: Angriffspunkte verschiedener Kanzerogene am Guanin (nach Beach und Gupta
[29])

Die Bildung von DNA-Addukten gilt als erster, wichtiger Schritt in der chemischen Kanzero-
genese [30]. So kann mit Hilfe ihrer Bestimmung nicht nur eine Belastung des menschlichen
Organismus mit einem krebserregenden Fremdstoff nachgewiesen werden, sondern vielmehr
erste Verdnderungen des Erbgutes und ein damit verbundenes Krebsrisiko abgeschétzt werd-
en. Obwohl sie im Gegensatz zu Hb-Addukten einem Repair-Mechanismus unterliegen, kon-

nen sie aufgrund einer fehlerhaften DNA-Replikation zu Mutationen fiihren.

Inwiefern ein Zusammenhang zwischen der Exposition mit einem Kanzerogen und einem
moglichen Tumorrisiko besteht, hangt allerdings nicht alleine von der DNA-Adduktbildung
ab. Dies trifft vor allem fiir Stoffe zu, die direkt, ohne vorherige Metabolisierung, mit der
DNA interagieren. So konnten beispielsweise DNA-Addukte von Ethylen- und Propylenoxid
auch in Geweben gefunden werden, die nicht Zielorgane fiir durch diese Stoffe ausgeldste

Tumoren sind [31].

Haufig besteht jedoch ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Hb- und DNA-

Addukten auBerhalb der Zielorgane und den relevanten Addukten in den Zielorganen. So
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wurden bei Blasenkrebspatienten wesentlich hohere Level an DNA-Addukten aromatischer
Amine gefunden als bei gesunden Patienten [32]. Ebenso konnten bei ,,gesunden* Rauchern
dhnliche Adduktkonzentrationen festgestellt werden wie bei an Blasenkrebs erkrankten Rau-
chern. Raucher mit hohen Adduktraten in Leukozyten-DNA erkrankten in der Nachbeobach-
tungszeit von 13 Jahren dreimal hiufiger an Lungenkrebs als Rauchern mit weniger DNA-
Addukten [33]. Obwohl Leukozyten nicht das Zielgewebe fiir Krebs durch Zigarettenrauch
reprdsentieren, konnte hier dennoch ein quantitativer Zusammenhang zwischen DNA-Adduk-
ten und Tumoren festgestellt werden. Auch wenn dies nicht immer der Fall ist, wie z.B. in der
Studie von Hou et al. [34], so ist die Bestimmung von DNA-Addukten aus Blutzellen,
Schleimhautzellen oder Urin eine sinnvolle Alternative zur Gewinnung der Addukte aus Ziel-
organen. Denn diese konnen meist nur durch Biopsien oder Autopsien gewonnen werden.
Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um besser beurteilen zu kdnnen, welchen relativen
Nutzen die Bestimmung von Hb- und DNA-Addukten, aus Geweben, die kein Zielgewebe

darstellen, fiir die friihzeitige Erkennung von Krebsrisiken hat.

Fiir die Analyse von DNA-Addukten sind zahlreiche verschiedene Nachweismethoden ent-

wickelt worden. Zu den wichtigsten und meist etablierten Methoden gehdren:

e Fluoreszenzspektroskopie

Bei der Fluoreszenzspektroskopie ist es moglich, sowohl qualitative wie auch quantitative
Aussagen iiber die zu untersuchenden Stoffe zu machen. Es werden nur kleine Mengen an
Substanz bendétigt und eine intensive Aufreinigung ist nicht notwendig. Allerdings ist die
Voraussetzung flir die Verwendung dieser Methode die Fluoreszenz der nachzuweisenden
Substanzen, wodurch ihre Einsatzmdglichkeiten sehr begrenzt sind. Die Nachweisempfind-
lichkeit liegt bei bis zu 1 Addukt in 10° Nukleotiden. Neue Entwicklungen zielen darauf ab,
die Nukleotide nach enzymatischem Verdau der DNA mit fluoreszierenden Gruppen zu mar-
kieren und danach chromatographisch zu trennen, z.B. mit der hochsensitiven Kapillarelektro-

phorese mit Laser-induzierter Fluoreszenz [35,36].

e Immunoassays

Immunoassays unter Verwendung von monoklonalen oder polyklonalen Antikdrpern werden
bereits seit langer Zeit zur Analyse von DNA-Addukten verwendet. So beispielsweise auch
zum Nachweis von 4-ABP-Addukten. Diese Methode kann sowohl zur Strukturanalyse wie
auch zur quantitativen Analyse verwendet werden. Ihre Empfindlichkeit liegt bei 1 Addukt in

10" Nukleotiden bei Einsatz von 25 ug DNA. Die zur DNA-Addukt-Analyse eingesetzten
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Methoden sind RIA (Radioimmunoassay) und der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay) [37,38]. Eine weitere Einsatzmoglichkeit besteht im semiquantitativen Nachweis nach

Anfarben in Gewebeschnitten durch die Histochemie.

e 32P-Postlabeling

Das *? P-Postlabeling ist eine duBerst empfindliche Methode zur Messung von Fremdstoffen,
die kovalent an der DNA binden. Sie wurde Anfang der 80er Jahre von Reddy, Gupta und
Randerath entwickelt [39]. Die DNA wird dabei zu 3’-Mononukleotiden enzymatisch verdaut.
Diese werden enzymatisch mit [y->>P]-ATP phosphoryliert und damit radioaktiv markiert. Es
folgt die Abtrennung der nicht umgesetzten Radioaktivitit und soweit moglich der markierten
normalen, d.h. adduktfreien, Nucleotide. Die Auftrennung der verschiedenen Addukte erfolgt
schlieBlich durch verschiedene chromatographische Methoden. Dabei steht nach wie vor die
Diinnschichtchromatographie im Vordergrund [40]. Mittlerweile existieren mehrere Modifi-
kationen der Methode [41], die fiir die Trennung der Addukte auch die HPLC [42] und die
Kapillarelektrophorese [43] verwenden. Die Nachweisempfindlichkeit liegt bei 1-10 Adduk-
ten in 10" Nukleotiden bei Verwendung von 10 ug DNA [29]. In Umweltproben gelang es
mit dieser Methode allerdings noch nicht, die chemischen Struktur von DNA-Addukten
aufzukldren [42,44].

e GC-MS-Analyse

Die Bestimmung der DNA-Addukte per GC-MS-Analyse basiert auf der hydrolytischen
Spaltung des Addukts, gefolgt von einer Aufreinigung und gegebenenfalls einer Derivatisie-
rung. Das isolierte Agens wird per GC-MS anhand der Retentionszeit und seines charakteris-
tischen Spektrums analysiert. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass keine Aussagen iiber die
Struktur des Addukts gemacht werden konnen. Sie dient aber aufgrund ihrer hohen Empfind-
lichkeit sehr gut zur quantitativen Analyse. Es kann je nach eingesetzter Menge DNA
zwischen 1 Addukt in 10° Nukleotiden und 1 Addukt in 10° Nukleotiden nachgewiesen
werden [38].

e LC-MS-Analyse

Die LC-MS ist die Kopplung von analytischer HPLC mit einem Massenspektrometer. Es han-
delt sich dabei um eine hoch sensitive Methode mit der neben der Quantifizierung auch die
Strukturaufkldrung von organischen Substanzen betrieben werden kann. Obgleich diese
Methode zur Charakterisierung unbekannter DNA-Addukte bereits erfolgreich herangezogen

wird, ist sie fiir die meisten Addukte noch nicht routinemdBig einsetzbar, weil zur
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Bestimmung von DNA-Addukten zu groBe DNA-Mengen erforderlich sind, die hdufig 300 pg
iiberschreiten. Die Nachweisempfindlichkeit liegt dabei bei 1 Addukt in 10®* Nukleotiden [45].

1.5 Aromatische Amine

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des Biomonitoring die Belastung des Menschen
mit aromatischen Aminen untersucht. Aromatische Amine sind durch eine exozyklische

Aminogruppe an aromatischen Ringsystemen gekennzeichnet (Abbildung 9).

s

Abbildung 9: Grundstruktur der aromatischen Amine

1.5.1 Vorkommen

Aromatische Amine gelten als wichtige Ausgangs- und Zwischenstoffe der chemischen
Industrie bei der Herstellung von Farbstoffen, Pigmenten und Pflanzenschutzmitteln. Auch in
der pharmazeutischen Industrie spielen sie als Arzneimittel oder in der Synthese von

Arzneimitteln eine grof3e Rolle [12].

Aromatische Amine entstehen auch bei Erhitzung und Verbrennung organischen Materials.
Im Zigarettenrauch konnen eine Vielzahl von aromatischen Aminen nachgewiesen werden.
Die Arylamine sind sowohl im Haupt- als auch im Nebenstromrauch zu finden [46-48].
Dadurch werden nicht nur die Raucher selbst, sondern auch Passivraucher mit aromatischen

Aminen belastet [49].

Die Konzentration der aromatischen Amine im Tabak ist abhéngig von der verwendeten
Tabaksorte. So findet man in dunklem Tabak, der in afrikanischen und arabischen Ldndern
und im siidlichen Europa verwendet wird, hohere Konzentrationen an aromatischen Aminen
als in hellem Tabak, der in den USA und den nordlichen européischen Staaten handelsiiblich

ist [50].

Als 1987 Bryant et al. [51] den Nachweis erbrachten, dass Raucher im Gegensatz zu Nicht-
rauchern 5-fach hohere Hb-Addukte von 4-ABP haben, wurde zunédchst angenommen, dass
das Rauchen die Hauptbelastungsquelle mit aromatischen Aminen ist. Allerdings konnten
auch bei Nichtrauchern erhdhte Adduktraten gefunden werden [52,53]. Da das Passivrauchen
aber nur ca 10% der Belastung bei den Nichtrauchern erklért, muss es sich beim Rest um eine

Basisbelastung handeln. So gelangte man zu der Annahme, dass neben dem Rauchen noch
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andere Belastungsquellen fiir die Exposition der Bevolkerung verantwortlich gemacht werden

miissen [54].

Der Gebrauch von Haarférbemittel beispielsweise steht im begriindeten Verdacht, eine weite-
re Belastungsquelle zu sein [23,55-57]. Auch beim Erhitzen von Speisedl werden aromatische
Amine gebildet [58]. Es konnten zudem aromatische Amine in Auflen- und Innenraumluft in
verschiedenen Gegenden Italiens nachgewiesen werden [59]. Auch wurden bei der Bestim-
mung von Hb-Addukten bei Kindern verschiedener Gegenden Deutschlands regionale Unter-
schiede festgestellt [60]. Die iliberraschend hohen Adduktraten von 4-ABP bei Ratten sind

wahrscheinlich durch eine Futtermittelbelastung zu erkliren [61].

1.5.2 Untersuchte aromatische Amine

Zu den im Rahmen dieser Doktorarbeit untersuchten aromatischen Aminen gehoren 4-Amino-

biphenyl (4-ABP) und o-Toluidin (Abbildung 10).

1.5.2.1 4-Aminobiphenyl

4-Aminobiphenyl gehort zu den so genannten bizyklischen aromatischen Aminen. Es erzeugt
nachweislich nicht nur im Tierversuch, sondern auch beim Menschen Blasenkrebs und wird
daher sowohl von der IARC der WHO in der Gruppe 1 der kanzerogenen Stoffe als auch in
der MAK-Liste der DFG im Abschnitt III in der Kategorie 1 als ,,eindeutig krebserregend
beim Menschen* gefiihrt [2,27,62].

NH,
CH,
o-Toluidin 4-Aminobiphenyl

Abbildung 10: Struktur der untersuchten aromatischen Amine

Als Hauptbelastungsquelle von 4-ABP gilt heute immer noch das Rauchen. Es kann sowohl
im Haupt- wie im Nebenstrom von Zigaretten nachgewiesen werden [63]. Signifikante Unter-
schiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern konnten sowohl bei Hb-Addukten wie auch
bei DNA-Addukten von 4-ABP nachgewiesen werden [49,64]. Deshalb gilt 4-ABP heute als
die Substanz, wenn es darum geht, einen Zusammenhang zwischen dem Rauchen und einem

Krebsrisiko zu zeigen.
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1.5.2.2 o-Toluidin

Auch das monozyklische aromatische Amin o-Toluidin steht im Verdacht nicht nur im Tier-
versuch, sondern auch beim Menschen Blasenkrebs zu erzeugen [65]. Markowitz et al. [66]
konnten in einer Studie mit Arbeitern einer Chemiefabrik beweisen, dass gehdufte Félle von
Blasenkrebs mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Exposition der Arbeiter mit o-Toluidin
zuriickzufiihren sind. Erhohte Hb-Addukte anderer blasenkanzerogener Arylamine wie 4-ABP
konnten bei den Arbeitern nicht festgestellt werden [67,68].

o-Toluidin wird allerdings momentan von der IARC nur in Gruppe 2A bzw. von der DFG im
Abschnitt III in Kategorie 2 als ,,wahrscheinlich kanzerogen fiir den Menschen* eingeteilt
[2,27]. Eine entsprechende Aufnahme in die hochste Kategorie der kanzerogenen Stoffe wird
vermehrt diskutiert. Es fehlen allerdings nach Angaben der IARC noch entsprechende

Studien, die eine eindeutige blasenkanzerogene Wirkung fiir den Menschen belegen konnen.

Im Gegensatz zu 4-ABP spielt das Rauchen als Belastungsquelle fiir o-Toluidin eine unterge-
ordnete Rolle. In den vergangenen Jahren konnten anhand der Hb-Addukte nur geringe bis

keine Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern im Blut festgestellt werden [49].

1.5.3 Toxizitat

Die krebserregende Wirkung aromatischer Amine ist seit Ende des 19. Jahrhunderts bekannt.
Erste Falle von Blasenkrebs in einer Farbenfabrik fiihrte Rehn bereits 1895 auf die Exposition
der Arbeiter mit Anilin zuriick. Heute weill man, dass nicht das schwach kanzerogene Anilin,
sondern vielmehr Verunreinigungen und Begleitstoffe wie 2-Naphthylamin, 4-ABP und Ben-

zidin Ursache fiir die Erkrankungen waren [69-71].

Neben der chronischen Toxizitdt haben aromatische Amine auch eine akut toxische Wirkung.
Ausgelost durch die Reaktion des Hydroxylamins, einer metabolischen Zwischenstufe der
aromatischen Amine, zum Nitrosoamin im Blut (Abbildung 11), wird Hdmoglobin zum
Methdmoglobin oxidiert. Dies besitzt nicht mehr die Fihigkeit zur Bindung von Sauerstoff.
Daraus resultiert ein Sauerstoffmangel im Blut. Eine Methdmoglobinrate von weniger als
20% wird meist problemlos vertragen, sind jedoch mehr als 50% des H@moglobins zu

Ferrihimoglobin oxidiert, kann dies fiir den Menschen lebensbedrohlich sein.

1.5.4 Metabolismus

Der Metabolismus der aromatischen Amine wird anhand des 4-ABP (Abbildung 11) beschrie-
ben. In der Leber erfolgt zunéchst iiber das CYPIA2 eine metabolische Aktivierung durch
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N-Oxidation zum N-Hydroxylamin. In der Blase wird das Hydroxylamin direkt oder nach
einer NAT1-katalysierten O-Acetylierung durch den sauren pH-Wert des Harns protoniert.
Nach Abspaltung von Wasser entsteht das reaktive Nitreniumion, das in einer elektrophilen
Additionsreaktion am Guanin der urothelialen DNA in Position 8 bindet und somit ein

stabiles DNA-Addukt bildet.
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Abbildung 11: Metabolismus der aromatischen Amine

Im Erythrozyten wird das Hydroxylamin unter Methimoglobinbildung zum Nitrosoamin oxi-

diert. Fiir diese Reaktion ist bereits eine geringe Aminkonzentration im Blut ausreichend, da
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beide Metaboliten in einem Redoxgleichgewicht vorliegen. Das entstandene Nitroso-4-biphe-
nyl kann sich mit der Thiolgruppe eines Cysteins im Himoglobin binden und so ein kovalen-
tes Hamoglobinaddukt bilden [72]. Das entstandene Zwischenprodukt ist instabil und lagert
sich unter Wanderung des Sauerstoffatoms zum Schwefel in ein stabiles Sulfanilamid um
oder wird beispielsweise durch die Thiolgruppen des Glutathions zum N-Hb-N-Hydroxylamin
reduziert. Man schitzt, dass ca. 10% des iiber Inhalation von Zigarettenrauch aufgenommenen

4-ABP beim Menschen in Hb-Addukte umgewandelt wird [25].

Neben der metabolischen Aktivierung finden in der Leber auch Entgiftungsreaktionen statt.
Die Glucuronidierung des Hydroxylamins durch hepatische Glucuronyltransferasen fiihrt auf-
grund der erhohten Hydrophilie der glucuronidierten Amine zur vermehrten Ausscheidung

uber die Niere.

1.6 Prilocain
1.6.1 Bedeutung

Das Lokalandsthetikum (LA) Prilocain (Abbildung 12) wurde 1960 entdeckt [73] und wird
heute hauptsichlich in der Zahnheilkunde, von HNO-Spezialisten und in der Pédiatrie einge-
setzt. Insbesondere seit der Entwicklung der eutektischen Mischung der LA Lidocain und Pri-
locain (EMLA®) wird es vermehrt auch bei Kindern in Form eines Pflasters oder einer Creme
angewandt [74,75]. Zudem findet es Anwendung im Zusammenhang mit der Einfilhrung von
i.v. Kathetern, Blutentnahme, chirurgischen Eingriffen an der Hautoberfliche und zur Lokal-
andsthesie der genitalen Schleimhaut bei kleineren oberflachlichen chirurgischen Eingriffen,
sowie bei der Wundreinigung von Ulcus cruris [76]. Zusédtzliche Bedeutung erlangte es mit

der Einfiihrung der erstmals 1987 von Klein beschriebenen Tumeszenztechnik [77].

H,C

H
IN\/\CHS
0

NH

CH,

Abbildung 12: Struktur Prilocain
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Prilocain gehort zu den LA des Amid-Typs. Es zeichnet sich durch eine kurze Halbwertszeit
von ca. 90 Minuten und einen schnellen Wirkeintritt aus. Die maximalen Konzentrationen

werden im Plasma nach 60-90 Minuten erreicht [78].

1.6.2  Struktur und Wirkungsweise von Lokalanasthetika

Ein Lokalandsthetikum muss wasserldslich, sterilisierbar und gut vertrdglich sein. Zudem
sollte der Wirkeintritt rasch erfolgen, lange andauern, aber seine Wirkung auch leicht rever-

sibel gemacht werden konnen.

Man unterscheidet zwischen LA des Estertyps und des Sdureamidtyps. Beiden gemeinsam ist
ein aromatischer Ring, der entweder iiber eine Ester- oder eine Amidbindung an ein
sekundéres oder tertidres Amin gebunden ist. Die LA sind dadurch amphiphil und koénnen
abhingig vom pH-Wert entweder als Salze oder freie Basen vorliegen. Nur das Salz ist
wasserloslich. Die fertigen Injektionslosungen zur Lokalanésthesie haben einen pH-Wert von
4-6, der pK,-Wert der einzelnen LA liegt zwischen 7,8 und 9. Verbindungen mit einem pK,-
Wert von groer 9 sind aufgrund ihrer Chemie unter physiologischen Bedingungen
unwirksam [21]. Ist der pK,-Wert gréBer als der pH-Wert im Gewebe, liegt das LA als Siure
vor, bei einem pK,-Wert der dem pH-Wert des umliegenden Gewebe entspricht, liegen die

ionisierte und die nicht ionisierte Form im Verhéltnis 1:1 vor.

Nur die nicht ionisierte Form ist aufgrund ihrer Lipophilie membrangingig und kann so durch
die Nervenfaserhiille zum Wirkort diffundieren und sich in der Membran der Nervenzelle an-
reichern. Je lipophiler das LA, desto schneller ist die Penetration und desto schneller kann die
betdubende Wirkung eintreten. In entziindeten Geweben, in denen der pH-Wert meist weniger
als pH 6 betrégt, liegt die lipidldsliche, unionisierte Form nur noch in minimalen Konzentra-
tionen vor, wodurch der Wirkeintritt wegen der verlangsamten Penetration ins Gewebe ver-
zogert ist. Es sind dann meist groBere Mengen der Injektionslosung fiir eine ausreichende

Wirkung notwendig.

Die Wirkweise der LA beruht auf der Blockade spannungsabhéngiger Natriumkanile. Dies
fiihrt an den Nervenbahnen zur Hemmung der Reizweiterleitung. Die LA hemmen dabei die
Depolarisation der Nervenmembran, indem sie den Einstrom von Natrium verhindern. Da-
durch kann das ankommende Aktionspotenzial nicht mehr weitergeleitet werden, die
Schmerzempfindung wird gehemmt. Thre schmerzstillende Wirkung erzielen die LA nur in

der ionisierten Form, da nur diese an den Rezeptoren der Natriumkanéle bindet.
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LA hemmen dosisabhidngig nicht nur periphere Nerven, sondern auch andere erregbare Struk-
turen des ZNS. Hohe Konzentrationen im Blut kénnen Sedierung, Ubelkeit, Unruhe, Krimpfe
und Schwindel, aber auch kardiovaskulire Nebenwirkungen wie Arrhythmien oder

Bradykardie hervorrufen, die bis zur Atemdepression und zum Herzstillstand fithren kénnen.

Grundsitzlich unterscheiden sich verschiedene LA vor allem in ihrer Wirkungsdauer und der
maximal moglichen Einzeldosis. Beim Lidocain beispielsweise hilt die Wirkung zwischen
60-90 min an, die maximale Einzeldosis betrdgt 200 mg. Bei Prilocain diirfen als Einzeldosis
maximal 600 mg gegeben werden, die Wirkungsdauer betridgt dabei 30-60 min. Durch Zusatz
von Adrenalin konnen die Maximaldosen erhoht werden, weil das LA langsamer vom Injek-
tionsort abtransportiert wird. Des Weiteren wird durch die Vasokonstriktion der Wirkeintritt

des LA beschleunigt und die Wirkdauer verléngert.

1.6.3 Metabolismus von Prilocain

Im Gegensatz zu den LA des Estertyps wie zum Beispiel Procain oder Tetracain, die iiber ver-
schiedene Esterasen im Korper relativ rasch metabolisiert werden, werden LA des Sdureamid-
typs hauptsédchlich in der Leber iiber mehrere Metabolisierungsschritte abgebaut. Sie werden
dabei durch Monooxygenasen oxidativ desalkyliert, durch Carboxylesterasen enzymatisch
hydrolysiert und durch Glucuronyltransferasen glucuronidiert und renal oder biliér ausge-

schieden. Nur geringe Mengen der LA konnen unverédndert im Harn detektiert werden.

Prilocain nimmt unter diesen LA eine Sonderstellung ein (Abbildung 13). Es wird haupt-
sdchlich durch Hydrolyse des Amids zu o-Toluidin und N-Propylalanin in der Leber metabo-
lisiert [79,80]. Der weitere Abbau von o-Toluidin erfolgt zum Teil {iber die N-Hydroxylierung
und N-Acetylierung [81]. Der grofite Anteil der Metaboliten im menschlichen Urin wird aber

vom p-Hydroxy-o-Toluidin gestellt, das etwa ein Drittel der Urinmetaboliten ausmacht [82].

H
H3CIN\/\CH3
0" "NH NH, y
CH CH H.C N
3 Hydrolyse 3 N 3 I \/\CHS
0" "oH
Prilocain o-Toluidin N-Propylalanin

Abbildung 13: Metabolismus von Prilocain
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1.6.4 Tumeszenzlokalanasthesie

Bei der Tumeszenzlokalandsthesie handelt es sich um eine groBflachige Infiltration von Haut-
und Unterhautgewebe mit einem LA. Sie wird hauptsiachlich bei der Liposuktion angewandt,
findet mittlerweile aber auch in anderen medizinischen Bereichen wie beispielsweise bei

ambulanten proktologischen Untersuchungen Verwendung [83].

Ein grofer Vorteil dieser Technik ist der geringe Blutverlust. So werden bei der Liposuktion
mit klassischer Lokalandsthesie bis zu 30% Blut mit abgesaugt, bei der Tumeszenztechnik
dagegen nur circa 2%. AuBerdem wird die Bildung von Himatomen minimiert [84]. Ein
weiterer Vorteil ist die lang anhaltende Wirkung. Zwar beansprucht die Betdubung groferer
Hautpartien mehr als eine Stunde, die Lokalandsthesie hélt jedoch bis zu 18 Stunden an. Dies
ist sehr viel ldnger als bei einer normalen Ortlichen Betidubung, bei der Prilocain bei s.c.

Applikation eine Wirkdauer von weniger als 90 Minuten hat.

Fiir die Tumeszenzlokalandsthesie werden wahlweise Lidocain oder Prilocain eingesetzt. Im
Falle des Prilocains werden bis zu 6 L einer 0,05%-igen Losung unter die Haut appliziert.
Dies entspricht einer maximalen Gabe von 3000 mg Prilocain, was zu einer
durchschnittlichen Konzentration von 35 mg/kg Korpergewicht fithren kann. Obwohl die bei
klassischer Lokalandsthesie zuldssige Hochstdosierung von 8,5 mg/kg Korpergewicht [78]
dabei fast um das 5-fache {liberschritten wird, kommt es wegen der langsamen Abgabe des LA

vom Injektionsort im Blut zu keinen gefdhrlich hohen Konzentrationen von Prilocain.

1.7 GC-MS

Die Kopplung von Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS) erweist sich als
effektivste Analysenmethode zur Trennung, Detektion und Charakterisierung von Bestand-
teilen komplexer organischer Gemische. Der Vorteil in der Kombination beider Gerite liegt in
der Untersuchung und Detektion von fliichtigen bis mittelfliichtigen Substanzen bis in den
Femtogramm-Bereich. Im Gaschromatograph werden die Substanzen zunichst aufgrund ihrer
unterschiedlichen Interaktionen mit der stationdren Phase voneinander getrennt. Dabei dient
das Tragergas Helium als mobile Phase. Als stationire Phasen dienen niedrigviskose Fliissig-
keiten, die einen diinnen, gleichmidBigen Film auf der Oberfliche der GC-Kapillarsdulen

bilden.

Nach der chromatographischen Auftrennung der Probe mittels GC werden die Substanzen im
Massenspektrometer analysiert. Das Prinzip der Massenspektrometrie beruht auf einer Ioni-

sierung der zuvor getrennten Substanzen. Die ionisierten Molekiile bilden nach Zerfall struk-
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turspezifische Fragmente, die entsprechend ihrer Ladungszahl (Masse-zu-Ladungs-Verhélt-

nis) in einem Magnetfeld voneinander getrennt werden.

Bei der Ionisierung werden zwei verschiedene Arten unterschieden. So kann zum einen die

ElektronenstoBionisation (EI), zum anderen die chemische Ionisation (CI) eingesetzt werden.

Die EI wird durch Beschleunigung von Elektronen aus einem Heizdraht erzeugt. Um eine
vollstindige Fragmentierung der Molekiile zu erhalten, betrdgt die Potenzialdifferenz meis-
tens 70 eV. Das dadurch in der Ionenquelle gebildete Radikalkation wird Molekiilion (M")
genannt und liefert die Molekiilmasse der Substanz (gemessen in Atommasseneinheiten,

amu). Durch weitere Fragmentierung entstehen Radikale und Neutralteilchen.

Einen schonenderen Nachweis bietet die chemische Ionisierung (CI). Die Molekiilfragmente
werden hierbei durch Sekundérionisation gebildet. Dabei wird ein Reaktandgas wie beispiels-
weise Methan oder Ammoniak durch einen in der Ionenquelle gebildeten priméren Elektro-
nenstrahl ionisiert. Es entstehen sekundére, energiedrmere Elektronen, die die Probenmolekii-
le wesentlich schonender ionisieren als bei der direkten lonisation im EI-Modus. Es wird
dadurch hauptsidchlich der Molmassenpeak gebildet, eine Fragmentierung findet, im Ver-
gleich zur EI, nahezu nicht statt. Prinzipiell kann man zwischen positiver und negativer loni-
sation (NCI) unterscheiden. Die negativ chemische Ionisation besitzt eine hohe Selektivitit,
da nur Molekiile mit einem =-Elektronensystem oder einer funktionellen Gruppe mit freien
Elektronenpaaren negativ ionisiert werden konnen. Sie zeichnet sich zudem durch eine hohe

Empfindlichkeit aus.

Da im Massenspektrometer absoluter Luftausschluss notwendig ist, wird im Hochvakuum ge-
arbeitet. Bereits geringe Spuren von Verunreinigungen mit hoher Elektronenaffinitit wie
Sauerstoff oder Wasser konnen zu starkem Hintergrundrauschen fiihren. Auch ist auf eine

hohe Reinheit der verwendeten Gase, in unserem Fall Helium und Methan, zu achten.

Neben den am héufigsten verwendeten Quadrupolmassenfiltern werden auch noch Magnet-
sektorfeldanalysatoren, Ionenfallen und Tandem-Massenspektrometer eingesetzt. Nach Pas-
sieren des Massenanalysators erzeugen die Ionen Stréme, die im Bereich von 10 bis 1077A,
mittels eines Elektronenvervielfachers (Multiplyer) zu messbaren Signalen umgewandelt wer-

den. Die gewonnenen Daten werden danach mit einem Computer ausgewertet.
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1.8 Ziel der Arbeit

Die kanzerogene Wirkung der aromatischen Amine wurde bereits Ende des 19. Jahrhunderts
erkannt. Rehn beschrieb im Jahr 1895 wiederholt auftretende Félle von Blasenkrebs bei
Arbeitern einer Farbenfabrik als ,,Anilinkrebs. Heute gelten neben den Benzidinen vor allem
2-Naphthylamin und 4-ABP als starke Humankanzerogene. o-Toluidin steht ebenfalls im be-
griindeten Verdacht, Blasenkrebs beim Menschen auszulosen und wird von der IARC in der

Gruppe 2A als ,,wahrscheinlich kanzerogen fiir den Menschen* gelistet [2].

Zunichst ist man davon ausgegangen, dass die Hauptbelastungsquelle mit aromatischen Ami-
nen das Rauchen ist. Heute weil3 man, dass auch bei Nichtrauchern ohne wesentliche Belas-
tung mit Passivrauch aromatische Amine nachzuweisen sind. Als mdégliche Quellen hierfiir
gelten Umwelteinfliisse wie Dieselabgase, Nahrung [32,58], Farben und Pigmente [71], sowie
Haarfarbemittel [55]. Zudem sind aromatische Amine Ausgangsstoffe vieler Chemikalien und

Arzneistoffe [12].

Das Biomonitoring von Hb-Addukten aromatischer Amine ist eine einfache und genaue
Methode, die Belastung eines Menschen mit diesen Substanzen zu untersuchen. Hb-Addukte
sind zwar selbst noch kein Hinweis auf ein mogliches Krebsrisiko, sie gelten aber als so
genannte Surrogatmarker, die neben der Aufnahme auch die Aktivierung zu reaktiven Meta-

boliten anzeigen.

Inwiefern sich die Belastung des Menschen mit o-Toluidin auf die Gabe des Arzneimittels

Prilocain zuriickfiihren lésst, ist Thema der vorliegenden Arbeit.

Es wurde Patienten der HNO-Abteilung der Poliklinik Miinchen vor und nach einer Anés-
thesie mit Prilocain Blut abgenommen und dieses auf eine mogliche Erhdhung der Hb-
Addukte von o-Toluidin, einem Metaboliten des Prilocain, untersucht. Die Bestimmung der
Hb-Addukte von 4-ABP diente zum einen dazu, den Raucherstatus der Probanden zu iiber-
priifen, zum anderen sollte sicher gestellt werden, dass durch die Anésthesie mit Prilocain

ausschlieBlich die Addukte von o-Toluidin erhoht werden.

In einer weiteren Studie wurden sowohl Hb-Addukte wie auch urotheliale DNA-Addukte von
0-Toluidin und 4-ABP bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

GC-MS:

GC Serie 8060, Fisons

MS Trio 1000, Fisons

Quelle Cr

Software MassLab Version 1.3, Fisons plc.

GC-MS Peripherie:

Vakuumpumpe Edwards High Vacuum Pump E2M8 Two Stage, Edwards High Vacuum Int.,
Part of BOC Ltd., Crawley, Sussex, England

Kiihlwasserbad und Steuereinheit Multitemp 2209, Colora Messtechnik GmbH, Lorrach

Zentrifugen:

Minizentrifuge Universal 16R, Hettich, Tuttlingen
Minifuge GL, Bachofer, Reutlingen

Sorvall RC5C, Sorvall Inst. DuPont, Bad Homburg
Vakuum Konzentrator BA-VC 300H, Bachofer, Reutlingen

Vortex Riittler, Heidolph, Kehlheim

Analysenwaage A - 150 - SX, Cobes, Spanien

Plexiglas-Absaugeinheit, hergestellt in der Feinmechanikwerkstatt des Walther-Straub-Insti-
tuts Miinchen, hergestellt nach Angaben von Dr. Kuss, Psychiatrische Klinik der LMU
Vakuumpumpe, Vakuubrand GmbH &Co KG; Wertheim

Digital pH Meter InoLab pH Level 1, WTW GmbH, Weilheim

Ultraschallbad Sonorex RK 106, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Kelheim

Flussmeter, Rotameter, Rota Yokogawa GmbH & Co KG, Wehr

Vakuumexsikkator, Schott AG, Mainz

Pipetten von Gilson, Medical Electronics S.A., Villiers-le-Bel, Frankreich

Modell: microman 1000, 250, 25 uL
pipetman 1000, 200, 100, 20, 10 puL
pipetman ultra 1000, 200, 100, 20, 10 puL
distriman
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2.1.2 Materialien

GC-Séule:
Factor four 5 ms 5% Phenyl-95% Dimethylsiloxanphase,
L 30 m, ID 0,25 mm, df 0,25 pm, Varian, Frankfurt

GC-Zubehor:

Spritzen 10 puL Spritzen fiir GC (701N), Hamilton, Darmstadt
Liner Splitless Liner Borsilikat, 5 mm, Bezug iiber SMS, Idstein
Filament Rheniumfilament, Bezug tiber SMS, Idstein

Septen Septa 77, Bezug iiber SMS, Idstein

QIamp® DNA Micro Kit, Qiagen, Heiden

Heparin-Rohrchen fiir Blutproben, Sarstedt, Niimbrecht

BondElut C18 Saulen, 3 mL, 500 mg, Varian, Frankfurt

PP Luer Stopcocks, Varian Frankfurt

Zentrifugeneinséitze 50 mL aus PP, Sorvall, DuPont, Bad Homburg
Zentrifugeneinsitze 250 mL aus PP mit Schraubdeckel, Sorvall, DuPont, Bad Homburg
Eppendorf Safe-Lock 2,0 mL ReaktionsgefdBe, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
PP Rohrchen 50 mL mit Schraubdeckel, Sarstedt, Niimbrecht

PP Rohrchen 15 mL mit Schraubdeckel, Sarstedt, Niimbrecht

40 mL Pyrex-Reagenzgldser mit Gewinde und Deckel, Schott, Mainz
Pasteurpipetten aus Glas, Brand GmbH und Co, Wertheim/Main
Pasteurpipetten aus Glas, gestopft, Brand GmbH und Co, Wertheim/Main

PP Rohrchen mit Verschluss 101x16,5 mm, Sarstedt, Niimbrecht
Erlenmeyerkolben, 100, 250, 500 mL

Messkolben 5, 10, 20, 50, 100 und 1000 mL

Bechergléser 25, 50, 100 und 200 mL

Glastrichter

Vial 4 mL, Wheaton, USA

Deckel, Teflonbeschichtete Septen, Wheaton, USA

Minivial 1,5 mL, Zinsser Analytics, Frankfurt

Microvial 100 pL, Zinsser Analytics, Frankfurt

Spiralfedern, Alltech, Miinchen

Deckel, 8 mm Silikon PTFE Septen fiir Minivial, Zinsser Analytics, Frankfurt

Sterican Kaniilen Gr. 1, Braun, Melsungen
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20 mL Einwegspritzen, Braun, Melsungen
Neutralit pH-Indikatorpapier pH 5,5 - 9,0, Merck, Darmstadt

Schleifpapier Micromesh 4000 und 8000 20,3 x 15,4 cm, Micro Surface Finishing Products
Inc., Wilton, 10, USA

Parafilm “M”, American Can Company, Dixie/Marathon, Greenwich, CN, USA
Schwarzbandfilter 589/1, Schleicher&Schuell, Dassel

Na,SOs-Filter:

Der Filter wurde selbst hergestellt. Dazu wurde eine mit Watte gestopfte Pasteurpipette mit

500 mg wasserfreiem Na,SO, gefiillt.

2.1.3 Chemikalien

ds-4-Aminobiphenyl, TRC, Toronto, Kanada

dg-0-Toluidin, CDN Isotopes, Point-Claire, Quebec, Kanada
4-Aminobiphenyl, Sigma-Aldrich, Schnelldorf

o-Toluidin, Sigma-Aldrich, Schnelldorf

1-Aminopyren, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
2,6-Dimethylanilin, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Dinatriumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
Heptafluorbuttersdureanhydrid, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Kaliumdihydrogenphosphat, Merck, Darmstadt

Kieselgel mit Feuchtigkeitsindikator (Blaugel), Merck, Darmstadt
Lachssperma-DNA, MP Biomedicals, Eschwege
Lecksuchspray, SMS, Idstein

NaOH rotuli p.a., Merck, Darmstadt

Natriumchlorid, Merck, Darmstadt

Natriumsulfat, wasserfrei (Na,SO4), Merck, Darmstadt
Rinderhdmoglobin, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Triethylamin, Merck, Darmstadt

Benzol, p.a., Merck, Darmstadt

Chloroform p.a., Merck, Darmstadt

Diethylether p.a, Merck, Darmstadt

Ethylacetat p.a., Merck, Darmstadt

Hexan p.a, Merck, Darmstadt

Methanol p.a, Merck, Darmstadt

Chloroform Supra Solv fiir GC, Merck, Darmstadt
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n-Hexan Supra Solv fiir GC, Merck, Darmstadt
Methanol Supra Solv fiir GC, Merck, Darmstadt
Toluol Supra Solv fiir GC, Merck, Darmstadt

Reinstwasser, filtriertes deionisiertes Wasser, Membrapur, Bodenheim

Gas: Helium Qualitét 5.0
Stickstoff Qualitét 4.6
Methan Qualitét 5.0

2.1.4 LOsungen und Reagenzien

2.1.4.1 Standardlésungen

Fir den Standardmix wurden die beiden internen Standards de-o-Toluidin und ds-4-ABP

zunéchst einzeln verdiinnt und anschlieBend zu gleichen Teilen zusammengegeben und auf

die jeweilige Endkonzentration eingestellt.

dg-0-Toluidin:

ds-4-Aminobiphenyl:

Standardmix:

4-Aminobiphenyl

und o-Toluidin;

2 uL dy-o-Toluidin (entspricht 2 mg) wurden in einem 20 mL Mess-
kolben in Hexan gelost. Aus dieser Losung mit 100 ng/pL. wurden
10 pL entnommen und mit Hexan auf 1 mL verdiinnt. Daraus ergab

sich eine Konzentration von 1 ng/uL.

2,0 mg ds-4-ABP wurden in einem 20 mL Messkolben in Hexan
gelost. Die entsprechende Verdiinnung von 10 pL dieser Losung auf

1 mL Hexan ergab ebenfalls eine Konzentration von 1,0 ng/puL.

Es wurden jeweils 80 puL der beiden internen Standardlosungen mit
der Konzentration 1 ng/uL auf 10 mL verdiinnt. Daraus ergab sich

eine Endkonzentration fiir den Standardmix von 8 pg/uL.

Je 1,0 mg 4-ABP und o-Toluidin wurden in 10 mL Messkolben in
Hexan gelost. Dies ergab eine Konzentration von 100 ng/uL. Aus
dieser Losung wurden 10 pL. entnommen und mit Hexan auf 1 mL

verdiinnt. Daraus ergab sich eine Endkonzentration von 1 ng/pL.

2.1.4.2 Sonstige Losungen

4 N HCI

0,5 M Na,HPO,-Puffer

100 mL konzentrierte Salzsdure werden mit 300 mL Reinstwasser
verdiinnt

7,1 g Dinatriumhydrogenphosphat werden in 100 mL Reinstwasser
gelost
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0,1 bzw. 1 N NaOH 4 g bzw. 40 g Natriumhydroxid rotuli werden in 1000,0 mL Reinst-
wasser gelost.

Phosphatpuffer pH 6,6  Eine 0,67 M KH,PO4-Losung (119,63 mg/mL) wurde vorgelegt
und mit einer 0,67 M Na,HPO4-Losung (91,12 mg/mL) auf pH 6,6
am Digital-pH-Meter eingestellt

Phosphatpuffer pH 7,0 24 g NaH,PO4 wurden in 1000,0 mL Reinstwasser gelost.

2.1.5 Probanden
2.15.1 Patienten der HNO

Es wurde Blut von 23 Patienten aus der HNO-Abteilung der Poliklinik Miinchen untersucht.
Dabei wurde jeweils eine Blutprobe von 10 mL vor (0 h-Wert) und eine weitere 24 Stunden
nach (24 h-Wert) der Lokalanésthesie mit Prilocain in Heparin-Réhrchen aufgenommen. Die

Rohrchen wurden nach der Entnahme maximal 12 Stunden bei 4-6 °C gelagert.

Weitere Informationen wie Alter, Geschlecht, Korpergrofe, Gewicht Raucherstatus, Krank-
heitsbild, Zeitpunkt der Blutabnahme und verabreichte Menge Prilocain wurden fiir jeden
Patienten vom behandelnden Arzt in einem Informationsbogen dokumentiert und sind in

Tabelle 17 im Anhang zusammengefasst.

2.1.5.2 Probanden der Prilotstudie

Die ,,Prilotstudie (Prilocain-Pilot-Studie) wurde zusammen mit der Arbeitsgruppe von Priv.
Doz. Dr. Kleinsasser von der HNO-Abteilung der Universititsklinik Regensburg durchge-
fiihrt. Dazu wurde den 6 Probanden wiederum jeweils eine Blutprobe unmittelbar vor und 24
Stunden nach der s.c. Injektion (Bauchfalte) von 100 mg Prilocain entnommen. Auflerdem
wurde tliber 24 Stunden der Urin vor und nach der Injektion in Glasflaschen gesammelt. Die

Proben wurden unmittelbar vor Ort weiterverarbeitet.

2.2 Methode
2.2.1 Gewinnung von Hamoglobinaddukten
2.2.1.1 Aufbereitung der Erythrozytenfraktion

Das Humanblut wurde zur Vermeidung der Blutgerinnung in Heparin beschichteten PE-
Rohrchen gesammelt. Zunédchst wurde durch Zentrifugation die Erythrozytenfraktion vom

Plasma getrennt. Nach Abpipettieren des Plasmas wurden die sedimentierten Erythrozyten
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dreimal mit dem gleichen Volumen einer isotonen Kochsalzlésung gewaschen und an-

schlielend jeweils bei 4 °C, 10 min bei 4000 rpm in der Minifuge GL zentrifugiert.

Nach dem Waschschritt konnten die Erythrozyten bis zur weiteren Verarbeitung bei —20 °C

eingefroren und unbestimmte Zeit gelagert werden.

2.2.1.2 Fallung des Hamoglobins

Zur Gewinnung des Hadmoglobins wurde die Erythrozytenfraktion zunidchst mit eiskaltem
Reinstwasser lysiert. Dazu wurden die Blutproben mit 5 mL Reinstwasser in Zentrifugengla-
ser liberfiithrt und anschlieBend fiir 15 min im Eisbad stehen gelassen. Nach Zugabe von 5 mL

Phosphatpuffer wurde die Losung bei 4 °C zentrifugiert (Sorvall RSC5, 20000 rpm, 30 min.).

Das Hamoglobin wurde anschlieBend durch ethanolische Fillung gewonnen [85]. Es wurden
von den lysierten Blutproben jeweils 10 mL auf zwei Reagenzglaser mit Schraubdeckel auf-
geteilt und auf 25 °C im Wasserbad temperiert. In jedes Glas wurden unter manuellem Schiit-
teln ziigig 12,5 mL Ethanol zugegeben und sofort 1 min gevortext. Nachdem sich das gefillte,
feinkdrnige Hamoglobin abgesetzt hatte, wurden 4/5tel des Ethanoliiberstands abgenommen
und der Inhalt beider Reagenzgldser in 250 mL Reinstwasser zusammengefiihrt. Sobald sich
das Hamoglobin erneut abgesetzt hatte und die Wasserphase vollstindig farblos war, wurde es
tiber einen Schwarzbandfilter filtriert. Zur Entfernung von Glutathion-Resten wurde das
Filtrat mit 250 mL Reinstwasser gewaschen. Dabei war darauf zu achten, dass der Filter nicht
trocken lduft. Um das restliche Wasser zu entfernen, wurden zundchst 24 mlL einer
Ethanol: Wasser-Mischung (2:1, V:V) zugegeben, mit 24 mL Ethanol:Diethylether (1:3; V:V)
nachgespiilt und anschlieBend mit 40 mL Diethylether nochmals aufgeschlimmt. Nachdem
das Hamoglobin erneut sedimentiert und abgetropft war, wurde es in 50 mL PP-Rohrchen
(Falcon®) iiberfiihrt und 24 Stunden im Exsikkator bei 4 °C getrocknet. Das gefillte und ge-

trocknete Himoglobin wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C eingefroren.

2.2.1.3 Alkalische Hydrolyse und Isolierung durch Festphasenextraktion

250 mg Hidmoglobin wurden in 20 mL PP-Réhrchen eingewogen und mit 5,0 mL 0,1 N
NaOH versetzt. Nach Zugabe von 20 pL des Standardmixes folgte eine einstiindige Hydro-
lyse im Ultraschallbad.

Die hydrolytisch freigesetzten aromatischen Amine wurden durch Festphasenextraktion mit
C18-Bond Elut Siulen angereichert. Dazu wurden die Sdulchen auf eine in der Feinmechanik-

werkstatt des Walther-Straub-Instituts (nach Angaben von Dr. Joachim Kuss) gefertigten
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Vakuumabsaugeinheit aus Plexiglas gesteckt. Um eine gleichméfige Absauggeschwindigkeit
zu erreichen, wurde die Sdulen mit Varian PP Luer Stopcocks versehen, liber die mit Hilfe

eines Hahns das Vakuum reguliert werden konnte.

Die SPE-Kartuschen wurden zundchst mit jeweils 6 mL Methanol und 6 mL Reinstwasser
konditioniert. Die Probeldsung wurde mit einer Pasteurpipette auf die Sdulen aufgegeben,
wobei darauf zu achten war, dass die Sdulen nicht trocken laufen. Anschlieend wurde erst
das Probenr6hrchen, danach die Sédule mit jeweils 3 mL Wasser gespiilt. Um die Sdulen
vollstindig zu trocknen, wurde durch Anlegen von Druckluft zunichst die restliche Spiilfliis-
sigkeit aus den Séulen gepresst, zur vollstindigen Trocknung erfolgte eine 30 miniitige Zen-
trifugation bei 20 °C und 4000 rpm durch Einhdngen der Minivials in PP Zentrifugenréhrchen
in der Minifuge.

Die an das Sdulenmaterial gebundenen Arylamine wurden mit 3 mL Chloroform eluiert und
tber einen Na,SOs-Filter in 4 mL Glasvials tiberfihrt. Das Elutionsmittel wurde dabei mit
Hilfe einer 20 mL Spritze mit Adapter durch die Sdulen gedriickt, wobei auf eine gleich-
miBige Elutionsgeschwindigkeit zu achten war. Der Filter wurde anschlieBend mit 1 mL
Chloroform gespiilt, das durch Anlegen von Druckluft durch den Filter in das Glasvial gespiilt

wurde.

2.2.2 Gewinnung von DNA-Addukten aus Urin
2.2.2.1 Aufbereitung des Urins

Zur Gewinnung der Urothelien wurde der frisch gesammelte Urin zunéchst zentrifugiert. Die
vollsténdige Zentrifugation des gesamten 24-Stunden Urins (ca. 1-1,5 L) erfolgte in mehreren
Teilschritten: ca. 250 mL Urin wurden in ein entsprechendes Zentrifugenglas iiberfiihrt und
30 min bei 18000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstandes wurden in das
gleiche Gefd3 erneut 250 mL Urin gegeben und zentrifugiert. Man wiederholte diesen
Vorgang bis zur vollstindigen Zentrifugation des gesamten Urins. Das aus den verschiedenen

Zentrifugationsschritten erhaltene Pellet wurde schlielich in ein Eppendorfgefal3 tiberfiihrt.

2.2.2.2 Isolierung der DNA

Die Isolierung der urothelialen DNA erfolgt mit Hilfe des Qlamp”® DNA Micro Kit der Firma
Qiagen (Abbildung 14).

Entsprechend der Vorschrift erfolgte zunichst die Lyse des zelluldren Riickstandes im Pellet

des Urins durch Zugabe verschiedener Pufferldsungen (BufferAE®, BufferATL", BufferAL")
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und jeweils anschlieBendem Zentrifugieren. Nach Zugabe von Proteinkinase K und einer ein-
miniitigen Inkubation bei 56 °C im Thermomixer wurden Proteine, die die Analyse storen,
verdaut. Nach Zugabe von 50 pL 96%-igem Ethanol, vortexen und erneuter Zentrifugation

erfolgte die Gewinnung der DNA per Festphasenextraktion.

QlAamp DNA Micro Procedure

Sample

W Lyse

Bind DNA
Wash

Elute

Ready-to-use DNA

Abbildung 14: Gewinnung der DNA mit Qiamp® DNA Micro Kid (Qiagen Handbook 08/2003)

Durch Uberfiihren des Uberstandes auf eine Qiagen Mini Elut Column® und anschlieBendes
Zentrifugieren (8000 rpm, 2 min) wurde die DNA durch Adsorption auf dem Kieselgel der
SPE-Minikartusche gebunden. Das Waschen der DNA erfolgte durch Zugabe verschiedener
weiterer Pufferlosungen (BufferAW1®, BufferAW2®) und jeweils anschlieBendem Zentrifu-
gieren (8000 rpm, 2 min). Der Durchlauf wurde dabei in einem Eppendorfgefidl gesammelt

und anschlielend verworfen.
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Nach Zugabe des letzten Waschpuffers wurde die SPE Saule bis zur vollstindigen Trockne
der Membran bei 14000 rpm mindestens 5 Minuten lang zentrifugiert. Zur Elution der DNA
wurden 50 pL BufferAE® zugegeben, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und abschlieend
3 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Die isolierte DNA wurde in einem Eppendorfgefal3 aufge-

fangen.

2.2.2.3 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte durch UV-Spektrometrie. Dazu wurden
100 uL. Reinstwasser mit 1 pL. der DNA-Losung versetzt und die Extinktion bei 230 nm,
260 nm und 280 nm gemessen. Das Verhéltnis der Extinktion bei 260 nm und 280 nm ergibt
ein Maf fiir die Reinheit der Nukleinsduren. Dabei sollte das Verhéltnis zwischen 1,8 und 2,2
liegen. Das Verhiltnis der Extinktion bei 260 nm und 230 nm ermdglicht ein Abschétzen des

Salzgehaltes der Probe.

Die Konzentration an DNA wurde bei 260 nm unter Annahme einer optischen Dichte von 20
bei einer Losung von 1,0 mg DNA/mL bestimmt. Die Berechnung der DNA-Menge erfolgte

nach folgender Formel:

(0D260/20) x (1000 + Aliquotvolumen)
Aliquotvolumen

DNA (mg/mL) =

2.2.2.4 Saure Hydrolyse und Isolierung durch Flussig-Flussig-Extraktion

Die Freisetzung der Addukte der aromatischen Amine aus der DNA erfolgte per saurer
Hydrolyse. Dazu wurde zunichst die DNA-Losung mit 250 pLL Reinstwasser in 4 mL Vials
tiberfiihrt wurde, 100 uL 4 N HCl und 20 pL der ISTD-Standardlésung zugegeben und bei 80
°C 3 Stunden im Trockenschrank inkubiert.

Anschliefend wurde durch zweimaliges Extrahieren mit jeweils 1,5 mL Dichlormethan die
Losung aufgereinigt. Nach Zugabe des DCM wurde dabei 1 min gevortext und zur besseren
Phasentrennung 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Die organische Phase wurde abgenommen

und verworfen.

Um die Addukte zur weiteren Aufarbeitung in die organische Phase zu iiberfiihren, wurden
400 uL 1 N NaOH zugesetzt. Eine Einstellung des pH auf 7-8 war fiir die quantitative Gewin-
nung der Addukte notwendig. Die Stabilisierung des pH konnte durch Zugabe von 100 pL
0,5 M Na,HPOj4-Puffer erreicht werden.
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Die DNA-Addukte wurden schliefSlich durch dreimaliges Ausschiitteln mit jeweils 1,5 mL
Hexan isoliert. Dabei wurde erneut nach Zugabe von 1,5 mL Hexan zunichst kriftig ge-
schiittelt und bei 4000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Die Hexanphase wurde jeweils abgenom-

men und in einem Vial gesammelt.

2.2.3 Derivatisierung der aromatischen Amine

Um die aromatischen Amine mit hoher Nachweisempfindlichkeit per GC-MS analysieren zu
konnen, miissen diese durch Derivatisierung zunéchst in eine leicht fliichtige und gut ionisier-

bare Form {iberfiihrt werden (Abbildung 15).

Dazu wurde zur Probenlosung 10 pL Heptafluorbuttersdureanhydrid (HFBA) gegeben, griind-
lich gevortext und bei Raumtemperatur 30 min inkubiert. Durch Zugabe von 50 uL Methanol
wurde die Derivatisierungsreaktion gestoppt und die Hamoglobinproben anschlieBend im

Vacuumkonzentrator auf ca. 200 pL eingeengt.

Es erfolgte ein Waschschritt, um eventuell vorhandene Verunreinigungen zu entfernen. Dazu
wurde den Proben 1000 uL Phosphatpuffer pH 7,0 zugesetzt und griindlich gevortext. Nach
10 min Zentrifugieren bei 4000 rpm wurde die organische Phase in ein Minivial tiberfiihrt und
auf ca. 50 ul im Vakuumkonzentrator eingeengt. Nach Uberfiihren in ein 100 pL Microvial

wurde schlieBlich zur Trockne eingeengt.

Bei den DNA-Proben war dieser Waschschritt nicht notwendig. Sie wurden nach dem Ab-
stoppen der Derivatisierungsreaktion zundchst auf ca. 100 uL eingeengt und nach Uberfithren

der Probenldsung in Microvials ebenfalls zur Trockne eingedampft.

Zum Vermessen wurden die Proben unmittelbar vor der Injektion in die GC/MS in 10 pL

Toluol resuspendiert.

@

NH, A

o o0
D + C3F7JJ\0J\CSF7 | =

CsF

Abbildung 15: Derivatisierung der Aromatischen Amine mit HFBA
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2.3 GC-MS-Analysen
2.3.1 Chromatographische Bedingungen

Die GC-MS-Analyse erfolgte mit einem Gerét der Firma Fisons, bestehend aus einem Gas-
chromatograph der Serie 8060, an welchem ein Trio 1000 Quadrupol Massenspektrometer,
angeschlossen war. Von der in 10 pL Toluol resuspendierten Lésung der aromatischen Amine
wurde 1 pL in den Gaschromatographen eingespritzt. Die Probenaufgabe erfolgte im splitless

Verfahren, bei welchem das Riickventil 1 min gedffnet blieb.

Fiir die Trennung der aromatischen Amine wurde eine Varian Factor Four 5 ms Kapillarsdule
(30 m Lénge, 0,25 mm ID, 0,25 pum Filmdicke) verwendet. Als Trigergas diente Helium der

Qualitit 5.0 mit einem konstanten Druck von 12 psi.

Die Injektortemperatur betrug 280 °C, die Temperatur im Transferliner 200 °C und in der
Quelle 250 °C.

Fiir die Bestimmung der Hb-Addukte der aromatischen Amine wurde folgendes Temperatur-

programm verwendet (Abbildung 16).

1 min bei 80 °C halten

Heizen mit 12 °C/min bis 210 °C
Heizen mit 15 °C/min bis 300 °C
5 min bei 300 °C halten

—DOven Temperature Ramp

Time Temp RHate E

Mins] ('C)  (‘C/Min) s00-
g8 [0 -
V1 |l B0 12.0 _
v 2 0 210 15.0 e
V3 5 300 [10.0
r4 [0 250 ]
8 EI DD|2||¢|‘|E||B||1::||1|2|1L1|1:3|1:3|2:j|2[? MinsE

Abbildung 16: Verlauf des GC Temperaturprogramms

2.3.1.1 MS-Bedingungen

Die Detektion der Substanzen erfolgte durch Massenspektrometrie. Gemessen wurde dabei

mit negativ chemischer Ionisierung (NCI). Als Reaktandgas diente Methan. Die dafiir
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bendtigten Elektronen wurden durch ein Rheniumfilament bei 70 eV erzeugt. Der Multiplier

wurde auf 450 V eingestellt. Die dwell time betrug 0,08 sec, der inter channel delay 0,02 sec.

Nach Uberpriifen der fiir jedes aromatische Amin typischen Fragmente im Scan-Modus iiber
den Bereich von m/z 50-450 wurde, aufgrund der hoheren Empfindlichkeit, im SIM (Single
Ion Monitoring)-Modus identifiziert und quantifiziert. Zur Quantifizierung diente das

[M-HF] Ion fiir o-Toluidin, 4-ABP und ds-4-ABP bzw. das [M-dF] Ion fiir dg-o-Toluidin.

2.3.1.2 Berechnung des Gehalts an aromatischen Aminen

Fiir die quantitative Bestimmung wurde die Peakfliche des entsprechenden lons durch die
Fliache des internen Standards (ISTD) geteilt und mit den Verhéltnissen der Molekularge-
wichte (Msybstan/Mistp) und der absoluten Menge des zugesetzten internen Standards (in pg
fiir Hb, in fmol fiir DNA) multipliziert. Dieser Wert wurde durch die Menge an eingesetztem
Héamoglobin (g) bzw. DNA (ung) dividiert. Dadurch erhielt man den Wert an aromatischem
Amin in pg/g Himoglobin bzw. nach Division durch das Molgewicht in fmol/ug DNA.

Menge A A:( Flache sa-M aa  Flache aasiindwert ] absolute Menge isto

Flacheisto. M 1sto Flache istosiinawert ) @absolute Menge Hamogiobin / DNA

Um eine korrekte Berechnung zu erhalten, wurde der Blindwert, der sich aus den parallel auf-

gearbeiteten Wasserproben ergab, in gleicher Form berechnet und abgezogen.

2.3.2 Validierung
2.3.2.1 GC-MS-Anlage
2.3.2.1.1 Identifizierung der aromatischen Amine

Zur ldentifizierung der aromatischen Amine und der internen Standards wurden 50 ng jeder
Substanz derivatisiert, in 10 pL Toluol resupendiert und 1 pL jeder Losung im Scan Modus

vermessen.

2.3.2.1.2 Uberprifung der Prazision der GC-MS Anlage

Es wurde jeweils eine Losung von derivatisierten aromatischen Aminen und internen
Standards mit der Konzentration 16 pg/uL hergestellt. Von dieser Losung wurde flinfmal
1 uL eingespritzt und auf den entsprechenden Massenspuren der jeweiligen Amine

vermessen.
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2.3.2.1.3 Uberpriifung der Gerateempfindlichkeit

Zur Uberpriifung der Gerdteempfindlichkeit wurde jeweils 1 ng der aromatischen Amine und
der internen Standards derivatisiert. Aus dieser derivatisierten Menge wurden Ldsungen un-
terschiedlicher Konzentration entsprechend Tabelle 2 hergestellt und jeweils 1 uL per GC-MS

vermessen.

Tabelle 2:  Verdinnungsreihe der aromatischen Amine

Verdiinnung mit Hexan Endkonzentration [pg/uL]
AA-1 1,0 ng in 100 L. 100,0
AA-2 10 uL AA-1 ad 20 uL 5,0
AA-3 10 uL AA-1 ad 50 pL 2,0
AA-4 10 uL AA-1 ad 100 pL 1,0
AA-5 10 uL AA-1 ad 200 pL 0,5
AA-6 10 uL AA-1 ad 500 puL 0,1
AA-7 10 uL AA-1 ad 1000 puL 0,05

2.3.2.1.4 Erstellung einer Kalibrierkurve fur die aromatischen Amine

Die Kalibrierung der aromatischen Amine und ihrer internen Standards erfolgte im
Konzentrationsbereich von 0,05-5,0 pg. Jede Losung wurde wie unter 2.2.3 beschrieben,
derivatisiert und in 10 bzw. 20 uL Toluol resuspendiert. Jeweils 1 pLL wurde schlielich per
GC-MS analysiert (Tabelle 3).

Tabelle 3: Verdinnungsschema fir die Erstellung einer Kalibriergeraden

derivatisierte Menge AA verdiinnen mit Toluol Endkonzentration
[pe] [uL] [pg/uL]
50,0 10 5,0
20,0 10 2,0
10,0 10 1,0
5,0 10 0,5
2,0 10 0,2
1,0 10 0,1

1,0 20 0,05
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2.3.2.2 Hamoglobinproben

Als Richtlinie fiir die Methodenvalidierung dient die Arbeit von Needham [86]. Die Richtig-
keit der Methode kann entweder liber den Vergleich mit einer Standardmethode erfolgen oder
durch Zusatz verschiedener Standardkonzentrationen mit der so genannten Standard-Addi-
tionsmethode. Die qualitative Genauigkeit beschreibt die Wiederholbarkeit der Retentions-

zeiten, die quantitative Genauigkeit diejenige der Peakfldachen [87].

Zur Uberpriifung der Linearitit bei den Blutproben wurde aus gepooltem Himoglobin eine
Verdiinnungsreihe erstellt. Die gemessenen Werte sollten in linearem Zusammenhang zu den
Konzentrationen stehen. Das Limit of Quantification (LOQ) sowie das Detektionslimit (LOD)
wurden bestimmt. Werte unterhalb des Detektionslimits wurden mit n.d. (nicht detektierbar)
angegeben. Die Bestimmung der Wiederfindungsrate erfolgte ebenfalls aus gepooltem
Humanblut. Da man nicht davon ausgehen kann, dass Humanblutproben frei von aromati-
schen Aminen sind, wurde die Methode nur durch Zusatz der internen Standards do-o-Tolui-

din und ds-4-ABP entsprechend der oben erwihnten Standardadditionsmethode tiberpriift.

2.3.2.2.1 Erstellung einer Eichgeraden aus gepooltem Humanhamoglobin

Zur Erstellung einer Eichgeraden und der Uberpriifung der Detektions- und Bestimmungs-
grenzen wurde jeweils 1 g des gepoolten Humanhédmoglobins mit verschiedenen Mengen des
Standardmixes aus dy-o-Toluidin und ds-4-ABP (je 8 pg/uL) versetzt, wie in 2.2.1 beschrie-

ben aufgearbeitet und jeweils 1 pL vermessen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Verdinnungsreihe zur Erstellung einer Eichgeraden fir die internen Standards aus

Hamoglobin
Probe zugesetzte Menge zugesetzte Menge Konzentration
Standardmix [pL] ISTD [pg] ISTD [pg/g Hb]
P1 20,0 160,0 160,0
P2 15,0 120,0 120,0
P3 10,0 80,0 80,0
P4 5,0 40,0 40,0
PS5 2,0 16,0 16,0
P6 1,0 8,0 8,0

P7 0,5 4,0 4,0
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2.3.2.2.2 Bestimmung der Wiederfindungsrate

Es wurden 5 Proben von jeweils 250 mg gepooltem Hédmoglobin mit 160 pg der internen
Standards do-o-Toluidin und ds-4-ABP versetzt, wie unter 2.2.1 aufgearbeitet und 1 pL in der
GC-MS vermessen. Das Ergebnis wurde mit den derivatisierten Standards in organischen Lo-

sungsmitteln, die keiner weiteren Aufarbeitung unterworfen waren, verglichen und berechnet.

2.3.2.3 Urin-Proben

Da im Zuge dieser Doktorarbeit nur eine geringe Anzahl an Urinproben zur Verfligung stand
und die Ausbeute an Urothelien relativ gering ausfiel, erfolgte die Validierung der Methode

durch Zusatz der aromatischen Amine zu Lachssperma-DNA.

2.3.2.3.1 Erstellung einer Eichgeraden aus Lachssperma-DNA

Entsprechend Tabelle 5 wurden 8 Losungen, die 100 ug Lachssperma-DNA enthielten, mit
unterschiedlichen Mengen des Standardmixes aus dy-o-Toluidin und ds-4-ABP versetzt und

entsprechend der Methode aus 2.2.2 aufgearbeitet und vermessen.

Tabelle 5: Verdinnungsreihe fur ds-4-ABP und dq-0-Toluidin aus Lachssperma-DNA

Probe zugesetzte Menge zugesetzte Menge Konzentration
Standardmix [pL] ISTD [pg] ISTD [pg/ng DNA]
P1 20,0 160,0 1,6
P2 15,0 120,0 1,2
P3 10,0 80,0 0,8
P4 5,0 40,0 0,4
P5 2,0 16,0 0,16
P6 1,0 8,0 0,08
P7 0,5 4,0 0,04
P8 0,25 2,0 0,02

2.3.2.3.2 Bestimmung der Wiederfindungsrate

Die Wiederfindungsrate wurde ebenfalls aus einer Lachssperma-DNA-Losung der Konzentra-
tion 0,5 mg/mL bestimmt. Es wurden 5 Proben mit jeweils 160 pg von dy-o-Toluidin und

ds-4-ABP versetzt und entsprechend der unter 2.2.2 beschriebenen Methode aufgearbeitet.
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Die absolute Wiederfindungsrate wurde anhand der gleichen Menge derivatisierter interner
Standards in organischen Ldsungsmitteln, die keiner weiteren Aufarbeitung unterworfen

waren, verglichen und berechnet.

2.3.3 Statistik

Zur Berechnung der Absolutwerte, sowie der Mittelwerte (MW), Standardabweichungen
(S.D. = standard deviation), Standardabweichung vom Mittelwert und der Mediane wurden
die Programme Microsoft Excel 2002 (Microsoft, Seattle, USA) und WinSTAT fiir EXCEL
(Greulich Software, Staufen) sowie das Programm GraphPad Prism V.4.01 (GraphPad Inc.,
San Diego, USA) verwendet. Mit letzterem wurden auch die linearen Regressionen berechnet.

Dabei wurde die Quadratsumme aller Messpaare ohne Gewichtung minimiert.

Fiir die Berechnung der Mittelwerte werden Proben unterhalb des LOD mit einbezogen. Fiir

diese Proben wird der Wert des jeweiligen halben LOD eingesetzt.

Soweit nicht anders angegeben werden die Ergebnisse als Mittelwerte mit S.D., bei Doppel-
bestimmungen als Mittelwerte mit der Schwankung um den Mittelwert angegeben, die Anpas-
sung der berechneten Werte der linearen Regression an die Messwerte mit dem Bestimmt-

heitsmaB r*, dessen Quadratwurzel r den Korrelationskoeffizienten darstellt.
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2.4  Analytik
2.4.1 Identifizierung der aromatischen Amine

Zur ldentifizierung der aromatischen Amine und der internen Standards wurden jeweils
500 pg der Substanzen im Scan-Modus vermessen. Die dementsprechenden Chromatogram-
me sind in den Abbildungen 17-20 wiedergegeben. Im NCI-Modus entstanden verschiedene
Fragmente, unter anderem das [M-HF] Ton und das [M-F] Ton, wobei das [M-HF] Ton den
Basispeak bildete. Da der Basispeak fiir jede Substanz charakteristisch ist, wurden auf den
entsprechenden Massenspuren der jeweiligen Substanzen im SIM-Modus gemessen. Tabelle 6

zeigt Massenspuren und Retentionszeiten der einzelnen Amine und internen Standards.

Tabelle 6: Fragmente und Retentionszeiten der aromatischen Amine und ihrer ISTD

Substanz Massenspur m/z Retentionszeit [min]'
o-Toluidin 283,0432 5,994-6,652
dy-0-Toluidin 290,0864 5,944-6,681
4-ABP 345,0588 13,119-13,764
ds-4-ABP 350,0897 13,123-13,715

Retentionszeiten konnen je nach Séulenldnge variieren

100+ dg-0-Toluidin t; 6,650 7,635

%-

O L s L e s s e S L s s L M e L L s i L s e b i e L L

8,0 8,5 9,0
Retentionszeit (min)

Abbildung 17: Chromatogramm von dg-0-Toluidin im SIM-Modus bei m/z 290
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100 O-Toluidin 16,676 7,84€5
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Abbildung 18: Chromatogramm von o-Toluidin im SIM-Modus bei m/z 283

100, ds4-Aminobiphenyl 1z 13,744 8,29e5
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Abbildung 19: Chromatogramm von ds-4-ABP im SIM-Modus bei m/z 350

100- 4-Aminobiphenyl 113,764 8,31e5

%%

U

12,0 125 13,0 135 14,0 145 150 155
Retentionszeit (min)

Abbildung 20: Chromatogramm von 4-ABP im SIM-Modus bei m/z 345
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2.4.2  Uberprifung der Prazision der GC-MS Anlage

Aus einer Losung von aromatischen Aminen und zugehdrigen internen Standards der Konzen-
tration 16 pg/uL. wurde fiinfmal je 1 pL eingespritzt und auf den entsprechenden Massen-
spuren vermessen (Tabelle 7).

Tabelle 7:  Wiederholte Messungen von 16 pg der Testsubstanzen in der GC-MS Anlage
(M.W.£S.D.; N=5)

Substanz Flacheneinheiten Abweichung vom Mittelwert (%)
o-Toluidin 10148022+303136 2,99
dy-o-Toluidin 10858300+304635 2,81
4-ABP 11351493+591344 5,21
ds-4-ABP 10947167+458375 4,19

2.4.2.1 Bestimmung von Linearitat und Nachweisempfindlichkeit

Aus einer Standardlosung, mit den derivatisierten aromatischen Aminen und internen Stan-
dards in einer Konzentration von 100 pg/ul, wurde eine Verdiinnungsreihe mit 0,05-5,0 pg
erstellt und vermessen. Fiir beide Substanzen konnten 50 fg noch mit einem S/N von 4 zu 1

quantifiziert werden. (Abbildungen 21 und 22)

4000000

3000000

Area

2000000~

1000000-

00 05 10 15 20 25 3.0 35 40 45 50
Menge ISTD (pg)

Abbildung 21: Kalibriergeraden der internen Standards
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Abbildung 22: Kalibriergeraden fir die aromatischen Amine

2.4.3 Methode zur Bestimmung von Hamoglobinaddukten aromatischer
Amine

2.4.3.1 Identifizierung der aromatischen Amine in Humanblutproben

Zur ldentifizierung von o-Toluidin und 4-ABP wurden die Hidmoglobinproben im SIM-
Modus auf den charakteristischen Massenspuren vermessen. Die Identifizierung der Amine

erfolgte liber deren zugehorigen internen Standard (Abbildung 23).

100- t: 6,036 4,04e5

m/z 290 <— dgo0-Toluidin

100- tg 6,086 3,82e5

m/z 283 <— o-Toluidin

%_

L i SHEDWSD N ). VOULSSEED GO L SS9 S S,

4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
Retentionszeit (min)

Abbildung 23: Chromatogramm einer Humanblutprobe, aufgenommen im SIM-Modus. Darge-
stellt sind dg-o0-Toluidin bei m/z 290 (oben) und o-Toluidin bei m/z 283 (unten)



Ergebnisse 47

t
100- r13,119 8,88e4
m/z 350 <— d;-4-Aminobiphenyl
%
0 T I_/\I'_jlk T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I/\hl
100+ 113,144 2,90e4
m/z 345 <— 4-Aminobiphenyl
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Abbildung 24: Chromatogramm von ds-4-ABP und 4-ABP aus einer Humanblutprobe, aufge-
nommen jeweils im SIM-Modus bei den entsprechenden Massenspuren m/z 345
und m/z 350

2.4.3.2 Linearitat und Nachweisgrenze

Die Bestimmtheitsmalle beider Verdiinnungsreihen (Abbildung 25) liegen bei 1*=0,9965 fiir
dy-0-Toluidin, sowie bei r>=0,9986 fiir das deuterierte 4-ABP. Beide interne Standards konn-
ten bis zu einer Menge von 4 pg/g Hb mit einem Signal/Rausch Verhéltnis von gréBer drei

quantifiziert werden. Das LOQ lag jeweils bei 8 pg/g Hb.

3000000+ m ds-4-ABP
dg-0-Toluidin

2500000+

2000000+

Area

1500000+

1000000+

500000+

0-

0 25 50 75 100 125 150
pg/g Hb

Abbildung 25: Kalibrierkurven fur dg-0-Toluidin und ds-4-ABP aus Hamoglobin im Bereich von
4 pg/g Hb bis 160 pg/g Hb
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2.4.3.3 Wiederfindung der internen Standards

Die Wiederfindung bei einer zugesetzten Menge von 16 pg internen Standards je Mikroliter

Probe liegt fiir do-o-Toluidin bei 57,4%, fiir ds-4-ABP bei 59,7% (Tabelle 8).

Tabelle 8: Wiederfindung der internen Standards aus Rinderhdmoglobin (M.W.£S.D.; N=5)

Substanz dy-0-Toluidin ds-4-ABP
Flacheneinheit 6054397+206823 8858740941561
Wiederfindung [%] 57,4+3,4 59,7+10,6

2.4.4 Methode zur Bestimmung der DNA-Addukte aromatischer Amine aus
Urin

2.4.4.1 Identifizierung der aromatischen Amine

Zur Identifizierung von o-Toluidin und 4-ABP wurden die Lachssperma-DNA-Proben im
SIM-Modus auf den charakteristischen Massenspuren vermessen. Die Identifizierung der

Amine erfolgte iiber deren zugehdrigen internen Standard (Abbildungen 26 und 27).

100- 1 6,570 4,29e5

m/z 290 <— dy-0-Toluidin

%_

L ] |

0 T T T T T T SBLIMERAA N BLRLEL LAY BLALALRLE BN ELR BLALELALEY ILALALELEY BLALELIALAY BLBLELELE BURLILE BURLELELE BURLELALS
1004 tg 6,623 4,02e5
m/z 283 <— o-Toluidin
%4
Oi"l""ﬁ#'l'ur/'\"l'"'I""I""I""I""I'"'I""l""IA""I""I""I""l""
6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0

Retentionszeit (min)

Abbildung 26: Chromatogramm von dg-0-Toluidin und o-Toluidin aus einer Lachssperma-DNA-
Probe, aufgenommen jeweils im SIM bei den entsprechenden Massenspuren m/z
283 und m/z 290
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100+ 13,691 8,88e4

m/z 350 <— ds-4-Aminobiphenyl

%

1001 13,711 2,90e4
m/z 345 <— 4-Aminobiphenyl
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Abbildung 27: Chromatogramm von ds-4-ABP und 4-ABP aus einer Lachssperma-DNA-Probe,
aufgenommen jeweils im SIM bei den entsprechenden Massenspuren m/z 345
und m/z 350

2.4.4.2 Lineraritat und Nachweisgrenze

Die BestimmtheitsmaBle beider Verdiinnungsreihen liegen bei 1>=0,9992 fiir dy-o-Toluidin,
sowie bei =0,9981 fiir das deuterierte 4-ABP. Beide interne Standards konnten bis zu einer
Menge von 0,02 pg/ug DNA mit einem Signal/Rausch-Verhéltnis von grofer drei quanti-
fiziert werden, das LOQ lag jeweils bei 0,04 pg/pg DNA (Abbildung 28).

25000000
] ®m dg4-ABP

O dg-0-Toluidin

20000000+

15000000
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Abbildung 28: Kalibrierung der internen Standards aus Lachssperma-DNA
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2.4.4.3 Wiederfindung der internen Standards

Die Wiederfindung der internen Standards (16 pg/uL) aus einer Lachssperma-DNA-L&sung
betrigt 96,7% fiir do-o-Toluidin und 82,5% fiir ds-4-ABP (Tabelle 9).

Tabelle 9: Wiederfindung der ISTD aus Lachssperma-DNA (M.W.£S.D.; N=5)

Substanz dy-0-Toluidin ds-4-ABP
Flacheneinheit 12746734+467543 13514091+487220
Wiederfindung [%] 96,7+3,7 82,5+3,6

2.5 Bestimmung der Hamoglobinaddukte der HNO-Patienten
2.5.1 Probanden

Im Rahmen der Studie wurden 23 Humanblutproben untersucht (Tabelle 10). Es handelte sich
dabei um 8 weibliche und 15 minnliche Probanden. Unter allen Probanden fanden sich 11
Raucher und 12 Nichtraucher, deren Rauchstatus anhand des Fragebogens erfragt wurde. Das
Alter der Probanden lag im Mittel bei 52 Jahren (17-81 Jahre), das durchschnittliche Gewicht
betrug 75 kg (55 -108 kg) bei einer mittleren Korpergrofle von 172 cm (157-198 cm). Die
verabreichte Menge Prilocain betrug 100 mg, 3 Probanden erhielten eine Menge von 50 mg,
120 mg bzw. 200 mg. Fiir die Berechnung der Mittelwerte wurden nur Probanden
beriicksichtigt, die 100 mg Prilocain erhalten haben. Bei den Probanden handelte es sich um
Patienten der HNO-Abteilung der Poliklinik der LMU, Miinchen, die aufgrund verschiedener
operativer Eingriffe wie beispielsweise kleinerer Tumorentfernungen im HNO-Bereich mit

Prilocain lokal betdubt wurden (Tabelle 17 im Anhang).

Tabelle 10: Demographische Daten und Angaben der Probanden laut Fragebogen

Prilocaindosis 50 - 200 mg 100 mg
Anzahl Probanden 23 20
Geschlecht, m/w 15/8 12/8

Alter [Jahre], M.W .£S.D. (Min./Max.) 51£19 (17/81) 51£20 (17/81)
Gewicht [kg], M.W.£S.D. (Min./Max.) 72+15 (50/108) 75+14 (55/108)
GroBe [em], M.W £S.D. (Min./Max.) 171£10 (157/198) 172+10 (157/198)
Raucherstatus, Ja / Nein 11/12 8/12
Tumor, Ja / Nein 12/11 9/11
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2.5.2 Bestimmung der Hadmoglobinaddukte
2.5.2.1 Hamoglobinaddukte von o-Toluidin
2.5.2.1.1 Addukte vor und nach der Gabe von Prilocain

Die Hb-Addukte von o-Toluidin vor und nach der Gabe von Prilocain zeigten bei allen
Probanden deutliche Unterschiede. Im Mittel lagen die Werte vor der Anédsthesie bei 667 pg/g
Héamoglobin, wobei der niedrigste Wert mit 61 pg/g Hb und der hochste mit 4832 pg/g Hb
gemessen wurden. Der 24 h-Wert betrug durchschnittlich 22629 pg/g Hb. Als untere Grenze
konnten 4366 pg/g Hb bestimmt werden, wihrend der hochste gemessene Wert bei
57656 pg/g Hb lag. Fiir die Berechnung der Mittelwerte wurde eine Patientin nicht heran-
gezogen, da der 0 h-Wert mit 40980 pg/g Hb bereits mehr als 60-fach gegeniiber dem Mittel
aller anderen 0 h-Werte erhoht war (Tabelle 11, Abbildung 29). Die Abbildung 30 zeigt die
Chromatogramme der Blutproben eines Probanden vor und nach Prilocaingabe. Bei den
Basalwerten vor Prilocainbehandlung war kein signifikanter Unterschied zwischen Rauchern

(317£225 pg/g Hb) und Nichtrauchern (909+1356 pg/g Hb) gegeben (p=0,1873).

60000+ Tabelle 11: Hb-Addukte von o-Toluidin (pg/g Hb) vor
o und nach Gabe von 100 mg Prilocain
P Oh 24 h Diff.
500004
N 19 19 19
M.W. 667 22629 21961
= 400007 SD. 1061 14997 14821
T
o Min. 61 4366 4304
(o)
2 8
= 30000+ . Max. 4832 57656 57121
=)
o
|_
o
200004
100004
0-

24
Stunden

Abbildung 29: Hb-Addukte von o-Toluidin vor und nach Applikation von 100 mg Prilocain
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Abbildung 30: Chromatogramm von o-Toluidin in einer Humanblutprobe vor (oben) und nach
(unten) einer Anéasthesie mit Prilocain

2.5.2.1.2 Absoluter Anstieg nach Prilocaingabe

Die Unterschiede zwischen den Hb-Addukten vor und nach der Prilocaingabe lagen bei den
20 Patienten bei 22036414430 pg/g Hb mit einem Maximalwert von 57121 pg/g und einem
Minimalwert von 4304 pg/g.

2.5.2.1.3 Absoluter Anstieg in Abhangigkeit vom Raucherstatus und Geschlecht

Der mittlere Anstieg der Addukte betrug bei den 8 Rauchern 21006 pg/g Hb, bei den 12
Nichtrauchern lag der Mittelwert bei 22723 pg/g Hb. Somit war keine Abhédngigkeit vom
Rauchen gegeben. Das Gleiche gilt fiir die Abhédngigkeit vom Geschlecht. Hier unterscheiden
sich die mittleren Anstiege zwischen den 12 Minnern, 22598 pg/g Hb, und den 8 Frauen,
21194 pg/g Hb, ebenfalls nicht (Abbildung 31).

30000

20000+

10000

Anstieg o-Toluidin (pg/g Hb)

Raucher Nichtraucher Manner Frauen

Abbildung 31: Anstieg in Abhangigkeit von Raucherstatus und Geschlecht
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2.5.2.1.4 Absoluter Anstieg in Abhangigkeit von Alter, Gewicht, GroRe und BMI

Die Korrelationen zwischen dem Anstieg der Hb-Addukte von o-Toluidin nach Prilocaingabe
und verschiedenen Korpermerkmalen werden in Abbildung 32 gezeigt. Die verwendeten
Daten beziehen sich dabei nur auf Probanden, die 100 mg Prilocain erhalten haben. Es
ergaben sich keine signifikanten Korrelationen des Anstiegs der Hb-Addukte mit Alter,
GroBle, Gewicht oder BMI. Es lésst sich jedoch eine Tendenz in Abhingigkeit von Gewicht
und BMI erkennen. Der Anstieg der Addukte sinkt mit steigendem Gewicht und BMI.
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Abbildung 32: Anstieg der Hb-Addukte von o-Toluidin in Abhangigkeit von Alter, GroR3e,
Gewicht und BMI

2.5.2.1.5 Relativer Anstieg nach Prilocaingabe

Bei 19 Probanden, die mit 100 mg Prilocain behandelt worden waren, stiegen die Hb-Addukte
von o-Toluidin im Mittel um das 64-fache an. In der Spitze konnte eine 152-fache Erhdhung
festgestellt werden. Der niedrigste 24 h-Wert war um das 6-fache hoher als der entsprechende
0 h- Wert. Bei dem Probanden, der wegen seines hohen 0 h-Wertes nicht in die Berechnungen

aufgenommen wurde, betrug die Erhdhung nur das zweifache.

Die Abhingigkeit der Erhohung der Hb-Addukte von o-Toluidin von der verabreichten
Menge an Prilocain wird in Abbildung 33 deutlich. Nach Anédsthesie mit 50 mg zeigt sich eine
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deutlich geringere Erhohung als nach Verabreichung hoherer Prilocainmengen. Es sei darauf
hingewiesen, dass es sich den Daten fiir 50 mg, 120 mg und 200 mg jeweils nur um Einzel-

werte handelt.
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Abbildung 33: Abhéangigkeit der Erhéhung von der verabreichten Menge Prilocain

2.5.2.2 Hamoglobinaddukte von 4-ABP
2.5.2.2.1 Vor und nach Gabe von Prilocain

Die Hb-Addukte von 4-ABP zeigen keinen Anstieg in Abhidngigkeit von der Prilocain-
behandlung (Tabelle 12). Bei den ersten zwei Patienten wurden die 4-ABP Addukte noch
nicht bestimmt. Bei drei weiteren Patienten lagen die Adduktwerte 24 Stunden nach Prilocain
unter der Nachweisgrenze. Fiir diese Werte wurde die Hilfte des LOD (4 pg) in die Berech-

nung aufgenommen.

Tabelle 12: Hb-Addukte von 4-ABP (pg/g Hb) vor und nach Prilocaingabe

0 h-Wert 24 h-Wert
Anzahl 21 21
M.W.£S.D. 7779 73+98
Minimum 4,3 <4,0

Maximum 296 305
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2.5.2.2.2 Abhangigkeit vom Rauchstatus

Die Abhéngigkeit der Hb-Addukte des 4-ABP vom Rauchstatus konnte deutlich nachgewie-
sen werden. Raucher haben dabei wesentlich hohere Addukte als Nichtraucher. Zur Berech-
nung der Werte wurden fiir jeden Probanden jeweils die Mittelwerte aus den 0 h- und 24 h-
Werten herangezogen. Die Addukte bei den Nichtrauchern liegen im Mittel bei 25,0+19,0
pg/g Hb, wihrend sie bei den Rauchern mit 129,8+96,0 pg/g Hb im Durchschnitt deutlich
hoher sind. Wie aus der Abbildung 34 hervorgeht gibt es trotzdem eine gewisse Uberlappung
zwischen den Werten fiir Nichtraucher und Raucher. Die Minimal- und Maximalwerte betru-

gen bei Nichtrauchern 4 und 53 pg/g, bei Rauchern 8 und 301 pg/g.
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Abbildung 34: Abhangigkeit der Hb-Addukte von 4-ABP vom Raucherstatus

2.6 Prilotstudie
2.6.1 Probanden

Es wurde 6 minnlichen Probanden jeweils 100 mg Prilocain (10 mL Xylonest® 1%) in eine
Bauchfalte gespritzt. Blut wurde unmittelbar vor und 24 Stunden nach der Injektion gesam-
melt. Der gesamte Urin wurde von den Probanden jeweils 24 Stunden vor und bis 24 Stunden
nach der Injektion gesammelt. Die Daten zu Alter Gewicht und Gréfle sind in Tabelle 13

zusammengefasst. Bei allen Probanden handelte es sich um gesunde Nichtraucher.

Tabelle 13: Demographische Daten und Angaben der Probanden laut Fragebogen

Anzahl 6
Alter [Jahre], M.W £S.D. (Min./Max.) 3245 (28/41)
Gewicht [kg], M.W.£S.D. (Min./Max.) 74+7 (64/81)

GroBe [em], M.W.£S.D. (Min./Max.) 18345 (174/187)
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2.6.2 Bestimmung der DNA-Addukte aus Urin
2.6.2.1 DNA-Addukte von o-Toluidin

Die urothelialen DNA-Addukte von o-Toluidin vor der Prilocaingabe lagen im Mittel bei 6,2
fmol/ug DNA. Dabei lag der hochste Wert bei 10,4 fmol/pg DNA, wihrend mit 1,3 fmol/pg
DNA der niedrigste Wert gemessen wurde Abbildung 35.

Im Sammelurin 24 Stunden nach der Injektion konnte ein durchschnittlicher Wert von
11,0 fmol/ug DNA gemessen werden. Das Minimum betrug hier 1,6 fmol/ug DNA, der
maximale Wert 30,5 fmol/pg DNA.

Ein Anstieg der DNA-Addukte von o-Toluidin nach Prilocaingabe konnte nur bei der Hélfte
der Probanden festgestellt werden, wobei der grofite Unterschied 21,9 fmol/pg DNA oder das
3,5-fache des 0-h Wertes betrug. Im t-Test fiir verbundene Daten erreicht der Unterschied

zwischen den Werten vor und nach Prilocainbehandlung keine Signifikanz (p=0,232).

8_
30
25—- 26—
] prd
< (@)
2 10, 2
0O 204 =
o i (@)
= | =
35 =
£ ] =4
< 157 |5
£ o
T ] S
= 1 o
IE 10_‘ £
5 §2
< 2]
54 ] v/v
%
A A ®
0 ol B— 8
[ | [ |
0 24 0 24

Abbildung 35: Urotheliale DNA-Addukte von o-Toluidin und 4-ABP 24 h vor und 24 h nach der
s.c. Injektion von 100 mg Prilocain
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2.6.2.2 DNA-Addukte von 4-ABP

Die Konzentration der DNA-Addukte von 4-ABP war im Mittel viermal niedriger als die von
o-Toluidin (Abbildung 35). Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 zusammengefasst. Bei 2
Probanden lagen die Werte sowohl vor wie nach Prilocaininjektion unter der Nachweisgrenze
(LOD=0,12 fmol/ug DNA). Es zeigt sich kein Unterschied in Abhangigkeit von der
Behandlung

Tabelle 14: Urotheliale DNA-Addukte (fmol/pg DNA) von o-Toluidin und 4-ABP vor und 24 h
nach s.c. Injektion von Prilocain

o-Toluidin 4-ABP
0h 24 h Oh 24h
Anzahl 6 6 6 6
M.W.£S.D.! 6,243,2 11,0+£10,6 1,6+2,8 1,4+2,3
Minimum 1,3 1,6 n.d. n.d.
Maximum 10,4 30,5 7,4 5,8

'Fiir Werte unterhalb des LOD wurden 0,06 fmol/ug DNA eingesetzt.

2.6.3 Bestimmung der Hadmoglobinaddukte
2.6.3.1 Hamoglobinaddukte von o-Toluidin

Die Hb-Addukte waren bei allen 6 Probanden nach der Gabe von 100 mg Prilocain signifikant
hoher als vor der Behandlung (p < 0,001). Im Mittel lagen die Werte nach 24 h 185-fach iiber
den 0 h-Werten, maximal 359-fach und minimal 107-fach (Tabelle 15).

Tabelle 15: Hb-Addukte von o-Toluidin (pg/g Hb) vor und 24 h nach Gabe von 100 mg Prilocain
an gesunden Probanden

Oh 24 h Differenz
Anzahl 6 6 6
Mittelwert + S.D. 130£58 20063+4944 19933+4908
Minimum 37 13198 13162

Maximum 206 25964 25840
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2.6.3.2 Hamoglobinaddukte von 4-ABP

Bei den Hb-Addukten von 4-ABP konnte ebenfalls keine Abhéngigkeit von der Prilocaingabe
festgestellt werden. Die Adduktraten waren vor und nach der Prilocaingabe nahezu identisch

(Tabelle 16).

Tabelle 16: Hb-Addukte von 4-ABP (pg/g Hb) vor und 24 h nach Gabe von 100 mg Prilocain an
gesunde Probanden

Oh 24 h
M.W.£S.D. 56440 59+57
Minimum 6 17

Maximum 112 170
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3 Diskussion

Bereits seit Ende des 19. Jahrhunderts werden aromatische Amine mit der Entstehung von
Blasenkrebs in Verbindung gebracht. Rehn fiihrte erstmals 1895 drei Fille von Blasenkrebs in
einer Farbenfabrik auf die Exposition der Arbeiter mit Anilin zuriick. Es stellte sich jedoch
heraus, dass nicht das schwach kanzerogene Anilin, sondern vielmehr Verunreinigungen und
Begleitstoffe wie 2-Naphthylamin, Benzidin und 4-ABP fiir das Auftreten von Blasenkrebs
verantwortlich waren. Diese werden mittlerweile von der IARC in Gruppe 1 sowie von der
DFG in der MAK-Liste im Abschnitt III in die Kategorie 1 als ,,eindeutig kanzerogen fiir den
Menschen® eingestuft. Neben einer Reihe weiterer aromatischer Amine steht vor allem
o-Toluidin ebenfalls im begriindeten Verdacht, Blasenkrebs beim Menschen zu verursachen
[88]. Es wird allerdings momentan bei IARC (Gruppe 2A) und DFG (Kategorie 2) nur als
,wahrscheinlich kanzerogen fiir den Menschen* gefiihrt. Grund hierfiir ist die Tatsache, dass
in den bisher beriicksichtigten Studien eine zusitzlich zum o-Toluidin bestehende Belastung
mit anderen Blasenkanzerogenen wie beispielsweise 2-NA und 4-ABP nicht ausgeschlossen
werden konnte. o-Toluidin war deshalb nicht als eindeutig verantwortliches Agens fiir die
Blasentumoren zu identifizieren [27]. Mittlerweile existieren allerdings mehrere Studien, in
denen o-Toluidin als Humankanzerogen eindeutig identifiziert werden konnte. So konnten
Ward et al. [68] bereits im Jahr 1991 in einer Studie iiber Arbeiter einer Chemiefabrik in New
York wiederholt auftretende Fille von Blasenkrebs auf eine Exposition der Arbeiter mit
o-Toluidin zuriickfiihren. Zwar konnte in dieser Studie eine Belastung mit dem schwach
kanzerogenen Anilin nicht ausgeschlossen werden. Dennoch wurde aufgrund der Erfahrungen
in Tierversuchen o-Toluidin als das wesentlich stirkere Kanzerogen fiir die Blasentumoren
verantwortlich gemacht. Diese Ergebnisse wurden 1996 von Ward et al. [67] und 2004 von
Markowitz und Levin [66,89] bestitigt.

Aromatische Amine sind in der Umwelt weit verbreitet. Sie dienen als Ausgangstoffe zur
Herstellung von Farben, Arzneimittel und Pflanzenschutzmittel und sind in Haupt- und
Nebenstromrauch von Zigaretten zu finden [12,90]. Zudem konnten sie in Dieselabgasen und
Haarfarbemitteln nachgewiesen [55,91] werden. Obgleich die berufliche Exposition zu den
grofiten Belastungen fiihrt, werden eine Reihe von aromatische Aminen auch bei der
Allgemeinbevolkerung nachgewiesen. Hierbei ist das Tabakrauchen fiir einige bicyclische
Amine wie 3- und 4-ABP und 2-Naphthylamin als Hauptbelastung zu sehen. Selbst bei diesen
Aminen liefert die Passivrauchbelastung nur einen kleinen Beitrag, so dass andere Quellen als

Hauptursache fiir die Grundbelastung der Bevolkerung mit aromatischen Aminen vermutet
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werden [49,92]. Um welche Quellen es sich dabei handelt, wird derzeit weltweit von ver-

schiedenen Arbeitsgruppen intensiv erforscht.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich damit, das Lokalandsthetikum Prilocain als eine
mogliche Quelle fiir die Belastung mit o-Toluidin zu identifizieren. Dazu wurden im Rahmen
zweier Studien Himoglobin- und DNA-Addukte von o-Toluidin in Abhdngigkeit von Prilo-

cain untersucht.

3.1 Prilocain als Lokalanasthetikum

Prilocain findet zwar seit 1960 Verwendung als Lokalandsthetikum, war aber im Vergleich zu
Lidocain von untergeordneter Bedeutung. Erst mit Einfiihrung der eutektischen Mischung
EMLA® [74,75] und der Tumeszenztechnik [77] hat Prilocain in den letzten Jahren immer
groBere Bedeutung erlangt. Bei der in den USA von Klein [77] entwickelten Tumeszenzlokal-
andsthesie werden fiir eine grof3flichigen Anésthesie bis zu 6 L einer Tumeszenzldsung infil-
triert, die 0,05% Lidocain enthalten. In Deutschland wird in jlingster Zeit diese Rezeptur von
Klein abgedndert und bevorzugt Prilocain anstatt Lidocain eingesetzt. Dass dabei die empfoh-
lene Hochstmenge von 7 mg/kg Korpergewicht Prilocain um das 5 bis 8-fache erhoht wird,
wird als ,,bedenkenlos® bezeichnet, ohne dass bisher ausreichend Studien iiber mogliche
Nebenwirkungen gemacht wurden [93]. Es ist jedoch bereits lange bekannt, dass die
Freisetzung von o-Toluidin bei der Metabolisierung von Prilocain zu einer
Methdmoglobinbildung bei den Patienten fiihrt, die aufgrund der groen Mengen an
verabreichtem Prilocain weit mehr als 20% vom Gesamt-Hb ausmachen kann, ein Wert, der
bereits als gefdhrlich eingestuft werden muss [94], insbesondere dann, wenn ein Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase-Mangel beim Patienten vorliegt. Obwohl diese Nebenwirkung von
Prilocain auf der Bildung groBer Mengen von o-Toluidin beruht, wurde das mit diesem
Metaboliten verbundene Krebsrisiko bisher weitgehend auBler Acht gelassen. o-Toluidin hat
ein hoheres kanzerogenen Potenzial als der Amin-Metabolit von Lidocain, 2,6-
Dimethylanilin, der von der WHO im Gegensatz zu o-Toluidin nicht in die Gruppe 2A der
wahrscheinlich fiir den Menschen kanzerogenen Stoffe, sondern nur in die Gruppe 2B der

moglicherweise kanzerogenen Stoffe aufgefiihrt wird.

Der Metabolismus von Prilocain beruht in erster Linie auf der Spaltung der Amidbindung
[79]. Nach einer friihen Untersuchung von Hjelm et al. [82] wird das dabei gebildete o-Tolui-
din vom Menschen hauptséchlich in Form eines Folgemetaboliten, dem p-Hydroxy-o-toluidin

tiber den Urin ausgeschieden. Eine quantitative Bilanz der Prilocainmetabolisierung und
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Ausscheidung war damals noch nicht méglich, auch konnte o-Toluidin in diesem Zusam-
menhang nicht im Plasma nachgewiesen werden. Trotzdem mittlerweile in einer Reihe von
Studien zum Prilocainmetabolismus die Konzentration von o-Toluidin im Plasma bestimmt
wurde [80,95,96], fehlte bis dato eine Untersuchung der Bindung von o-Toluidin an
Héamoglobin und DNA.

3.2 Hamoglobinaddukte
3.2.1 Hamoglobinaddukte von o-Toluidin

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen eine deutliche Zunahme der Hb-Addukte von
o-Toluidin bei allen Prilocain-behandelten Probanden. Die 0 h-Werte lagen bei 22 der 23
Patienten der HNO-Studie zwischen 61 und 4832 pg/g Hb, ein Patient hatte einen Basalwert
von 40908 pg/g Hb. Bei den 6 gesunden Probanden der Prilotstudie lagen die 0 h-Werte deut-
lich niedriger und schwankten zwischen 37 und 206 pg/g Hb. Bei 19 der 23 HNO-Patienten,
die 100 mg Prilocain erhalten hatten, betrugen 24 h nach der Injektion die Werte 4366-
57656 pg/g Hb, bei den Probanden der Prilotstudie waren die Werte nach der gleichen Dosis
auf 13198-25964 pg/g Hb angestiegen. Die Patientin der HNO-Studie mit dem hdchsten
Basalwert hatte auch nach der Behandlung mit 64364 pg/g Hb den hochsten Wert, aber mit
23456 pg/g HB keinen hoheren Anstieg als die restlichen Patienten, die nach 100 mg
Prilocain eine durchschnittliche Erh6hung der Hb-Addukte von o-Toluidin um 21961 pg/g Hb
zeigten. Auch in der Prilotstudie war bei der gleichen Dosis der Anstieg mit 19933 pg/g Hb
vergleichbar hoch. Bei drei Patienten der HNO-Studie, die mit 50, 120 und 200 mg eine
andere Prilocaindosis bekommen haben, zeigt sich eine Dosisabhédngigkeit der Adduktbildung
(Abbildung 33), die sich aber wegen der geringen Anzahl von Werten statistisch nicht

absichern lasst.

Die im Rahmen dieser Arbeit vor der Prilocaingabe gemessenen Basalwerte der Hb-Addukte
von o-Toluidin bestéitigen die Ergebnisse fritherer Untersuchungen [49,97]. Hohere Durch-
schnittswerte wurden mit 40830 pg/g Hb bei Arbeitern einer Farbenfabrik in New York
gefunden. In dieser Fabrik, hatten aber auch Mitarbeiter, die nicht in der Produktion gearbeitet
haben, mit 3500 pg/g Hb eine wesentlich hohere Grundbelastung [67]. Bei der Untersuchung
von Schwangeren kurz vor der Geburt wurde von Branner et al. [98] bei einer Patientin mit
106813 pg/g Hb ebenfalls ein extrem hoher Wert gefunden, der die durchschnittliche Belas-
tung von 298 pg/g Hb bei den anderen Frauen um das 300-fache iiberschritten hatte. Dies

konnte bei dieser Patientin auf der vorausgegangen Behandlung mit einer noch héheren Prilo-
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caindosis beruht haben, ebenso wie der hohe Basalwert bei einer Patientin der hier vorliegen-
den HNO-Studie, der mit 40908 pg/g Hb fast 60-Mal hoher als der Durchschnittswert aller
anderen Patienten war. In beiden Féllen liegen keine Informationen zu einer mdglichen
Arbeitsplatzbelastung vor. Ein wesentlicher Arbeitsplatz bedingter Beitrag ist jedoch im
ersten Fall aufgrund der Schwangerschaft, bei der HNO-Patientin wegen des hohen Alters von

75 Jahren, duBlerst unwahrscheinlich.

Die vorliegenden Ergebnisse zu den Basalwerten vor Prilocainbehandlung bestétigen auch die
in bisherigen Untersuchungen festgestellte geringe oder fehlende Abhéngigkeit der Hb-
Addukte von o-Toluidin vom Rauchstatus [49]. Nicht nur die bei den Basalwerten, sondern
auch beim Anstieg der Addukte nach der Verabreichung von 100 mg Prilocain ist keine
Abhéngigkeit vom Zigarettenrauchen erkennbar (Abbildung 31). Dies stellt die Beteiligung
von CYP1A2 an der metabolischen Aktivierung von o-Toluidin in Frage. Obwohl das
Rauchen eindeutig zu einer Induktion dieses Enzyms fiihrt [11], kommt es zu keinem hoheren
Anstieg bei den Rauchern im Vergleich zu den Nichtrauchern. Auch bei Ratten hatte die
Verabreichung des starken CYP1A2-Induktors B-Naphthoflavon keine erh6hten Hb-Addukte
von o-Toluidin im Vergleich zur Kontrolle zur Folge [99]. Vielmehr waren die Addukte bei
den Ratten, die mit dem Induktor der CYP2B-Enzyme Phenobarbital behandelt worden
waren, signifikant gegeniiber der Kontrolle und den B-Naphthoflavon-induzierten Tieren
erhoht. Obwohl o-Toluidin in der Ratte die CYP1A2-abhédngige Metabolisierung von Koffein
steigert [100], konnten, anders als bisher von Ergebnissen mit anderen aromatischen Aminen
wie beispielsweise 4-ABP abgeleitet [11,101], andere Enzyme als das CYP1A2 hauptsichlich

fiir die metabolische Aktivierung von o-Toluidin verantwortlich sein.
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Der Anstieg der Hb-Addukte von o-Toluidin nach Prilocaingabe korreliert nicht mit Alter und
GroBe, und obwohl Prilocain nicht pro kg KG gegeben wurde, sondern jeder Patient die glei-
che Dosis erhalten hatte, auch nicht mit Gewicht und BMI der Patienten. Die Korrelation mit
dem Gewicht erreicht allerdings Signifikanz, wenn man die beiden hdochsten Anstiegswerte

der mit 100 mg Prilocain behandelten Patienten aus der Rechnung nimmt (Abbildung 36).

Legt man bei Méannern und Frauen einen mittleren Hb-Gehalt im Blut von 153 bzw. 145 g/L
und ein durchschnittliches Blutvolumen von 70 bzw. 65 g/kg zugrunde, dann entspricht die
nach Prilocainbehandlung erhohte o-Toluidinbindung am Hidmoglobin bei den 23 HNO-
Patienten 0,0348+0,0218 Prozent der Dosis, bei den 6 Prilot-Probanden 0,0331+0,0106
Prozent der Dosis. Auch die Standardabweichung vom Mittelwert (S.E.) ist mit 0,0045 bei
den HNO-Patienten und 0,0041 in der Prilotstudie nahezu identisch. Trotz der Korrektur auf
den Hb-Gehalt in Abhingigkeit von Geschlecht und Korpergewicht verringert sich die
Streuung im Vergleich zum absoluten Anstieg nach Prilocaingabe nicht (Abbildung 37).
Nachdem der Anstieg der Hb-Addukte von o-Toluidin weder von Rauchstatus und Geschlecht
abhingt (Abbildung 31), noch mit den Korperdaten, Alter, GroBBe, Gewicht und BMI korre-

liert (Abbildung 32), miissen andere Faktoren fiir die Streuung der Werte verantwortlich sein.
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Abbildung 37: Hb-Addukte von o-Toluidin berechnet als Differenz zwischen den Adduktwerten
24 h vor und 24 h nach der s.c. Injektion von 100 mg Prilocain (Anstieg in mg)
und als Prozent der Dosis unter Beriicksichtigung der individuellen Hb-Menge.
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Hierfiir kommen Unterschiede in der Aktivitdt der Enzyme infrage, die o-Toluidin entweder
zum N-Hydroxylamin aktivieren oder iiber andere Wege abbauen. Fiir diese bis heute im
Zusammenhang mit o-Toluidin nicht ndher charakterisierten Enzyme, zu denen neben den
CYP auch NATI1, NAT2, Gluthation-S-, Glucuronosyl- oder Sulfotransferasen gehoren
konnen, sind sowohl genetische Polymorphismen wie auch Nahrungs- und Umwelt-bedingte

Einfliisse denkbar [18,102-104].

Stillwell et al. [105] berichteten 1987 erstmals iiber Hb-Addukten monocyclischer Amine,
darunter auch o-Toluidin, beim Menschen. Kurz danach veroffentlichten Birner und Neumann
[106] die erste experimentelle Arbeit iiber die Erzeugung von Hb-Addukten durch mono-
cyclische Amine. Nach oraler Gabe von 0,6 mmol o-Toluidin/kg KG an Ratten errechneten
sie einen HBI von 4,0. Fiir Méuse erhielten sie nach Gabe von 1,0 mmol o-Toluidin/’kg KG
mit einem HBI von 2,1 einen geringeren Wert. Einen wesentlich hoheren HBI von 22,5
fanden DeBord et al. [99] bei Ratten nach oraler Gabe von radioaktiv markiertem o-Toluidin.
Nach i.p. Injektion war der HBI mit 51,8 nochmals mehr als doppelt so hoch. Fiir den groflen
Unterschied zu dem HBI-Wert von Birner und Neumann kdnnen verschiedene Griinde ange-
fiihrt werden. Im Gegensatz zu Birner und Neumann bestimmten DeBord et al. die gesamte
Bindung von Radioaktivitit und nicht das durch alkalische Hydrolyse freigesetzte o-Toluidin.
Sowohl die unvollstindige Hydrolyse als auch die Bindung anderer Metaboliten des o-Tolui-
dins, z.B. der N-Hydroxlyamine von 4- und 6-Hydroxy-o-Toluidin [81] koénnen eine hdhere
Bindung bei der Bestimmung der gesamt gebundenen Radioaktivitdt ergeben. Ein weiterer
Unterschied konnte durch die Wahl der Versuchstiere, weibliche Wistarratten bei Birner und
Neumann und méinnliche Sprague-Dawley Ratten bei DeBord et al., bedingt sein. In der
vorliegenden Arbeit wurde wie bei Birner und Neumann das nach alkalischer Hydrolyse
freigesetzte o-Toluidin gemessen. Allerdings haben die Probanden kein o-Toluidin erhalten,
sondern Prilocain. Dieses kann auch iiber andere Wege als die Amidesterspaltung meta-
bolisiert werden [82]. Dazu liegen aber keine quantitativen Daten vor. Andererseits wurde das

Prilocain injiziert und nicht oral verabreicht.

Aus der Adduktbindung in Prozent der Dosis ldsst sich der Himoglobin-Bindungsindex (HBI)

nach Sabbioni [107] folgendermallen berechnen:

Prozent der Dosis x 6800
100

HBI =

Dabei geht man davon aus, dass ein HBI von 6800 der Bindung von 100% der Dosis an das

Héamoglobin entspricht. In der vorliegenden Arbeit betrdgt der HBI von o-Toluidin nach s.c.
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Injektion von Prilocain bei den 29 Probanden 2,34+1,35 (max 6,4 / min 0,7) und ist nahezu
identisch mit dem Wert von Birner und Neumann fiir Mduse und etwa halb so hoch wie der
Wert fiir Ratten. Angesichts der oben diskutierten Unterschiede in der Applikation und des
unbekannten Anteils von Prilocain, der beim Menschen iiber o-Toluidin verstoffwechselt

wird, ist dies eine erstaunlich gute Ubereinstimmung.

Prilocain ist das einzige LA, welches zu o-Toluidin metabolisiert wird. Eine Reihe von weite-
ren LA ergeben nach Amidspaltung 2,6-Dimethylanilin (2,6-Xylidin), welches ebenfalls Hb-
Addukte bildet. Dies wurde von Bryant et al. [108] 1994 fiir Lidocain gezeigt. Wegen der sehr
unterschiedlichen Dosierung, die Probanden erhielten zwischen 70 und 3760 mg Lidocain,
und der unvollstindigen Angabe der quantitativen Daten in der Publikation, ist ein Vergleich
mit der vorliegenden Studie mit Prilocain nur eingeschrankt mdoglich. Die Erhéhung der
Adduktwerte nach Lidocainbehandlung betrug 93-636 ng/g Hb. Nach der niedrigsten Lido-
cain-Dosis von 70 mg muss es demnach mindestens zu einer Erhohung der 2,6-Dimethyl-
anilinaddukte um 93 ng/g Hb gekommen sein. Dies ist fast doppelt so hoch als der hochste
von uns gemessene Wert von 57 ng o-Toluidin/g Hb nach Gabe von 100 mg Prilocain. Die
Griinde fiir diesen Unterschied sind nicht bekannt. Der HBI-Wert als Ma8 fiir die Bindungs-
kapazitit der Arylamine bei Ratten, der fiir 2,6-Dimethylanilin 1,1 fast viermal niedriger ist
als der von o-Toluidin [107], kann nicht als Erkldrung dienen. Das kanzerogene Potenzial von
2,6-Dimethylanilin, das im Fiitterungsversuch mit Ratten dosisabhidngig vor allem zu Nasen-
hohlenkrebs fiihrt [2,109] ist mit einer TDsp von 20,4 mg/kg KG/Tag vergleichbar zu dem von
o-Toluidin mit einer TDsy von 23,3 mg/kg KG/Tag [110]. Im Gegensatz zu 2,6-Dimethyl-
anilin erzeugt o-Toluidin aber in verschiedenen Organen und Geweben Krebs, neben der
Harnblase auch in Nieren, Nebenniere, Milz, Leber, Hypophyse, Lunge, Blutgefdssen und an
der Einstichstelle in Haut und Bauchhaut [12,111]. Wegen fehlender Daten zum Risiko fiir
den Menschen und der Beschrinkung der kanzerogen Wirkung auf die Nase wird es von der

IARC derzeit nur in der Liste 2B als ,,vielleicht kanzerogen fiir den Menschen* eingestuft.

3.2.2 Hamoglobinaddukte von 4-ABP

Wie erwartet konnte in beiden vorliegenden Studien kein Einfluss von Prilocain auf die Hb-
Addukte von 4-ABP festgestellt werden. Wie aus den Tabelle 12 und 16 hervorgeht, verédndert
sich durch die Injektion von Prilocain die Adduktrate von 4-ABP nicht. Die Hb-Addukte von
4-ABP liegen vor und nach Prilocainbehandlung im Mittel bei 77 und 73 pg/g Hb (HNO-
Studie) bzw. 56 und 59 pg/g Hb (Prilotstudie).
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Vergleicht man hingegen die Addukte in Abhéngigkeit des Rauchens, erkennt man einen ein-
deutigen Trend (Abbildung 34). Im Gegensatz zu den Nichtrauchern (25,0 pg/g Hb) haben
Raucher mit durchschnittlich 129,8 pg/g Hb 5-fach hohere Addukte von 4-ABP. Dies
bestitigt zahlreiche Untersuchungen, die eine deutliche Abhéngigkeit der 4-ABP-Addukte
vom Rauchen gezeigt haben. Im Schnitt haben Raucher 3-6 mal héhere Addukte von 4-ABP
als Nichtraucher [49]. Trotzdem gibt es Uberlappungen zwischen den Werten von
Nichtrauchern und Rauchern, die es nicht erlauben vom 4-ABP-Adduktwert auf den
Rauchstatus zu schlieBen. Im Gegensatz zu dem Nikotinmetaboliten Cotinin ldsst sich fiir 4-
ABP kein Grenzwert flir aktive Raucher, ein so genannter Cut-off-Wert, definieren [90,112].
Cotinin ist beim Raucher in Blut, Speichel und Urin durchschnittlich mehr als 100-fach hoher
als bei Nichtrauchern [113,114]. Der vergleichsweise geringere Unterschied in den Hb-
Addukten von 4-ABP zwischen Rauchern und Nichtrauchern ldsst sich hauptsdchlich durch
die wesentlich héhere Hintergrundbelastung erkliren, die beim Nikotin vernachldssigbar
gering ist. Trotzdem sich aromatische Amine wie 4-ABP stirker im Nebenstromrauch
anreichern [115,116], trdgt das Passivrauchen nur ca. 10% zu dieser Hintergrundbelastung bei
[49]. Andere, weitgehend noch unbekannte Quellen miissen daher fiir die Grundbelastung von

Rauchern wie Nichtrauchern mit 4-ABP verantwortlich gemacht werden.

3.3 DNA-Addukte

Die Ergebnisse zu DNA-Addukten von o-Toluidin in Abhéngigkeit einer Prilocainbehandlung
besitzen wegen der geringen Anzahl von Probanden nur vorldufigen Charakter. Es ist jedoch
die erste Studie in der liberhaupt DNA-Addukte von o-Toluidin in menschlichen Gewebe
nachgewiesen wurden. Die Methodik stiitzt sich dabei im wesentlichen auf frithere Unter-
suchungen zu DNA-Addukten von 4-ABP, die sowohl im Harnblasenepithel wie auch in der
Lunge nachweisbar sind [32,117-119]. In einer neueren Studie wurden 4-ABP-Addukte mit
einer LC-MS Methode auch im Pankreas beim Menschen nachgewiesen [45]. Im Rattenver-
such wurden 4-ABP-Addukte ebenfalls mit LC-MS nachgewiesen, aber keine Addukte von
o-Toluidin und anderen monocyclischen Aminen [120]. Im eigenen Arbeitskreis wurden
dagegen o-Toluidinaddukte in Leber-DNA durch **P-Postlabeling mit einer spezifischen
HPLC-Trennung und Vergleich mit einem synthetischen Standard des C8-Guaninaddukts
zweifelsfrei detektiert [121].
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3.3.1 Bewertung der Methode

Das Prinzip der Bestimmung der DNA-Addukte basiert auf der Gewinnung der DNA per
Festphasenextraktion, saurer Hydrolyse der DNA, Isolierung und Aufreinigung der aromati-
schen Amine durch Fliissig-Fliissig-Extraktion und anschlieBender Detektion als HFBA-Deri-
vate per GC-MS.

Die Gewinnung der Urothelien erfolgte durch mehrfache Zentrifugation des Urins, was sich
als Standardmethode zur Gewinnung von Urothelien-DNA erwiesen hat [122,123]. Nach
mehrfachem Waschen des Pellets wurde die DNA mit einem kommerziellen Kit per Fest-
phasenextraktion aus den Zellen isoliert und nicht durch die iibliche Phenolextraktion mit an-
schlieBender ethanolischer Fillung gewonnen [124,125]. Die saure Hydrolyse der DNA-
Addukte und die Isolierung und Aufreinigung der freigesetzten Amine durch Festphasen-
extraktion mit anschliefender Detektion per GC-MS erfolgte in Anlehnung an die innerhalb
unseres Arbeitskreises erfolgreich etablierte Methode zur Bestimmung von DNA-Addukten

tabakspezifischer Nitrosamine [125,126].

Obgleich die GC-MS-Analyse als sensitive Methode zur spezifischen Bestimmung von DNA-
Addukten gilt, sind ihr bei den extrem geringen Mengen der aromatischen Amine, die an der
DNA gebunden vorliegen, dennoch Grenzen gesetzt. Die notwendige Nachweisempfindlich-
keit kann zwar durch Einsatz der negativ-chemischen lonisation nach Derivatisierung der
Amine erreicht werden, aber letztlich erhdlt man bei dieser Detektionsmethode nur den
Molekiilpeak und nicht wie bei der EI aussagekriftige Fragmente. Der qualitative Nachweis
stiitzt sich deshalb nur auf die Zuordnung der Peaks anhand der Retentionszeit und dem
Vergleich mit dem zugehorigen ISTD. Ein weiterer Nachteil der Methode ist, dass nur die
hydrolytisch freisetzbare Substanz gemessen wird. Man erhélt keine Information zur Struktur
der Addukte und zur Position der Addukte innerhalb der DNA. Dies wére aber von entschei-
dender Bedeutung fiir die Risikobewertung. Addukte an verschiedenen Nukleotiden oder auch
nur an verschiedenen Positionen innerhalb einer Base konnen duf3erst unterschiedliches muta-
genes und kanzerogenes Potenzial besitzen. Ein gutes Beispiel hierfiir ist die Methylierung
von Guanin an der N7- und der O6-Position [29]. Mehr Informationen zu den Addukten kann
man mit der sich derzeit rasch fortentwickelnden LC-MS erhalten, die jedoch in den meisten
Féllen noch nicht die ausreichende Nachweisempfindlichkeit fiir kleinere DNA-Mengen
besitzt [41]. Mit der hochsensitiven Methode des 32P-Postlabelings konnen die Addukte zwar
auf Nukleotidbasis bestimmt werden, der Nachweis ist aber nur iiber die Retentionszeiten in
der HPLC oder dem chromatographischen Verhalten auf DC-Platten moglich, ein struktureller
Nachweis gelingt auch mit dieser Methode nicht [43]. Auch die Ausbeute der DNA-Hydroly-
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se lasst sich mit der hier verwendeten Methode nicht abschitzen. Hierfiir wire ein
Tierversuch mit radioaktivem o-Toluidin hilfreich, bei dem die gesamte Bindung an der DNA
durch Szintillationsmessung bestimmt und mit der Ausbeute an Addukten mit der hier

verwendeten Methode verglichen werden konnte.

3.3.2 Bewertung der Ergebnisse

Vor der Behandlung der Probanden wurde eine Grundbelastung der Harnblasenepithelien mit
o-Toluidin von durchschnittlich 6,2 fmol/ug DNA gemessen. Im 24 h-Urin nach der Prilo-
caininjektion konnten im Mittel 11,0 fmol/ug DNA detektiert werden. Dieser Anstieg in
Abhingigkeit von Prilocain ist nicht signifikant und beruht auch nur auf 3 Probanden, die eine
Erhohung der Adduktwerte zeigen, wihrend bei den 3 anderen Probanden kein Anstieg zu
verzeichnen war (Abbildung 35). Die gleichzeitig bestimmten Adduktraten von 4-ABP zeigen
dagegen keinerlei Verdnderung nach der Prilocaininjektion. Sie lagen durchschnittlich bei
1,6 fmol/ug DNA (0 h-Wert) bzw. 1,4 fmol/ug DNA (24 h-Wert). Der im Vergleich zu den
Hb-Addukten geringe oder fehlende Anstieg der DNA-Addukte von o-Toluidin nach Prilo-
cain konnte an der zu kurzen Urinsammeldauer liegen. Es ist zu erwarten, dass die Urothelien,
in denen eine Adduktbildung stattgefunden hat, erst im Laufe einiger Tage abschilfern und

mit dem Urin ausgeschieden werden.

Fiir o-Toluidin wurden bisher keine Daten iiber DNA-Addukte beim Menschen publiziert.
Vergleichbare Messungen wurden nur mit DNA-Addukten von 4-ABP aus humanen
Harnblasenkrebsbiopsien von zwei Arbeitsgruppen durchgefiihrt. In der ersten Arbeit von Lin
et al. [117] lag der Schwerpunkt auf der Entwicklung der Methode. Die zweite Arbeitsgruppe
fand 4-ABP-abspaltende DNA-Addukte nur bei 37 von 75 Patienten bei einer Nachweisgren-
ze von 0,1 fmol/pg DNA [32]. Obwohl in dieser Studie 46 Patienten aktive Raucher waren,
lag die mittlere Adduktrate mit 2,7 fmol/ug DNA nur weniger als das Doppelte {iber unseren
Werten fiir 6 Nichtraucher. Der Maximalwert war mit 35,8 fmol/ug DNA in der Studie von

Airoldi allerdings fiinfmal hoher als unser Maximalwert von 7,4 fmol/ug DNA.

3.4 Risikobewertung von Prilocain

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass nach Prilocainbehandlung nicht nur mit einer
erhohten Methdmoglobinbildung durch o-Toluidin zu rechnen ist, sondern auch mit einer
deutlichen Belastung durch Addukte dieses Blasenkarzinogens. Bereits bei Verabreichung
von 100 mg Prilocain erh6hen sich die Hb-Addukte um durchschnittlich 20 ng/g Hb (Tabelle
11 und 15) und die DNA-Addukte bei drei von sechs Probanden um das 1,5- bis 3,5-fache



Diskussion 69

(Abbildung 35). Sehr viel hohere Adduktraten sind bei Anwendung der Tumeszenztechnik zu
erwarten, wenn bis zu 6 Liter einer 0,05%igen Prilocainlésung infiltriert werden, was einer
Gesamtmenge von 3000 mg Prilocain entspricht. Nachdem fiir kanzerogene Substanzen mit
initilerenden Eigenschaften kein Grenzwert festgelegt werden kann, fiihrt bereits eine
einmalige Behandlung mit Prilocain zu einem erhéhten Krebsrisiko. Man muss aullerdem
davon ausgehen, dass viele Patienten nicht nur einmal mit Prilocain behandelt werden. Fiir die
Tumeszenzandsthesie gibt es neben der Liposuktion viele weitere Anwendungsgebiete wie
beispielsweise fiir die Shafe-Therapie bei Ulcus cruris, flir Arthroskopien und endoskopische
Untersuchungen [127]. Seit Einfilhrung der eutektischen Mischung mit Lidocain findet
Prilocain auch Anwendung als EMLA-Pflaster und —Creme. Hier sollte vor allem bei Kindern
der haufige Einsatz solcher Pflaster zur Vermeidung von Schmerzen durch Stiche bei Impfun-

gen und Blutentnahmen gegen ein moglicherweise erhdhtes Krebsrisiko abgewégt werden.

Das Bundesgesundheitsamt hat aufgrund von Untersuchungen an Ratten mit 2,6-Dimethyl-
anilin bereits 1992 einen Stufenplan der Stufe 1 zur Abwehr von Arzneimittelrisiken durch
Lidocain erdffnet [128]. Grundsétzlich muss man sich in diesem Zusammenhang fragen,
warum in Deutschland Prilocain anstatt Lidocain flir die Tumeszenzandsthesie eingesetzt
wird, obwohl sein Metabolit o-Toluidin als stirker kanzerogen eingeschitzt wird als der
Metabolit von Lidocain, das 2,6-Dimethylanilin. Untersuchungen haben ergeben, dass keine
signifikanten Unterschiede beziiglich Wirksamkeit und Vertraglichkeit bei der Tumeszenz-

andsthesie zwischen diesen beiden LA bestehen [129].

Die Bestimmung der Hb-Addukte hat sich fiir Lidocain und Prilocain als die empfindlichste
Methode erwiesen, mit der die Bildung potenziell kanzerogener Metaboliten beim Menschen
festgestellt werden kann. Sie sollte auch fiir die Risikobewertung anderer LA eingesetzt wer-
den, die ebenfalls aufgrund ihrer chemischen Struktur krebserzeugende Arylamine freisetzen
konnen. Zwar hat man bisher z.B. fiir Bupivacain und Mepivacain kein freies 2,6-Dimethyl-
anilin als Metabolit nachgewiesen [130], die wesentlich empfindlichere Methode der Hb-
Adduktbestimmung konnte hier aber genauere Auskunft liber das relative Risiko im Vergleich

zu Lidocain liefern.
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4 Zusammenfassung

Das blasenkanzerogene Potenzial aromatischer Amine ist bereits seit Ende des 19. Jahrhun-
derts bekannt. Drei Félle von Blasenkrebs bei Arbeitern einer Farbenfabrik wurden von Rehn
1895 auf die Belastung mit Anilin zuriickgefiihrt. Mittlerweile weil man, dass nicht das
schwache Kanzerogen Anilin, sondern neben 4-Aminobiphenyl (4-ABP), 2-Naphthylamin
und Benzidin auch o-Toluidin fiir die Entstehung von Blasenkrebs verantwortlich ist. In

Deutschland erkranken jahrlich ca. 18000 Ménner und 7000 Frauen an Blasenkrebs.

Neben der beruflichen Exposition mit aromatischen Aminen wird vor allem das Rauchen von
Tabak als Expositionsquelle verantwortlich gemacht. Allerdings konnte bei o-Toluidin im
Gegensatz zu 4-ABP keine Abhingigkeit vom Rauchen festgestellt werden. Die Ursachen fiir
die Belastung der Allgemeinbevolkerung mit o-Toluidin sind derzeit noch weitgehend

unbekannt.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit dem Lokalanésthetikum Prilocain als mdgliche
Quelle fiir die Belastung mit o-Toluidin. In diesem Zusammenhang wurden bei insgesamt 23
Patienten der Poliklinik Miinchen Hdmoglobin (Hb)-Addukte von o-Toluidin und 4-ABP 24
Stunden vor und nach s.c. Injektion von Prilocain untersucht. Dabei erhielten 20 Patienten
100 mg Prilocain, je ein Patient 50, 120 bzw. 200 mg Prilocain. Zusitzlich erhielten 6 frei-
willige, gesunde Probanden der Uniklinik Regensburg (,,Prilotstudie*) 100 mg s.c. gespritzt.
Von diesen Probanden wurde aufler den Blutproben fiir die Bestimmung von Hb-Addukten
auch Urinproben jeweils 24 Stunden vor und nach der Injektion zur Bestimmung der DNA-

Addukte in den Urothelien gesammelt.

Fiir die Bestimmung der Hb- und DNA-Addukte wurden die aromatischen Amine durch alka-
lische bzw. saure Hydrolyse freigesetzt. Nach Aufreinigung, Isolierung durch Festphasen-
bzw. Fliissig-Fliissig-Extraktion und Derivatisierung wurden die Arylamine mit GC-MS mit

negativ-chemischer lonisation detektiert.

Die Ergebnisse zeigen bei allen Probanden einen deutlichen Anstieg der Hb-Addukte in
Abhingigkeit von Prilocain, der sich bei 25 Probanden, die 100 mg Prilocain erhalten hatten,
auf 21475+13059 pg/g Hb belief. Die vor der Prilocaininjektion gemessenen Werte lagen bei
25 Probanden zwischen 37 und 4832 pg/g Hb, wihrend 24 h nach der Injektion zwischen
4366 und 57656 pg/g Hb detektiert werden konnten. Ein Patient hatte mit 40908 pg/g Hb vor
und 60364 pg/g Hb nach der Behandlung deutlich hohere Werte, aber einen vergleichbar
hohen Anstieg. Bei den drei Patienten mit anderer Prilocaindosis stiegen die Hb-Addukte

dosisabhingig in vergleichbarem Ausmal an.
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Die Hb-Addukte von 4-ABP zeigten bei HNO-Patienten mit durchschnittlich 77 pg/g Hb vor
und 73 pg/g Hb nach der Behandlung bzw. bei den Probanden der Prilotstudie mit 56 pg/g Hb
und 59 pg/g Hb keine Abhéngigkeit von Prilocain. Bei den Rauchern der HNO-Studie waren
die Hb-Addukte von 4-ABP mit 130 pg/g Hb gegeniiber 25 pg/g Hb bei den Nichtrauchern
erwartungsgemaf signifikant erhoht (p=0,0246). Dagegen zeigte sich fiir die Hb-Addukte von
o-Toluidin keinerlei Abhingigkeit vom Raucherstatus. Dies gilt nicht nur fiir die Basalwerte
mit 909 bzw. 317 pg/g Hb bei Nichtrauchern und Rauchern, sondern auch fiir den Prilocain
bedingten Anstieg auf 21006 pg/g Hb bei 8 Rauchern und 22723 pg/g Hb bei 12
Nichtrauchern. Dieses Ergebnis schlie3t das Rauchen als nennenswerte Quelle fiir o-Toluidin-
Hb-Addukte beim Menschen aus. Es zeigt auch, dass das beim Raucher induzierte Cytochrom

P450 1A2 keine Rolle fiir die metabolische Aktivierung von o-Toluidin spielt.

Erstmals konnten im Rahmen dieser Arbeit neben DNA-Addukten von 4-ABP auch DNA-
Addukte von o-Toluidin im Harnblasenepithel des Menschen nachgewiesen werden. Im
Schnitt betrugen die Basalwerte der DNA-Addukte bei den 6 Probanden 6,2+3,2 fmol/pg
DNA. Der Anstieg auf 11,0+10,6 fmol/ug DNA erreichte nicht Signifikanzniveau (p=0,232).
Bei der Bestimmung der DNA-Addukte von 4-ABP (1,6+2,9 fmol/ug bzw. 1,4+2,3 fmol/pg
DNA) konnten wie bei den Hb-Addukten keine Unterschiede in Abhdngigkeit von Prilocain

festgestellt werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass Prilocain zu einer deutlichen Erhdhung der Belastung des
Menschen mit Addukten fiihrt, die auf einer metabolischen Aktivierung des Blasenkanzero-
gens o-Toluidin beruht. Nachdem es fiir Kanzerogene mit initiierenden Eigenschaften keine

Grenzwerte gibt, kann jede Behandlung mit Prilocain zu einem erhohten Krebsrisiko fiihren.
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82 Anhang
6 Anhang
Tabelle 17: Demographische Daten der HNO-Studie
Patient  Alter Gewicht GroRe BMI Prilocain m/w R/NR Tumor Krankheitsbild
(Jahr) (kg) (cm) (mg)
1 53 50 172 17 50 m R J Plattenepithelkrebs
des Hypopharynx
47 75 175 24 100 m NR N Cholesteatom
42 87 175 28 100 m NR J Karzinom des
Oropharynx
4 46 52 162 20 120 m R J Plattenepithelkrebs
der Zungenbasis
5 68 108 198 28 100 m NR J Plattenepithelkrebs
der Mundhdohle
32 55 163 21 100 w R N Cholesteatom
60 87 175 28 100 m R J Plattenepithelkrebs
im Nackenbereich
8 57 56 157 23 100 w NR N Chronische Mittel-
ohrentziindung
9 75 70 168 25 100 w NR J Plattenepithelkrebs
des Nasopharynx
10 74 80 176 26 100 m R J Adenom an der
Speicheldriise
11 38 81 189 23 100 m NR J Lymphangiom der
Zungenbasis
12 56 61 160 24 100 w NR N Cholesteatoma
13 25 79 180 24 100 m R N Bruch der
Gesichtsknochen
14 23 56 169 20 100 w R N Chronische Mittel-
ohrentziindung
15 17 55 163 21 100 w NR N Nasenseptum-
korrektur
16 65 90 160 35 100 w NR N Cholesteatom
17 45 85 173 28 100 m R N Cholesteatom
18 81 70 160 27 100 w NR J Basalzellen-
karzinom
19 72 76 170 26 100 m R J Plattenepithelkrebs
am Aussenohr
20 27 78 176 25 100 m R N Chronische Mittel-
ohrentziindung
21 38 74 181 23 100 m NR N Nasenseptum-
korrektur
22 75 68 170 24 100 m NR J Adenom an der
Speicheldrise
23 68 68 160 27 200 m R J Plattenepithel der

Zungenbasis




Anhang

83

Tabelle 18: Hb-Addukte der HNO-Studie

o-Toluidin 4-ABP
(pg/g Hb) (pg/g Hb)
Patient Oh 24 h 0h 24 h
2315 28459 * *

2 536 57656 * *

3 227 13729 41 41
4 186 29006 166,0 229,0
5 61 4366 14,9 n.d.
6 287 9200 34,7 23,0
7 129 8189 191,9 n.d
8 455 13454 29,4 12,9
9 40908 64364 6,0 4,0
10 580 52856 61,5 20,6
11 70 10710 53,6 52,0
12 359 13328 47,7 16,8
13 829 21961 170,3 246,5
14 262 31961 72,6 92,7
15 407 41201 4,3 7.8
16 1033 17255 38,4 20,0
17 134 12975 14,2 n.d.
18 4832 27335 77,0 32,0
19 375 21131 84,5 156,3
20 159 12530 183,9 240,9
21 667 28998 47,4 41,7
22 1277 31113 17,8 17,8
23 232 50540 296,0 305,0

* Bei den ersten beiden Probenden wurde noch auf die Bestimmung von 4-ABP verzichtet
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Tabelle 19: Demographische Daten der Prilot-Studie
Patient  Alter Gewicht  GroBe BMI  Prilocain m/w R/NR Tumor Krankheits-
(Jahr) (kg) (cm) (mg) bild

1 41 75 186 22 100 m NR gesund

2 28 64 179 20 100 m NR gesund

3 28 79 183 24 100 m NR gesund

4 36 79 187 23 100 m NR gesund

5 30 66 174 22 100 m NR gesund

6 31 81 186 23 100 m NR gesund

Tabelle 20: Hb-Addukte der Prilotstudie

o-Toluidin 4-ABP
(pg/g Hb) (pg/g Hb)
Patient Oh 24h Oh 24h
1 206 22020 47 33
2 37 13198 | 112 170
3 125 25964 74 52
4 175 23187 20 21
5 127 14989 6 17
6 113 21019 79 60

Tabelle 21: DNA-Addukte der Prilotstudie

o-Toluidin

(fmol/ug DNA)

4-ABP

(fmol/ug DNA)

Patient

o 0o~ W

Oh

8,62
6,62
1,28
5,85
10,40

4,48

24h

30,50
5,92
1,59
4,54

15,30

8,43

Oh

0,51

n.d.
n.d.

1,17
7,37

0,25

24h

0,36
n.d.
n.d.

1,62

5,82

0,36
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