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1 Einleitung

Myosmin, 3-(1-pyrrolin-2-yl) pyridin, wurde lange Zeit als tabakspezifisches Alkaloid ange-
sehen. Dies dnderte sich mit der Entdeckung von Zwickenpflug et al. [1] und Tyroller et al.
[2]. Sie konnten Myosmin in einer breiten Palette von Nahrungsmitteln wie z.B. Kartoffeln
und Reis, und auch in Lebensmitteln tierischer Herkunft wie Milch und Sahne nachweisen.
Seitdem ist Myosmin nicht mehr als ausschlieBlich in Tabak vorkommend einzustufen. Dies
wurde auch von Maier et al. [3] durch den Nachweis von Myosmin in menschlichen Korper-
flissigkeiten wie Muttermilch, Speichel und Plasma erhértet. Mit Hilfe des Comet-Assays
konnten Kleinsasser et al. [4] eine konzentrations- und zeitabhéngige DNA-Schiadigung durch
Myosmin nach in vitro Inkubation humaner Nasenschleimhautzellen und Lymphozyten
zeigen. In einer weiteren Arbeit wurde die Genotoxizitit von Myosmin mit Hilfe des Comet-

Assays in der humanen Osophagus-Adenokarzinomzelllinie OE33 gezeigt [5].

Bei der Nitrosierung von Myosmin entsteht das tabakspezifische Nitrosamin N’-Nitrosonor-
nikotin, welches bei Nagern Tumoren im Osophagus, der Nase und der Lunge ausldst. In
groferen Mengen entsteht durch Nitrosierung und auch Peroxidierung ein reaktives
Zwischenprodukt welches zu DNA- und Proteinaddukten fiihrt. Die gleichen Addukte wurden
nach metabolischer Aktivierung von N’-Nitrosonornikotin und einem weiteren human-

kanzerogenen tabakspezifischen Nitrosamin gefunden.

Nachdem Myosmin auch in menschlichem Speichel und Muttermilch identifiziert werden
konnte, stellte sich die Frage, wie hoch die Belastung des Menschen mit Myosmin ist, und ob
sie durch Rauchen wesentlich beeinflusst wird. Da Myosmin sowohl in Lebensmitteln
tierischer Herkunft, wie auch in menschlichem Plasma nachgewiesen wurde, war es ebenso

interessant das Plasma von Schweinen, auf Myosmin hin zu untersuchen.

Neben einer umfangreichen Literaturrecherche zu dem Thema Myosmin war das erste Ziel
dieser Arbeit, die bislang verwendete Analytik zur Identifizierung von Tabakalkaloiden in
Speichel, Plasma und Zehennégeln, in Hinblick auf die Wiederfindungsrate, Empfindlichkeit
und Prézision, zu optimieren und alle benutzten Analysenvorginge zu validieren. Zu den

weiteren Zielen gehorte der Nachweis dieser Alkaloide in verschiedenen Versuchen:

o Bestimmung der Myosminkonzentration in Plasma von niichternen Schweinen, von

Schweinen nach der Nahrungsaufnahme und im zugehdrigen Futter.

o Untersuchung der langfristigen Belastung des Menschen mit Myosmin in Abhdngigkeit

des Rauchstatus durch Bestimmung von Myosmin, Cotinin und Nikotin in Zehennégeln
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als Langzeitmarker und die Korrelation mit den Myosmin- und Cotininkonzentrationen im

zugehorigen Speichel als Kurzzeitmarker.

o Die Durchfiihrung eines Gruppenversuchs, bei dem von allen Testpersonen unter gleichen
Grundvoraussetzungen und gleicher Nahrungsaufnahme die individuelle Myosminbe-
lastung im Speichel iiber den Tag verteilt analysiert wurde. Aus den Myosminkonzen-
trationen wurden individuelle Myosminbelastungsprofile erstellt. Zusétzlich wurde die an

dem Versuchstag aufgenommene Nahrung untersucht.
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2 Literaturubersicht zum Thema Myosmin

2.1 Tabak und dessen Verarbeitung
21.1 Historischer Hintergrund

Der Ursprung der Tabakkultur begann vor mehr als 3000 Jahren im damals unentdeckten
Amerika. Anbau und Konsum von Tabak gab es von Brasilien bis Kanada bereits lange vor

der Ankunft der Spanier.

Die ameroindianische Zivilisation fing an zusammengerollte Tabakblétter zu rauchen. Diese
tiberdimensionalen Zigarren nannten sie ,,Tabaco®. Diese Form des Tabakgenuss war primar

in Brasilien, Zentralamerika und den Karibischen Inseln vertreten.

Die Vielfalt der Konsumierungsarten war damals schon sehr groB3, der Tabak wurde in
Verbindung mit Kalk gekaut (Nordkiiste Siidamerikas), als Puder geschnupft (Karibische
Inseln), in Schilfrohrchen geraucht (Mexiko) und im Gebiet des heutigen Guyana wurden die

Tabakblitter sogar zu einem Saft ausgekocht.

Im vorkolumbianischen Amerika war der Tabak nicht nur eine Heilpflanze, sondern diente
auch fiir religiose Zwecke. Einerseits benutzten Priester und Schamanen die Tabakpflanze um
mit den Goéttern in Kontakt zu treten, andererseits zur medizinischen Anwendung. Sie legten
Tabakblitter auf Wunden zur Beschleunigung der Wundheilung, Schlangenbisse wurden

damit verarztet und gegen Asthma und Krankheiten der Atemwege wurde Tabak geraucht.

Mit der Entdeckung Amerikas am 12. Oktober 1492 erhielt auch die Alte Welt Kenntnis von
Tabak. Als Christoph Columbus auf den Bahamas anlegte, brachten ihm die Inselbewohner
Priasente, darunter befanden sich auch Tabakblatter. Mit diesem Geschenk konnte er erst
etwas anfangen, als zwei seiner Ménner auf der Insel Kuba Eingeborenen zusahen, wie sie
sich die Bliatter in den Mund steckten, diese anziindeten und dann den Rauch ,tranken®.

Christoph Columbus fiihrte die Tabakpflanze darauthin erstmals nach Europa ein.

Aber am spanischen, wie auch am portugiesischen Hof wurde der Tabak zundchst nur als
Zierpflanze genutzt. Erst im 16. Jahrhundert propagierte der Leibarzt von Philipp II. den
Tabak als Allheilmittel.

Im Jahr 1556 brachte erstmals der Monch André Thevet Tabaksamen nach Frankreich. Hier
erreichte der Tabak nun endgiiltig dank Jean Nicot, welcher als franzdsischer Diplomat und
Gesandter am portugiesischen Hof war, seinen Durchbruch. Nicot glaubte an die heilende

Wirkung der Pflanze und schickte der Konigin Katharina von Medici Tabakpulver, um die
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Migréne ihres Sohnes zu heilen. Das Pulver zeigte eine gute Wirkung und wurde nun unter
den Schutz der Konigin gestellt. Der Verkauf des Tabakpulvers blieb den Apothekern vor-

behalten. Zu Ehren Jean Nicots wurde die Pflanze von nun an ,,Nicotiana Tabacum” genannt.

Erst Ende des 16. Jahrhunderts begannen die Spanier die eingerollten Blétter nach indiani-
schem Vorbild zu rauchen, ebenso wurde in Frankreich der Tabakkonsum in Form von Pfei-
fenrauchen immer populdrer. Allgemein erlangte diese neue Mode immer groBBere Beliebtheit
und der Tabak wurde rasch zu einem teuren und bedeutungsvollen Handelsgut, Tabak war

damals das Zehnfache von Pfeffer wert.

In jedem Land, in dem sich der Tabakkonsum verbreitete, gab es auch damals bald schon
viele Gegner, es kam zu massiven Verbotsversuchen im 17. Jahrhundert, die sowohl kirchli-
cher als auch wirtschaftlicher und politischer Natur waren. Ungeachtet dieser Verbote nahm
der Tabakkonsum dennoch stark zu, woraufhin die Landesherren den Gebrauch zwar gestatte-
ten, aber gezielt besteuerten. Tabak wurde zu dem so genannten "Penicillin des 17. Jahrhun-
derts”. Er wurde zur Therapie von Verbrennungen und Wunden empfohlen, heilte angeblich
Warzen, linderte Koliken und beseitigte sogar uterine Probleme [6]. Bis zum ersten Weltkrieg
war der Tabakkonsum in den USA, Europa und Japan trotzdem eher bescheiden. 1920 lag der
Pro-Kopf-Verbrauch (bezogen auf den Bevolkerungsanteil der liber 15-jdhrigen) in den west-
lichen Staaten zwischen 400 und 800 Zigaretten pro Jahr. In den 1930er Jahren war
Deutschland der grof3te Tabakimporteur der Welt, pro Jahr wurden 100.000 t aus Griechen-
land, Tirkei und Bulgarien eingefiihrt. Dabei rauchten 80% aller Ménner und 20% aller
Frauen (Pro-Kopf-Verbrauch ca. 3500 Zigaretten pro Jahr). Im August 1939, mit Beginn des
zweiten Weltkrieges, wurde der Tabak rationiert, es gab nun Raucherkarten: Madnnern standen

pro Monat 40 Zigaretten zu, Frauen erhielten 20 Stiick.

Bis dahin hatte das Regime in Deutschland unter Hitler mit Zigarettenmarken wie ,,Sturm*®,
LAlarm® oder ,,Trommler” viel Geld verdient. Doch dann wurde das Rauchen zum ,,Laster
minderer Rassen® erkldrt. Ebenso mobilisierte Hitler die Forschung und spendete 1941 sogar
100.000 Reichsmark aus der Kasse der Reichskanzlei zur Griindung des Instituts zur

Erforschung der Tabakgefahren in Jena.

Bereits 1939 war es dem jungen Kdlner Mediziner Miiller [7] erstmals gelungen, den kau-
salen Zusammenhang zwischen Rauchen und Lungenkrebs durch detaillierte pathologische
Fallstudien festzustellen und epidemiologisch zu untermauern. Lickint [8], trotz sozialdemo-
kratischer Vergangenheit wegen seiner Forschungen von Reichsgesundheitsfiihrer Conti pro-

tegiert, konnte zeigen, dass Tabakrauch auch Nichtraucher schéddigt und priagte den Begriff
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des Passivrauchens. In anderen Lindern war die Forschung friihestens in den Fiinfziger- und
Sechzigerjahren so weit. Dies konnte auch an dem Tabakkonsum in Deutschland festgemacht
werden, hier fiel der Tabakverbrauch zwischen 1940 und 1950 pro Kopf um die Hilfte
(Abbildung 1), was jedoch in dieser Zeit eher eine Frage der finanziellen Mdglichkeiten war
und nicht an dem zunehmenden Gesundheitsbewusstsein lag. In den USA verdoppelte sich

der Tabakkonsum im selben Zeitraum.
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Abbildung 1:  Entwicklung des Zigarettenkonsums (---) von Erwachsenen (> 15 Jahre) von 1900 bis
2005 und die Lungenkrebsraten bei Mannern (—) und Frauen (...) von 1955 bis 2005 in
Deutschland [9].

Es ist dennoch erstaunlich, dass selbst solch ein totalitdrer Staat wie Deutschland unter dem
Nazi-Regime nicht in der Lage war, gegen eine méachtige Tabakindustrie zu gewinnen. Die
Siegermichte USA und UK ignorierten viele Forschungsergebnisse aus Deutschland, darunter
die Erforschung des Krebsrisikos, komplett. Im Gegenteil, sie schifften stattdessen 1948/49
90.000 Tonnen Tabak als Teil des Marshall-Plans kostenlos nach Deutschland ein [10]. Im
Nachkriegsdeutschland war die Zigarette nun wieder ein kostbares Gut und erlangte die
Bedeutung einer Zweitwéhrung. Danach kam es bis Mitte der 1960er Jahre zu einer rasanten
Entwicklung, der jéhrliche Tabakkonsum stieg auf 2400 Zigaretten pro Kopf. Mitte der 50er
Jahre erschienen dann auch in den USA und England Berichte {iber die negative Wirkung des
Rauchens aus der Klinischen Medizin, doch gab es damals noch zu wenig medizinische
Argumente gegen den Tabakkonsum. Erst als Vergleiche und Langzeitstudien zwischen

Rauchern und Nichtrauchern durchgefiihrt wurden, stellte man die gesundheitsschidlichen
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Folgen und das sehr starke Suchtpotential eindeutig fest. Die ersten groen Untersuchungen
wurden in den 1950er Jahren, also mehr als zehn Jahre spéter als in Deutschland, durchge-
fiihrt. Die Ergebnisse wurden vom amerikanischen ,,Surgeon General's Advisory Committee

zusammengefasst und veroffentlicht (Abbildung 2), diese schockierten die Gesellschaft.
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Abbildung 2:  Zigarettenkonsum in Amerika 1900-2000 [11].

Mit beginnendem Gesundheitsbewusstsein ging der Konsum in den industrialisierten Staaten
zurlick. Der Pro-Kopf-Verbrauch in Deutschland sank weiter ab. Im Gegensatz dazu konnte in
den Entwicklungsldandern im gleichen Zeitraum eine Steigerungsrate von bis zu 260% (China)

verzeichnet werden.

21.2 Die Tabakpflanze

Die Tabakpflanze (Nicotiana spp.) ist eine Pflanzengattung aus der Familie der Nachtschat-
tengewidchse (Solanaceae), in der sich u.a. auch die Tomate, Kartoffel und die Tollkirsche
befinden. Kennzeichnend fiir alle Tabakarten ist das vorrangig in den Wurzeln produzierte
Alkaloid Nikotin. Bis heute sind ca. 65 Tabakarten bekannt, die sich stark in ihren Formen
unterscheiden. Als Nutzpflanze haben dennoch nur zwei Arten wirtschaftliche Bedeutung
erlangt, die zahlreiche Varietiten bilden. Die am meisten verbreitete Art ist der Virginische
Tabak (Nicotiana tabacum), zu der nahezu alle heute angebauten Sorten gehdren. Diese
Tabakart kommt urspriinglich aus Nordargentinien. Sie ist eine Kreuzung zwischen Wald-
tabak (N. sylvestris) und filzigem Tabak (N. tomentosa) und hat rosarote Bliiten. Sie wachst
ca. 70-200 cm hoch, ist einjdhrig und bliiht zwischen Juni und September (Abbildung 3). Der
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aus N. tabacum gewonnene Tabak ist im Allgemeinen milder als der von N. rustica. In den
frischen Blittern enthélt er zwischen 0,05-4% des Alkaloids Nikotin, in getrockneten Bléttern
kann der Nikotingehalt bis auf 9% ansteigen. Die Samen wiederum sind frei von Nikotin,

(http://www.giftpflanzen.com/).

Abbildung 3:  Nicotiana tabacum (links), Nicotiana rustica (rechts).

Die wichtigsten Sorten des Virginischen Tabaks kénnen nach Verwendungszweck in folgende

Grundtypen eingeteilt werden, (http://www.tabakanbau.de/de/artikel-8263.php):

e Zigaretten- und Pfeifentabak
Virginia:
Hochwachsende breitbléttrige Sorten, die stark zuckerhaltig sind und primaér als Fiill-
tabak fiir Zigaretten- und Pfeifentabak verwendet werden. Die Blitter werden in be-

heizten Schuppen heiBluftgetrocknet und koénnen einige Tage nach der Ernte verarbei-

tet werden.

Burley:

Brauner, pyramidenformig wachsender Tabak mit vergroBerter Zellstruktur, die da-
durch zu einer hohen Absorptionsfahigkeit von Aromastoffen fiihrt. Deshalb wird die-

se Sorte vor allem fiir Zigaretten- und Pfeifentabak verwendet.


http://www.giftpflanzen.com/
http://www.tabakanbau.de/de/artikel-8263.php
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e Wiirztabak fiir Zigaretten- und Pfeifenschnitt (Schnupf- und Kautabak)

Zur Harmonisierung der schnell abbrennenden Virginia- und Burleymischungen wer-

den dem Schnitt die aromatischen Orient- und kriftigere Wiirztabake zugegeben.
Orientsorten:

Kleinwiichsige, sehr zuckerhaltige und nikotinarme Sorten, die hohe Gehalte an aro-

matischen Olen und Harzen aufweisen.

Kentucky / Maryland:

Ein dunkelbrauner Wiirztabak mit einem sehr kréaftigen Geschmack, der auch gut fiir

die Verarbeitung zum Schnupf- und Kautabak geeignet ist.
e Dunkler luftgetrockneter Tabak fiir Zigarren und Feinschnitt (DLT)

Alle Zigarrentabaksorten werden 2-3 Monate in Trockenscheunen aufgehédngt und an-
schlieBend fermentiert, sie sind sehr aromatisch, besonders witterungsbesténdig und

konnen bei guter Qualitét als Zigarrendeckblatt verwendet werden.
e Reine Zigarrensorten

In diese Kategorie gehoren die bekannten Tabakarten wie z.B.: Havanna, Brasil und

Java.

Vereinzelt wird auch noch der Bauerntabak (Nicotiana rustica) angebaut, dessen urspriingli-
che Heimat Mittelamerika ist. Es ist eine bis zu 150 cm grof3e, einjdhrige Pflanze mit griin-
lich-gelben Bliiten, die von Juni bis September bliiht. Konsumiert wird diese Tabaksorte nur
noch in Russland als so genannter ,,Machorka“ und von Indianern in Mittel- und Stidamerika.
Der Bauerntabak enthilt in den frischen Blittern 4-7,5% Nikotin, in getrockneten Blattern
kann der Alkaloidgehalt aber bis auf 16% ansteigen. Im Durchschnitt ist der Nikotingehalt
etwa doppelt so hoch wie im Virginischen Tabak. Verwendet wird in Europa diese Art nur

noch als Feinschnitt fiir Wasserpfeifen [12].

2.1.3 Verschiedene Konsumierungsarten von Tabak

Nach der Emte des Tabaks wird dieser getrocknet, was je nach Art der Trocknung Tage
(HeiBlufttrocknung), Wochen (Rauchertrocknung) oder Monate (Naturtrocknung) dauert.

Auf die Trocknung erfolgt die Fermentierung. In dieser Phase werden unerwiinschte Substan-
zen abgebaut, braune Pigmente weiterentwickelt, Stirke in Zucker umgewandelt und der

Nikotin- und Eiweillgehalt reduziert.
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Bei der natiirlichen Fermentierung werden die Tabakblitter tibereinander gelegt, durch den
Eigendruck und die Restfeuchtigkeit erwdrmt sich der Tabak dann je nach Typ bis auf 40 °C.
Die Fermentierungsdauer betragt 35-40 Tage, in dieser Zeit werden dem Tabak meistens noch

Aromastoffe zugefiigt.
Danach wird der Tabak geschnitten und je nach Gebrauch weiterverarbeitet zu:

e Rauchtabak: Pfeife, Zigarre, Zigarette, Bidies
e Kautabak: verschiedene Arten, Priem

e Schnupftabak: Brasil, moist und dry Snuff, Snus, klassische Schnupftabakarten

Die vor allem in Deutschland gebriduchliche Form von Schnupftabak oder ,,nasal snuff" ist
ein sehr feines Tabakpulver. Dies wird speziell fiir das Einziehen in die Nasenschleimhéute,

dem so genannten ,,sniffing ““, hergestellt.

Im englischen und schwedischen Sprachraum versteht man unter dem Begriff Schnupftabak
meist Mundtabak bzw. ,,oral snuff" oder ,,Snus*, der nicht fiir den nasalen Gebrauch bestimmt
ist. Dieser Mundtabak wird zwischen Zahnfleisch und Unterlippe geklemmt und etwa nach

einer halben Stunde ausgespuckt.

Weiterhin wird snuff noch anhand des Feuchtigkeitsgehalts eingeteilt. Moist snuff besitzt
einen Feuchtigkeitsgehalt von 20-50%, wéhrend dry snuff nur 4-6% Feuchtigkeit enthilt [13].
Bei den Schnupftabaksorten, die in Amerika hergestellt werden, handelt es sich in der Regel
um luftgetrocknete dunkle Sorten. Der getrocknete Tabak reift bis zu einem Jahr, bis er zu
Schnupftabak verarbeitet wird. Nach der Reifung wird dieser geschnitten, mit Wasser und der
jeweiligen Geschmacksmischung versetzt und in geschlossenen Behiltern fiir mehrere

Wochen fermentiert [14].

2.1.4 Der Tabakrauch

Beim Rauchen von Zigaretten, Zigarren und Pfeifentabak unterscheidet man, wie in Abbil-
dung 4 dargestellt, zwischen dem Hauptstromrauch (HS) und dem Nebenstromrauch (NS).
Der Hauptstromrauch entsteht unter Verbrennung bei 700 bis 900 °C in der Glimmzone der
Zigarette unter Einwirkung grof8er Mengen Sauerstoff durch den Zug des Rauchers und wird
von diesem groftenteils inhaliert. Der Nebenstromrauch wird im gleichen Bereich unter
geringerer Hitze (400 bis 600 °C) und in Sauerstoffarmut wiahrend der Zugpause gebildet. Er
passiert nur in geringen Mengen den Filter der Zigarette. Aus den unterschiedlichen Bedin-
gungen wahrend der Verbrennung resultieren zwei sehr unterschiedliche Stoffgemische. Wir

unterscheiden hier die gasformige Phase mit den fliichtigen Substanzen wie Benzol, Vinyl-
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chlorid oder Acrolein und die Partikelphase, den ,,Teer”, in dem sich die halb- und nicht-
fliichtigen Stoffe, beispielsweise die Alkaloide (auch das Nikotin), aromatische Amine oder
polyzyklische Kohlenwasserstoffe (PAK) befinden. Man schitzt die Gesamtzahl der vorhan-
denen Verbindungen auf bis zu 12 000, wobei mehr als 4 000 Verbindungen isoliert und iden-
tifiziert wurden [15,16]. Darunter befinden sich organspezifische Kanzerogene, Cokanzeroge-
ne, sowie Promotoren und Inhibitoren der Tumorigenese [9,17,18]. Einige der wichtigsten
Kanzerogene im HS und NS sind in Tabelle 1 dargestellt. Der environmental tobacco smoke
(ETS), also der Tabakrauch in der Raumluft, welcher sich zu etwa 85% aus NS und 15%
exhaliertem HS zusammensetzt, belastet nicht nur den Passivraucher, sondern auch den Rau-
cher selbst. Obwohl der NS die Kanzerogene in Folge der unvollstdndigeren Verbrennung in
bis zu 130-facher Konzentration des HS enthilt, ist die Aufnahme geféhrlicher Stoffe durch
die schnelle Verdiinnung mit der Raumluft und durch Alterungsprozesse deutlich geringer als
beim Raucher. Die Beurteilung des Gefahrenpotentials des ETS ist schwierig und wird kon-

trovers gefiihrt [19,20].

Inhalation

(] | | s Hauptstrom

’ ’ Exhalation

Verbrennungsstrom Effusionsstrom

Verkohlungsstrom Schwelstrom

\ Diffusionsstrom /

— —— v
Nebenstrom ~~ ~ —
C—>> : Strome, die in den Zugpausen entstehen ETS

=P : Strome, die wihrend des Ziehens entstehen

Abbildung 4:  Rauchstréme beim Rauchen einer Zigarette [21].

In zahlreichen epidemiologischen Studien wurde der Zusammenhang zwischen der Exposition
des Menschen mit ETS und einer gehduften Wahrscheinlichkeit an Lungenkrebs zu erkranken
untersucht. Wenn auch die Mehrzahl der Studien ein geringfiigig erhdhtes Risiko fiir Nicht-
raucher ergeben hat, so ldsst sich der Zusammenhang statistisch nicht sicher beweisen [22,23].
Daher sollte die ETS-Belastung nur als ein Faktor neben der Erndhrung und allgemeinen

Lebensgewohnheiten fiir die Aufnahme genotoxischer Substanzen, wie Benzol, PAK, aroma-
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tischer Amine und den TSNA verstanden werden [24]. Das grofite kanzerogene Potential im

Tabakrauch wird den Substanzgruppen der PAK und den TSNA zugeschrieben [25].

Tabelle 1:  Kanzerogene in HS und NS von Zigaretten.

Substanz NS pg/Zigarette NS/HS  mogliche Zielorgane

Benzol 240-490 8-10 Knochenmark (Leukiimie)
Formaldehyd 1500 50 Nase

Teer (Gesamtpartikel) 0,14-30 mg 1-16

Benzo[a]pyren 0,04-0,07 2,5-20 Lunge, Kehlkopf
N-Nitrosodimethylamin 0,2-1,0 20-130 Leber, (Niere)
4-Aminobiphenyl 0,14 31 Harnblase
N'-Nitrosonornikotin 0,15-1,7 0,5-5,0 Osophagus, Mundhéhle

4-(Methylnitrosamino)-1-

Lunge, Kehlkopf, Pankreas,
(3-pyridyl)-1-butanon (NNK)'

0,2-14 1-22 Leber

'NNK = nicotine derived nitrosamino ketone
Fett gedruckte Organe sind als Zielorgane der Kanzerogenese flir den Menschen sicher nachgewiesen

2.1.5 Die Tabakalkaloide

Als Alkaloide werden vorwiegend in Pflanzen, seltener in Pilzen und Tieren, auftretende ba-
sische Naturstoffe mit einem oder mehreren, meist heterozyklischen im Molekiil eingebauten
Stickstoffatomen bezeichnet. Der Name Alkaloid (gelehrte Neubildung, zusammengesetzt aus
dem arabischen Wort: A/ qualja = Pflanzenasche und der griechischen Endung: —oides =

dhnlich) geht auf den Apotheker C.F.W. Meissner zuriick, der den Begriff 1819 einfiihrte.

Zu den bekanntesten Vertretern der Tabakalkaloide zdhlen das Nikotin, Nornikotin, Anabasin

und das Anatabin, bei denen ein in Position 3 substituierter Pyridylring das Grundgeriist bildet
(Abbildung 5).

X
M G/Q DR
| |
— CH H
N 3 N/ N/ H N/ H
Nikotin Nornikotin Anatabin Anabasin

Abbildung 5:  Strukturen der Haupttabakalkaloide.
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In den iiber 60 Arten der Tabakpflanzen ist das Nikotin zu 50-60% das Hauptalkaloid. Nach
Ernte und Fermentation enthélt der Rohtabak je nach Sorte 5 bis 180 mg/g Nikotin, wihrend
in 30-40% der Pflanzen wiederum das Nornikotin den grofften Anteil ausmacht. Das Anaba-
sin ist nur bei einigen Tabakarten, z.B. in N. glauca das Hauptalkaloid, wogegen das Anatabin
immer nur in geringeren Prozentsétzen als die anderen Alkaloide in der Tabakpflanze anzu-
treffen ist. Bei Nornikotin und Anatabin belaufen sich die Werte im Rohtabak auf durch-

schnittlich 2 mg/g bzw. 1 mg/g [26].

Im Allgemeinen muss immer auf Pflanzenart, Anbauweise, Reifungsgrad sowie den Einsatz
von Diingemitteln geachtet werden, denn dies alles beeinflusst die Menge an Alkaloiden in
der Pflanze immens. Vor allem unterschiedliche Anpflanzungsarten konnen die Konzentration
der Alkaloide extrem differieren lassen. Bei einem Freilandanbau ist in der Regel der Alka-
loidgehalt signifikant erh6ht, im Gewichshaus hingegen werden von der Pflanze viel weniger

Alkaloide produziert.

Dazu kommt, dass die Alkaloidwerte innerhalb einer Anpflanzungsweise und Pflanzengattung

zwar korrelieren, sich aber in der Zusammensetzung stark unterscheiden [27,28].

Die Bildung von Nikotin findet in den Wurzeln der Pflanze statt, von dort aus gelangt es in
die Blitter, die dann die hochste Konzentration von diesem Tabakalkaloid aufweisen [29].

Der Alkaloidgehalt erhoht sich bei der Fermentation nochmals.

Neben den Hauptalkaloiden beinhaltet die Tabakpflanze auch Alkaloide, die in sehr viel ge-

ringeren Konzentrationen vorkommen. Diese Nebenalkaloide sind in der Regel Produkte des

Nikotinmetabolismus.
a
J .
X N AN w BN 0O X \N
= / CH ‘
N N 3 N/
Myosmin Cotinin Nicotyrin Isonicotin

Abbildung 6:  Nebenalkaloide des Tabaks.

Dazu gehort auch das Myosmin (Abbildung 6), das in der Tabakpflanze ebenso ein Metabolit
des Nikotins wie Nornikotins ist und nicht, wie angenommen, erst beim Fermentierungs-
prozess entsteht. Dies zeigten erste Untersuchungen von Fejér-Kossey [30], die Tabakblatter

von N. glauca und der Sorte Kentucky analysierte. Die Blétter wurden bei geringen Tempe-
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raturen luftgetrocknet, nicht fermentiert und am Tag der Ernte untersucht. Parallel dazu sind
frische Knospen und Bliiten am gleichen Tag ebenso direkt nach dem Pfliicken analysiert
worden. In den luftgetrockneten sowie in den frischen Proben wurde Myosmin identifiziert,
was nun der Beweis fiir das natiirliche Vorkommen bzw. fiir die Synthese von Myosmin in
der Tabakpflanze war. Somit konnte Myosmin zu den natiirlichen Tabakalkaloiden gezéhlt

werden [31,32].

Es wurde bisher nicht ganz geklart, warum Pflanzen iiberhaupt Alkaloide produzieren. Die
meisten Wissenschaftler sind der Meinung, dass die Alkaloide primér eine Rolle bei der
Abwehr gegen potentielle Fra3feinde, Pilze, Bakterien, Viren und Insekten spielen [33]. Auch
werden den Alkaloiden der Tabakpflanze (Nicotiana ssp.) ganz verschiedene Funktionen
zugeordnet. Sie fungieren als Stickstoffreserve, dienen als Wachstumsregulatoren, sind an der
Entwicklung der jungen Pflanze beteiligt und sind Entgiftungs- und Abfallprodukte des

Pflanzenmetabolismus [34].

2.2 Vorkommen von Myosmin
221 Geschichtliches

Obwohl Myosmin neben Nikotin zu den ersten strukturell aufgeklirten Tabakalkaloiden

gehort, wurde ihm lange Zeit wenig Beachtung geschenkt.

Allgemein kann man die Entdeckung und Erforschung von Myosmin und anderer Neben-

alkaloide des Tabaks, die sich nun iiber etwa 100 Jahre hinzieht, in drei Phasen einteilen:

1. Phase 1900-1914:  Die Periode, in der die Nebenalkaloide von Pictet und Noga [35]
entdeckt worden sind.

2. Phase 1930-1940: In dieser Zeitspanne wurden sehr viele Erkenntnisse, vor allem
durch Spdth et al., gesammelt.

3. Phase ab 1940: Testphase immer neuerer, genauerer Analysenmethoden [36].

1933 kam es durch Wenusch und Schéller [37] bei Forschungsarbeiten iiber die Zusammen-
setzung des Zigarrenrauchs zu der Namensgebung von Myosmin. Bei ihren Untersuchungen
haben sie Destillate von Zigarrenrauchgasen ausgefillt, mit Pikrinséure versetzt und in eine
kristalline Form iiberfiihrt. Als diese wiederum mit Natriumhydroxyd und einigen Tropfen
Wasser versetzt wurden, entstand ein intensiver, an Méuseurin erinnernder Geruch, der spéter
als das charakteristische Kriteritum von Myosmin immer wieder hervorgehoben wird. Unter

Verwendung des griechischen Wortes Myo (Maus, Muskel) wurde der diesem Pikrat
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zugrunde liegenden Base der Name ,,Myosmin‘“ gegeben. Myosmin konnte damals weder im
Rohtabak noch in Tabakprodukten nachgewiesen werden. Deshalb wurde angenommen, dass
es wihrend des Rauchprozesses in der Glutzone aus Nikotin entsteht. Ebenso wurde vermutet,
dass Myosmin nur in Zigarrenrauch und nicht in Zigarettenrauch vorkommt, da es nur bei
Tabaksorten entstehen wiirde, die einen alkalischen Hauptstromrauch lieferten. Myosmin
wurde also zu jenen Aromastoffen gezihlt, die den charakteristischen Unterschied zwischen
dem Zigaretten- und Zigarrenrauch schaffte [38]. Die chemische Formel von Myosmin wurde
1936 erstmals von Spdth et al [39] festgelegt und dann spiter durch die erstmalige
Myosminsynthese von Spdth und Mamoli [40] bestitigt. Ein Verfahren, grofere Ausbeuten
von Myosmin, zu gewinnen wurde 1944 von Woodward et al. [41] berichtet. Mittels
Dehydrogenierung von Nikotin bei 570 °C iiber Quarz erhielten sie neben Myosmin andere

Produkte wie Ammoniak, Methylamine, Cyanide u.v.m.

1952 berichteten 7so und Jeffrey [42] von der erfolgreichen Trennung vierundzwanzig ver-
schiedener Tabakalkaloide, bzw. ihren Derivaten. Darunter wurde auch Myosmin, aus ge-
trocknetem Maryland-Tabak mittels Fliissigextraktion und darauf folgender Papierchromato-
graphie, extrahiert (Tabelle 2). Damals nahm diese Technik pro Probe noch einen Zeitauf-

wand von sieben bis acht Wochen in Anspruch.

Myosmin wurde somit lange Zeit als tabakspezifisches Alkaloid angesehen, was verstindlich
war, da es in Tabak zuerst identifiziert worden ist. Nachdem es im Tabak aber nur in ver-
gleichsweise geringen Mengen vorkommt, stand es lange Zeit im Schatten seiner vermeintlich
potenteren Verbindungen und war auch aus diesem Grund nicht Gegenstand intensiverer
Forschung. Dies hat sich aufgrund der Entdeckung von Myosmin in Niissen [1], Lebens- und
Genussmitteln [43] gedndert. Sogar im Abwehrsekret von Ameisen konnte Myosmin nachge-
wiesen werden [44]. Auf weitere Quellen von Myosmin wird in nachfolgenden Abschnitten

noch ausfiihrlich eingegangen.

2.2.2 Biosynthese von Myosmin in der Tabakpflanze

Myosmin entsteht in der Tabakpflanze durch Metabolisierung von Nikotin, welches wie alle
Alkaloide unter Beteiligung von Aminoséduren gebildet wird. Die Alkaloidsynthese findet pri-

maér in den Wurzeln statt, von dort aus werden die Alkaloide in die Blitter transportiert [45].

Der Pyridinring der Tabakalkaloide stammt von der Nikotinsdure, als deren Vorstufe die Chi-
nolinsdure identifiziert wurde. Letztere wird aus Glycerinaldehyd-3-phosphat, dessen C-Ato-
me sich alle in den Positionen C-4, C-5 und C-6 des Pyridinrings wieder finden [46], und aus

Aspartat oder Malat zusammengesetzt (Abbildung 7). Bei der Gabe von 3-'*C-Aspartat und
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3-'4%C-Malat an N. rustica konnte ein Einbau der markierten C-Atome fast nur an der Position

C-2 oder C-3 des Pyridinrings festgestellt werden. Auch liefert die Aminosiure den Stickstoff

des Pyridinrings.
0]
| Q «__COOH 02 COOH
o-P—0 o \ X ? AN
HO\ / (o) + OH ———> ——> I ‘
*/* o CPRT /
H™S
"o
Glycerinaldehyd-3-phosphat Asparaginsaure Chinolinsaure Nikotinsaure

Abbildung 7:  Biosynthese der Nikotinsaure, CPRT: Chinolinsaurephosphoribosyltransferase

Die Synthese des Pyrrolidinrings geht vom Putrescin aus (Abbildung 8). Dieses wird entwe-
der durch Decarboxylierung der Aminosdure Ornithin oder iiber die Vorstufen Arginin,
Agmatin und N-Carbamylputrescin gebildet [47]. Putrescin wird wiederum durch die Putres-
cin-N-methyltransferase methyliert, wobei der Methylgruppendonator die Aminoséure Me-
thionin ist. N-Methylputrescin wird oxidativ desaminiert zu 4-Methylaminobutanal, welches

dann spontan zum N-Methyl-A'-pyrrolium-Salz zyklisiert [48].

NH

Arginin- Decarboxylase

W N

inin

\

N
A97
O‘ Ornithin-Decarboxylase //O
H.N % NH H,N

H,N
2
OH > : < N
NH, Putrescin H ‘\/v NH
Ornithin CO, 2
S-Adenosyl-methionin N-Carbamylputrescin
Putrescin N-Methyl-Transferase (CH3-Donator)

O s
H2N % N HCH3 Methylputrescin-oxidase J/\/v l\‘l X_
H NHCH, CH

N-Methylputrescin

4-Methylaminobutanal N-Methyl-pyrrolium-Salz

Abbildung 8:  Biosynthese des N-Methyl-pyrrolium-Salzes.

Fiir den Zusammenbau der beiden Vorstufen zum Nikotin muss die Nikotinsdure ihre Carbo-
xyl-Gruppe abgeben (Abbildung 9). Dies geschieht weiteren Untersuchungen zur Folge {iber
die 3,6-Dihydronikotinséure, die dann nach einer Protonenwanderung und anschlieBender

Decarboxylierung das 1,2-Dihydropyridin bildet [49,50]. Nun erfolgt die Synthese mit dem
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N-Methylpyrrolium-Salz zur S-Form des Nikotins. Nornikotin entsteht in den griinen Bléttern
der Tabakpflanze bzw. wihrend der Alterung, aus Nikotin, durch Demethylierung. Die umge-
kehrte Reaktion, die Methylierung von Nornikotin scheint entgegen fritherer Vermutungen in

der Tabakpflanze nicht stattzufinden [51].

COOH 2H =
h |
‘ Hroy
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T N T
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Nikotinsaure 3,6-Dihydronikotinsaure 1,2-Dihydropyridin
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pyrroliumion
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T
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.
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Abbildung 9:  Bildung von Nikotin, Nornikotin und Myosmin aus Nikotinsaure.

Myosmin wird in der heranwachsenden Pflanze durch Dehydrogenierung von Nornikotin ge-
bildet [32,52]. Die Bildung von Myosmin ist irreversibel. Wahrend nach Gabe von C-Norni-
kotin noch nach acht Tagen 55% der Radioaktivitdt in der Tabakpflanze als Nornikotin und
15% als Myosmin wieder gefunden wurde, entstand in N. glauca aus 2'-'*C-Myosmin kein

Nikotin bzw. Nornikotin [53]. Bei Versuchen zum Nikotinmetabolismus in Burleytabak wur-
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de das Verhéltnis der Umwandlung von Nikotin zu Nornikotin mit der Myosminbildung ver-
glichen. Hier wurde bestitigt, dass sich mit zunehmender Umwandlung von Nikotin zu Nor-
nikotin auch der Myosmingehalt, sowohl in der Lamina als auch in der Mittelrippe des
Blattes, erhoht. Liegt der Nikotinanteil iiber 20% vom Gesamtalkaloidgehalt, dann war der
Myosmingehalt in den Pflanzen sogar hoher als der Gehalt an Anabasin [54].

Im Rahmen von Untersuchungen zur chiralen Spezifitit des Nikotinabbaus in Zellkulturen
von N. plumbaginifolia wurde neben Nikotin und Nornikotin auch Myosmin analysiert [55].
Die Alkaloide wurden jeweils in den Zellen, wie auch in dem die Zellen umgebenden Me-
dium, durch GC und chirale HPLC bestimmt. Myosmin konnte zwar wihrend des gesamten
Experiments nachgewiesen werden, aber immer nur in Spuren. Die Gesamtkonzentration von
Myosmin lag iiber den gesamten Zeitraum von 2,6 Tagen konstant bei 0,5 uM und war im
Medium stets hoher als in den Zellen (Tabelle 2). Dies kann nun einerseits bedeuten, dass
Myosmin, ebenso schnell wie es gebildet wird, weiter zu Nikotinsdure abgebaut wird, oder
aber dass die Myosminbildung in den N. plumbaginifolia Zellen nicht der erste Schritt des

Nornikotinabbaus ist.

Tabelle 2:  Myosminkonzentration (uM), gemessen jeweils im Abstand von zwei Tagen, nach
exogener Zufuhr von 1 mg/ml (S)-Nikotin in N. plumbaginifolia Zellkulturen [55].

Zeitintervall Konz. in der Zellkultur Konz. im Medium Gesamtkonzentration

2 Tage 0,2 0,3 0,5
4 Tage 0,2 0,3 0,5
6 Tage 0,1 0,4 0,5

2.2.3 Nachweis von Myosmin in Nicotiana tabacum

Erst drei Jahrzehnte nach der Entdeckung von Myosmin 1933 durch Wenusch und Schéller im
Tabakrauch, finden sich erste Berichte zum Vorkommen von Myosmin in der Tabakpflanze,
obwohl Myosmin schon friiher in Tabakzubereitungen (siche Kapitel 1.2.4.-1.2.6) identifiziert
worden war. Féjer-Kossey [30,56] macht 1972 zwar noch keine quantitativen Angaben,
spricht aber von hohen Gehalten, die sich nach diinnschichtchromatographischer Trennung in
Knospen und Bliiten von N. tabacum und N. glauca nachweisen lassen. Um auszuschlieBen,
dass Myosmin durch exogene Prozesse erst per se entsteht, sind die Pflanzenstiicke am glei-
chen Tag der Probenname nach einer Trocknung bei geringen Temperaturen untersucht wor-
den. Dies wurde bewusst so durchgefiihrt um eventuell ablaufende Fermentierungsprozesse zu

verhindern. Sisler [57] bestimmte dann 1969 erstmals quantitativ Myosmin in N. tabacum.
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Dazu wurde Myosmin aus der Matrix extrahiert und anschlieBend aufgereinigt. Nach Deriva-
tisierung im sauren Milieu mit o-Aminobenzaldehyd entstand ein Komplex, der ein charakte-
ristisches Absorptionsspektrum aufwies, welches bei entsprechender Wellenldnge eine Quan-
tifizierung erlaubte. In 10 g N. tabacum wurden so zwischen 0,93 und 1,2 mg Myosmin/g Ta-
bak identifiziert. Im Rahmen einer gro3 angelegten Studie zum Vorkommen von Tabakalka-
loiden wurde 1990 auch Myosmin in Pflanzen untersucht, die einerseits im Gewéchshaus ge-
zogen worden waren und andererseits aus dem Feldanbau stammten. 64 Nicotiana-Arten wur-
den einzeln auf ihre chemische Zusammensetzung hin untersucht [27]. Die Nikotinalkaloide
wurden qualitativ und quantitativ mittels Gaschromatographie untersucht. Hierzu wurden die
reifen griinen Blétter im Stadium der Bliite geerntet, gefriergetrocknet, gemahlen und letztlich
gesiebt. Myosmin war in keiner Tabakpflanze das Hauptalkaloid und konnte nur in Proben
bestimmt werden, welche aus dem Gewédchshaus stammten (Tabelle 3). Myosmin wurde nur
in einigen Arten gefunden, wobei hohere Myosminmengen in den Spezies Attenuata und
Alata ermittelt worden sind. Im Allgemeinen kann gesagt werden, dass der Gesamtalkaloid-
gehalt sehr variabel war und in der Regel hatten Freilandpflanzen hohere Werte an Alkaloi-

den.

Tabelle 3: Gesamtalkaloidgehalt der Pflanzentrockenmasse (mg/g) und prozentualer Anteil von
Myosmin in verschiedenen Nicotiana Spezies, (gezogen im Gewachshaus) [27].

Klassifizierung Gesamtalkaloidgehalt Myosmin

Subgenus: Petunioides
Abteilung: Acuminatae

Spezies: Attenuata 9,0 0,6
Abteilung: Bigelovianae

Spezies: Bigelovii 12,4 in Spuren

Spezies: Clevelandii 15,7 in Spuren

Abteilung: Alatae
Spezies: Alata 0,2 0.4

Subgenus: Rustica
Abteilung: Paniculatae
Spezies: Paniculata 3,8 in Spuren

Shen und Shao [58] haben 2006 Tabakblattproben aus China nach dem Flue-Curing mit CPE
(cloud point extraction) und nachfolgender GC/MS Bestimmung untersucht. Im Durchschnitt

lag der Myosmingehalt bei allen 4 Proben bei 0,03 mg/g (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Die Alkaloidzusammensetzung von vier Tabakblattproben (mg/g) [58].

Alkaloid Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Mittelwert
Nikotin 21,6 29,0 24,2 21,6 24,1
Myosmin 0,02 0,03 0,03 0,05 0,0325
Nicotyrin 0,02 0,09 0,08 0,2 0,0975

Bei Analysen einzelner Organe von N. fabacum und N. rustica wurden frische Pflanzenteile
beider Arten anhand zweidimensionaler GC/MS quantifiziert [59]. Die Analysen der Tabak-
organe Wurzel, Stidngel und Blatt, die fiir Bildung, Transport und Deponierung des Nikotins
zustindig sind, sollten einen Uberblick geben wie sich Myosmin in der Tabakpflanze verteilt.
Wie zu erwarten, war deutlich weniger in den Stingeln als in den Blittern enthalten, die
Konzentration in der Wurzel war am geringsten. Ein groBer Unterschied zeigte sich aber
zwischen N. tabacum und N. rustica. N. rustica verzeichnete in allen Pflanzenteile hohere
Werte als N. tabacum. Dies war allerdings aufgrund der allgemeinen hoheren Alkaloidwerte

von N. rustica klar gewesen, (Tabelle 5).

Tabelle 5: Myosminkonzentrationen in den Organen von N. tabacum und N. rustica
(ug/g Feuchtgewicht) [59].

Pflanzenteil N. tabacum N. rustica
Blatt (Hauptgut) 0,96 1,87
Blatt (Nebengut) 0,62 1,33
Stiangel 0,19 1,30
Wurzel 0,14 0,56

2.24 Schnupftabakanalysen im Hinblick auf Myosmin

Myosmin wurde bisher nur in amerikanischem Schnupftabak analysiert. Von zwei verschiede-
nen feuchten Schnupftabaksorten aus den USA wurde das chemische Profil bestimmt. Die
Proben wurden gemischt, um repriasentative Durchschnittsproben zu erlangen und nach Auf-
arbeitung mit GC/NPD gemessen (Tabelle 6). Es ergaben sich Myosmingehalte, die zwischen
0,001 und 0,003% lagen [60]. In weiteren Untersuchungen wurde feuchter Schnupftabak (NY
Kentucky reference moist snuff) auBler auf Nikotin, Methylsalicylaten und Cotinin ebenfalls

auf Myosmin analysiert (Tabelle 7) [61]. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die
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Myosminkonzentration im Schnupftabak bei ca. 0,001-0,004%, bezogen auf das Feuchtge-
wicht, liegt.

Tabelle 6:  Myosminkonzentration (%) von zwei feuchten Schnupftabakproben und einer Refe-

renzprobe.
Analyt Snuff Typ A Snuff Typ B Referenzsnuff, KY 1S3
Feuchtigkeit (%) 24,0 52,7 52,0
pH-Wert 5,84 7,99 6,93
Myosmin (%) 0,001 0,003 0,003

Tabelle 7:  Quantitative Bestimmung von einzelnen Komponenten in feuchtem Schnupftabak [61].

Gewicht (mg)  Methylsalicylate (mg/g) Cotinin (mg/g) Myosmin (png/g)

100 22,2 0,060 3.9
75 21,7 0,046 3,5
50 21,2 0,058 3,0

2.2.5 Identifizierung von Myosmin im Zigarettentabak

In folgenden verschiedenen Tabaksorten sind bisher bei der Bestimmung der Alkaloide auch
die Myosminkonzentrationen ermittelt worden. Die Ergebnisse sind hier chronologisch darge-

stellt:

(1952) Marylandtabak:

Gesamtalkaloidgehalt: 2,68%, Myosmin: 0,14%
Die Bestimmung erfolgte nach chromatographischer Trennung und UV-Spektroskopie [42].

(1955) Marylandtabak, Burley und Virginia:

Bei Studien von Jeffrey und Tso [62] zur qualitativen Differenzierung von Tabakalkaloiden
wurden Proben getrockneter Tabakblitter von verschiedenen Tabakarten, die vor allem exten-
siv gewachsen sind, chromatographisch untersucht. Dazu wurde am Beispiel von Mary-
landtabak der Unterschied zwischen gesundem und mit Tabakmosaikvirus infiziertem Tabak

gezeigt.

Auffallend war, dass der Myosmingehalt vor allem bei den Proben erhoht war, bei denen Nor-
nikotin das Hauptalkaloid in der Pflanze ist. Dies bestétigt die Ergebnisse fiir frischen unfer-
mentierten Tabak. Tabak, der mit Tabakmosaikvirus infiziert war, zeigte dagegen diese er-

hohten Myosminwerte nicht (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Myosminanteil am totalen Alkaloidgehalt verschiedener Tabakarten, bezogen auf das

Trockengewicht.
311;:;1 Burley | Maryland, Robinson Medium Broadleaf | Pennsylvania
Cherry . Dull Mosaic Mosaic
Red Bright bright Dull free  infected
1(\%““““ 0,020 | 0,007 | 0,096 0,140 0,139 0,132 0,030 0,018
t. A. (%) 2,409 2,828 | 3,329 4,299 4,087 1,935 1,443 1,877

t. A.: totaler Alkaloidgehalt

1981 flue-cured-composition:

Von Severson [63] wurden durch GC/MS die Alkaloide in Zigarettentabak verschiedener
Gemische von ,,flue-cured* Tabaksorten untersucht. Bei vier von fiinf Proben war der Myos-
minanteil mit 0,1% sehr gering, aber in einer Probe mit extrem hohem Nornikotinanteil von

72,7% war auch hier der Myosmingehalt mit 2,4% wieder stark erhoht (Tabelle 9).

Tabelle 9:  Alkaloidfraktionen (%) in funf verschiedenen Tabakprobenmischungen.

Tabakart Gesamtalkaloidgehalt Nikotin Nornikotin Myosmin Anabasin Anatabin

1. Mischung 4,29 17,1 72,7 2,4 2,6 5,2
2. Mischung 4,11 92,9 3,2 0,1 1,0 3,0
3. Mischung 4,29 94,9 1,5 0,1 0,6 3,0
4. Mischung 5,81 95,2 2,6 0,1 0,6 2,4
5. Mischung 5,4 95,2 1,5 0,1 0,6 2,7

(1984) Marvyland Tobacco, Virginia und Burley:

Ziel der Untersuchungen von Schumacher [64] war es festzustellen, ob Maryland-Tabak ir-
gendwelche besonderen Aromakomponenten enthélt. AuBBerdem sollte die Zusammensetzung
dieses Tabaks mit jener von Virginiatabak und Burleytabak (mittlerer und unterer Blattstand)

verglichen werden, (Tabelle 10). Die Analysen erfolgten mit GC/MS.

Tabelle 10: Myosmingehalt in Tabaken von Maryland-, Virginia und Burley Tabak (ug/g) [64].

Maryland flue-cured middle-stalk Burley  low-stalk Burley

Myosmin 21,57 8,96 38,28 27,9
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(1998) Virginiatabak:

Mittels chiraler GC/MS wurde neben den Haupttabakalkaloiden auch Myosmin in ausgewéhl-
tem Tabakmaterial analysiert. Es sollte der Unterschied zwischen Tabak von Referenz-Ziga-
retten der Sorte 2R1 und rauchgetrocknetem Virginiatabak aus Cherry Red Bléttern festge-
stellt werden. Es zeigte sich, dass Cherry Red Tabak, der fiir seine hohen Nornikotingehalte
bekannt ist, mehr als das zehnfache an Myosmin (0,0189%) enthilt als der Tabak der
Referenzzigarette (0,0013%) [65].

(2005) Perique Tabak:

Dieser Tabak ist ein Wiirztabak, der aus luftgetrocknetem Red Burley nach anaerober Fer-
mentierung hergestellt wird. Gewohnlich wird er in Virginiatabak verschnitten. Er ist dunkel,
6lig und hat einen pfeffrigen Geschmack mit leichtem Feigencharakter. Perique wéchst nur in
einem schmalen Bereich westlich von New Orleans, der St. James Parish genannt wird.
Aufgrund seiner sehr komplizierten Wuchsbedingungen, einer geringen Produktionsrate und
der aufwendigen und langen Verarbeitung (bis zu einem Jahr) ist diese Tabakart sehr selten
und teuer. Diese Tabakart wurde deshalb bisher kaum untersucht. GC/MS-Analysen ergaben

einen sehr hohen Myosminanteil von 0,059% [66].

2.2.6 Myosmin im Tabakrauch und in der Umgebungsluft

Es existieren viele Untersuchungen sowohl zur Identifizierung wie auch zur Quantifizierung
von Schadstoffen in Zigarettenrauch. Viele aussagekriftige Ergebnisse wurden durch Rauch-
kammeranalysen erlangt. Hierbei wird der von Mensch oder Maschinen generierte Rauch von
Fallen bzw. Filtern oder Pumpen gesammelt, in Losung gebracht und in der Regel per GC/MS
oder GC/NPD analysiert.

2.2.6.1 Quantifizierung der Myosminkonzentration im Tabakrauch

Wenusch und Scholler analysierten schon 1934 den Tabakrauch auch in Hinblick auf Myos-

min, hierbei stellten sie einen Myosmingehalt von 9 ug/Zig. fest [67].

1966 wurde durch Neurath et al. [68] ein Mengenvergleich der Basen im Hauptstromrauch
von Zigaretten durchgefiihrt. Hierbei wurden filterlose Zigaretten durch eine Rauchmaschine
abgeraucht und das Kondensat analysiert. Myosmin hatte einen Anteil von 12 ppm (berechnet

auf Trockensubstanz der verbrannten Tabakmenge).

Von Matsushima et al. [69] wurde der relative Anteil der hauptsidchlichen Rauchinhaltsstoffe
und der stickstoffhaltigen Komponenten in der halbfliichtigen und in der nichtfliichtigen
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Phase des Rauches von ,flue-cured und Burleytabak sowie von tiirkischem Tabak unter-
sucht. Der Myosmingehalt war im Rauch von Burleytabak wesentlich grofer als in dem an-

derer Tabake (Tabelle 11).

Tabelle 11: Myosmin- und Nikotingehalt von ,flue-cured®, Burley und tirkischem Tabak (ug/Zug) [69].

flue-cured Burley (Kentucky) Turkish
Komponenten
Blatt Schnitt Blatt Schnitt Basma-M Samsun
Myosmin 1,8 1,0 6.5 5,5 1,6 1,3
Nikotin 381 315 486 400 272 85

Ebenso wurden bei der Untersuchung des Zigarettenrauchs vier verschiedener ungemischter
Tabaksorten von Sakuma et al. [70] (Virginia, Burley, tiirkischer Tabak und eine einheimi-
sche japanische Tabakvarietit, Matsukawa), die Menge von 34 Basen im Nebenstromrauch
(NS) und im Hauptstromrauch (HS) bestimmt. Es ergaben sich Myosmingehalte von 13,1 bis
33,1 ng/Zigarette im HS und 73 bis 224 ng/Zigarette im NS (Tabelle 12). Es bestitigte sich
bei diesen Versuchen, dass Myosmin im Allgemeinen in Burleytabak stirker vertreten ist als

in anderen Tabaksorten.

Tabelle 12: Myosminkonzentration in Haupt- und Nebenstromrauch verschiedener Zigaretten
(ug/Zigarette) [70].

Bright Burley Turkish Domestik

S5 SS  MS 55 SS  MS 55 SS  MS 55

S8 MS g MS MS MS

Myosmin 150 20,1 7,5 224 33,0 6,7 73 13,1 5,6 99 24,5 4,0
Nikotin 5830 3330 1,8 5380 2940 1,8 3210 1720 1,9 3290 2510 1,3

Bei einem internationalen Vergleich verschiedener Zigarettenmarken aus elf Landern wurden
1996 jeweils sechs der gebriduchlichsten Zigarettenmarken des Landes auf die Konzentration
der ETS-Komponenten, sowohl in der Gasphase wie auch in der Partikelphase analysiert. Die
hierbei benutzte Rauchkammer war 45 m® gro, sie wurde von sechs Rauchern mit den ver-
schiedenen Zigarettenmarken beraucht. Nach Verlassen der Kammer wurde der Rauch eine

Stunde lang durch Pumpen gesammelt.

Die Konzentrationen der ETS-Komponenten lagen bei allen Zigarettenmarken in der gleichen
GroBenordnung. Die Myosminkonzentrationen wichen im internationalen Vergleich nicht

stark voneinander ab (Tabelle 13) [71].
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Tabelle 13: Durchschnittliche Konzentrationen der Gasphaseanalyten der Rauchkammer.

Land Nikotin Myosmin
(ug/m’) (ng/m’) % von Nikotin

Tschechien 101 5,5 5,4
Frankreich 72 4,8 6,7
Deutschland 85 5,4 6,4
Hong Kong 81 5,0 6,2
Italien 98 5,5 5,6
Malaysia 98 6,2 6,3
Portugal 82 5,5 6,7
Spanien 106 6,5 6,1
Schweden 102 6,4 6,3
Schweiz 78 4,7 6,0
USA 79 5,8 7,3
Mittelwert 89,3 5,6 6,3

Eatough et al. [72] analysierten durch Rauchkammeranalysen die chemische Zusammenset-
zung von Zigarettenrauch. Hierbei untersuchten sie den Rauch auch auf Myosmin. In der
Rauchkammer wurden nacheinander vier Zigaretten abgeraucht und die jeweilige Myosmin-

konzentration ermittelt (Tabelle 14).

Tabelle 14: Myosmingehalt (pg/ma) gemessen in Zigarettenrauch [72].

Anzahl abgebrannter Zigaretten in der Rauchkammer
1 2 3 4
Myosmin 8,63+ 1,02 11,84 £4,24 14,91 £ 1,61 17,54 +£2,20

In der Rauchkammeranalyse des ETS von Martin et al. [73], wurden die 50 meist verkauften
Zigarettenmarken und die Kentuckyreferenzzigarette durch GC/NPD analysiert, sie wurden

anhand des Teergehaltes in drei Gruppen eingeteilt (Tabelle 15).

Bei Versuchen einen geeigneten Marker fiir die ETS-Aufnahme zu bestimmen, wurden in
sechzehn Stddten die ETS-Bestandteile, darunter das Myosmin, in der Luft bestimmt. Myos-
min konnte zuverldssig nachgewiesen werden und stand in einem engen Zusammenhang mit

Nikotin. Myosmin ist somit als ein Marker fiir Nikotin anzusehen [74].
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Tabelle 15: Myosmin- und Nikotingehalte (ug/Zig.) in unterschiedlichen Zigarettenarten [73].

Komponenten FF FFLT ULT Mittelwert
Nikotin 1626 1526 1562 1585
Myosmin 50 46 56 49
3-Ethylenpyridine 336 319 408 334

FF: full flavor; FFLT: full flavor low tar; ULT: ultra low tar

Bei der Untersuchung von Haupt- und Nebenstromrauch einer Reihe von filterlosen Zigaret-
ten verschiedener Marken war Myosmin in Mengen von 13 bis 33 pg/Zigarette im Haupt-

stromrauch enthalten, der Nebenstromrauch enthielt 4 bis 7,5 mal soviel Myosmin [75].

Nach der Entwicklung einer neuen Referenzzigarette, 2R4F, welche die alte Referenzzigarette
1R4F ablosen sollte, wurden bei beiden Zigarettenarten vergleichsweise mehr als 44 Rauch-
analyten quantifiziert [76]. Hierbei unterschied sich der Myosmingehalt mit 0,08 und 0,10
ng/Zig. bei der 1R4F- bzw. 2R4F-Zigarette nur unwesentlich.

In einer von Baek und Jenkins [77] durchgefiihrten Studie wurde eine 30 m® groBe Testkam-
mer in Tennessee (USA) mit Tabakrauch durch eine Rauchmaschine beraucht und auf charak-
teristische Spuren von organischen Komponenten untersucht. Bei 8 sehr unterschiedlichen
Zigarettentypen war der Gehalt an Myosmin in der Kammerluft im Mittel (7,0 + 1,1 pg/m’)

genauso hoch wie bei vier Versuchen mit der 1R4F-Referenzzigarette (7,0 + 0,6 pg/m’).

2.2.6.2 Myosminbelastung in durch Tabakrauch verschmutzter Umwelt

Der feine organische Partikelstaub von Tabakrauch ist neben vielen anderen Faktoren ein
Bestandteil, der zur allgemeinen Luftverschmutzung in den Stddten beitrdgt [78]. Fiir Los
Angeles wurde 1982 ein Beitrag von 2,7% an den feinen organischen Partikeln in der Atmo-
sphére geschétzt. Fiir eine genauere Bestimmung sollten in einer Studie mit einem Rauchtun-
nel dhnliche Vorraussetzungen geschaffen werden, wie sie sich in einer durch Rauch belaste-
ten Atmosphire in einer Grof3stadt ergeben. In einem vertikal ausgerichteten Rauchverdiin-
nungstunnel rauchten Personen vier giangige US Zigarettentypen verschiedener Marken (ohne
Filter, light, Menthol und mit Filter). Der am Ende des Tunnels ankommende gemischte
Rauch wurde in einer Wirbelkammer mit einem dort befindlichen Quarzfilter aufgefangen

und anschlieBend durch GC/MS analysiert. Fiir Myosmin und Nikotin sind dabei die folgen-
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den Emissionsraten von 178 und 1159 pg/Zigarette (Summe aus Haupt- und Nebenstrom-

rauch) ermittelt worden.

Bei den von Singer et al. [79] durchgefiihrten Experimenten wurde die Dynamik von ETS
und EREF in einer typischen Raucherwohnung nachempfunden. Der EREF (exposure rele-
vant emission factor) ist der aufnahmerelevante Emissionsfaktor, der betrachtet wird als indi-
vidueller ETS Belastungsfaktor, welcher sich bei einem Tagesaufenthalt in einem verrauchten
Raum ergibt. Bei diesem Versuch wurde {iber mehrere Monate, jeweils 6-7 Tage pro Woche,
der EREF ermittelt. Dabei wurde tdglich regelméBig geliiftet. Die organischen Komponenten
sind darauthin alle paar Tage gemessen worden. 4 Stunden wéhrend des Rauchens, 10 Stun-
den nach dem Rauchen und als Grundbelastung anschlieBend nochmals weitere zehn Stunden
nach dem Rauchen. Die Quantifizierung der Schadstoffe erfolgte durch Desorptions-GC/MS.
Tabelle 16 zeigt das Ergebnis, vergleichend fiir Myosmin und Nikotin im steady state bei
verschieden héufiger Liiftung und die Zunahme im Vergleich zu einer eintdgigen Messreihe

und zu den Werten, die in den ersten beiden Tagen der langen Messreihe erhalten wurden.

Tabelle 16: Aufnahmerelevante Emissionsfaktoren (ug/Zigarette) von ETS-Komponenten, gemessen
bei gleichmaRiger Beluftung, in einer 50 m® grof3en mdblierten Raucherwohnung.

Analyt Liiftung alle mittlere Erh6hung gegeniiber
2h! 0,6 h" 0,3h" 1 Tagesmessung 2 Tagesmessung

Nikotin 3070 1660 820 2,30 1,96

Myosmin 160 92 60 2,12 1,83

EREFs: Exposure relevant emission factor

Bei der Untersuchung des Rauchs von 55 Zigaretten ist von Merckel et al. [80] unter Benut-
zung einer neuen Analysenmethode (HS-SPME), die in einem einzigen l0sungsmittelfreien
Schritt, das Entnehmen, die Extraktion, Konzentrierung und Einfiihrung von Proben in einen
GC mit anschlieBender GC/MS-Messung ermoglicht, das Vorhandensein von Myosmin besté-

tigt worden. Quantitative Angaben wurden in dieser Publikation nicht gemacht.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Myosminkonzentrationen bei allen durchge-
fiihrten Analysen in der gleichen Gréenordnung liegen. Dies betrifft sowohl die Konzentra-
tionen die sich auf die einzelnen Zigaretten beziehen, wie auch die Angaben aus den Rauch-

kammern.
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2.2.7 Das Vorkommen von Myosmin in weiteren Pflanzen

Im Jahr 1968 wurden bei chemischen Analysen der Papaya (Carica papaya) (Abbildung 10),
die der Familie der Caricaceae (Melonenbaumgewichse), Gattung Carica, angehort, neben
den Hauptinhaltsstoffen (Papain, Carpaine, Pseudo-carpaine) vier Alkaloide nachgewiesen,
von denen drei als Nikotin (0,1028%), Cotinin (0,00278%) und Myosmin (0,00014%) identi-
fiziert werden konnten. In diesem Zusammenhang wird die fiir Nikotin und dessen struktur-
verwandte Alkaloide bekannte insektizide Wirkung auch fiir Myosmin in der Pflanze disku-

tiert [81,82].

Einige Jahre spéter wurden die Alkaloide der Blétter von Nachtjasmin (Cestrum nocturnum)
und Tagesjasmin (Cestrum diurnum), die der Familie der Solanaceae, Gattung Cestrum, ange-
horen, durch Diinnschichtchromatographie analysiert. Wahrend im Nachtjasmin neben Niko-
tin, Nornikotin und Cotinin auch Myosmin vorhanden war, konnte im Tagesjasmin kein
Myosmin gefunden werden [83]. Somit konnten zum ersten Mal tabakspezifische Alkaloide
im Fall des Nachtjasmins auflerhalb der Gattung Nicotiana und im Fall der Papaya sogar
aulerhalb der Familie der Solanaceae nachgewiesen werden. Allerdings war das Vorkommen

von Myosmin bislang mit dem Auftreten von Nikotin und anderen Nikotinoiden verbunden.

Dies gilt auch fiir das Vorkommen von Myosmin in Duboisia hopwoodii, die ebenfalls zur
Familie der Solanaceae gehort. Die von den Aborigines verwendeten Blitter dieser Pflanze
zeichnen sich durch einen hohen Alkaloidgehalt aus. Sie hat mit bis zu 5% auch einen hohen
Scopolaminanteil. Die getrockneten Blétter werden als Pituri gekaut oder nach Verkneten mit
Pflanzenasche, zu einer Art Kugel zusammengerollt, hinter das Ohr gesteckt. Sowohl peroral
als auch percutan werden die Alkaloide resorbiert und fiihren zu relaxierten bis narkotischen
Zustinden. In einer Vergleichsstudie iiber die Verteilung von verschiedenen Alkaloiden in
D. hopwoodii in West- und Zentralaustralien wurden die Blétter und Wurzeln der Pflanze

mithilfe der GC/MS untersucht (Tabelle 17).

Tabelle 17: Myosmingehalt im Vergleich zu anderen Alkaloiden (Blatter/Wurzeln) von D. hopwoodii in
verschiedenen Regionen von Australien, (% Anteile am Gesamtalkaloidgehalt).

Alkaloid Wurzeln (Norden) (I\Blééig:;) (\quersZtZg; (\];%/ljst:g)
Myosmin n.d. 1,4 7,8 in Spuren
Nikotin 19,1 8,8 in Spuren 77,1
Cotinin n.d. in Spuren in Spuren in Spuren
Nornikotin 17,7 86,2 47,8 20,2

n.d: nicht detektiert
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Neben Nikotin, Nornikotin und Hyoscyamin wurde vor allem in den Wurzeln, aber auch in
den Blittern, Myosmin nachgewiesen [84,85]. Im Vergleich zur Tabakpflanze sind die
Myosminkonzentrationen in D. hopwoodii viel hoher und stehen in einem ganz anderen
Verhiltnis zu Nikotin. In dieser Pflanze sind die héchsten Myosminkonzentrationen in der

Wurzel und nicht im Blatt zu finden, also genau umgekehrt wie in der Tabakpflanze.

Abbildung 10: Cestrum nocturnum (links) und Carica Papaya (rechts).

2.2.8 Myosminkonzentration in Abwehrsekreten von Ameisen (Messor spp.)

Bei einer Vergleichsstudie iiber die chemische Zusammensetzung der exokrinen Driisen von
der Ernteameise (Messor spp.) wurde festgestellt, dass sich die Zusammensetzung der Sekrete
der Gift- und der Dufourdriisen unterscheiden. Die Dufourdriise ist eine akzessorische Driise
des Giftapparates der Ameise. Sie sezerniert vor allem geradkettige Kohlenwasserstoffe,
wobei die Sekrete jeder Kolonie eine spezifische Zusammensetzung aufweisen. Dies dient der
kolonieinternen Kommunikation. Wenn die Spdherinnen von Kolonien ein Futterareal ent-
decken, dann leiten sie die Nestgenossen durch Sekrete der Dufourdriise als chemische

Signale dorthin. Dies bezeichnet man als das so genannte Spurfolgeverhalten.

Die Giftdriisen dagegen dienen der Abwehr und enthalten Tabakalkaloide wie Anabasin, Ana-
basein und Myosmin. Die Alkaloide dienen dem Zweck der Verteidigung, dhnlich einer der
Funktionen, die Alkaloide in der Tabakpflanze iibernehmen. In den Publikationen zum Vor-
kommen von Myosmin fehlen allerdings quantitative Angaben. Bei der Spezies M. arenarius
wurde in den Giftdriisen neben 2,3'-Bipyridin als Hauptinhaltsstoff und Anabasein als sekun-

dérer Inhaltsstoff auch Myosmin nachgewiesen [44]. Dies ist ebenfalls bei einer Studie von
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Cruz-Lopez [86] bestitigt worden. Bei der Analyse des ganzen Insekts von M. cephalotes war
ein Derivat von Myosmin, das N-Formylmyosmin sogar der gro3te Nebenbestandteil der Al-
kaloidfraktion. Die Zusammensetzung der Abwehrstoffe in den Giftdriisen ist vermutlich bei

der Artenbildung entstanden und hat sich aufgrund einer hohen Effektivitdt durchgesetzt [87].

2.29 Die Existenz von Myosmin in verschiedenen Nahrungsmitteln

Tabelle 18: Vorkommen von Myosmin in Nahrungsmitteln und Milchprodukten [1,2].

Myosmin nachgewiesen Myosmin nicht nachgewiesen
Pflanzenfamilie Quelle Konzentration Pflanzenfamilie Quelle
ng/g

Haselgewichse Haselnuss 0,7 Korbbliitler Blattsalat
(Corylaceae) (Compositae lig.)
Schmetterlingsbliitler Erdnuss 0,2-2,0 Giénsefussgewidchse  Spinat
(Papilionaceae) (Chenopodiaceae)
Nachtschattengewichse Kartoffel 2,41 -4.47 Kiirbisgewichse Gurke
(Solanaceae) Tomate 0,53 - 0,66 (Scrophulariaceae)
Doldenbliitler Karotte 0,01 —0,03 Lauchgewéchse Zwiebel
(Umbelliferae) (Liliaceae)
Sterkuliengewichse Kakao 0,68 — 0,85 Weinrebengewichse Weintraube
(Sterculiaceae) (Vitaceae)
Rosengewichse Apfel 1,12-1,25 Bananengewichse =~ Banane
(Rosaceae) (Musaceae)
Ananasgewichse Ananas 0,66 —0,72 Rautengewéchse Mandarine
(Bromeliaceae) (Rutaceae) Zitrone
Strahlengriffelgewédchse Kiwi 1,15-1,61
(Actinidiaceae)
Sauergraser Hirse 0,41 -0,43
Stissgraser Weizen 0,37-0,51
(Graminaceae) Reis 0,19-1,15

Mais 0,48 — 1,60
Milchprodukte Milch 1,16 — 1,35

Sahne 5,93 - 6,26

Erste Hinweise auf eine wesentlich weitere Verbreitung von Myosmin zeigten Versuche in
der Arbeitsgruppe von Richter et al. [1]. In mehreren Proben von Erd- und Haselniissen
wurde Myosmin in Konzentrationen zwischen 0,2-2 pg/g nachgewiesen. In weiteren Un-
tersuchungen wurde dann ein breites Spektrum an Grundnahrungsmitteln, Obst, Gemiise und
Genussmitteln auf das Vorhandensein von Myosmin durch GC/MS analysiert [2,43,88]. Die

Analysen orientierten sich an den realen Verzehrsbedingungen, z.B. wurden Schalen einiger
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Obst- und Gemiisesorten getrennt untersucht. Kartoffeln und Reis wurden vor der Analyse
gekocht und das Kochwasser untersucht. Nach Selektion der positiv getesteten Nahrungs-
mittel wurde in diesen die genaue Konzentration von Myosmin ermittelt (Tabelle 18). Auf der
Grundlage des Pro-Kopf-Konsums der positiv getesteten Lebensmittel ergibt sich eine
durchschnittliche geschétzte jahrliche Myosmin-Aufnahme von 497 pg (Tabelle 19). Dies ist
nur eine Schitzung und zieht bislang nicht entdeckte Quellen und unterschiedliche Essge-
wohnheiten nicht mit ein. Da aber die meisten getesteten Nahrungsmittel so genannte Grund-
nahrungsmittel sind, kann davon ausgegangen werden, dass die Myosminexposition durch

individuelle Nahrungsaufnahme in den Industrienationen nicht extrem divergiert [88].

Tabelle 19: Abschatzung der Myosmin-Exposition durch Nahrungsaufnahme. Werte zum Pro-Kopf-
Verbrauch beziehen sich auf Deutschland.

Pro-Kopf- Myosmingehalt ~ Myosmin-Exposition & Myosmin-
Verbrauch Min/Max Min Max Exposition
(kg/Jahr) (ng/g) (ng/Jahr) (ng/Jahr) (ng/Jahr)

Reis 3,5 0,19 -1,15 0,67 4,03 2,35
Mais 4,5 0,48 — 1,60 2,16 7,20 4,68
Weizenmehl 58,9 0,37-0,51 21,79 30,04 25,92
Hirse 0,4 0,41 -0,43 0,16 0,17 0,17
Kartoffeln 70 2,41 —4,47 168,70 312,90 240,80
Tomaten 17,5 0,53 -0,66 9,28 11,55 10,41
Kakao 2,9 0,68 — 0,85 1,97 2,47 2,22
Milch 91,2 1,16 — 1,35 105,79 123,12 114,46
Sahne 7,9 5,93 -6,26 46,85 49,45 48,15
Karotten 59 0,01 - 0,03 0,06 0,18 0,12
Apfel 40 1,12 - 1,25 44,80 50,00 47,40
Ananas 1,2 0,66 — 0,72 0,79 0,86 0,83
Summe 403,02 591,97 497,49

2.210 Myosmin in Korperflussigkeiten (Muttermilch, Speichel, Plasma)

Nachdem Myosmin in einer breiten Palette von Lebensmitteln gefunden worden ist, gab es
weitere Untersuchungen zum Nachweis von Myosmin in Korperfliissigkeiten. Die Myosmin-
belastung wurde in Abhidngigkeit von Ess- und Rauchgewohnheiten abgeschitzt. Um eine
Korrelation zum Raucherstatus zu ermoglichen, wurde parallel zu Myosmin auch Cotinin be-

stimmt. Beim Menschen stellt Cotinin einen spezifischen Biomarker fiir die Nikotinbelastung
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dar [89]. Erste orientierende Untersuchungen von Muttermilch, Speichel und Plasma ergaben

die folgenden Ergebnisse.

2.2.10.1 Muttermilch

Es wurden Muttermilchproben von 23 Frauen untersucht. Die Proben wurden bei gesunden
Probandinnen wihrend des Stillens mit einer Milchpumpe abgepumpt. Informationen {iber die
Miitter wie Alter, Erndhrungsgewohnheiten und Rauchstatus, sowie Zeitpunkt der Proben-
nahme, wurden in einem Fragebogen abgefragt. Das Alter der Miitter und der Kinder lag im
Mittel bei 32 (21-36) Jahren bzw. 32 (11-68) Tagen. Alle Probandinnen zeigten anhand der
abgefragten Erndhrungsgewohnheiten eine ausgewogene Erndhrung. Passivrauchbelastung zu
Hause oder am Arbeitsplatz wurde von 5 Frauen angegeben, eine Mutter war Raucherin. Der
Rauchstatus wurde neben der Befragung bei allen Frauen durch Bestimmung von Cotinin

tiberpriift (Tabelle 20, Abbildung 11).
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Abbildung 11: Konzentrationen von Myosmin (links) und Cotinin (rechts) in Muttermilch nach
Rauchstatus (NR: Nichtraucherin, PR: Passivrauchbelastung; R: Raucherin).

Wihrend das Cotinin bei den 17 Nichtraucherinnen stets unter der Nachweisgrenze lag,
konnte es bei 4 von 5 Passivrauch-belasteten Miittern und bei der Raucherin nachgewiesen
werden. Myosmin konnte nur bei 8§ von 17 Nichtraucherinnen und bei einer Passivraucherin
nicht bestimmt werden. Die Myosminbelastung war mit 0,17 & 0,12 ng/ml bei den Nichtrau-
cherinnen nur knapp halb so niedrig wie bei den Passivraucherinnen (0,30 £ 0,19 ng/ml) und
nicht signifikant verschieden. Gegeniiber den Passivraucherinnen war bei der Raucherin das

Myosmin mit 1,34 ng/ml (4,5-fach) wesentlich geringer erhoht als das Cotinin (71-fach).



Literaturiibersicht -32-

Tabelle 20: Myosmin- und Cotininbelastungen (ng/ml) in Muttermilch.

Nichtraucherin (n=17)  Passivraucherin (n=5)  Raucherin (n = 1)
Myosmin 0,17 +0,12 0,30+ 0,19 1,34
Cotinin - 1,37 £2,09 97,12

2.2.10.2 Speichel

Die Speichelproben wurden jeweils 1 Std. nach dem Essen bei 22 Probanden untersucht (Ta-
belle 21). Trotz groBer statistisch signifikanter Unterschiede im Cotiningehalt lagen die mitt-

leren Myosminkonzentrationen unabhédngig vom Rauchstatus zwischen 1,58 und 1,89 ng/ml.

Tabelle 21: Myosmin- und Cotininbelastungen (ng/ml) im Speichel.

Nichtraucher (n = 14) Passivraucher (n = 2) Raucher (n = 6)

Myosmin 1,58 £ 1,67 1,89 +0,35 1,87+ 1,01

Cotinin 0,46 + 0,37 2,15+ 1,89 71,55 £41,81

Im Rahmen einer Fastenkur nahm bei einem Nichtraucher die Myosminkonzentration im
Speichel mit Reduktion der Nahrungsaufnahme deutlich ab. Allerdings blieb ein Anstieg mit
Wiederaufnahme von Nahrung auch innerhalb von einer Woche aus. Cotinin war nur in 4 von

12 Proben nachweisbar und lag unter 1,5 ng/ml (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Myosmin und Cotinin im Speichel wahrend des Diatversuches, vor und nach der
Nahrungsaufnahme genommene Proben sind durch leere bzw. gefillte Symbole
dargestellt; Werte unterhalb der Linie (LOD) liegen unter der Nachweisgrenze.
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2.2.10.3 Vergleich der Myosminkonzentrationen in Speichel und Plasma

Im Rahmen des oben genannten Fastenversuchs wurden an zwei verschiedenen Tagen zeit-
gleich zum Speichel auch Plasmaproben gewonnen und auf Myosmin untersucht. Um das
theoretisch zu erwartende Speichel/Plasma-Verhiltnis berechnen zu konnen, wurde jeweils
der pH-Wert nach Probennahme bestimmt. Dieser betrug im Speichel 7,31 und 7,44, im Plas-
ma jeweils 7,41 (Tabelle 22). Die Myosminkonzentrationen in Plasma und Speichel waren

1,48 und 1,89 ng/ml bei der ersten Probennahme, eine Woche spéter 5,56 und 4,66 ng/ml.

Anhand der pH-Werte wurde unter Verwendung der Henderson-Hasselbach-Gleichung das
theoretische Speichel zu Plasma Verteilungsverhiltnis berechnet. Es zeigt sich eine gute
Ubereinstimmung mit den experimentell bestimmten Werten (Tabelle 22). Dieses Ergebnis
zeigt, dass sich Myosmin hinsichtlich der Verteilung zwischen Plasma und Speichel wie eine
schwache Base verhilt.

Tabelle 22: Myosminbelastung (ng/ml) in Plasma und Speichel und theoretische, sowie experimen-
telle Bestimmung des Speichel/Plasma-Verhaltnisses (S/P).

pH-Wert

Speichel  Plasma Plasma  Speichel S/Pexperimentell S/Ptheoretisch

Probe 1 7,31 7,41 1,48 1,89 1,28 1,18
Probe 2 7,44 7,41 5,56 4,66 0,84 0,95

2.2.11 Myosminbelastung des Menschen

Aufgrund dieser Messergebnisse konnte eine erste grobe Abschitzung der Belastung des
Korpers mit Myosmin abgeleitet werden. Ohne Kenntnis der Pharmakokinetik von Myosmin
beim Menschen, stiitzt sich die Berechnung auf Vergleichsdaten bei der Ratte (sieche Kap.
1.6), die eine vergleichbare Kinetik fiir Nikotin und Myosmin zeigen und auf die reichhaltige
Literatur zur Nikotindisposition beim Menschen [90]. In einem Versuch von Dempsey et al.
[91] wurde bei 62 Probanden ca. eine Stunde nach oraler Aufnahme von 2 mg deuteriertem
Nikotin durchschnittlich eine Nikotinkonzentration von 4,7 ng/ml gemessen. Bei vergleichba-
rer Pharmakokinetik miisste der Proband aus dem Fastenversuch demnach ca. 0,6 und 2,4 mg
Myosmin oral aufgenommen haben um eine Stunde nach Nahrungsaufnahme im Plasma

Myosminkonzentrationen von 1,48 und 5,56 ng/ml zu erreichen.

Wihrend aufgrund der Nahrungsmittelanalysen die tdgliche Aufnahme von Myosmin nur auf
1,1-1,6 pg/Kopf geschitzt wurde [2], lassen demnach die Ergebnisse der Speichel- und Plas-

maanalysen von Maier [92] eine wesentlich héhere Aufnahme im Milligrammbereich aus
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bislang noch nicht identifizierbaren Quellen vermuten. Rauchen und Passivrauchen kommen
hierfiir nicht in Frage, weil die Myosminkonzentrationen im Speichel weder mit dem selbst
berichteten Rauchstatus noch mit den Cotininwerten korrelieren. Somit muss es fiir das Myos-
min noch andere exogene Quellen geben. Eine andere Mdéglichkeit wire die endogene Freiset-
zung von Myosmin aus bisher noch nicht identifizierten Vorstufen. Gegen eine endogene
Synthese unabhingig von der Nahrungsaufnahme spricht der Fastenversuch, bei dem die

Myosminkonzentration im Speichel unter die Nachweisgrenze abfiel [92].

2.3 Chemisch-physikalische Eigenschaften von Myosmin

Der chemisch korrekte Name von Myosmin mit der Summenformel CoH;oN, und der CAS
Nummer 532-12-7 lautet 3-(1-Pyrrolin-2-yl)pyridine. Das Molekulargewicht betragt 146,19
und der pk,-Wert liegt bei 7,81 £ 0,2 [SciFinder 2007]. Myosmin ist bei Raumtemperatur ein
hellgelbes Pulver, das nicht wasserdampffliichtig ist. Der Schmelzpunkt von Myosmin liegt
zwischen 44 und 45 °C, der Siedepunkt bei 129 °C. Das Absorptionsmaximum im Infra-

rotbereich liegt bei Ve-n = 1618 cm’! [93-95], die maximale Absorption ultravioletter Strah-

lung befindet sich in 95% Ethanol bei Ama, = 234 nm [96].

Keto-Imin-Tautomerie:

In einer wissrigen Hydroxylamin- oder Phenylhydrazin-Losung reagiert Myosmin als Carbo-
nyl-Komponente. Dies weist auf ein reversibles Hydrolysegleichgewicht in wissriger Losung
hin (Abbildung 13), was bedeutet, dass in solchen Losungen eine Mischung von Myosmin

und der Aminoketonform enthalten ist.

N H,0 / H+

\
\

Abbildung 13: Reversibles Hydrolysegleichgewicht von Myosmin.

Im sauren Bereich liegt fast nur die offenkettige Aminoketonform vor, wahrend im neutralen
und alkalischen Milieu die geschlossene Ringform iiberwiegt. Dieses pH-abhéngige Gleich-
gewicht wurde anhand "H und ">C-NMR-Spektren belegt. In Pufferldsungen mit physiologi-
schem pH-Wert von 7,4 liegt nur 1% des Myosmins in offenkettiger Form vor [97,98].
N-Methylmyosmin ist resistent gegen eine Hydrolysierung, es erfolgt keine hydrolytische
Ring6ffnung [99].
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2.4  Analytik von Myosmin

Die Anfinge der Analytik von Myosmin sind eng mit denen der Tabakalkaloide verkniipft.
Die ersten Analysen sind damals anhand von UV-Spektroskopie durchgefiihrt worden. Dies

ist die dlteste spektroskopische Methode, die aber wegen ihrer begrenzten Aussagekraft heute

in der Praxis keine allzu grof3e Rolle spielt und nicht mehr benutzt wird.

Schon 1949 ist durch Swain et al. [96] ein durch UV-Spektroskopie erlangtes Absorptions-

spektrum von Myosmin ermittelt worden (Tabelle 23, 24).

Tabelle 23: Lokalisation und Intensitat der Absorptionsmaxima von Myosmin [96].

1. Maximum

2. Maximum

Losungsmittel

A, mp k e A, mp k e
95% Ethanol 266 26,6 3890 234 77,7 11360
angesduertes Ethanol 262 36,1 5280 226 42,7 6240
Neohexan 267 23,2 3390 234 83,6 12220
Wasser 264 29,6 4330 234 69,2 10120

Tabelle 24: Lokalisation und Intensitat der Absorptionsminima von Myosmin [96].

1. Minimum

2. Minimum

Losungsmittel

A, mp k A, mp k
95% Ethanol 261 26,2 214 42,2
angesiuertes Ethanol 244 32,6
Neohexan 259 21,8 212 34,4
Wasser 261 29,6 214 38,1

Einige Jahre spiter haben T'so und Jeffreys [42] die erste Papierchromatographie zur Bestim-

mung von Myosmin durchgefiihrt. Bei der Analyse von Maryland Tobacco sind sowohl die

Tabakalkaloide als auch deren Umwandlungsprodukte bestimmt worden.

Der Zeitaufwand fiir diese Papierchromatographie war damals immens, er lag zwischen sie-

ben und acht Wochen. Dies machte die Art der Probenanalyse vor allem bei einer grof3en Pro-

benanzahl absolut unpraktikabel.
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Die Papierchromatographie ergab folgende Ergebnisse:
Myosmin: Ry 0,92 Farbe: hellgelb

Fiir die darauf folgende UV-Spektrometrie wurde jeder Spot der Papierchromatographie abge-
tragen, jeweils zu gleichen Teilen in Losung mit Natronlauge bzw. Salzsdure gebracht und

UV spektrometrisch vermessen worden (Tabelle 25).

Tabelle 25: UV-Absorptionsspektrum von Myosmin.

Tabakprobe
Analyt Saures Medium Alkalisches Medium
. Max 2.Max 1.Min 2Min [.Max 2.Max [.Min 2.Min
Myosmin im Tabak 263 212 242 262 232 258 218
Standard 264 223 242 212 268 214 260 214

Nach der UV-Spektroskopie wurden diese Proben noch quantifiziert. Der prozentuelle Anteil
des Myosmins lag bei 0,14%. Weitere Untersuchungen von Tabak mit dieser Methode wurde
in den nachfolgenden Jahren von Jeffrey und Tso [62] berichtet. Im Anschluss an die UV-
Spektrometrie legten 1954 sowohl Eddy und Eisner [100] als auch Witkop [94] das Infrarot-
spektrum der Tabakalkaloide fest. Aufgrund der Einzigartigkeit der jeweiligen Alkaloide war
es von nun an der Analytik moglich eine genaue Zuordnung vorzunehmen. Einzelne Alkaloi-

de wurden unverwechselbar und konnten somit unmissverstindlich identifiziert werden.

Bereits 1941 wurden von Martin in Zusammenarbeit mit Synge die Grundlagen der Gaschro-
matographie beschrieben und im Jahr 1951 gelangen James und Martin [101] die ersten
praktischen Trennungen nach dem Konzept der Gasverteilungschromatographie. Sie trennten
niedrige Karbonséduren bis C;, bei Temperaturen von 100 bzw. 137 °C. Als stationdre Phase
diente bei 300 °C getrocknetes Kieselgur, das mit Silikondl und Stearinsdure getrankt wurde,
als Tragergas wurde Stickstoff benutzt. Die ersten GC-Analysen zu Myosmin wurden dann
1959 von Quin [102,103] durchgefiihrt. Er trennte die Alkaloidfraktion im Rauch von Burley-
tabak gaschromatographisch auf, unter Benutzung von drei verschiedenen Saulenmaterialien,
Ofentemperaturen und FlieBgeschwindigkeiten und ermittelte die folgenden Retentionszeiten

(Tabelle 26).

Zur Kontrolle wurden dann die Extrakte auf jeweils einer Polypropylenglycol- und einer
Polyethylenglycolsdule gemessen. Diese Retentionszeiten sind dann mit denen bekannter

Alkaloide verglichen worden.
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Tabelle 26: Gaschromatographie von Myosmin im Jahre 1958 [102,103].

Sdulenmaterial Polypropylenglycol Polybutylenglycol Polyethylenglycol
Temperatur (°C) 190 180 190
FlieBgeschwindigkeit (I/min) 45 50 48
Rt. Myosmin (min) 16,4 14,7 13,4

Rt.: Retentionszeit

In der Regel war dies eine sichere Methode zur Mehrfachpriifung der gemessenen Werte, nur
in einem Fall schlug diese Technik fehl, nimlich bei der Unterscheidung von zwei Kompo-
nenten: Nornikotin und Myosmin. Diese beiden Alkaloide eluierten auf beiden Séulen mit der
gleichen Retentionszeit. Durch Papierchromatographie konnte man aber das Vorhandensein
beider Alkaloide nachweisen. AnschlieBend wurden, in einer wenig aussagekréftigen Quanti-
fizierung, die Peakflichen miteinander verglichen. Fiir Nornikotin und Myosmin lagen die

Mengen in einem Rauchextrakts von ca. 60 Zigaretten bei 88 pg [103].

Mit der Gaschromatographie ist somit ein Analyseverfahren entwickelt worden, das bis heute
in vielerlei Verfahren eingesetzt wird und aus dem Laboralltag nicht mehr wegzudenken ist,
da es sich durch eine hohe Trennleistung und eine gute Handhabbarkeit auszeichnet. Die
Trennung der Analyten beruht dabei auf zwei Effekten. Zum einen dem Dampfdruck der
Komponenten und zum anderen der Wechselwirkung mit der stationéren Phase. In letzter Zeit

hat sich fiir die Detektion und Quantifizierung die Massenspektrometrie durchgesetzt.

Das erste Massenspektrometer wurde ca. 1913 von dem Nobelpreistrager Thomson und einige
Jahre spiter von Aston gebaut. Diese Gerite konnten ab den 1950er Jahren kommerziell er-
worben werden. Anders als die meisten anderen bisherigen Formen der Spektroskopie oder
Spektrometrie, induzierte die Massenspektroskopie willentlich destruktive Interaktionen zwi-
schen elektromagnetischer Strahlung und den Analytmolekiilen. Die hiufigste Anwendung
findet der Beschuss der Molekiile mit Elektronen bei 70 eV im Hochvakuum. Die verschiede-
nen ionisierten Fragmente werden im Magnetfeld nach ihrer Masse unterschiedlich stark
abgelenkt und es ergibt sich ein Spektrum, das aufgrund der einzelnen Massen und ihrer

charakteristischen relativen Intensitit die weitgehend sichere Identifizierung erlaubt.

1965 ist von Duffield [104] die erste Massenspektrometrie der Tabakalkaloide durchgefiihrt

worden. Die von ihm ermittelten Massenfragmente fiir Myosmin (m/z 146) sind:

[M-1]: m/z 145 und die des Basispeaks das [M-28]: m/z 118, dass ein Massenfragment von
m/z: 68 entsteht, schloss er damalig aus (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Massenfragmente von Myosmin.

Weniger als zehn Jahre spéter ist dann das Myosmin zum ersten Mal von Brown und Ahmad
[105] im Tabakrauchkondensat gaschromatographisch nachgewiesen worden. Mittels Mas-
senspektrometrie konnte dariiber hinaus bewiesen werden, dass es sich hierbei wirklich um

Myosmin handelte (Tabelle 27).

Tabelle 27: ldentifizierung von Myosmin anhand von GC und nachfolgender MS [105].

GC / R¢ (min) Identifikation durch MS frithere Nachweismethode

3.4 m/z: 146, m/z: 145, m/z: 118 Papierchromatographie

Ab Mitte der 70er Jahre gelang es trennstarke Sdulen mit kleinen Partikeln fiir die Fliissig-
keitschromatographie herzustellen, es wurde die HPLC (high performance liquid chromato-
graphy) mit Normalphasensdulen entwickelt. Ende der 70er Jahre gelang durch Entwicklung
von modifizierten Kieselgelen mit der Reversed-Phase-Chromatographie (RPC) nun auch die
Trennung von Stoffen in wiéssrigen Medien. In den frithen 80er Jahren kam es zu einer rasan-

ten Weiterentwicklung in diesem Bereich, hinsichtlich der Trennleistung, Identifizierung,
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Reinigung und Quantifizierung. Dazu wurden die gesamten Vorginge extrem vereinfacht und
beschleunigt u.a. durch automatische Probengeber. 1980 sind dann die ersten quantitativen
Messungen zu Myosmin mit HPLC mit Reversed Phase-Saule durchgefiihrt worden [106]. Ab
den 80er Jahren begann man die Gerédte miteinander zu verkoppeln, dabei diente ein Gerit,
z.B. das GC, zu Auftrennung des zur untersuchenden Stoffgemisches und ein entsprechender
Detektor, z.B. das MS oder ein NPD zur Identifizierung und gegebenenfalls auch zur Quanti-
fizierung der einzelnen Komponenten. Durch die Kopplung der Gerite gelang es nun schnel-
le, prazise Messungen mit hohem Probendurchsatz durchzufiihren, die im Vergleich zu friiher

mit einem viel kiirzerem Zeitaufwand verbunden waren.

2.5 Synthesemdglichkeiten von Myosmin

Die erste Synthetisierung von Myosmin fiihrten Spdth und Mamoli [40] im Jahr 1936 durch.
Hierbei wurde Myosmin anhand einer eigentlich fiir Nikotin erprobten Methode synthetisiert.
N-Benzoylpyrrolidon wurde mit Ethylnikotinat und Natriumethanolat kondensiert. Das daraus
entstandene Produkt wurde dann mit konzentrierter Salzsdure in einer Druckkammer hydro-
lysiert. Diese Reaktion beinhaltete in einem Schritt das Abspalten der Benzolgruppe, die
Ring6ffnung, Decarboxylierung und den erneuten Ringschluss. Das Produkt dieser Reaktion
war sowohl in der Struktur, als auch in der chemischen Zusammensetzung, mit dem natiirlich
vorkommenden Myosmin identisch. Zusitzlich konnten durch diese Synthese andere
mogliche Formeln fiir Myosmin ausgeschlossen und die damals festgelegte Struktur bestatigt

werden.

Neben diesem ersten Syntheseweg gibt es mehrere Verfahren bei denen Myosmin in unter-

schiedlichen Reinheitsgraden erhalten wird.
1. Pyrolyse von Nikotin am Quarz-Kontakt bei Temperaturen von 570 °C. Hier entsteht

neben einigen anderen Produkten Myosmin in Ausbeuten zu etwa 33%, abhingig von

der Menge des pyrolysierten Nikotins [41] (Abbildung 15).

e (e R

R = CH,, C,H;, C,H, (vinyl)

Abbildung 15: Pyrolyse von Nikotin.
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2. Bei der Behandlung von 1-(3-Pyridyl)-3-dimethylaminopropan-1-on mit Nitromethan
entsteht 1-(3-Pyridyl)-4-nitrobutan-1, welches in Ethanol hydrogeniert und mit Raney-
nickel als Katalysator zu Myosmin reduziert werden kann. Hier ist eine Myosminaus-

beute von 80-90% zu erwarten [107].

3. Als Oxidationsprodukt von Nikotin durch eine vierwdchige Sauerstoffsittigung bei

30 °C erhilt man: Nikotinséure, Oxynikotin, Nikotyrin, Cotinin und Myosmin [108].

4. Eine Vier-Stufen-Synthese wurde im Jahr 1972 durch Leete [52] entwickelt (Abbil-
dung 16). a-Morpholin-a-(3-pyridyl)acetonitril (2) wird aus Pyridin-3-aldehyd (1)
durch die Addition von wéssriger Zyankalilosung mit Morpholinsalz gewonnen. Die-
ses wird mit Acetonitril und tertidrem Butanol zu y-Cyano-y-morpholin-y-(3-pyridyl)-
butyronitrile (4) umgesetzt. Durch die Hydrolyse dieses Produkts mit wéssriger
Essigsédure erhilt man 3-Cyano-1-(3-pyridyl)propan-1-on (3). Wird dieses B-Ketonitril
in ethanolischem Ammoniak bei Anwesenheit von Raneynickel 24 Stunden unter

Druck hydrogeniert, erhédlt man eine Mischung aus Myosmin (5) zu 30% und Nor-

nikotin (6) zu 60%.
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5. Eine Drei-Stufen-Synthese von Myosmin ist von Mundy [109] beschrieben worden.

Abbildung 16: Vier-Stufen-Synthese von Leete [52].

Hier wird Nikotinsdure mit Thiochloriden versetzt, woraus Nikotinoylchlorid gebildet
wird. Dies wird mit 2-Pyrrolidon zu N-Nikotinoyl-2-pyrrolidon umgesetzt. Die Pyro-
lyse von N-Nikotinoyl-2-pyrrolidon mit gleichen Teilen von Calciumoxid ergibt eine

Mischung, die zu 67% Myosmin und zu 33% 2-Pyrrolidone enthélt. Die Synthese von
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Myosmin aus Nikotinsdureethylester und N—Vinylpyrrolidon ist die bis heute meist
verwendete Synthese von Myosmin, die von Branddnge und Lindblom [93] vorge-

schlagen wurde (Abbildung 17). Die Myosminausbeute betrigt hierbei 63%.

COOEt D
A - 1. HO"
TquoI 2. OH—

\ N ')

Abbildung 17: Synthese von Myosmin.

6. Die Behandlung von Nikotin im Autoklaven mit Sdure (pH 5) bei 200 °C, lieferte
nach drei Tagen u.a. Myosmin [110].

2.6 Toxikokinetik
2.6.1 Autoradiographische Untersuchungen

Um erste Hinweise zur Toxikokinetik von Myosmin zu erhalten, wurde eine Autoradio-
graphie an Ratten durchgefiihrt. Die Methode der Ganzkorperautoradiographie, erstmals vor-
gestellt von Ullberg [111,112], macht es moglich, die Verteilung von radioaktiv markierten

Substanzen in Geweben von Labortieren zu ermitteln.

Abbildung 18: Anfertigung der Gewebeschnitte mit einem Hochprazisions-Grofschnittkryomikrotom.
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Dazu wurde jeweils eine Ratte eines pigmentierten (Long-Evans) und eines nicht pigmentier-
ten (Fischer F344) Stammes 6 und 15 Minuten, sowie eine, vier und 24 Std. nach i. v.
Injektion radioaktiv markierten Myosmins (5-°H: 1,4 pg/kg = 8,49 MBg/kg oder 2°-'*C:
0,27 mg/kg = 3,74 MBq/kg) durch CO,-Asphyxiation getitet und tiefgefroren. Von den Rat-
ten wurden 40 um breite Gefrierschnitte in der Sagittallinie angefertigt (Abbildung 18) und
mit Hilfe autoradiographischer Untersuchungen qualitativ und quantitativ ausgewertet. Durch
diese Ganzkdorperradiographie war es moglich, die Verteilung des radioaktiv gelabelten Myos-
mins in den Ratten zu bestimmen und somit einen Uberblick zur Verteilung, Bindung und
Ausscheidung des Stoffes zu bekommen. Zur Bestimmung der Bindungsfahigkeit von Myos-
min im Gewebe wurde ein Teil der Schnitte seriell mit Losungsmitteln und Wasser behandelt.
Zusitzlich wurden bei den Ratten, die nach vier und 24 Stunden getdtet worden sind, Urin

und Faezes im Stoffwechselkéfig gesammelt [113-116].
2.6.1.1 \Verteilung

Nach i. v. Applikation verteilte sich das radioaktiv markierte Myosmin schnell {iber den Blut-
weg in die meisten Organe. Es besaB somit die Fihigkeit zur Uberwindung von zelluliren
Membranen und zur Anreicherung bzw. Verteilung im intra- und extrazelluldren Raum. Dazu

zeigte Myosmin, wie auch andere basische Substanzen:
1. eine Affinitit zum Melanin

2. eine Anreicherung in
Magenfundus, Speicheldriise, Trianendriise, Nase (hier primér in den Epithelien, die
ein saures Sekret produzieren), Praputium, akzessorischen Geschlechtsdriisen, distalen

Osophagus, pigmentierten Haaren und der pigmentierten Retina.

Im zeitlichen Verlauf kann man folgende Verteilung des radioaktiv markierten Myosmins

erkennen (Tabelle 28 und Abbildung 19).

Tabelle 28: Verteilung des radioaktiv markierten Myosmins [116].

6 — 60 min p.i. 4 Std. p.i. 24 Std. p.i.
Anreicherung der Radio- Anreicherung der Radio- Anreicherung der Radio-
aktivitét in: aktivitét in: aktivitét in:
Harderschen-, Tranen-, Melanin und Préputial-
Speichel- und Geschlechts-  (sophagus und Akzesso- driise
driisen, Leber',' Melanin, rischen Geschlechtsdriisen
Nierenrinde, Osophagus und

Abnahme der Konz. in:

Driisenmagenwand
anderen vorher genannten

Organen
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6 min

15 min

1 Std.

4Std.

Dickdarminhalt -

24 Std.

Blutstandards mit von links
nach rechts abnehmender
Radioaktivitdtsmenge

Abbildung 19: Autoradiogramme 0,1 bis 24 Std. nach Applikation von 14C-Myosmin [118].
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Da die Bestimmung von nicht extrahierbarer Radioaktivitit Hinweise auf kovalente Bindung
der Ausgangssubstanz oder ihrer Metaboliten an Makromolekiilen geben kann, wurden ausge-
wihlte Schnitte einer Extraktion mit einer Reihe polarer und unpolarer Lésungsmittel unter-
worfen. In diesen Schnitten konnte die Radioaktivitdt aus den meisten Organen und Geweben

weitgehend entfernt werden. Bei folgenden Geweben war dies nicht moglich:
Melanin, Nasenmuschel, Osophagus, Lunge und Leber.

Eine Markierung der Mukosa des Osophagus sowie der pigmentierten Bereiche des Auges
konnte auch nach in vitro Inkubation der Schnitte von unbehandelten Ratten deutlich gemacht

werden.

2.6.1.2 Ausscheidung

Der grofite Teil von Myosmin wurde schnell nach Metabolisierung iiber die Nieren (Abbil-

dung 20) ausgeschieden. Weitere Exkretionswege waren:
1. der Magen
2. die Speichel- und Trinendriisen
3. wahrscheinlich auch Lunge und Priputialdriise

Die Abnahme der Radioaktivitdt folgte, in den meisten Geweben zwischen 15 min und 24
Std., einer Kinetik erster Ordnung. Die Halbwertszeiten lagen zwischen 0,4 Std. in der Spei-
cheldriise und 1,2 Std. im Melanin der Haut. Die Exkretion von Myosmin bzw. seiner Meta-

boliten iiber Urin und Faezes betrug innerhalb von 24 Std. 72% und 15% der Dosis.

2.6.2 Metabolisierung von Myosmin

Studien zum Metabolismus von Myosmin sind bislang, aufgrund der bisherig angenommenen
geringen toxikologischen Relevanz, selten. Meistens trat Myosmin als zufélliger Metabolit bei
Stoffwechselstudien anderer Substanzen auf. So wurde nach Inkubation von Rattenleber-
mikrosomen mit NNK Myosmin gefunden, bei in vivo Versuchen konnte jedoch kein Myos-

min nachgewiesen werden [117].

2.6.2.1 Biomonitoring

Jeder Mensch ist in fast allen Bereichen des Lebens vielen unterschiedlichen Fremdstoffen
exponiert. Die grofite Aufmerksamkeit muss aber auf Stoffe gerichtet werden, die mutagen,
genotoxisch und kanzerogen wirken, als auch auf neurotoxischen, teratogenen und embryo-

toxischen Stoffen. Diese Substanzen iiben in ihren unterschiedlichsten Formen toxische
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Effekte auf verschiedene Organsysteme aus. Das Biomonitoring wird streng definiert als die
Messung von Fremdstoffen und seinen Metaboliten in verfiigbaren Korperfliissigkeiten und
der Atemluft [118]. Die im Biomonitoring erfassten Substanzen und ihre Metaboliten be-
zeichnet man als Biomarker. Die Definition der Biomarker geht jedoch dariiber hinaus:
1. Biomarker der internen Dosis
Konzentrationen von Stoffen und deren Metaboliten in biologischem Material wie Blut,
Serum, Muttermilch, Haare, Zahne, Ausatmungsluft, Urin.
2. Biomarker der biologisch effektiven Dosis
Reaktive Substanzen, die an Makromolekiile wie Proteine oder der DNA (so genannte
Hamoglobin- und DNA-Addukte) binden.
3. Biomarker der Wirkung

Reaktion des Organismus auf die Belastung.

4. Biomarker der Empfindlichkeit

Nachweis von Onkogenen, Tumorsuppressorgenen und Bestimmung der Enzymaktivitit.

2.6.2.2 Akuter Metabolismus von Myosmin in Ratten

Zur Untersuchung des dosisabhingigen Metabolismus und zur Identifizierung der Myosmin-
metaboliten wurde peroral mittels priparierter Apfelstiicke [5-"H]-Myosmin in den Dosierun-
gen 0,001; 0,005; 0,5 und 50 pmol’kg KG an Wistar Ratten verabreicht [88,114]. In definier-

ten Zeitintervallen wurden Urin und Faezes gesammelt.

Selbst der in den ersten sechs Stunden gesammelte Urin enthielt kein unverstoffwechseltes
Myosmin. Die applizierte Radioaktivititsmenge konnte nach 48 Stunden fast vollstindig in
den Urin- und Faezesproben wieder gefunden werden. Der Anteil der Radioaktivitdt der auf
den Urin entfiel, nahm auf {iber 85% bei den niedrigen Dosierungen und auf 75% bei den
hochsten Dosierungen ab. Das Spektrum an Metaboliten im Urin wies primédr zwei Haupt-

signale auf (Abbildung 20):
» Ketosédure [4-(3-Pyridyl)-4-oxobutanséure], 50 — 63%
» 3-Pyridylessigséure, 20 —26%
» HPB, 1,6 —3,1%
» 3’-Hydroxymyosmin, 1,6 —2,4%

» 3-Pyridylmethanol, 3,1 — 5,3%
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Abbildung 20: HPLC Radiochromatogramm von 0-6 h Urin einer Wistar Ratte nach oraler Gabe von
3H-Myosmin. Die Signale 1 und 2 reprasentieren die beiden Hauptmetaboliten 3-Pyri-
dylessigsaure bzw. Ketosaure. Drei der kleineren Signale konnten als 3-Pyridylmetha-
nol (3), 3'-Hydroxymyosmin (4) und HPB (5) identifiziert werden [119].
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Abbildung 21:  Myosminmetaboliten im Rattenurin [114].
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2.6.2.3 Subakuter Metabolismus von Myosmin in Ratten

Fischer Ratten wurden bei einem Fiitterungsversuch zur Aufklarung des in vivo Metabolismus
von Myosmin vier Wochen lang mit 30 nmol/kg NNN und 3000 nmol/kg Myosmin belasteten
Trinkwasser getrankt. Die Hohe der Dosierungen orientierte sich an realistischen Aufnahme-
bedingungen. Vergleichbar wire die Aufnahme von Myosmin durch den ETS oder durch eine
normale durchschnittliche Nahrungsaufnahme. Einige Ratten erhielten hohe Dosen, um hier
genau die Metaboliten bestimmen zu konnen. In definierten Zeitintervallen wurden Urin und
Faezes gesammelt. Am letzten Versuchstag erhielten die Ratten beide Substanzen zusétzlich
in radioaktiver Form ([5—3H]—Myosmin) auf einem Apfelschnitz. Urin und Faezes wurden
iiber einen Zeitraum von 18 Std. gesammelt, die Tiere danach getdtet und Blut, sowie ver-
schiedene Organe fiir spatere Analysen entnommen. Die Radioaktivitdt wurde in Urin, Faezes
und Vollblut bestimmt. Durch Radio-HPLC wurde das Metabolitenspektrum im Urin
bestimmt. Myosmin wurde schnell und vollstindig verstoffwechselt. Im 18 Stunden Urin
wurde kein Myosmin gefunden. Es konnten alle bislang bekannten Metaboliten von Myosmin
identifiziert werden [115]. 3-Pyridylessigsdure, Ketosdure und HPB sind aus anderen Metabo-
lismusstudien gut bekannt, aber ihr gemeinsames Auftreten stellt ein Novum dar. Ebenso wie
im Versuch zum akuten dosisabhidngigen Metabolismus von Myosmin, sind 3-Pyridylessig-
sdure und Ketosdure die Hauptmetaboliten [114]. Allerdings nahm der Anteil der 3-Pyridyl-
essigsdure nach vierwdchiger Myosmingabe ab und der Anteil von HPB und Ketosdure zu

[120,121].

Tabelle 29: Gegenlberstellung der prozentualen Metabolitenanteile des akuten [88] und subakuten
(umol/kg KG) Myosmin-Stoffwechsels (MW x SD; akut: n = 4; subakut: n = 12).

Dosis Metaboliten in Rattenurin

(pmol/kg KG) 3-PAA Ketosaure 3-Carbinol  3’-OH-Myosmin HPB

0,5 akut 24,6 £0,6 50,0 +2,1 53+0,8 2,0+0,3 1,9+0,9
3,0 subakut 16,2 £0,7 57,5+1,7 6,8+0,5 1,8 +0,3 3,9+0,2

3-PAA = 3-Pyridylessigsédure; 3’-OH-Myosmin = 3’-Hydroxymyosmin

Die Ketosdure war bis zu diesen Ergebnissen nur mit dem Konsum von Tabakprodukten
assoziiert und galt als weiterer Biomarker einer Tabakexposition [122]. Nachdem die Keto-
sdure aber einer der Hauptmetaboliten von Myosmin ist, gibt es eindeutig weitere Quellen

unabhingig von Tabak und Tabakrauch fiir diesen Metaboliten [88,114].
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3'-Hydroxymyosmin welches nach 3-Hydroxylierung von Myosmin entsteht, stellt womdglich
einen spezifischen Biomarker flir die Myosminexposition dar, denn nach bisherigem Kennt-
nisstand kann es nur aus Myosmin gebildet werden. Der Fund von sehr geringen Mengen im
Urin der Ratten ist vergleichbar mit den nur in Spuren im Nagetierurin vorkommenden Meta-
boliten des NNN, 3'- und 4'-Hydroxy-NNN [123,124]. Bislang gibt es fiir Myosmin noch kei-
ne Stoffwechseluntersuchungen an Primaten. Nach NNN-Gabe war im Urin von Patas-Affen
der Anteil des eventuell auf dhnlichem Weg gebildeten 3'-Hydroxynorcotinins mit 16,9% der
Gesamtmetaboliten erstaunlich hoch [125]. Hinsichtlich der akuten bzw. subakuten Myosmin-
gabe zeigt 3'-Hydroxymyosmin im prozentualen Metabolitenanteil keine groen Unterschiede

(Tabelle 29).

2.7 Toxizitat des Myosmins
2.71  Akute und chronische Toxizitat

Allgemein existieren zur Toxizitdt von Myosmin bislang wenige Daten [126,127]. Es liegt nur
eine Studie fiir die Ermittlung des LDsy von Myosmin an Ratten vor [128]. Bei oraler Gabe
betrdgt der LDso-Wert 1875 mg/kg, dies entspricht etwa einem zehntel der toxischen Dosis
von Nikotin. Bei intraperitonealer Injektion liegt der LDso-Wert bei 190 mg/kg. Bei Nikotin
und Myosmin stehen Konvulsionen als Vergiftungserscheinung im Vordergrund, sie sind bei

Myosmin etwas schwécher ausgepragt.

Blacklock und Burgan [129] injizierten 1962 Ratten nach einer Thoracotomie verschiedene
Fraktionen von Zigarettenkondensaten direkt in die Lunge. Eine Suspension von 8 mg Myos-
min in 0,1 ml wurde 5 Ratten in die linke Lungenhilfte injiziert. An den Injektionsstellen
bildeten sich kleine fibrotische Bereiche und Rundzellinfiltrationen. Die Tiere lebten im
Durchschnitt 527 Tage, in dieser Zeit entwickelten sich weder Tumoren, noch gab es Hin-

weise auf andere pathologische Verdnderungen.

Im einzigen Versuch mit chronischer Verabreichung von Myosmin erhielten 60 zehn Wochen
alte Mause téglich ca. 0,5 mg Myosmin iiber das Trinkwasser. Nach 50 Wochen iiberlebten
nur 76% der behandelten Mause, aber 98% der Kontrolltiere. Eine kanzerogene Wirkung
konnte nicht festgestellt werden, die Tumorrate betrug 36% in der Myosmingruppe und 32%

bei den Kontrollen [127,130,131].
2.7.2 Toxische Wirkungen auf Kreislauf und Muskulatur

Bei Versuchen an Darm- und Uterusgewebe von Meerschweinchen kam es nach Applikation

von 4 mg Myosmin in 50 ml Badlosung zu Kontraktionen einzelner Darmabschnitte, der
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Uterus hingegen reagierte nicht [128]. Mit dem Sulfonamid Sulfathiazol konnte dieser Effekt
auf den Darm wie auch bei Nikotin gehemmt werden. Clark et al. [132] bestitigten die kon-
trahierende Wirkung von Myosmin am isolierten Illeum des Meerschweinchens. Die relative
Potenz (% Nik) gegeniiber Nikotin (= 100%) betrdgt aber nur 0,2. Vergleichsweise starker
wirkt Myosmin am isolierten Rectus abdominis des Froschs (% Nik = 2,5) und an Zwerch-
fellmuskeln des Meerschweinchens (%Nik = 11) und der Ratte (%Nik = 30). In der gleichen
Arbeit wurden auch in verschiedenen Tiermodellen Effekte von intravends verabreichtem

Myosmin mit jenen von Nikotin und anderen Tabakalkaloiden verglichen (Tabelle 30).

Tabelle 30: Wirkungen von Myosmin und anderen Nebenalkaloiden des Tabaks im Vergleich zu
Nikotin (= 100%) nach intravenéser Applikation in verschiedenen Tiermodellen [132].

Myosmin NOI‘IrlllkOtl Nlcr(ityrl Anabasi Cotinin
Blutdrucksteigerung in Ratten 5 20 2,5 20 <0,1
Hemmung des Patellarreflexes in
Katzen 2,5 50 17 17 <0,05
Hemmung des Beugerreflexes in <75 50 <10 33 <0.05
Katzen ’ ’
Hemmung des Beugerreflexes in 25 33 50 33 i
Hiithnern ’
Hemmung des Streckerreflexes 25 25 10 20 i

in Hithnern

Henrich [133] fiihrte Versuche zu mikrozirkulatorischen Effekten von Nikotin und anderen
Tabakalkaloiden einschlieSlich Myosmin an verschiedenen Geweben von Ratten durch.
Hierbei wurden verschiedene Konzentrationen an den GefdBen des Skelettmuskels wie auch
an perfundiertem Mesenterium von Ratten getestet. An den Mesenterialgefden hatte
Nornikotin den stdrksten und Myosmin den schwéchsten vasotropen Effekt (Tabelle 31).

Tabelle 31: Vasotroper Effekt der Tabakalkaloide auf die Mesenterialgefale in Prozent relativ zu
Nikotin (= 100%) [133].

Konzentration (M) Nornikotin Metanikotin Dihydrometanikotin Myosmin

107 26 41 53 0
107 118 181 411 25
10 148 52 72 21

107! 49 78 58 18
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Bei den Versuchen an der Skelettmuskulatur wurde den Ratten das jeweilige Tabakalkaloid in
verschiedenen Dosen intraarteriell injiziert. Im Fall von Myosmin wurden ambivalente Effek-
te verzeichnet. Wihrend bei niedrigen Dosen Blutfluss und FlieBgeschwindigkeit zuriick-

gingen, kam es bei hohen Dosen zu einer Steigerung.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass alle Alkaloide signifikante, vasokonstriktorische
Effekte an den groen Arteriolen und an den abfiihrenden Venolen des Mesenteriums und der
Haut auslosten. Dies galt auch fiir den Bereich der Skelettmuskulatur. Hier 16sten alle Alka-
loide auBer Nornikotin im prékapillaren Gebiet eine Vasokonstriktion aus. Der schwache
vasokonstriktorische Effekt von Myosmin an den postkapillaren Venolen war wiederum eine

Ausnahme zu den anderen Alkaloiden, die hier eine Vasodilatation der Gefédfle bewirkten.

2.7.3 Effekte von Myosmin an cholinergen Rezeptoren sympathischer
Ganglien

Um die Effekte von Myosmin an den cholinergen Rezeptoren beurteilen zu konnen, wurden
Versuche an Ganglien von Ratten, in vitro wie auch in vivo, durchgefiihrt [134]. Fiir die in
vitro Experimente wurde das Ganglium cervicale superior inklusive prae- und postgangliond-
rem Nervenstrang von weiblichen Ratten exzisiert. Im Anschluss wurden diese in einen Puffer
bei kontrollierter Temperatur verbracht. Daraufhin wurden an das Gewebe Elektroden ange-
legt um die Spannungsunterschiede bestimmen zu kénnen. Zu Versuchsbeginn wurden die
Ganglien mit Rezeptoragonisten wie Nikotin und Muskarin behandelt, anschlieend wurde

der Losung dann Myosmin zugesetzt.
Folgende Ergebnisse wurden erzielt:
1. Nach einer zweiminiitigen Applikation von Myosmin kam es zu einer konzentrations-

abhéngigen Depolarisation, auf die aber keine Repolarisationsphase folgte (Abbil-

dung 22).

Muskarin (0,3 uM) Nikotin (10 uM)  Myosmin (1000 puM)

Abbildung 22: Depolarisation der Ganglien nach 2-minutiger Applikation von Myosmin, Muskarin und
Nikotin [134].
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2. Die Depolarisation von Myosmin zeigte einen einphasigen konzentrationsabhédngigen

Peak mit einem ECso-Wert von 3,04 mM. Die Muskarinrezeptor-Antagonisten Atropin

und Hexamethonium (C6) hemmten die intrinsische Aktivitdt von Myosmin (Abbil-

dung 23).

3. Myosmin hemmte die durch Nikotin induzierte Depolarisation. Steigende Konzentra-

tionen von Myosmin (10-300 uM) verhinderten konzentrationsabhidngig mit einem

ICso-Wert von 18,0 uM die Depolarisation, die durch eine 2-miniitige Gabe von Niko-

tin (10 pM) ausgeldst wurde (Abbildung 24). Dagegen wurde die Wirkung von Mus-

karin durch Myosmin nicht signifikant beeinflusst.
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Abbildung 23: Konzentrationsabhdngige Depolarisation der Ganglien durch Myosmin (30-30 000 uM;
n = 10) alleine oder in Anwesenheit von Atropin (0,010 uM; n = 4) oder Hexametho-
nium (100 uM; n = 4); MW = SE [134].
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depolarisation durch Myosmin (MW + SE, n = 4) [134].
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Diese Experimente zeigen, dass Myosmin eine partiell agonistische Wirkung sowohl am
muskarinergen wie auch am nikotinergen Rezeptor hat, wobei die Wirkung am nikotinergen
Rezeptor als signifikant anzusehen ist. In Konzentrationen tiber 100 uM induziert Myosmin
eine konzentrationsabhéngige Depolarisation, auf die eine schwache Hyperpolarisation folgt.
Zusitzlich wird der Effekt, den Nikotin in submaximalen Konzentrationen (10 pM) am
Rezeptor ausiibt, von Myosmin konzentrationsabhingig blockiert. Dieser Rezeptorantagonis-

mus von Myosmin kdnnte somit auch die Wirkung von Nikotin beeinflussen.

2.7.4 Toxische Wirkungen auf die Fruchtbarkeit

Bei Versuchen an Hamstern wurden von Riveles et al. [135] verschiedene, im Zigarettenrauch
per GC/MS identifizierte Pyridine, darunter auch Myosmin, an den Eileitern der Tiere ge-
testet. Es wurden die Oozytenaufnahmerate, die zilidre Schlagfrequenz und die infundibuldre
Muskelkontraktion bestimmt (Tabelle 32). Die Ergebnisse wurden in Form des LOAEL
(Lowest Observed Adverse Effect Load) angegeben. Der LOAEL ist als die niedrigste Kon-
zentration oder Dosis eines verabreichten chemischen Stoffes definiert, bei der im Tierexperi-
ment noch Schédigungen beobachtet werden konnen. In diesen Versuchen beeinflusste Myos-
min bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich nicht nur die Oozytenaufnahme in den
Eileitern negativ, sondern hemmte auch die zilidre Schlagfrequenz, wie auch auf die infundi-
buldre Muskelkontraktion. Einige im Zigarettenrauch vorkommende Pyridine wirkten bereits
im picomolaren Bereich, wihrend Nikotin und Cotinin nur schwach wirksam waren. Die nur
in geringen Mengen im Rauch vorhandenen Nebenalkaloide, einschlieBlich des Myosmins

konnten dementsprechend die Fruchtbarkeit einschrianken.

Tabelle 32: Vergleich der Hemmwirkung von Tabakalkaloiden auf Oozytenaufnahmerate, zilidre
Schlagfrequenz und infundibuladre Muskelkontraktion in Eileitern von Hamstern [135].

LOAEL (M)
Analyt - )
Oozytenaufnahmerate zilidre Schlagfrequenz infun. Muskelkontrakt.
Myosmin 6,85x107 68,5x10™ 68,5x10™
2-Ethylpyridin 9,35x107™"2 9,35x10™"2 9,35x107™"2
Cotinin 2,84x107 2,84x10° -
Nikotin 9,01x107 - 6,70x10™

2.7.5 Genotoxizitat von Myosmin

Als genotoxisch werden Effekte von Xenobiotika bezeichnet, die zu Verdanderungen der DNA

filhren. Die Auswirkungen konnen vielfiltig sein. Man unterscheidet dabei zwischen Veran-
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derungen (Aberrationen) des Chromatidtyps und des Chromosomentyps. Zu den Chromatid-
aberrationen gehdren Einzel- und Doppelstrangbriiche der DNA, die beispielsweise durch
alkylierende Substanzen hervorgerufen werden konnen. AuBlerdem zdhlen zu dieser Gruppe
die Mikrolédsionen, die durch elektrophile Agenzien gebildet werden. Sie fiihren zu Gen- oder
Punktmutationen, sowie zu Austauschen zwischen Schwesterchromatiden. Chromosomen-
aberrationen, die wie der Name schon sagt, das Chromosom als Ganzes betreffen, fiihren da-
gegen zu Ringbildungen und azentrischen Fragmenten. Die Folgen fiir den Menschen héngen
stark davon ab, ob die Mutationen in Korper- oder Keimzellen auftreten. Mutationen in
Korperzellen werden iiber mitotische Teilungen auf die Tochterzellen iibertragen und konnen
u.a. zur Tumorentstehung, Atherosklerose oder anderen Altersvorgéngen fithren. Die Nach-
kommen werden von diesen genetischen Verdnderungen jedoch nicht betroffen. In Keim-
zellen konnen Schidden im genetischen Material dagegen zu Erbkrankheiten und Fertilitéts-
einschriankungen fithren. Der Grofteil der menschlichen Erbkrankheiten wird durch rezessive
Gene verursacht, d.h. die Krankheit tritt nur dann auf, wenn sowohl das von der Mutter wie
auch das vom Vater vererbte Gen die Mutation aufweisen. Entscheidend fiir die Folgen einer
DNA-Schédigung ist der Zeitpunkt, an dem sie auftritt. Die Zelle hat bis zur nichsten DNA-
Replikation Zeit, den entstandenen Schaden zu reparieren, bevor er durch Weitergabe an die
Tochterzellen fixiert wird. Auflerdem fiihren viele Mutationen schnell zum Tod der betroffe-
nen Zelle, so dass die Anzahl dauerhafter (persistenter) Mutationen gering bleibt [136]. Fiir
den Nachweis genotoxischer Effekte steht eine Reihe von Testmethoden zur Verfiigung. Am
bekanntesten ist der bereits in den frithen 1970er Jahren von Bruce Ames [137] entwickelte
Ames-Test. Hierfiir werden Mutanten von Salmonella typhimurium eingesetzt, welche die
Aminosdure Histidin nicht selbst synthetisieren konnen. Werden diese Bakterien auf histidin-
freien Ndhrboden geziichtet, konnen nur Bakterien {iberleben, bei denen eine Riickmutation
dazu gefiihrt hat, dass Histidin wieder synthetisiert wird. Diese Riickmutation kann entweder
spontan auftreten oder durch mutagene Substanzen induziert werden. Nachdem den Bakterien
viele fremdstoffmetabolisierende Enzyme von Séugerzellen fehlen, wird im Ames-Test durch
Zugabe von aktivierenden Systemen wie Rattenleberhomogenat hiufig der Metabolismus von
Sdugetieren simuliert. Dadurch konnen auch Substanzen erfasst werden, die eine metaboli-

sche Aktivierung bendtigen, um mutagene Wirkung zu zeigen.

Der Mikrokerntest weist Chromosomenmutationen nach. Es konnen chromosomenbrechen-
de (klastogene) Ereignisse und die Induktion von Fehlverteilungen (Aneuploidie) nachgewie-

sen werden. Mikronuklei entstehen, wenn bei der Zellteilung Chromosomenfragmente oder
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ganze Chromosomen nicht auf die Tochterkerne verteilt werden, sondern sich mit einer Kern-

membran umgeben.

Beim Schwesterchromatid-Austauschtest werden die beiden genetisch identischen Schwes-
terchromatiden unterschiedlich (meist mit Bromdesoxyuridin) angefdrbt. Die Metaphase-
chromosome in der zweiten Mitose nach der Farbung konnen dann auf Austausch zwischen

den Chromatiden untersucht werden.

Mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist es moglich, ein ganzes Chromosom,
das Zentromer eines bestimmten Chromosoms oder auch simultan alle Chromosomen eines
Chromosomensatzes, Chromosomenenden oder einzelne Abschnitte (Gene) auf einem Chro-
mosom zu lokalisieren. Die zu untersuchende DNA-Sequenz wird mit Hilfe von fluoreszenz-
markierten DNA-Sonden angefarbt. Dadurch kann bei der Diagnose von fotalen Zellen oder
Tumorzellen eine Translokation (Verlagerung eines Chromosomenabschnittes auf ein anderes

Chromosom) einfach erkannt werden.

Ein weiterer Nachweis der Genotoxizitit gelingt mit dem Comet-Assay, bei dem die DNA
elektrophoretisch aufgetrennt wird. Diese 1988 von Singh entwickelte Methode weist die,
durch biologische, chemische oder physikalische Noxen hervorgerufene DNA-Schadigung
nach. Geschadigte DNA zeigt nach der Elektrophorese anstelle eines Kreises ein Bild, das
aufgrund des Aussehens als Comet bezeichnet wird. Der Test kann praktisch an allen zu Ein-
zelzellen separierbaren Geweben sowohl nach in vifro wie auch in vivo Belastung mit den
Priifsubstanzen durchgefiihrt werden und er eignet sich auch fiir das Biomonitoring als
Effektmarker [138]. In seiner alkalischen Form weist der Comet-Assay Einzel- und Doppel-
strangbriiche nach. Einzelstrangbriiche werden schnell repariert, so dass sie kaum zu letalen
oder mutagenen Schiden fiihren. Bei der Exzisionsreparatur entstehende kleine DNA-Frag-
mente, diese bilden ebenfalls einen Teil des Schweifes. Aullerdem konnen Apyrimidin- und
Apurin-Stellen nachgewiesen werden, die entstehen, wenn verdnderte DNA-Basen durch
Reparaturenzyme entfernt werden. Diese Stellen sind alkalilabil, so dass im stark basischen
Elektrophoresepuffer Strangbriiche entstehen. Die Entfernung zwischen den DNA-Strangbrii-
chen liegt im Bereich von etwa 10° Dalton (Da), das entspricht einer Lange von 1 mm. Die
Linge des Cometenschweifs betrdgt jedoch nur einige Hundertstel dieser Strecke. Der
Schweif wird wahrscheinlich aus so genannten Loops gebildet, die entstehen, wenn sich die
,supercoiled” DNA nach einem Strangbruch relaxiert. Je mehr Strangbriiche entstehen, umso
hoher ist die Anzahl der entstehenden Loops und umso mehr DNA befindet sich im Schweif.
Als MaB fiir die Schiadigung der DNA, dient das Olive Tail Moment (OTM). Es berechnet
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sich aus dem Anteil der DNA im Schweif multipliziert mit der mittleren Wegstrecke der
DNA. Zusitzliche Informationen lassen sich durch den Einsatz von Reparaturenzymen gewin-
nen. Die DNA wird nach der Lyse auf dem Gel mit ldsionsspezifischen Reparaturendo-
nucleasen behandelt, die am Ort der Schadigung Strangbriiche bilden. Durch die Behandlung
mit Endonuclease III konnen beispielsweise oxidierte Pyrimidine nachgewiesen werden. Die
Behandlung mit Formamidopyrimidinglykosylase (FPG) dient dem Nachweis von 8-Hydro-
xyguanin, das durch oxidativen Stress entsteht [138]. Die Oxidation der Basen kann zu
falschen Basenpaarungen und damit zu einer Verdnderung der genetischen Information bzw.

Mutationen fiihren.

Im Ames-Test zeigte Myosmin keine mutagenen Eigenschaften, jedoch konnte die Induktion
von DNA-Schiden im Testsystem Escherichia coli polA/polA” beobachtet werden [139]. Ein
Anstieg des spontanen Schwesterchromatidaustausches konnte in Ovarien von Hamstern nach

in vivo Behandlung nicht festgestellt werden [140].

Mit Hilfe des Comet-Assays konnten Kleinsasser et al. [4] dagegen eine konzentrations- und
zeitabhingige DNA-Schddigung durch Myosmin nach in vitro Inkubation humaner

Nasenschleimhautzellen und Lymphozyten zeigen (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Konzentrationsabhangige DNA-Schadigung in humanen Nasenschleimhautzellen
nach einer Stunde Inkubation mit Myosmin. Als Positivkontrolle wurde mit 0,035 mM
MNNG inkubiert.

In einer weiteren Arbeit wurde die Genotoxizitdt von Myosmin mit Hilfe des Comet-Assays

in der humanen Osophagus-Adenokarzinomzelllinie OE33 untersucht [5]. Bei physiologi-

schem pH von 7,4 fiihrte Myosmin nur zu einem sehr geringen Anstieg der im Comet-Assay

nachweisbaren DNA-Schédden. Bei pH 6 bei dem Myosmin bereits leichter nitrosiert werden
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kann, kommt es dagegen zu einem konzentrationsabhédngigen Anstieg der DNA-Schéden, die
durch oxidativen Stress mit Wasserstoffperoxid nicht beeinflusst wurden. Dagegen steigerte
die Zugabe von NOe¢ und O2- freisetzendem 3-Morpholinosydnonimin (SIN-1) die Geno-
toxizitdt von Myosmin (Abbildung 26). Wahrscheinlich beruht dieser Effekt auf der Reaktion
mit NOe. Durch aufsteigende Magensdure kommt es in der Speiserdhre zu nitrosierenden
Bedingungen [141,142]. Deshalb sind DNA-Schéden durch Myosmin, welches zusammen mit
Nitrit im Speichel vorhanden ist, im unteren Osophagus mdglich. Dies wurde durch den

Nachweis von HPB-freisetzenden DNA-Addukten bestitigt (siche Kapitel 1.8.7).
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Abbildung 26: Nachweis von DNA-Schaden durch Myosmin in OE33-Zellen mit dem Comet-Assay
(OTM = Olive Tail Moment, MW + SE). Links oben: Inkubation von Myosmin bei pH 6
(a, p < 0,05 zur Kontrolle). Rechts oben: Inkubation mit 25 mM Myosmin und/oder
H,0, (a, p < 0,001 zur Kontrolle; b, p < 0,01 zu H,0, alleine; ¢, p < 0,05 zur Fpg-
Nachinkubation). Links unten: Inkubation mit und ohne 1 mM SIN-1 (a/b, p < 0,05/
0,001 zur Kontrolle; c/d, p < 0,01/0,001 zu Myosmin alleine; e/f, p < 0,01/0,001 zu
SIN-1 alleine). Rechts unten: 23 h Inkubation mit 10 mM Myosmin und/oder 1 mM
SIN-1 nach 1 h Inkubation mit 1 yM MNNG (a, p < 0,05 zur Kontrolle; b, p < 0,05 zu
1 h MNNG; ¢, p < 0,05 zu Reparatur alleine; d, p < 0,05 zu Myosmin alleine).

In diesem Zusammenhang ist ein weiteres interessantes Ergebnis, dass die Reparatur me-
thylierter DNA durch Myosmin gehemmt wird. Dazu wurden die Zellen zuerst eine Stunde
mit dem direkt methylierenden N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) inkubiert.
Anschlieend gab man den Zellen 23 Stunden Zeit, die entstandenen Schiden in MNNG

freien Medium zu reparieren. Das Ergebnis ldsst vermuten, dass Myosmin zur Bildung von
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DNA-Addukten fiihrt, die von dem Suizidenzym O°-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase
(AGT) als Substrat erkannt werden und so die Reparaturkapazitit der Zelle schwichen.

2.8 Nitrosamine

Nitrosamine entstehen bevorzugt im sauren Milieu aus sekunddren Aminen und salpetriger
Sdure. Unter Einwirkung von Stickoxiden nitrosieren primdre und sekunddre Amine
wiederum unabhingig von der Basizitit des Amins [143]. Die eigentliche Reaktion erfolgt
dabei iiber das Nitrosylkation oder Nitrosylhalogenide. Durch das pH-Milieu des Reaktions-
mediums ldsst sich die Ausbeute iiber den Anteil des aktiven Nitrosierungsagens steuern. Das
Ausbeuteoptimum befindet sich im Bereich eines pH-Werts von 3,0 bis 3,5. Ein niedrigerer
pH-Wert wiirde zu einer Protonierung des Stickstoffs des sekundiren Amins zum Iminiumion
fiihren und eine Reaktion mit nitrosierenden Substanzen behindern. pH-Werte jenseits von 5

hingegen unterbinden weitgehend die sdurekatalysierte Nitrosierung (Abbildung 27).

Abbildung 27: Schema der Nitrosierung.

Die Nitrosaminbelastung des Menschen setzt sich aus diversen Faktoren zusammen. Auf der
einen Seite werden vom menschlichen und tierischen Korper in allen Bereichen des téglichen
Lebens Nitrosamine zusammen mit anderen Giftstoffen aufgenommen, zum anderen besteht

im Organismus selbst die Moglichkeit der endogenen Nitrosierung von Substanzen.

2.8.1 Endogene Nitrosaminbelastung

Es ist prinzipiell davon auszugehen, dass Amine im menschlichen Organismus durch endoge-
ne Nitrosierung dieselben Nitrosamine bilden, die sich auch in vitro durch klassische Nitrosie-
rungsmechanismen darstellen lassen. Die in vivo Bildung von Nitrosaminen im Menschen
wurde erstmals von Ohshima und Bartsch im Jahr 1981 belegt [144]. Sie wiesen bei einem
niichternen Mann, dem Nitrat und L-Prolin verabreicht wurde, N-Nitrosoprolin (NPRO) im
24 h Urin nach. NPRO ist kein kanzerogenes Nitrosamin, seine Bildung wird aber auch heute
noch als Indikator fiir die Nitrosierungskapazitit des Magens angesehen. Die chemische
Nitrosierung findet beispielsweise im sauren pH-Milieu des Magens statt, wenn Amine als
nitrosierbare Vorstufen und Nitrit oder Stickoxide vorhanden sind. Der Nitritgehalt im Magen
lasst sich hauptsichlich auf das mit der Nahrung aufgenommene Nitrat zuriickfiihren. Dieses

wird vom Gastrointestinaltrakt resorbiert und zu 25% mit Hilfe eines Anionentransporters in
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den Speichel abgesondert [145,146]. In der Mundhohle wird durch Bakterien mehr als 20%
des Speichelnitrats, also 5% der aufgenommen Menge, zu Nitrit reduziert. Dieses wird nahezu
komplett mit dem Speichel geschluckt und stellt so die Hauptquelle (80%) fiir Nitrit im
Magen dar [147]. Auch gibt es verschiedene Bakterienstimme wie Escherichia, Bacillus,
Klebsiella, Pseudomonas oder Proteus, welche die Reaktion zum Nitrosamin aus Nitrat bzw.
Nitrit und Amin katalysieren [148-151]. Es wird eine Beteiligung bakterieller molybdénhalti-
ger Enzymsysteme diskutiert [152]. Diese Vorgidnge werden als mogliche Risikofaktoren fiir
Magenkrebs bei Patienten mit Achlorhydrie (optimale Wachstumsbedingungen fiir Bakterien
des Verdauungstraktes) und fiir Blasenkrebs bei Patienten mit chronischer Harnwegsinfektion
angesehen. Eine Blasen- oder Harnwegsinfektion sowie eine mangelhafte Mundhygiene kon-
nen zu einer zusitzlichen bakterienvermittelten Nitrosaminexposition fiihren [153]. Die
durchschnittliche Nitritkonzentration im Magensaft eines niichternen Menschen liegt bei pH-
Werten < 5 im Bereich von 0,1 bis 2,6 uM und erreicht bei pH-Werten >5 Konzentrationen
von 26 bis 54 uM [154]. Dieses Nitrit wird allerdings beim Gesunden durch aktive Sekretion

von Ascorbinsdure iiber Redoxreaktionen stindig abgebaut [155,156].

Ein Entziindungsgeschehen kann ebenfalls fiir die endogene Bildung von Nitrosaminen ver-
antwortlich sein. Entziindungszellen in chronisch infizierten Geweben bilden gro3e Mengen
an Stickoxiden. Im Rahmen der Immunstimulation werden diese durch Makrophagen und
Neutrophile induziert. Unter Beteiligung des Enzyms NO-Syntethase wird in einer Sauerstoff-
und NADPH-abhingigen Reaktion der endstdndige Guanidino-Stickstoff des L-Arginins zu
Citrullin oxidiert und dabei NO freigesetzt. Dieses dient als Vasodilatator in den Arteriolen
und als Neurotransmitter. Da es jedoch in groBem Uberschuss produziert wird, reagiert der
tiberwiegende Teil mit dem im Blut gelosten Sauerstoff zu den potenten Nitrosierungs-

agenzien N,O; und N,O4 [144,157].

2.8.2 Exogene Nitrosaminbelastung

Die bedeutendsten Quellen fiir die exogene Nitrosaminbelastung stellen nach dem Rauchen,
Tabakschnupfen und -kauen [9], die Nahrungsmittel, Kosmetika und die berufsbedingte Ex-
positionen dar [158]. In Nahrungsmitteln macht das starke Kanzerogen N-Nitro-
sodimethylamin (NDMA) den groften Anteil aus, aulerdem sind N-Nitrosopiperidin und N-
Nitrosopyrrolidin von Bedeutung. Neben diesen fliichtigen Nitrosaminen finden sich ferner
auch wenig bis nicht kanzerogene, nichtfliichtige Nitrosamine, beispielsweise N-
Nitrososarcosin, N-Nitrosoprolin und N-Nitrosothiazolidincarbonsédure in Lebensmitteln

[159].
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Der Gehalt an Nitrosaminen in Nahrungsmitteln kann von 10 bis zu einigen tausend pg/kg
reichen [160]. Wesentliche Quellen sind Bier, Fisch, Fleisch und Kése. Lebensmittel enthalten
zum GroBteil nichtfliichtige Nitrosamine, wie z.B. N-Nitrososarcosin, N-Nitrosoprolin, N-Ni-
trosothiazolidincarbonsdure. Der Grofteil der nicht fliichtigen Substanzen ist noch nicht
identifiziert, was die Ermittlung der Exposition erschwert. Sie stellen den groten Anteil unter
den Nitrosaminen in Lebensmitteln dar [159]. Mit der Nahrung nehmen die Menschen in
Westeuropa durchschnittlich 0,5 pg Nitrosamine pro Person und Tag auf [152]. In gepdkelten
Fleisch- und Wurstwaren sowie in gerduchertem Fleisch und Fisch kénnen besonders hohe
Mengen gefunden werden. Das ,,Nitritpokelsalz* verleiht dem Fleisch seine typische Farbe,
indem Myoglobin im sauren Milieu zum roten Nitrosomyoglobin umgesetzt wird. Das Le-
bensmittelrecht regelt liber die Zusatzstoffzulassungsverordnung die Anwendung von Nitriten
und Nitraten fiir Fleischerzeugnisse und den Zusatz von Hemmstoffen wie Ascorbinsdure, um
die Nitrosaminbelastung zu verringern [161]. Fliichtige Nitrosamine kdnnen sowohl durch
Nitrosierung der zugehdrigen Amine, als auch bei der Zubereitung der Nahrungsmittel, in
Form von Kochen und Braten, durch thermische Decarboxylierung nichtfliichtiger Nitrosami-
ne entstehen [162]. Die hdufigsten Vertreter der fliichtigen Nitrosamine sind NDMA, N-Nitro-
sopyrrolidin und N-Nitrosopiperidin [163]. Diese Verbindungen sind potente Kanzerogene.
Zu Beginn der achtziger Jahre sorgte die Entdeckung von NDMA im Bier in ppm-Mengen fiir
Aufsehen. Als Ursache konnte die Verwendung von Olbrennern zum Trocknen von Malz aus-
gemacht werden. Diese neuartige Technologie, die zur Erzielung einer besseren Warmeaus-
beute eingeflihrt wurde, setzte das Malz unmittelbar NO-haltigen Abgasen aus. Durch Reduk-
tion der Temperatur am Olbrenner und Umstellung der Trocknung auf eine indirekte Wirme-
iibertragung konnte dieses Problem behoben werden [164]. Die Bedeutung von Riickstinden
in der Nahrung durch Einsatz von Pestiziden oder Tierarzneimitteln wird eher gering einge-

schatzt.

2.8.3 Tabakspezifische Nitrosamine (TSNA)

Der Nikotingehalt der Tabakblétter betrdgt circa 1% bis 8%, selten bis zu 15%. Der Anteil an
Nitrosaminen im Tabak ist etwa um den Faktor 3.000 bis 300.000 kleiner. Bisher wurden 7
tabakspezifische Nitrosamine, die durch die Nitrosierung der Tabakalkaloide entstehen, im
Tabak bzw. Tabakrauch identifiziert: N’-Nitrosonornikotin (NNN), 4-(Methylnitrosamino)-1-
(3-pyridyl)-1-butanon (NNK), 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL), N’-
Nitrosoanatabin (NAT), N -Nitrosoanabasin (NAB), 4-(Methylnitrosamino)-4-(3-pyridyl)-1-
butanol (iso-NNAL) und 4-(Methylnitrosamino)-4-(3-pyridyl)-butanséure (iso-NNAC).
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NNN entsteht hauptsdchlich durch die Nitrosierung von Nornikotin, in geringerem Ausmaf
durch Nitrosierung von Nikotin-N-oxid [165,166]. Neuesten Untersuchungen zufolge kann
auch Myosmin sehr effektiv zu NNN nitrosiert werden [167,168] (siche Abschnitt 1.7.4.6).
Als Hauptentstehungsweg von NNK wurde von Caldwell et al. [169] der mikrobielle Abbau
von Nikotin-N-oxid zu Pseudooxynikotin diskutiert, weil letzteres schnell und irreversibel zu
NNK nitrosiert wird. Die enzymatische Reduktion der Ketogruppe bei NNK fiihrt zu einem
weiteren Nitrosamin, dem NNAL. NAT und NAB entstehen analog zu NNN durch direkte

Nitrosierung der Tabakalkaloide Anatabin und Anabasin.

Von allen tabakspezifischen Nitrosaminen konnte NNA bisher nicht im Tabak bzw. Tabak-
rauch identifiziert werden. Wegen der hohen Reaktivitit der Aldehydgruppe geht man von
einer raschen Weiterreaktion zu iso-NNAC und iso-NNAL aus (Abbildung 28) [170].
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Abbildung 28: Bildung der TSNA (in Abwandlung nach Hoffmann et al. [171]).

Die griinen, jungen Blétter der Tabakpflanze enthalten nur geringe Spuren an Nitrosaminen,
der mafgebliche Teil entsteht beim Trocknen und Fermentieren der Blitter sowie wéhrend
der Alterung des Tabaks [172-174]. Der Gehalt an Nitrosaminen ist abhdngig von der Alka-
loid- und Nitratkonzentration in den Tabakblittern sowie von den Prozessbedingungen der
einzelnen Herstellungsstufen [174-176]. Es konnte gezeigt werden, dass die Art der Trock-
nung entscheidenden Einfluss auf die TSNA-Gehalte im Tabak haben kann. In der Sonne ge-
trocknete orientalische Tabake enthalten deutlich weniger TSNA als die amerikanischen
Tabaksorten [177]. In vielen modernen Trockenschuppen Nordamerikas wird fliissiges Pro-

pangas mit direkt gefeuerten Brenndfen verwendet, wodurch die bei der Verbrennung entste-
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henden Gase direkt in den Trockenschuppen geleitet werden und der Tabak dann diesen
Gasen ausgesetzt wird. Insbesondere das bei der Verbrennung NOx reagiert mit den natiirlich
vorkommenden Tabakalkaloiden unter Bildung von TSNA bilden. Auf einem Wairmeaus-
tausch beruhende Trocknungsmethoden verhindern, dass der Tabak Verbrennungsgasen und
Nebenprodukten ausgesetzt ist und eliminieren somit diese bedeutende Quelle der TSNA Bil-
dung [174]. Auch die gewdhlten Bedingungen bei der Fermentierung fallen ins Gewicht. Da-

her finden sich beispielsweise besonders hohe Nitrosamingehalte im Schnupftabak [178].

Einen Uberblick iiber die Konzentrationen der bedeutsamsten TSNA in diversen Tabakpro-

dukten zeigt Tabelle 33.

Tabelle 33: TSNA-Konzentrationen in Tabakprodukten der USA und UK [178,179].

Tabakspezifische Nitrosamine (ppm)

Tabakprodukt

NNN NNK NAT und NAB
Schnupftabak (feucht) 3,1-135 0,1-13,6 0,64-339
Kautabak 0,6-8,2 0,38 2.4
Zigaretten 0,6-7.9 0,1-1,3 0,5-5,8
Zigarren 3,0-10,7 1,1-3,5 2,5-33
Pfeifentabak (UK) 3,0 0,6 20,5

2.8.4 Metabolismus und Organspezifitait von NNK und NNN

Bei Betrachtung der Organospezifitit der Tumorigenese der TSNA muss klar zwischen den
untersuchten Spezies, den Dosierungen und dem untersuchten Nitrosamin unterschieden wer-
den, da es sonst leicht zu Fehlinterpretationen kommen kann. NNK gilt als potenter selektiver
Ausloser von Adenokarzinomen der Lunge. Eine Vielzahl von Arbeiten berichten von der
Bildung von Lungentumoren durch NNK unabhédngig vom Applikationsweg und von der
Tierart (Ratte, Maus, Goldhamster, Frettchen). Auch das Auftreten von Tumoren in Leber und
Nasenhohlen ist unabhéngig vom Applikationsweg. Der Pankreas ist dagegen nur nach oraler

Applikation als Zielorgan betroffen [180].

NNN ist dagegen nur bei Méusen ein Lungenkanzerogen, bei Ratten ein Kanzerogen fiir Spei-
serdhre und Nase und bei Hamstern fiir Kehlkopf und Nase. In mehreren Studien konnte ge-
zeigt werden, dass auch beim NNN die Zielorgane vom Applikationsweg abhingen. Wéhrend
die subkutane Gabe nahezu ausschlieBlich zu Nasentumoren fiihrte, erzeugte die perorale Ver-

abreichung Tumoren in der Nase und im Osophagus [181-183].
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Zur Untersuchung des Metabolismus wurden verschiedene Tierarten, Mikrosomen, Gewebe-
schnitte und Gewebekulturen vom Menschen verwendet. Dadurch konnten die unterschied-
lichen Hauptstoffwechselwege in den verschiedenen Organen charakterisiert und quantifiziert

werden.

Beim NNK unterscheidet man drei Hauptwege des Metabolismus (Abbildung 29). Durch Car-
bonylreaktion entsteht NNAL, welches direkt oder nach Glukuronidierung im Urin ausge-
schieden wird. Beide Nitrosamine konnen am Pyridinstickstoff oxidiert werden, es entstehen
die nicht kanzerogenen N-Oxide, die ebenfalls im Urin auftauchen. Die toxikologisch bedeut-
samste Reaktion ist die a-Hydroxylierung am Methyl und Methylenkohlenstoff. Tabelle 34
zeigt die Schwerpunkte des Metabolismus von NNK fiir Leber und Lunge unter Betrachtung

der vier Spezies Ratte, Hamster, Maus und Mensch.
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Abbildung 29: Schema des NNK-Metabolismus (modifiziert nach Hecht 1998) [180].

Aus Tabelle 34 ldsst sich entnehmen, dass die Aktivierungswege durch a-Hydroxylierungen
von NNK beim Menschen weniger stark ausgepragt sind, als bei den betrachteten Tierspezies.
Da fiir die Aktivierung der Hydroxylierungsreaktionen zusétzlich bei jeder Spezies andere
Cytochrom-P450-Isoenzyme zusténdig sind, stellt dies die Effektivitit der Chemopréiven-

tionsuntersuchungen an Tieren bzw. deren Ubertragbarkeit auf den Menschen in Frage.
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Tabelle 34: Hauptstoffwechselwege von NNK (nach Hecht, 1998).

. Carbonyl- Pyridin-N- a-Methylen- o-Methyl-
Gewebe  Spezies : R 4 .
reduktion Oxidation Hydroxylierung  Hydroxylierung
Ratte ot + ++ ++
Hamster +++ ++ + ++
Leber
Maus +++ - ++ ++
Mensch +++ + ++ ++
Ratte ++ +++ ++ ++
Hamster ++ ++ + +++
Lunge
Maus - e e e
Mensch +++ - + +

Beim NNK entstehen unter a-Hydroxylierung in einer Reaktionskaskade letztendlich sowohl
Methyl- als auch Pyridyloxobutyladdukte. Die Gréfenordnungen ihres Auftretens sind in
Tabelle 35 aufgefiihrt und zeigen die grole Menge und Bedeutung der Pyridyloxobutyladduk-
te (HPB-Addukte) im Verhéltnis zu Methylierungsaddukten, die auch durch eine Vielzahl an-
derer Kanzerogene erzeugt werden [24]. Neueste Untersuchungen an Ratten haben gezeigt,
dass auch eine Pyridylhydroxybutylierung unter Bildung von PHB-Addukten stattfindet
[184]. Die Unterschiede zwischen Mensch und Nagern zeigen sich auch in der Metaboliten-
ausscheidung im Urin. Wahrend Nager bei niedrigen Dosen praktisch kein NNAL und
NNAL-Glucuronid ausscheiden, werden diese Metaboliten in iiberraschend hohen Mengen im
menschlichen Urin gefunden und erfolgreich fiir das Biomonitoring eingesetzt [185]. Man hat
geschitzt, dass ein Raucher mindestens 50% des NNK aus dem Zigarettenrauch in Form die-
ser Metaboliten ausscheidet [186]. Eine anndhernd &dhnliche Metabolisierung wurde nur beim
Affen gefunden [187,188]. Metaboliten der NNK-a-Hydroxylierung entziehen sich dem spe-
zifischen Nachweis fiir eine NNK-Belastung, da diese auch von NNN, vor allem aber auch

von Nikotin herrithren konnen [180].

Tabelle 35: Vergleich einzelner Adduktmengen durch a-Hydroxylierung von NNK in verschiedenen
Geweben [180].

Spezies  Organ Relative Adduktgehalte
F-344- Lunge 7-Methylguanin > HPB > O°-Methylguanin > O*-Methylthymidin
Ratte Nasenmucosa 7-Methylguanin > O°-Methylguanin > HPB

Leber 7-Methylguanin > HPB > O°-Methylguanin > O*-Methylthymidin
A/J-Maus Lunge 7-Methylguanin > HPB > O°-Methylguanin > O*-Methylthymidin

Die NNN-Aktivierung durch a-Hydroxylierung unterscheidet sich von der fiir NNK grund-
sdtzlich dadurch, dass keine Methylierungsaddukte gebildet werden kénnen (Abbildung 30).
Die 2- und 5-Hydroxylierungen im Pyrrolidinring ergeben die von NNK bekannten HPB- und
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PHB-Addukte. Weitere charakteristische Reaktionen im NNN-Metabolismus sind die Pyri-
din-N-Oxidation und die Bildung von Nornikotin. Die 3- und 4-Hydroxylierung im Pyrroli-
dinring wie auch die Bildung von Myosmin und iso-Myosmin spielt eine untergeordnete
Rolle. Zum NNN-Stoffwechsel im Menschen liegen bisher noch wenige Informationen vor.
Anreicherungen von HPB-Addukten unter NNN-Einwirkung sind fiir die Nasenmucosa und
den Osophagus von Ratten beschricben und werden mit dem starken
Hydroxylierungspotential dieser Gewebe erklirt [189,190]. Insbesondere im Osophagus
zeigte sich hier eine deutlich intensivere Bildung von HPB-Addukten durch NNN als durch
NNK [189]. Weiterhin werden HPB-Addukte fiir Leberzell- und Lungenzell-DNA von NNN
behandelten Méusen berichtet [190-192].
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Abbildung 30: Schema des NNN-Metabolismus (modifiziert nach Hecht 1998) [180].

2.8.5 Nitrosierung von Myosmin

Die Nitrosierung von Myosmin in vitro wurde erstmalig in einer Verdffentlichung von
Zwickenpflug [167] detailliert beschrieben. Er untersuchte die direkte Nitrosierung von
Myosmin mit N,O3 in Pufferlosungen mit pH-Werten von 5,5 bis 9. Es resultierte ein Reak-
tionsgemisch, das in Abhdngigkeit vom pH-Milieu zu unterschiedlichen Anteilen aus NNN

und HPB bestand. Die Bildung dieser Nitrosierungsprodukte konnte von Zwickenpflug
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auBerdem in humanem Magensaft nach Zusatz von Myosmin und NaNO; nachgewiesen wer-
den. Eine Erkldrung liefert das zuvor beschriebene reversible Hydrolysegleichgewicht des
Myosmins. Unter sauren Bedingungen hydrolysiert Myosmin zur offenkettigen Aminoketon-
form, und die Nitrosierung des primédren Amins fiihrt zu einem instabilen Diazohydroxid, das
in situ wahrscheinlich zum Ketoalkohol zerfillt. Hohere pH-Werte begiinstigen dagegen die
Bildung von NNN aus der geschlossenen Iminform des Myosmins. Weitere ausfiihrliche
Untersuchungen zur pH-Abhéngigkeit der Myosmin-Nitrosierung mit radioaktiv markiertem
Myosmin zeigten iiberraschenderweise auch eine Zunahme der NNN-Bildung bei pH-Werten
unter 2. Hier wurde sogar mehr NNN als HPB gebildet [168]. Fiir die Bildung reaktiver
Zwischenprodukte scheint der direkte Weg zum Ketoalkohol von besonderer Bedeutung zu
sein. Wahrend das NNN zur Bildung reaktiver Produkte eine metabolische Aktivierung be-
notigt, entsteht das HPB bei der Nitrosierung von Myosmin direkt {iber eine instabile Zwi-
schenstufe (Abbildung 31). Das hierbei wahrscheinlich auftretende reaktive Diazohydroxid ist
als starkes Elektrophil in der Lage, nicht nur mit Wasser zum HPB, sondern auch mit zel-
luldren Makromolekiilen kovalente Bindungen einzugehen. Dies wurde mit radioaktiv mar-

kiertem Myosmin in Nitrosierungsansitzen an Kalbsthymus-DNA nachgewiesen [168].
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Abbildung 31: pH-abhangige Nitrosierung von Myosmin [167].
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In neueren Versuchen zur Nitrosierung von Myosmin bestitigten Hecht et al. [193] die Bil-
dung von HPB im sauren Milieu. Bei pH 3,5 fanden sie ein neues Produkt, 3’-Oximinomyos-
min, aber kein NNN. Wahrend bei pH-Werten unter 4 mdglicherweise NNN mit dem neuen
Produkt verwechselt wurde, ist bei hoheren pH-Werten die NNN-Bildung aus der geschlosse-

nen Myosminform eher wahrscheinlich.
2.8.6 Peroxidierung von Myosmin

Im Hinblick auf die hohe chemische Reaktivitdt von Myosmin, begriindet in seiner Iminstruk-
tur, ist die Peroxidation ein weiterer Aktivierungsweg. Bei der in vitro Peroxidierung wurde
Myosmin in eine Mischung von Wasserstoffperoxiden und Essigsdureanhydrid gebracht. Im
Anschluss wurde die Losung 30 min mit Ultraschall behandelt. Die Produkte wurden anhand
HPLC/UV und GC/MS analysiert. Neben unverdndertem Myosmin wurden 3-Pyridylessig-
sdure, Ketosdure, 3-Pyridylmethanol, HPB und Nornikotyrin identifiziert. Diese Peroxidation
sollte auch in vivo ablaufen. Somit konnte es nicht nur durch Nitrosierungsvorgiange, sondern
auch durch Peroxidationsreaktionen zur Bildung von HPB-Addukten kommen (Abbil-
dung 32).
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Abbildung 32: Aktivierung von TSNA und Myosmin zu HPB-freisetzenden Addukten [168,180,194].

2.8.7 Adduktbildungen
2.8.7.1 Héidmoglobinaddukte

Die Grundlage fiir die Bestimmung von kovalenten Proteinaddukten zur Erfassung der Expo-
sition des Menschen mit Kanzerogenen wurde von Ehrenberg und Mitarbeitern in den 1970er
Jahren gelegt [195]. An Proteine als Biomarker werden diverse Anforderungen gestellt.
Hierunter fallen die chemische Stabilitidt des Adduktes unter biologischen Bedingungen, die

hinreichende Stabilitit des Proteins, die durch die Adduktbildung nicht beeintrichtigt werden
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darf, sowie eine leichte Zugéinglichkeit fiir epidemiologische Studien. AuBlerdem sollte eine
Korrelation zwischen Protein- und DNA-Dosis bestehen und die Verfolgung iiber einen lén-
geren Zeitraum hinweg praktikabel sein. Recht schnell wurde festgestellt, dass Himoglobin
viele dieser Vorteile in sich vereinigt, so dass es als bevorzugtes Protein fiir die Entwicklung
von analytischen Methoden des Biomonitoring eingesetzt wurde [196,197]. Die Bildung von
Addukten ist fiir Himoglobin im Normalfall kein toxikologisch relevantes Ereignis, stellt aber
ein MaB fiir die stattgefundene Aktivierung des Kanzerogens dar. Haufig besteht eine Korre-
lation zwischen Hamoglobin- und DNA-Addukten. Daher werden Hamoglobinaddukte auch
als ,,Surrogatmarker fiir genotoxische Schiden bezeichnet. Himoglobin besitzt mit durch-
schnittlich 120 Tagen eine relativ lange Lebensdauer, so dass bei einer chronischen Belastung
mit Kanzerogenen eine Aussage zur kumulativen Exposition {iber den Zeitraum der Lebens-
zeit der Erythrozyten getroffen werden kann. Bildet das Kanzerogen ein stabiles Addukt, so
wird die Menge des Adduktes proportional zum Lebensalter des Himoglobins sein: 120 Tage
alte Hb-Molekiile werden 120mal so hohe Adduktkonzentrationen besitzen wie die Hb-Mole-
kiile, die nur einen Tag alt sind. Der durchschnittliche Wert betrigt die Hilfte der Maximal-
konzentration und damit in etwa das 60-fache der téglichen Dosis des Kanzerogens, selbst
dann, wenn dessen Zufuhr unregelmifBig erfolgt [198]. Haufig werden die reaktiven Elektro-
phile jedoch nicht im Erythrozyten selbst gebildet, wie dies bei N-Hydroxylaminen der aro-
matischen Aminen der Fall ist, sondern miissen aus den Zellen, in denen der aktivierende
Metabolismus stattfindet, erst in die Erythrozyten einwandern. Dies setzt eine ausreichende

Stabilitdt und Lipophilie der ultimalen elektrophilen Form des Kanzerogens voraus.

Weitere Vorteile des Einsatzes von Hidmoglobin im Rahmen eines Biomonitorings bestehen
darin, dass es im Blut in grolen Mengen (120-160 mg/ml) prédsent ist und in der leichten Zu-
ginglichkeit, was insbesondere bei grofl angelegten epidemiologischen Studien von Bedeu-

tung ist [199].
2.8.7.2 DNA-Addukte

Nach metabolischer Aktivierung bilden Kanzerogene durch kovalente Bindung Addukte mit
Makromolekiilen. Prinzipiell kann eine Bindung an allen Stickstoff- und enolisierten Sauer-
stoffatomen der Nukleinsdurebasen und den Hydroxylgruppen der Phosphorsiure erfolgen,
die Adduktbildung beruht jedoch auf spezifischen elektronischen und stereochemischen Para-
metern[200]. Kanzerogene greifen liberwiegend an den Guaninbasen an, wobei die Position

des Angriffs wiederum von der chemischen Struktur des Kanzerogens abhingig ist. Zum Bei-
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spiel binden Alkylantien hauptsdchlich an der N7- und der O6-Position, wihrend aromatische

Amine und PAK die Positionen C8 und N2 des Guanins favorisieren (Abbildung 33) [201].

Zusitzlich bestehen Bindungsmoglichkeiten an anderen Stellen des Guanins und an weiteren

Basen der DNA, was eine Vielzahl von moglichen Addukten eines einzelnen Kanzerogens zur

Folge hat.
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Abbildung 33: Reaktive Zentren des Guanins fir diverse Elektrophile [202].

Trotz des offensichtlichen Zusammenhangs zwischen dem Auftreten von Addukten und der
Exposition, scheint das Ausmall des DNA-Schadens an den spezifischen Stellen hinsichtlich
der Kanzerogenitit die entscheidendere Rolle zu spielen. Bei vielen chemischen Substanzen
lasst sich aufgrund ihrer DNA-Adduktbildung allgemein die Organotropie von Tumoren vor-
hersagen [203,204]. In Zielorganen einer bestimmten Klasse von Kanzerogenen kann die Bin-
dung an die DNA mit der kanzerogenen Wirksamkeit korreliert werden [205]. Direkt reaktive
Kannzerogene, wie Ethylenoxid, alkylieren die DNA in diversen Gewebearten in etwa dem

gleichen Ausmal [206].

DNA-Addukte, die vor der Zellreplikation nicht oder falsch repariert werden, konnen zu Gen-
mutationen fiihren oder exponierte Zellen dazu veranlassen, sich in irreversibel verdnderte
Krebszellen umzuwandeln [205,207]. Liegt diese Initiierung der Zelle vor, werden theoretisch
die nachfolgenden Stadien der Promotion und Progression bis hin zu potentiell bdsartigen
Zell- bzw. Gewebsverdanderungen durchlaufen [207]. Somit reprasentieren DNA-Addukte ei-
nen frithen, nachweisbaren und kritischen Schritt in der chemischen Kanzerogenese und kon-

nen als internes Dosimeter der Exposition mit Kanzerogenen betrachtet werden [208,209].
2.8.7.3 Hydroxypyridylbutanon freisetzende Addukte

Als einzige Quelle fiir HPB freisetzende Addukte galten zunéchst die tabakspezifischen Nitro-
samine NNK und NNN. HPB-Addukte sollten als Biomarker fiir die Belastung mit tabakspe-
zifischen Nitrosaminen eingesetzt werden. NNK und NNN sind die am stérksten kanzeroge-
nen Nitrosamine im Tabakrauch und wurden von der IARC als kanzerogen fiir den Menschen

eingestuft (http//www.iarc.fr). In Versuchen an Ratten konnte gezeigt werden, dass fiir NNK
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eine konzentrationsabhinge Beziehung zwischen der Bildung von HPB-Addukten und der
Zahl gebildeter Lungentumoren besteht [210]. Auch zwischen den Adduktkonzentrationen an
der DNA von Leber und Lunge und am Hadmoglobin besteht bei Ratten eine enge Korrelation
[211]. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Analysenmethode zur Bestimmung der HPB-
freisetzenden Hamoglobinaddukte entwickelt [212]. Nachdem NNK und NNN bisher nur in
Tabakrauch und Tabakprodukten gefunden wurde, hatte man die Hoffnung mit diesem Bio-
marker die Belastung der Raucher und auch die Passivrauchbelastung zuverldssig nachweisen
zu konnen. Das Ergebnis war jedoch enttduschend. Aus der Abbildung 34 ist ersichtlich, dass
sich Raucher und Nichtraucher im Mittel nur um das zwei- bis dreifache unterscheiden.
Obwohl die Unterschiede noch Signifikanzniveau erreichten, ist wegen der hohen Streuung in
vielen Fillen keine Vorhersage mdglich, ob es sich aufgrund der Adduktbelastung um eine
Probe von einem Raucher oder Nichtraucher handelt. Ein Nachweis der Passivrauchbelastung
war mit diesem Biomarker nicht moglich. Diese Ergebnisse wurden in einer Reihe von

Untersuchungen in unserer eigenen Arbeitsgruppe bestétigt [213-215].
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Abbildung 34: HPB-freisetzende Hamoglobinaddukte bei Rauchern (R) und Nichtrauchern (NR) aus
New York [216] und Mlnchen [213,215]. Die Patienten mit unterschiedlichen Stadien
der Refluxkrankheit oder mit Osophagustumoren stammten aus der Chirurgischen
Klinik rechts der Isar der TU Miinchen.

Dagegen unterscheiden sich Raucher und Nichtraucher um mindestens das Hundertfache in
der Ausscheidung von NNAL und seinen Glukuroniden [217]. Dieser Biomarker fiir die
NNK-Aufnahme spiegelt aber im Gegensatz zu den HPB freisetzenden Himoglobinaddukten
nicht die metabolische Aktivierung wieder. Aber auch die Himoglobinaddukte sind, wie be-
reits ausgefiihrt, nur Surrogatmarker fiir die eigentlich interessanten Addukte an der DNA von

Zielorganen, beim Raucher z.B. die Lunge. Hierfiir musste erst eine sensitive und repro-
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duzierbare Analytik entwickelt werden [218]. Es zeigte sich, dass Lungenkrebspatienten in
Abhéngigkeit vom Rauchstatus durchschnittlich siebenfach hohere Konzentrationen an HPB-
freisetzende Addukte in der DNA von peripherem tumorfreien Lungengewebe hatten. Dage-
gen waren die Himoglobinaddukte bei den Rauchern nur unwesentlich héher und zeigten

keine Korrelation mit den DNA-Addukten in der Lunge (Abbildung 35).
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Abbildung 35: HPB-freisetzende Addukte an Hamoglobin und DNA von tumorfreiem peripheren Lun-
gengewebe bei Rauchern (R) und Nichtrauchern (NR) mit Lungenkrebs. Die Linien
zeigen die Medianwerte [218].
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Abbildung 36: HPB-freisetzende Addukte an DNA von Lunge und Mukosa des unteren Osophagus
und der Cardia bei Rauchern (R) und Nichtrauchern (NR). Die Gewebe stammen von
akut Verstorbenen ohne Tumorerkrankung. Die Linien zeigen die Medianwerte [219].

In Geweben von Autopsien frisch Verstorbener ohne Tumoren konnte die Abhéngigkeit der

Adduktkonzentration vom Rauchstatus in Lungen-DNA allerdings nicht bestitigt werden

[215,219]. Erstaunlicherweise waren in der gleichzeitig untersuchten Mukosa des unteren

Osophagus und der Cardia des Magens sogar héhere Mengen an HPB-Addukten nachweisbar.



Literaturiibersicht -71 -

Auch diese Addukte waren bei Rauchern nicht erhdht (Abbildung 34). Zwischen den Adduk-
ten in der Lunge und in der Mukosa vom Osophagus oder der Cardia gab es keine Korrela-

tion, wihrend Osophagus- und Cardiawert sehr gut korrelierten (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Korrelation zwischen HPB-freisetzenden Addukten an DNA von Lunge und Mukosa
des unteren Osophagus und der Cardia von akut Verstorbenen. Die Linien zeigen das
Ergebnis der linearen Korrelation, die Korrelationskoeffizienten wurden mit dem
Spearman-Rank-Test berechnet [219].

2.9 Osophaguskarzinom

Der Osophagus (Speiserdhre) des Menschen ist etwa 30 cm lang, verliuft zwischen Rachen
und Magen und weist drei anatomisch bedingte Engstellen auf. Den Osophagusmund am
oberen Eingang, die Aortenenge, an der der Osophagus durch den Aortenbogen und die Tra-
chea begrenzt wird, sowie die Zwerchfellenge. Die Innenseite ist von einer Schleimhaut aus
unverhorntem Plattenepithel mit eingestreuten Driisen bedeckt. Darunter liegen eine submu-
kose Bindegewebsschicht sowie eine Muskelschicht. Die Muskelschicht besteht im oberen
Teil der Speiserdhre aus quergestreifter Muskulatur, die sich beim Schlucken willkiirlich zu-
sammenzieht. Im unteren Teil besteht sie dagegen, wie auch im iibrigen Verdauungstrakt, aus
glatter Muskulatur. Thre Kontraktionen geschehen unwillkiirlich. Die glatte Muskulatur sorgt

fiir den Transport der Nahrung in den Magen.

In Deutschland erkranken jéhrlich etwa 3700 Méanner und 1050 Frauen an Speiserohrenkrebs,
was einem Anteil von unter 2% an allen bosartigen Neubildungen bei den Ménnern und 0,5%
bei den Frauen entspricht. Aufgrund der schlechten Prognose, die sich in den letzten Jahren
kaum verbessert hat, ist der Anteil an den Krebstodesfillen mit 3,2% bzw. 1,1% hoéher. Auf
die Mukosa und Submukosa beschrinkte Tumoren sind selten und werden meist nur zufallig
entdeckt. Wenn das typische Symptom der Schluckbeschwerden (Dysphagie) auftritt, haben
Osophaguskarzinome die Wandschichten hiufig schon weitgehend infiltriert bzw. Metastasen
in Lymphknoten oder benachbarten Organen gebildet. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate

betrdgt bei Médnnern etwa 11% und bei Frauen 8% [220]. Bis Mitte der 1970er Jahre waren


http://www.medizinfo.de/ruecken/muskulatur/muskeltypen.shtml
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weniger als 5% der Osophaguskrebserkankungen auf Adenokarzinome zuriickzufiihren. Seit-
dem steigt ihr Anteil in grolen Teilen Europas und in den USA kontinuierlich an (Abbildung
38). Heute haben Adenokarzinome bei der weillen Bevilkerung der westlichen Industriena-

tionen etwa die gleiche Inzidenz wie Plattenepithelkarzinome und ihr Anteil steigt weiter an.
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Abbildung 38: Zunahme des Osophagus-Adenokarzinoms in Italien, USA, Frankreich und England.

Wihrend fiir die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen Rauchen und Alkoholkonsum ein-
deutig die Hauptrisikofaktoren sind [221], gilt als wichtigster Risikofaktor fiir die Entstehung
von Adenokarzinomen im Osophagus ein Barrett-Osophagus. Dieser entsteht durch chroni-
schen Reflux von Magensédure und Duodenalinhalten aus dem Magen. Dadurch kommt es zu
einer Umwandlung des Plattenepithels der Speiserdhre in ein Zylinderepithel (Metaplasie).
SchlieBlich folgt eine Dysplasie, d.h. der Verlust der Differenzierung der Zellen des Gewebes.
Das Risiko fiir einen Patienten mit bekanntem Barrett-Osophagus ein Adenokarzinom zu ent-
wickeln, ist etwa 100-fach erhoht [222]. Die wichtigsten zelluldiren Mechanismen, die zur Bil-

dung eines Adenokarzinoms fiihren sind in Abbildung 39 zusammengefasst.

Reflux von Barret- Barret- Osophagus-
Magep- und ' GERD ' Osophagus ' 0§ophagus_ ' Adenokarzinom
Darminhalt mit Dysplasie
Lokale Reizung und Reaktive Sauerstoffspezies Genetische und epigenetische
Entziindung DNA Strangbriiche Anderungen
Magensaure 3 DNA Basenmodifikationen Genomische Instabilitat und Hyperproliferation
Gallensaure Proteinoxidation Verénderte Genexpression und Zellzykluskontrolle
Verdauungsenzyme Arachidonsduremetabolismus Veranderte Apoptose
Aktivierung von Entziindungszellen Veranderte Genamplifikation

Direkte Wirkung an Zellrezeptoren

Abbildung 39: Mechanismen, die zur Adenokarzinom-Entstehung im Osophagus fiihren (nach Chen
et al. [223]), GERD = gastro6sophageale Refluxkrankheit.
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Salzsdure und Pepsin im Magensaft, sowie konjugierte und nicht konjugierte Gallensiuren,
Trypsin und Lysolecithin im Darmsaft sind an der Schidigung der Osophaguswand und der
Entwicklung von Adenokarzinomen beteiligt. Die Osophagusschleimhaut ist relativ resistent
gegen Salzsdure allein, aber ldngere Episoden einer Belastung mit hohen Konzentrationen
(etwa pH 1) und vor allem die Kombination mit Gallensduren oder Pankreasenzymen fiihren
dazu, dass die Schleimhaut ihre Impermeabilitit verliert und Wasserstoffionen passieren
konnen. Gleichzeitig konnen evtl. auch potente Kanzerogene die Schleimhaut passieren und
auf die Mukosastammzellen einwirken. Salzsdure in Kombination mit schon geringen Pepsin-
konzentrationen schidigt die Schleimhaut iiber zwei Mechanismen. Zum einen konnen Zell-
inhaltsstoffe verdaut werden, zum anderen kann der Abbau von Oberflachenstrukturen dazu
fiihren, dass sich die Zelle vom Epithel ablost. Bis heute wird die Rolle der Magensédure bei
der Entstehung von Adenokarzinomen des Osophagus kontrovers diskutiert. Viele klinische
Studien haben gezeigt, dass eine Saure unterdriickende Therapie die Symptome der Reflux-
krankheit mindern kann und Komplikationen vorbeugt. Selbst der Barrett-Osophagus regene-
riert sich teilweise und es entstehen Inseln mit normalem Plattenepithel. Andererseits bewirkt
die Unterdriickung des Reflux keinen Riickgang des Barrett-Osophagus und eliminiert auch
nicht die Gefahr der Adenokarzinomentstehung. Gallensduren selbst sind nicht kanzerogen,
allerdings konnen sekundére Gallensduren, die beim Abbau primérer Gallensduren durch Bak-
terien entstehen, als Cokanzerogene wirken. Thre Wirkung scheint vom Konjugationsstatus
und dem pH-Wert der Umgebung abzuhéngen. Bei sauren pH-Werten besonders zwischen 3
und 5 konnen nicht ionisierte und lipophile Gallensduren in die Schleimhautzellen eindringen,
wo sie ionisiert werden und zu Zellschidden fiihren konnen. Unkonjugierte Gallensauren kon-
nen bei neutralen pH-Werten als Tumorpromotoren wirken [223]. Neben dem Reflux gibt es
weitere Risikofaktoren wie Fettleibigkeit und das Rauchen, eine hohe Aufnahme von rotem
Fleisch, gesittigten Fettsduren und Eisen. Auch die Einnahme von Pharmaka, die zu einer
Entspannung des unteren Osophagussphinkters fiihren, erhoht das Risiko. Ménner sind weit-
aus hdufiger betroffen als Frauen, obwohl Sexualhormone scheinbar keine Rolle spielen. Das
Erkrankungsrisiko steigt mit zunehmendem Alter, die meisten Patienten erkranken zwischen
dem 70. und 80. Lebensjahr. Auf der anderen Seite kann eine Infektion mit bestimmten

Helicobacter pylori-Stimmen schiitzend wirken.

Auch eine an Obst, Gemiise, Fisch und Rohfasern reiche Erndhrung sowie die Aufnahme von
Antioxidantien senken das Risiko [221]. Generell wird ein Nahrungsiiberfluss, Insulinresis-
tenz, viel Fleisch und der hohe Fettanteil an der westlichen Erndhrung in Zusammenhang mit

der Haufigkeit vieler Tumoren wie Dickdarmkrebs [224], Krebs von Mund und Rachenraum
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[225], sowie Brustkrebs [226] gebracht. Des weiteren soll eine Korrelation zwischen dem
Konsum von Fleisch und dem Auftreten von Kolon-, Rektum-, Magen-, Pankreas- und Bla-
senkarzinomen herrschen [227]. Eine andere Studie diskutiert den Zusammenhang von Nah-
rung und der Erkrankung an Schilddriisenkrebs [228]. Wiahrend fiir das Plattenepithelkarzi-
nom der Speiserohre, wie schon erwihnt, Rauchen und Trinken die Hauptrisikofaktoren sind,
scheint fiir das Adenokarzinom die Erndhrung eine entscheidende Rolle zu spielen, weil hier
Ubergewicht und eine Diét arm an Gemiise und Obst und reich an rotem Fleisch und gesittig-

ten Fettsduren zu den wichtigsten Risikofaktoren zdhlen [229-231].

2.9.1 Bedeutung von TSNA und Myosmin fiir den Osophaguskrebs

NNN gehort zu den wenigen Substanzen, die im Tierversuch Osophaguskrebs ausldsen [180].
Deshalb wird auch beim Menschen ein Zusammenhang mit der Entstehung von Osophagus-
krebs vermutet. Anders als Myosmin muss NNN durch a-Hydroxylierung metabolisch akti-
viert werden (Abbildung 32). Fiir die HPB-Bildung ist die Hydroxylierung in der 2’-Position
der entscheidende erste Schritt. Diese Reaktion wird von verschiedenen Cytochrom P450-
Isoenzymen (CYP) katalysiert, wobei den Isoenzymen aus der 2A-Klasse wohl die grofite Be-
deutung zukommt. Das [soenzym CYP2A13 katalysiert beispielsweise die 2’-Hydroxylierung
von (R)-NNN, das bis zu 25% des NNN im Tabak ausmacht [232]. Das bei dieser Reaktion
entstehende instabile Diazohydroxid kann entweder direkt zu HPB hydrolysiert werden oder
Biomolekiile wie DNA, RNA oder auch Hdmoglobin alkylieren. Mit DNA werden unter-
schiedlich stabile Addukte gebildet [233]. AuBBerdem hemmt eines der identifizierten Pyridyl-
oxobutyl-Addukte, das O°-[1-ox0-1-(3-pyridyl)but-4-yl]-d-Guanosin, die Aktivitit der O°-Al-
kylguanin-DNA-Alkyltransferase (AGT). Dieses Enzym katalysiert die Reparatur von alky-
lierter DNA, insbesondere von O°-Methylguanin, welches u.a. auch bei der metabolischen
Aktivierung von NNK entsteht [180]. O°-Methylguanin wird haufig in Tumorgeweben nach-
gewiesen und scheint eine Rolle in der Tumorinitiation zu spielen. Die AGT erkennt auch das
HPB-Addukt als Substrat. Da das Enzym bei der Reaktion inaktiviert wird, schwéchen die
Pyridyloxobutyladdukte die Reparaturkapazitit der Zelle [234-236].

Die von Zwickenpflug entdeckte Nitrosierung [167] von Myosmin zu NNN war ein erster
Hinweis, dass dieses in seinem Vorkommen nicht auf den Tabak beschriankte Alkaloid fiir den
Osophaguskrebs von Bedeutung sein kénnte. Die Erkenntnisse aus der Myosminnitrosierung
lieferten zusdtzlichen Interpretationsstoff. Aufgrund der direkten Bildung von HPB ist eine
metabolische Aktivierung des Nitrosierungsprodukts im Organismus nicht zwingend erforder-

lich, um eine DNA- oder Proteinbindung zu ermdglichen. Aus der Reaktionsfolge wird er-
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sichtlich, dass bei der Bildung von HPB eine instabile Zwischenstufe durchlaufen wird, wel-
che ebenfalls das Potential fiir eine Bindung an DNA oder Proteine mitbringt (Abbildung 31).
Die Adduktbildung erfolgt also in einer sehr viel direkteren Reaktionsfolge als bislang ange-
nommen. Das bedeutet, dass bei Vorhandensein von nitrosierenden Verbindungen im sauren
Milieu bereits ohne Zutun des Organismus aus Myosmin eine Spezies entstehen kann, die
kanzerogenes Potential besitzt. Unter Nitrosierungsbedingungen konnte mit radioaktivem
Myosmin eine DNA-Bindung der Radioaktivitit in vitro nachgewiesen werden [168].
Zwickenpflug und Tyroller [237] konnten auBBerdem die Bildung von HPB nach Inkubation
von Myosmin mit Wasserstoffperoxid belegen. Da H,O, auch in vivo vorhanden ist, scheint

eine Beteiligung dieses Reaktionsweges am Myosminmetabolismus moglich.

Bei Ratten erzeugte Myosmin HPB abspaltende Addukte am Hiimoglobin und an der Osopha-
gus-DNA (Abbildung 40) [238]. In dieser Studie wurden drei Tiergruppen 6 Tage lang iiber
das Futter entweder mit 500 ng/kg Myosmin oder mit 500 ng/kg NNN behandelt, die dritte
Gruppe zusitzlich zu Myosmin mit 500 mg Nitrit/l im Trinkwasser. Danach wurden die Tiere

getdtet und die DNA von Leber, Lunge und Osophagusschleimhaut auf HPB-freisetzende

Addukte untersucht.
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Abbildung 40: HPB-DNA-Addukte in der Osophagusmukosa von Ratten durch Myosmin und NNN.

In der Osophagusmukosa, dem wichtigsten Zielorgan der NNN-Kanzerogenese, wurden nach
NNN Fiitterung die grof8ten Adduktlevel erreicht, aber auch die Myosminfiitterung erzeugt
DNA-Addukte im Osophagus, die im Mittel fast die Hilfte der Konzentrationen nach NNN
Fiitterung erreichten [238]. Dagegen konnten Hecht et al. [193] bei ihren Rattenversuchen mit

Myosmin alleine oder in Kombination mit Nitrit keine HPB-Addukte nachweisen.

Der Nachweis hoher Konzentrationen von HPB-freisetzenden Addukten in der Mucosa des
Osophagus und der Cardia (Abbildung 36), die unabhiingig vom Rauchen, aber mit zuneh-

mender Fettleibigkeit signifikant erh6ht waren, ist ein weiteres Indiz fiir die mogliche Rolle
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von Myosmin fiir das Adenokarzinom des unteren Osophagus und der Cardia [219]. Bei der
Untersuchung von Gewebeproben von Barrett-Osophagus- und Adenokarzinompatienten ha-
ben Olliver et al. [239] mit Hilfe des Comet-Assays eine erhohte Rate von DNA-Schiden

gegeniiber normalem Plattenepithel und Gewebe des Magens gefunden.

2.10 Zielsetzung der Arbeit

Myosmin wurde lange Zeit als tabakspezifisches Alkaloid angesehen, dies dnderte sich mit
der Entdeckung von Zwickenpflug et al. [1] und Tyroller et al. [2]. Sie konnten Myosmin in
einer breiten Palette von Nahrungsmitteln u.a. auch in tierischen Produkten wie Milch und
Sahne nachweisen. Seitdem ist Myosmin nicht mehr als ausschlieBlich in Tabak vorkommend
einzustufen. Dies wurde von Maier et al. [3] durch den Nachweis von Myosmin in mensch-
lichen Korperfliissigkeiten wie Muttermilch, Speichel und Plasma und die fehlende Korrela-

tion mit dem fiir das Rauchen spezifischen Biomarker Cotinin erhértet.

Damit stellte sich die Frage, wie hoch die Langzeitbelastung des Menschen mit Myosmin ist,
und ob sie durch Rauchen wesentlich beeinflusst wird. Da Myosmin auch in tierischen Pro-
dukten nachgewiesen wurde, war es ebenso interessant tierisches Plasma, in diesem Fall

Schweineplasma, zu analysieren.

Das erste Ziel dieser Arbeit war es die bislang verwendete Analytik zur Identifizierung von
Tabakalkaloiden in Speichel, Plasma und Zehennégeln zu optimieren und alle in dieser Arbeit

benutzten Analysenvorgéinge zu validieren.

Das zweite Ziel war der Nachweis dieser Alkaloide anhand dieser Analytik in verschiedenen

Versuchen:

o Bestimmung der Myosminkonzentration in Plasma von niichternen und nicht niichternen

Schweinen und im Schweinefutter.

o Untersuchung der langfristigen Belastung des Menschen mit Myosmin in Abhédngigkeit
des Rauchstatus durch Bestimmung von Myosmin, Cotinin und Nikotin in Zehennégeln
als Langzeitmarker und die Korrelation mit den Myosmin- und Cotininkonzentration im

zugehorigen Speichel als Kurzzeitmarker.

o Die Durchfiihrung eines Gruppenversuchs bei dem von allen Probanden unter gleichen
Grundvoraussetzungen und gleicher Nahrungsaufnahme die individuelle Myosminbelas-
tung im Speichel iiber den Tag verteilt analysiert wurde. Aus den Myosminkonzentratio-
nen wurden individuelle Myosminbelastungsprofile erstellt. Zusétzlich wurde die an dem

Versuchstag aufgenommene Nahrung untersucht.



Material und Methoden -77 -

3 Material und Methoden
3.1 Material

Festphasenextraktion:

SPE-Séulen: Phenomenex, Strata-X-C Cation Mixed Polymer
60 mg/3 ml

SPE-Héhne: Varian, Luer Stopcocks

Saulenadapter: Varian, Adapter caps 1, 3, 6 ml

SPE-Vakuumkammer: Analytichem International, Vac-Elut

Festinstallierte Vakuumpumpe: Vacuubrand VNC 1

Plexiglasstdnder fiir die Elution Herstellung durch die Werkstatt des Walther-Straub-
Instituts

Strata-X-C-Siulen

Das Sdulenmaterial der SPE-Saulen bindet spezifisch Analyten aus beliebigen Matrizes. Die
Festphase muss dabei auf den Analyten abgestimmt werden, um eine gute Wiederfindung
trotz der zahlreichen Reinigungsschritte zu gewihrleisten. Das Mischphasen-Polymer der
Strata-X-C-Sdulen besitzt mit Sulfonsduregruppen und Styrodivinylbenzolgruppen (Abbil-
dung 41) sowohl die Eigenschaften eines starken Kationenaustauschers, als auch die einer

Reversed Phase. Damit ist es zur Bindung basischer Substanzen gut geeignet.

N
ﬁ—O
o)

Abbildung 41: Struktur der Strata-X-C-Saulen.

Einweggefille und Zubehor:

o  Schraubgefifie: 12 ml (PP-R6hrchen)

o) Wheaton-Gléser: 1,5 ml und 4,0 ml mit Schraubdeckel und Teflondichtung, Chromato-
graphiehandel Miiller (1,5 ml) und (4,0 ml)

o  Einsédtze fir Wheaton-Gléser: (Minivials) 50 ul, Chromatographiehandel Miiller
o  Einmalkaniilen: Peha CHB

o  Eppendorf-Cups: Volumen 2 ml

o  Rack fiir Wheaton-Gléser: 1,5 und 2 ml und Plexiglasstander fiir Trockenvorgang
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o EDTA-K-Plasmardohrchen und Monovetten, Sarstedt

o) Salivetten, Sarstedt

Pipetten und Zubehor:

o  Laborpipetten (Direktverdringer): Gilson Microman: 10 ul, 25 ul, 100 ul, 250 ul, 1000

pl

o  Laborpipetten: Gilson Pipetman 200 pl, 1000 pl, 5000 pl

o  Pipettenspitzen fiir Gilson-Laborpipetten

o  Glaspipetten: VWR International Glass Pasteur Pipettes 150 mm, mit entsprechenden

Pipettenhiitchen, Watte

Gerite:

o  Magnetriihrer: IKA, Combinag RCH

o  Prézisionswaage: Cobos precision A-150-SX

o  Vortex-Riittler: Heidolph Reax DR

o) Kiihlschrank: Siemens, Gefrierschrank: Liebherr Premium

o  Zentrifuge: Hettich Zentrifugen Universal 16 R

o  Zeitmesser Oregon Scientific

o  Stickstoff-Abblasvorrichtung

o  Brutschrank: Haraeus Funktion Line, Haraeus-Kendro, Langensebold

GC/MS und Zubehor:

o  GC/MS-Gerit: TRIO 1000 Benchtop GC/MS, Fisons Instrument

o GC-Ofen: Fisons Serie 8060, Fisons Instruments

o  GC-Spritze: Hamilton Microliter Syringes 701N, 10 pl

o  GC-Siule: J&W Scientific DB-5MS, Agilent 5% Phenyl-95% Dimethyl-
siloxanphase, J&W, Folsom (CA), USA L 30 m, ID 0,25 mm, Film
0,25 pm, Polaritéitsindex 8

o  Quellen-Modus:  EI'

o  Software: MassLab® Version 1.3, Fisons plc.
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3.2 Chemikalien

25%ige Ammoniak-Ldsung Merck, reinst
CH,Cl, (Dichlormethan) Merck, Suprasolv fiir GC
D;-Cotinin Toronto-Research
D4-Myosmin Toronto-Research
Ds-Nikotin Toronto-Research
Eisessig Merck, 100% wasserfrei
HClone (konz. Salzsédure) Merck
Hexan Merck, Suprasolv fiir GC
Kélberserum Sigma-Aldrich
Keratinpuder MP Biomedicals Inc.
Methanol Merck, Suprasolv fiir GC
NaOH Micropills (Natriumhydroxid) Riedel de Haen
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Reinstwasser (HyOxeinst) Hauseigene Millipor-Anlage

3.21 Herstellung der Reagenzien
o 0,1 mol/l Essigsiure:
555,56 ul Eisessig ad 100 ml mit H,Oyeinst auffiillen.
o 5%ige NH3-Losung in 70%igen Methanol (Elutionslosung):
4 ml 25%ige NH;3-Losung mit 11,20 ml Methanol und 4,8 ml HyO\ejnst mischen.
o 1 mol/l1 HCI:
8,33 ml HClone. (37%) ad 100 ml mit HyOxejng auffiillen.
o 4 mol/l NaOH:
16 g Natriumhydroxid in 100 ml HyOxejnst 10sen.
o Interner-Standard

¢ (D4-Myosmin) = 0,5 ng/pl
¢ (D3-Cotinin) = 1,35 ng/ul
¢ (Ds-Nikotin) = 1,0 ng/ul

Alle Standards sind in Dichlormethan geldst.
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3.3 Gute Laborpraxis

Nach der OECD-Definition (Organisation for Economic Co-Operation and Development) ist
Gute Laborpraxis (GLP) ein Qualitdtssicherungssystem, das sich mit dem organisatorischen
Ablauf und Rahmenbedingungen befasst, unter denen nichtklinische gesundheits- und um-
weltrelevante Sicherheitspriifungen geplant, durchgefiihrt und {iberwacht werden, sowie mit

der Aufzeichnung und Berichterstattung der Priifungen.

Diese Priifungen miissen gemdfl Chemikaliengesetz (§19a-d) nach den Grundsétzen der Guten
Laborpraxis (GLP) durchgefiihrt werden. Die GLP-Grundsétze wurden von der OECD ent-
wickelt und auf eine internationale Basis gestellt. Dies bedeutet, dass Studien und Gutachten,
wie beispielsweise Krebsstudien, zwingend unter GLP-Bedingungen zu erstellen sind, damit
sie OECD weit Giiltigkeit erhalten. Einrichtungen und Labors, die Priifungen unter GLP-Be-
dingungen durchfiihren wollen, bendtigen eine besondere Form der Akkreditierung, die GLP-
Bescheinigung. Zur Erlangung der GLP-Bescheinigung miissen die Priiflabors nachweislich
die Einhaltung der GLP-Grundsitze gewahrleisten. Diese sehen genau definierte Standards
fiir Organisation, Personal, Raumlichkeiten, Priif- und Referenzsubstanzen, Arbeitsanweisun-
gen, Ergebnisberichte und die Archivierung vor. Mit der GLP soll die internationale Anerken-
nung von Priifergebnissen und hierdurch auch eine Einschrankung der Anzahl der Tierversu-
che erreicht werden. Akkreditierte Priiflaboratorien miissen geméll der Norm DIN EN ISO/
IEC 17025 oder im Rahmen staatlicher Zulassungsverfahren regelméfig an Ringversuchen
teilnehmen, um die Qualitét ihrer Ergebnisse zu sichern und nachzuweisen. Ein Ringversuch
oder Ringvergleich bzw. Laborleistungstest ist eine Methode der externen Qualitétssicherung
fiir Messverfahren und Mess- und Priiflaboratorien. Grundsitzlich werden identische Proben
mit identischen Verfahren oder mit unterschiedlichen Verfahren untersucht. Der Vergleich der
Ergebnisse erlaubt es, Aussagen liber die Messgenauigkeit generell bzw. iiber die Messquali-
tat der beteiligten Institute zu machen. Ringversuche werden zudem zur Validierung von Vor-

schriften fiir Messverfahren verwendet.

Unter Methodenvalidierung in der Analytik versteht man den formellen und dokumentierten
Nachweis, dass eine analytische Methode fiir ihren Einsatzzweck geeignet ist und dass sie die
an sie gestellten Anforderungen erfiillt. In dieser Arbeit wurde die Analytik durch eine vali-
dierte Hausmethode nach DIN 32 645 iiberpriift. Zur Bewertung dieser Methode wurden
Leistungsmerkmale, wie Richtigkeit, Prédzision, Linearitdt, Nachweisgrenze und Wieder-
findungsrate im Rahmen der Methodenvalidierung iiber einen Arbeitsbereich bestimmt und

die Nachweisgrenzen nach oben genannter DIN-Norm berechnet.


http://de.wikipedia.org/wiki/Akkreditierung_%28Wirtschaft%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Labor
http://de.wikipedia.org/wiki/Qualit%C3%A4tssicherung
http://de.wikipedia.org/wiki/Messverfahren
http://de.wikipedia.org/wiki/Validierung_%28Pharmatechnik%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Analytische_Chemie
http://de.wikipedia.org/wiki/Analytische_Chemie
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3.4  Methoden
3.41 Analysengang firr Speichel- und Plasmaproben
3.4.1.1 Entnahme von Plasma und Speichel

Den Schweinen wurde direkt in EDTA-K-Monovetten Blut abgenommen. Die menschlichen
Speichelproben wurden anhand von Salivetten gesammelt. Dazu musste die Watterolle aus
der Salivette etwa flir 1,5 min in den Mund genommen werden. Um eine optimale Speichel-
menge zu erzielen, sollte die Salivette unter die Zunge gebracht werden. Sowohl die EDTA-
K-Monovette wie auch die Salivetten wurden bei 4 °C und 4000 rpm fiir 10 min zentrifugiert.
Plasma und Speichel wurden in 12 ml PP-Réhrchen iiberfiihrt und bis zur weiteren Verwen-
dung bei -20 °C im Gefrierschrank eingefroren. Zur Identifizierung wurden die Proben mit ei-

ner laborinternen Nummer codiert.
3.4.1.2 Festphasenextraktion

Sdulenkonditionierung:

Die SPE-Sdulen wurden auf die Hdhne mit Luer-Aufsatz gesetzt und zusammen auf die
Vakuumkammer gesteckt. Diese wurde iiber eine Wulffsche Flasche mit der Vakuumpumpe
verbunden. Nach Konditionierung der Séulen dreimal jeweils mit 2 ml Elutionslésung (Fluss-
rate 3-6 ml pro min) wurden die Sdulen mit 3 ml Methanol konditioniert (Flussrate 9-18
ml/min) und anschlieBend mit 3 ml 0,1 M Essigsdure angeséduert (Flussrate 9-18 ml/min). Ein

Trockenlaufen des Sdaulenmaterials sollte dabei unbedingt vermieden werden.

Probenvorbereitung:

Die Plasma- und Speichelproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, in ein 12 ml PP-
Rohrchen tiberfiihrt und mit 8 pl der Standardlésung versetzt. Dann verdiinnte man die Pro-
ben mit 4 ml 0,1 M Essigsdure und zentrifugierte anschlieend eventuell denaturiertes Protein

bei 4 °C und 4000 rpm fiir 10 min ab.

Probenaufgabe, Reinigung und Elution:

Die vorbereitete Probe wurde mittels Pasteurpipette auf die konditionierte und equillibrierte
Saule gegeben (Flussrate: 3-6 ml/min). Dabei war unbedingt zu vermeiden, dass das Sdulen-
material trocken lief. Dann wurde einmal mit 3 ml 1 M HCI und zweimal mit je 3 ml Metha-
nol gewaschen. Uberschiissige Fliissigkeit wurde mittels Vakuum von der Siule gezogen und
fiir drei Minuten bei hochstem Vakuum (ca. 120 mbar) getrocknet. Die Sdulen mit Hihnen

wurden von der Vakuumkammer genommen, mit Kaniilen versetzt und in den Elutionsstdnder



Material und Methoden -82 -

gestellt. Unter die Kaniilen wurden im entsprechenden Rack 4 ml-Wheatongléser gestellt, um
das Eluat aufzufangen. Jeweils 2 ml Elutionslosung (5%ige NH3-Losung in 70%igen Metha-
nol) wurde auf die Sdulen gegeben. Diese musste eine Minute einwirken, bevor die Hihne
geoffnet wurden. Zuletzt wurden auf die Sdulen Adapter aufgesetzt, um restliches Elutions-

mittel mit Pressluft von der Sdule zu blasen (Abbildung 42).

Siulenkonditionierung: Blutaufreinigung:
* 3 x 2 ml Elutionsmittel « Zentrifugieren:40000 rpm, 10 min
* 3 ml Methanol « Plasma abnehmen
* 3ml 0,1 M Essigsdure
[S—
V=800 ul
— Verdiinnen:
i I@ f » mit 1,6 ml 0,1 M Essigsédure
L Probenaufgabe
[Sm—1
>
Waschen:

«3ml1,0M HCI
e 2 x 3 ml Methanol

< <

Trocknen:
. 3 min volles
Vakuum
T
N
<—m <—m
== Eluieren: <>
« 2 ml Methanol 56
6 H,O 24
Uberfiihren: NH; 20
e Zugabe 100 pl 4M
NaOH
* Abblasen mit N2
50°C/15 min
« in 2 ml Eppendorfcup

Abbildung 42: Festphasenextraktion der Plasmaproben.
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3.4.1.3 Fliissig-Fliissig-Extraktion

Das Eluat der Festphasenextraktion wurde mit 100 ul 4 M NaOH versetzt. Nach vortexen
wurden die Gléser in die Stickstoff-Abblasevorrichtung eingebracht, die zuvor mit einer Heiz-
platte auf 50 °C erwdrmt worden war. Im Stickstoffstrom wurde Methanol und Ammoniak

innerhalb von ca. 15 Minuten abgeblasen.

Die verbliebene wéssrige Phase wurde in ein 2 ml Eppendorfcup iiberfiihrt, das Glas mit
500 pl Dichlormethan gespiilt, die vereinigten Phasen von Hand geschiittelt und danach bei
4 °C mit 5000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Die untere organische Phase wurde mit einer
250 pl Direktverdriangerpipette abgenommen und auf eine mit Watte und Na,SO4 beschickte
Pasteurpipette gegeben. Die befiillten Pasteurpipetten wurden vorher mit 500 pl Dichlor-
methan gespiilt und sind in ein entsprechendes Rack mit 1,5 ml Wheatongliser eingesetzt

worden.

Der Vorgang der Fliissig-Fliissig-Extraktion wurde insgesamt zweimal wiederholt. Anschlie-
end wurde die Pasteurpipette mit 100 pul Dichlormethan nachgespiilt um das restliche Lo-
sungsmittel in das Glas zu iiberfiihren. Zur vollstindigen Uberfiihrung konnte man mit einem
Pipettenhiitchen, welches auf die Glaspipette aufgesetzt wird, das restliche Dichlormethan in

das Glas driicken (Abbildung 43).

0
£ £
[ — >
Extraktion: Trocknen:
» Zugabe 500 ul CH,Cl, « untere CH,Cl,-Phase
« Schiitteln auf Na,SO4 geben.
» Zentrifugieren « Pipette mit 100 pl
5000 rpm/5 min CH,Cl, nachspiilen. )

Extraktion:
« insgesamt 3 mal.

- ) &

Abbildung 43: Flussig-Flussig-Extraktion.
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3.4.1.4 Uberfiihrung in Hexan

Die getrocknete organische Phase wurde an der Abblasevorrichtung bei 50 °C mit Stickstoff
auf ca. 100 pl eingeengt. Es wurde mit 1 ml Hexan aufgefiillt und kurz gemischt.
Anschlieend wurde erneut auf ein Restvolumen von 20 ul eingeengt. Mit einer 25 ul Pipette
wurde die Losung in ein Microinsert iiberfiihrt. Dabei konnte nochmals das exakte Volumen
tiberpriift werden und gegebenenfalls mit Hexan aufgefiillt bzw. auf 20 pl abgeblasen werden.
Beim Abblasen der Proben war stets darauf zu achten, dass die Proben nicht zu trocken ein-

gedampft wurden, da es sonst zu erheblichen Verlusten der Analyten kommt (Abbildung 44).

[ — >

Aufkonzentrieren: Auffiillen:
« Einengen mit N, o mit 1 ml Hexan
auf ca. 100 pl.

Aufkonzentrieren:
« Einengen mit N,
auf 20 pl.

Vermessen:
« Am GC/MS-Trio.

<

Uberfiihren:
« In 100ul-Microinsert

D e

Abbildung 44: Uberfiihrung der Proben in Hexan.

3.4.2 Analysengang fur Zehennagel
3.4.2.1 Probenvorbereitung

Die Zehenndgel der Probanden (jeweils vom rechten und vom linken Fuf3), wurden gewogen
und klein geschnitten. Pro Probe wurde jeweils 20-30 mg in ein Eppendorfcup tiberfiihrt und
die Einwaage wurde genau notiert. Die Proben wurden in jeweils 2 ml Dichlormethan fiir 120
min gewaschen. Danach wurde das Dichlormethan vorsichtig abpipettiert und zusétzlich eine
Minute im Stickstoffstrom getrocknet. Danach wurden die Proben mit gedéffnetem Deckel fiir

10 min bei 50 °C in einem Brutschrank vollstindig getrocknet.
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3.4.2.2 Verdauung

Die getrockneten Proben wurden mit 0,5 ml der 1 M NaOH-Losung versetzt. Hier war wich-
tig, alle Négelteile mit NaOH zu bedecken. Die Eppendorfcups wurden gut verschlossen und
zusétzlich doppelt mit Tesafilm verklebt. Zuletzt wurden sie wieder in den Trockenschrank

verbracht und tiber Nacht bei 80 °C inkubiert.
3.4.2.3 Fliissig-Fliissig-Extraktion

Die inkubierten Proben wurden nach dem Abkiihlen mit jeweils 8 pl Standardldsung versetzt.
Dann wurden sie gevortext und im Anschluss mit 500 pl Dichlormethan aufgefiillt. Die
Proben wurden wiederholt zwei Minuten lang gevortext und flir fiinf Minuten bei 4 °C mit
5000 rpm zentrifugiert. Die untere organische Phase wurde mit einer 250 pl Direktverdrin-
gerpipette abgenommen und auf eine mit Watte und Na,SO, befiillte Pasteurpipette gegeben.
Die befiillten Pasteurpipetten wurden zuvor mit 500 pl Dichlormethan vorgespiilt und in ein
entsprechendes Rack mit 1,5 ml Wheatongldsern eingesetzt. Der Vorgang der Fliissig-Fliissig-
Extraktion wurde noch zweimal wiederholt. AnschlieBend wurde die Pasteurpipette noch mit
100 pl Dichlormethan nachgespiilt und das Losemittel mittels Pipettenhiitchen in das Glas ge-
driickt (Abbildung 43).

3.4.2.4 Uberfiihrung in Hexan

Die getrocknete organische Phase wurde an der Abblasevorrichtung bei 50 °C mit Stickstoff
auf ca. 100 pl eingeengt, mit 1 ml Hexan aufgefiillt und kurz gemischt. Anschlieend ist die
Probe erneut auf ein Restvolumen von 20 pl eingeengt worden. Mit einer 25 pl Pipette wurde
die Losung in ein Microinsert iiberfiihrt. Dabei wurde nochmals das exakte Volumen iiber-
priift und gegebenenfalls mit Hexan aufgefiillt bzw. auf 20 pl abgeblasen. Beim Abblasen der
Proben war stets darauf zu achten, sie nie bis zur Trockenheit einzudampfen, um erhebliche

Verluste der Analyten zu vermeiden (Abbildung 44).

3.5 GC/MS-Analyse

Die Kopplung von Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC/MS) erweist sich als
eine gute Analysenmethode zur Trennung, Detektion und Charakterisierung von Bestand-
teilen komplexer organischer Gemische. Der Vorteil der Kombination beider Gerite liegt in
der Untersuchung und Detektion von fliichtigen bis mittelfliichtigen Substanzen bis in den
Pikogramm-Bereich. Im Gaschromatograph werden die Substanzen zunichst aufgrund ihrer
Siedetemperatur und der unterschiedlichen Interaktion mit der stationidren Phase voneinander

getrennt. Das Tragergas war bei diesen Analysen Helium. Als stationdre Phasen dienen nie-
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drigviskose Fliissigkeiten, die einen diinnen, gleichméBigen Film auf der Oberfliche der GC-

Kapillarsdulen bilden.

Nach der gaschromatographischen Auftrennung der Probenbestandteile werden die Substan-
zen im Massenspektrometer analysiert. Das Prinzip der Massenspektrometrie beruht auf der
Ionisierung der zuvor getrennten Substanzen. Die ionisierten Molekiile bilden nach Zerfall
strukturspezifische Fragmente, die entsprechend ihrer Ladungszahl (Masse-zu-Ladungs-Ver-

hiltnis) in einem Magnetfeld bzw. in einem elektrischen Feld, voneinander getrennt werden.

Bei der Ionisierung werden verschiedene Arten unterschieden. Neben der Elektronenstof3ioni-
sation gibt es noch die chemische Ionisation (CI). In dieser Arbeit wurde die Elektronenstof3-

ionisation (EI) eingesetzt.

Bei der EI werden Elektronen aus einem Heizdraht beschleunigt. Um eine vollstdndige Frag-
mentierung der Molekiile zu erhalten, betrdgt die Potentialdifferenz meistens 70 Elektronen-
volt (eV). Dadurch wird in der Ionenquelle ein Radikalkation gebildet. Dieses Kation wird
Molekiilion (M") genannt, es liefert die Molekiilmasse der Substanz (gemessen in atomarer
Masseneinheit, u). Durch weitere Fragmentierung entstehen Radikale und Neutralteilchen. Da
im Massenspektrometer absoluter Luftausschluss notwendig ist, wird im Hochvakuum gear-
beitet. Bereits geringe Spuren von Verunreinigungen durch Substanzen mit hoher Elektronen-
affinitit wie Sauerstoff oder Wasser konnen zu starkem Hintergrundrauschen fithren. Auch ist

auf eine hohe Reinheit der Gase, hier Helium und Methan, zu achten.

Neben den am hiufigsten 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 10"7A
mittels eines Elektronenvervielfachers (Multiplier) zu messbaren Signalen umgewandelt wer-

den. Die gewonnenen Daten werden danach computergestiitzt ausgewertet.

In dieser Arbeit wurde ein Gaschromatograph der Serie 8060 der Firma Fisons verwendet, an
welchen ein Trio 1000 Quadrupol Massenspektrometer, ebenfalls der Firma Fisons, ange-
schlossen war. Die Probenaufgabe erfolgte im splitless Verfahren, bei welchem das Riick-
ventil fiir eine Minute lang geschlossen blieb. Als Triagergas fungierte Helium der Qualitét 5.0

mit einem konstanten Druck von 12 psi.
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3.6.1 Nachweis charakteristischer Fragmente im Single lon Monitoring (SIM)

Aus 20 pl der Hexanlésung wurde zur Bestimmung des Myosmingehalts 1 ul in den Gaschro-
matographen eingespritzt. Die Identifizierung und Quantifizierung der Analyten erfolgte im

Massenspektrometrie im SIM Modus (Single Ion Monitoring).

Zur Quantifizierung dienten die zwei Hauptfragmente der zu messenden Substanzen bzw.
deuterierte interne Standards. Bei dem verwendeten MS-Programm wurden zwei zeitlich ge-
trennte Messbereiche mit unterschiedlichen Massen definiert (Tabelle 36, Abbildungen 46
und 47).

Tabelle 36: Zeitfenster der verschiedenen SIM Aufnahmen, sowie Retentionszeiten der Substanzen
auf einer DB5-MS Saule.

Aufgenommenes . . S Fragmente
Substanz Zeitintervall (min) Retentionszeit (min) (m/2)
Myosmin 10,104 - 10,220 118
4,0bis 11,5
D4-Myosmin 10,193 — 10,220 122
Cotinin 13,401 - 13,501 98
11,5 bis 18,0
Ds-Cotinin 13,384 -13,444 101
Nikotin 9,364 -94 84
4,0bis 11,5
Ds-Nikotin 9,346 -9.4 87
! Retentionszeiten konnen je nach Siulenlénge geringfiigig variieren
il GC 8000 Control - MYD_HEX.GCC M= E3
Eile Edit Help
— Owen Temperature Ramp
Time Temp Rate |EI
Mins] [C] [*C/Min)  z00-
V5B |0
Vi 1 50 15.0
V2 0 170 75 ]
~3 0 210 15.0
V4 5 300
Cs [ ] IRAEAPRPEPAF AR AR AR R A AR T
—¥alve Times Zone Temperatures ["C]
. /_/—\ &+ Mins Zone 1 EI
_1_/_ —  Secs Zone 2
(SB[ 1 [ 2 | 3 [4 [ Cool |5 | Puige (Top] El Zane 3 E
Split [Bottom) EI -
Dump Yalve
i OO | S

Abbildung 45: Verlauf des GC-Temperaturprogrammes.
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3.5.1.1 GC-Bedingungen

Saule: DB 5-MS, J&W Scientific
Injektionsart: splitless
Injektionstemperatur: 220 °C
Interface-Temperatur: 220 °C
Source-Temperatur: 200 °C

Tragergas: Helium

Fiir die Vermessung der Plasma-, Speichel- und Négelproben wurde folgendes Temperatur-

programm (GC-File: myo hex.gcc) verwendet (Abbildung 45).

3.5.1.2 MS-Bedingungen

Acquisition Method - [HICMYCOT] M= E3
Fil= Edit Help
Fu Scan| SR | Solvent Delay Time (mins)
Analog Channels
’7 1 Unused 2 [ Unused 3 Unused 4 [ Unused ¥ GC Inlet
Mmsg 1 2 3 4 & & 7 8 3 10 11 12 13 14 15 18 17 18
1 SRofdmassesEl))
2 SRotdmassesElyl |
Abbildung 46: Zeitprogramm der einzelnen Massen im MS.
Function: 1 SIR Ed||Function - 2 SIR |
—5IR Scan Parameters —SIR Scan Parameters
[ ok | [ ok |
— Masses —Masses
122 00 Add | Cancel | 179.00 Cancel |
8400 98.00
87.00 101.00
118.00 el 176.00 Change
122.00 179.00

Sort

iy

Delete

Clear All

Sort

ELE

Delete

Clear All

Dwell Time [Secs] Dwell Time [Secs]

Retention Window [Mins]

Start Time Start Time

End Time End Time

Retention Window [Minz]

Span Span 0.30
lonization Mode El+ j lonization Mode El+ j
Inter-Channel Inter-Channel

Delay [Secs] 0.030 Delay [Secs]

IE

8.00

Abbildung 47: Funktion 1 SIR und 2 SIR, Scan Parameters.
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3.5.2 Berechnung der Konzentration von Myosmin, Cotinin und Nikotin

Um die Konzentration von Myosmin, Cotinin und Nikotin in Plasma, Speichel und Zehen-
ndgeln zu bestimmen, wurde die Flache des entsprechenden Ions, wie in der Formel 1 be-
schrieben, durch die Fliche des internen Standards (ISTD) geteilt und mit den Verhiltnissen
der Molekulargewichte (Mgybstan/Mistp) Und der absoluten Menge des zugesetzten internen
Standards multipliziert. Dieser Wert wurde durch die Menge an eingesetzter Probe (ml bzw.
mg) dividiert. Dadurch erhielt man den Wert fiir die Menge Myosmin, Cotinin bzw. Nikotin
in ng/ml, bzw. ng/mg. Die unten genannte Formel beschreibt den Rechenweg fiir die Berech-

nung am Beispiel von Myosmin.

(Fldche MYo Blindwert)- M MYO -absolute Menge D4 _ MYO

Myosmin|ng i) = e Blindwert)- M MengeProbe(ml/
(Fldc eD4 _ myo ~ Blin wert) - D4 _ myo MengePro e(ml/mg)

Formel 1: Berechnung der Konzentration der Alkaloide, anhand des Beispiels von Myosmin.

3.6 Validierung der Methode

Zur Bewertung einer analytischen Methode werden bestimmte Leistungsmerkmale, wie
Richtigkeit, Prizision, Linearitit, Nachweisgrenze und Wiederfindungsrate im Rahmen

einer Methodenvalidierung iiber einen gewissen Arbeitsbereich bestimmt.

Zur Uberpriifung der Methode der Plasmaextraktion wurde anstelle von humanem Plasma
Kilberserum verwendet. Anstelle von Zehennédgeln wurde synthetisch hergestelltes Keratin

benutzt.
3.6.1 Plasma
3.6.1.1 Herstellung der Verdiinnungsreihen

Es wurden parallel zwei Reihen mit jeweils neun Proben, sechs wéssrigen Blindwerten und

vier wissrigen Standards hergestellt.
Die Verdiinnungsreihen sollen fiir Dop-Myosmin folgende Konzentrationen enthalten:
0,01ng; 0,05 ng; 0,1 ng; 0,2 ng; 0,5 ng; 0,8 ng; 1,0 ng; 1,5 ng und 2,0 ng pro ml Plasma.

Aufgrund der geringeren Empfindlichkeit der Methode fiir Cotinin wurde die Reihe fiir
Dy-Cotinin hoher angesetzt: 0,2 ng; 0,5 ng; 0,8 ng; 1,0 ng; 1,5 ng; 2,0 ng; 2,5 ng; 3,0 ng und

5 ng pro ml Plasma.
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Die Reihen wurden mit jeweils 2 ml Kélberserum angesetzt (die Blindwerte und wissrigen
Standards mit 2 ml Wasser). Den Proben wurde jeweils 8 pl der entsprechenden Dy-Myos-
min- und Dy-Cotininkonzentration zugesetzt. Damit konnte die Konzentration der Standard-
reihen berechnet werden (Formel 2):

c[ng/m1Plasmalx V (Plasma)

c[ng/ug= V (zugesetzter Standardlosung.)

Formel 2: Berechnung der Konzentration der Standardreihen.

Damit ergab sich folgendes Pipettierschema (Tabellen 37 und 38).
Dy-Myosmin: Stammldsung: cl (Do-Myosmin) = 45,00 ng/ul

Dy-Cotinin: Stammlosung: cl (Dy-Cotinin) = 50,00 ng/ul

Tabelle 37: Verdlinnungsreihe von Dy-Myosmin.

Myosminkonzentration Myosminkonzentration Volumen aus vorheri- Zusatz von
im Plasma [ng/ml] im Standard [pg/pl] ger Verdiinnung [ul] CH,CI, [p]

2,00 500,0 cl 10 890
1,50 375,0 450 150
1,00 250,0 400 200
0,80 200,0 480 120
0,50 125,0 375 225
0,20 50,0 240 360
0,10 25,0 300 300
0,05 12,5 300 300
0,01 2,5 120 480

2 ml Plasma wurden vorgelegt und jeweils 8 pl einer Konzentration der Myosmin- und der
Cotininreihe der entsprechend beschrifteten Plasmaprobe zugesetzt. Dann wurde, dem Proto-
koll entsprechend der interne Standard zugesetzt. Damit enthielt jede Probe die jeweils glei-
che Menge an Ds-Myosmin und die gleiche Menge an D3-Cotinin. Zusétzlich zu den Reihen
wurden Blindwerte angesetzt. Hierfiir wurden 2 ml Wasser ohne Zugabe des internen Stan-
dards nach dem Protokoll aufgearbeitet. Um zu tiberpriifen, ob der interne Standard zu einem

storenden Signal auf der Do-Spur fiihrt, wurde dem internen Standard 2 ml reines Wasser
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zugesetzt und nach Protokoll aufgearbeitet. Zwei Reihen mit jeweils 9 Proben, 6 Blindwerte

und 4 wissrigen Standards ergeben somit eine Anzahl von 28 Proben.

Tabelle 38: Verdinnungsreihe von Dy-Cotinin.

Cotininkonzentration ~ Cotininkonzentration  Volumen aus vorheri- Zusatz von
im Plasma [ng/ml] im Standard [pg/ul] ger Verdiinnung [pl] CH,Cl, [ul]
5,0 1250,0 c120,0 780,0

3,0 750,0 360 240

2,5 625,0 500 100

2,0 500,0 480 120

1,5 375,0 450 150

1 250,0 400 200

0,8 200,0 480 120

0,5 125,0 375 225

0,2 50,0 240 360

3.6.2 Zehennagel
3.6.2.1 Herstellung der Verdiinnungsreihen

Es wurden parallel zwei Reihen mit jeweils neun Proben, sechs wissrigen Blindwerten und

vier wissrigen Standards hergestellt.
Die Verdiinnungsreihen enthielten fiir Dp-Myosmin folgende Konzentrationen:

0,001 pg; 0,005 pg; 0,01 pg; 0,05 pg; 0,1 pg; 0,2 pg; 0,5 pg; 0,8 pg; 1,0 pg und 2,0 pg pro mg

Keratin.

Aufgrund der geringeren Empfindlichkeit der Methode fiir Cotinin und Nikotin wurden die

Reihen fiir Dy-Cotinin und Dy-Nikotin hoher angesetzt:

0,02 pg; 0,04 pg; 0,2 pg; 0,5 pg; 0,8 pg; 1,0 pg; 1,5 pg; 2,0 pg; 2,5 pg und 5,0 pg pro mg

Keratin.

Die Reihen wurden jeweils mit 20 mg Keratinpuder angesetzt (die Blindwerte und wissrigen
Standards mit 2 ml Wasser). Den Proben wurden jeweils 8 ul der entsprechenden Dy-Myos-
min-, Dy-Nikotin- und Dy-Cotininkonzentration zugesetzt. Damit kann nun die Konzentration

der Standardreihen berechnet werden (Formel 3):
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c[ng/mg Nigel|x V (Nigel )
V (zugesetzter Standardlésung.)

c[ng/ng=

Formel 3:  Berechnung der Konzentration der Standardreihen.

Tabelle 39: Verdlnnungsreihe Dy-Myosmin.

Myosminkonzentration Myosminkonzentration  Volumen aus vorheri-  Zusatz von
im Keratin [pg/ml] im Standard [pg/ul] ger Verdiinnung [ul]  CH,Cl, [pl]

2,0 500,0 cl 10,0 890,0
1,0 250,0 300,0 300,0
0,8 200,0 480,0 120,0
0,5 125,0 375,0 225,0
0,2 50,0 240,0 360,0
0,1 25,0 300,0 300,0
0,05 12,5 300,0 300,0
0,01 2,5 120,0 480,0
0,005 1,25 300,0 300,0
0,001 0,25 120,0 480,0

Tabelle 40: Verdunnungsreihe Dy-Cotinin und Dg-Nikotin.

Cot/Nik-Konzentration Cot/Nik-Konzentration Volumen aus vorheri-  Zusatz von

im Keratin [pg/ml] im Standard [pg/ul] ger Verdiinnung [ul]  CH,CI; [pl]
5,0 1250,0 cl 20,0 780,0
2,5 625,0 300,0 300,0
2,0 500,0 480,0 120,0
1,5 375,0 450,0 150,0
1,0 250,0 400,0 200,0
0,8 200,0 480,0 120,0
0,5 125,0 375,0 225,0
0,2 50,0 240,0 360,0
0,04 10,0 120,0 480,0

0,02 5,0 300,0 300,0




Material und Methoden -93 -

Damit ergab sich folgendes Pipettierschema (Tabellen 39 und 40):

Dy-Myosmin: Stammldsung: cl (Do-Myosmin) = 450 ng/ul
Dy-Cotinin: Stammldsung: cl (Dy-Cotinin) = 50,00 ng/ul
Dy¢-Nikotin: Stammlosung cl (Do-Nikotin) = 50,00 ng/ul

3.6.3 Berechnung der Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (engl. limit of detection, LOD) stellt diejenige Konzentration dar, die
qualitativ noch erfasst werden kann. Mit ihr kann das Vorhandensein des Analyten in fiinfzig
Prozent der Fille mit der gewéhlten Methode gezeigt werden. Zur quantitativen Bestimmung
berechnet man die Bestimmungsgrenze (engl. /imit of determination bzw. limit of quantifi-
cation, LOQ), sie stellt die Konzentration dar, ab der die Methode vorgegebene Anforderun-

gen an die Prézision erfiillt. Hier wird die Nachweisgrenze nach DIN 32645 bestimmt.

Im Idealfall entspricht dabei die Matrix der Validierungsproben der Matrix der Analysen-
probe. Zunichst wird eine Kalibriergerade erstellt, indem die Proben mit den Dy-Analyten in
aufsteigender Konzentration versetzt werden, der interne Standard wird jeder Probe in glei-
cher Konzentration zugegeben. Die Proben werden dann nach dem Methodenprotokoll aufge-
arbeitet und vermessen. Dabei ist mindestens eine Doppelbestimmung anzusetzen, um die Er-
gebnisse abzusichern. Nach der Kalibriergeradenmethode berechnet sich dann die Nach-

weisgrenze wie folgt.

—2

Xy =L xt,  x ! + ! +2
NG~ "fa A T
m N N On
N ) XNG: Nachweisgrenze
Y Sy: Reststandardabweichung (Abweichung der Messwerte von
RN 2 pary der Regressionsgeraden)
O = ; = N m: Steigung der Kalibriergeraden
tro: Quantil der studentschen t.Verteilung fiir Fehler 1. Art

(Grenzwert, der abhidngt von der Anzahl an Messungen und
der Fehlerwahrscheinlichkeit meist 5% ab).
N: Anzahl an Einzelbestimmungen

N: Anzahl der Kalibrierkonzentrationen

X Quadrat des Mittelwertes aller Konzentrationen
Qxx: Quadratsumme (MaB fiir die Streuung der x-Werte)
Xj: Mittelwerte der Konzentrationen

Formel 4:  Berechnung der Nachweisgrenze anhand der Kalibriergeradenmethode.
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In der chromatographischen Praxis wird meist nur die Kalibriergerade bestimmt. Die Nach-
weisgrenze entspricht dann der Konzentration, bei der das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (S/N)

bei 1 zu 3 liegt. Die Bestimmungsgrenze liegt bei einem S/N =1 zu 6.

Doch kommt es hdufig bei Messungen zu matrix- bzw. methodenbedingten Blindwerten, wo-
durch nicht mehr einfach, durch das Signal zu Rausch Verhiltnis auf die Nachweisgrenze ge-
schlossen werden kann. Zusitzlich zur Kalibriergeraden werden, wenn vorhanden, die Blind-
werte (Leerwerte) vermessen. Uber deren Streuung und der Steigung der Kalibriergeraden
wird dann die Bestimmungsgrenze berechnet. Hier entspricht die Bestimmungsgrenze dem
Mittelwert der Blindwerte plus deren vierfache Standardabweichung, d.h. ab dieser Grenze
konnen Messwerte signifikant vom Blindwert unterschieden werden (vgl. Ausreilertests in
der Statistik). Diese Fldche kann dann, mit Hilfe der Gleichung der Kalibriergeraden in die

entsprechende Konzentration umgerechnet werden.
3.6.4 Prazision

Die Prizision ist im Messwesen ein Kriterium zur qualitativen Beurteilung eines Messver-
fahrens. Man erhélt die Prizision durch wiederholtes Messen unter gleichen Parametern, mit
demselben Messgerit und der gleichen Methode. Die Prézision zeigt somit die Stabilitét des
Messgerits und der Methode an. Zur Bestimmung der Messprizision wird ein Standard
mehrmals hintereinander gemessen und dann der Mittelwert mit Standardabweichung

berechnet.

Zur Ermittlung der Methodenprizision wird eine Reihe von gespikten Leerproben herge-
stellt. Ein Teil wird nacheinander am selben Tag aufgearbeitet und vermessen (within day).
Der andere Teil wird in einem Intervall von mehreren Wochen aufgearbeitet und vermessen

(between day). Dann wird jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung berechnet.
3.6.5 Linearitat und Wiederfindungsrate

Nimmt man eine Standardverdiinnungsreihe (siehe 2.5.2.1) und vermisst diese ohne Aufarbei-
tung, so ldsst sich die Linearitiit aus der Regression der Geraden und die Wiederfindungs-
rate bestimmen. Die Wiederfindung ergibt sich aus dem Vergleich der Geraden, die man

ohne Aufarbeitung und nach Durchlaufen des kompletten Analysengangs erhilt.
3.6.6 Statistische Auswertung der Daten

Die in den Versuchen gewonnenen Ergebnisse wurden in die Datenblétter des Tabellenkalku-
lationsprogramm Microsoft fiir Windows Excel 2003 (Microsoft, Seattle, USA) und
GraphPad Prism V.4.01 (GraphPad Inc., San Diego, USA) eingetragen. Anhand dieser Basis-
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daten wurden die Absolutwerte, Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD = standard
deviation), Standardabweichung vom Mittelwert der Standardfehler (SE = standard error) und
die Medianwerte berechnet. Fiir Werte unterhalb des LOD wurde ein Wert von Null, fiir
Werte zwischen dem LOQ und der LOD, jeweils die Hilfte vom LOQ fiir die Berechnung

verwendet

Die statistischen Analysen und die Abbildungen wurden mit GraphPad Prism erstellt. Soweit
nicht anders angegeben, werden die Ergebnisse als Mittelwerte mit dem Standardfehler (SE)
dargestellt. Nach Priifung auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk Test wurde der statis-
tische Vergleich auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen entweder mit dem
t-Test (bei Normalverteilung) oder mit dem Mann-Whitney Test durchgefiihrt, je nach Vor-
aussetzung mit gepaarten oder mit ungepaarten Daten. Korrelationsanalysen erfolgten mit

dem Spearman Rank Test.

Die Ergebnisse der Schweineplasmaproben sind als Boxplot dargestellt. Dabei entspricht die
waagerechte Linie innerhalb des Rechtecks bzw. der Box dem Median der jeweiligen Variab-
len. Die unteren und oberen Begrenzungen der Box reprédsentieren die 25. bzw. 75. Perzentile.
Entsprechend liegen 50% aller Messwerte innerhalb des Rechtecks und 50% auBerhalb. Die
auflerhalb der Box vertikal angeordneten Spannweitenlinien (Whisker) markieren die 5. und

95. Perzentile.

Die Ergebnisse der Zehennigel und der Speichelproben werden als Sdulendiagramm mit dem
jeweiligen Mittelwert und dem Standardfehler dargestellt. Hierbei entspricht die obere Be-

grenzung der Sdule dem Mittelwert und die obere Spannweitenlinie dem SE.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Literaturrecherche

Myosmin wurde erstmals im Jahr 1933 im Zigarettenrauch entdeckt und wurde

dementsprechend den Nebenalkaloiden im Tabak zugeordnet.

Seit diesem Zeitpunkt konnte Myosmin in vielen Tabakerzeugnissen wie z.B. Schnupftabak,
Zigarren und Zigaretten und dem zugehdrigen Rauch identifiziert und quantifiziert werden. In
der Tabakpflanze gilt Myosmin als sekundédrer Metabolit von Nikotin. Myosmin wurde aber
auch in Pflanzen nachgewiesen, die nicht zu der Gattung der Nachtschattengewéchse gehoren.
Das vermeintliche Tabakalkaloid lieB sich aus der Papaya ebenso wie aus dem Nachtjasmin
und aus Duboisia hopwoodii, einer australischen Pflanzenart, isolieren. Auch im Abwehr-

sekret der Driisen einer afrikanischen Ameisenart (Messor spp.) war Myosmin enthalten.

Nach der Entdeckung von hoheren Mengen an Myosmin in Niissen 1998 durch Zwickenpflug,
wurden verschiedene Lebensmittel auf Myosmin untersucht. Tatséchlich war Myosmin in ei-
ner Vielzahl von Lebensmitteln nachweisbar. Besonders hohe Riickstdnde fanden sich in Niis-
sen, Kartoffeln, Kiwi, Trinkmilch und Sahne. Der Nachweis von Myosmin in Milchprodukten
war ein erster Hinweis, dass Myosmin nicht nur in pflanzlichen Produkten, sondern auch in
tierischen Nahrungsmitteln vorkommt. Anschlieende Untersuchungen von Korperfliissig-
keiten wie Speichel, Plasma und Muttermilch ergaben eine Belastung des Menschen mit My-

osmin, nicht nur bei Rauchern, sondern in anndhernd gleicher Hohe auch bei Nichtrauchern.

Bei der Nitrosierung von Myosmin, die sich unter sauren Bedingungen z.B. im Bereich des
osophagealen Ubergangs zur Cardia abspielen kénnte, bildet sich das tabakspezifische Nitro-
samin NNN, welches in Nagern Tumoren im Osophagus, der Nase und der Lunge auslést. Fiir
die kanzerogene Wirkung wird eine instabile Zwischenstufe verantwortlich gemacht, die nicht
nur bei der metabolischen Aktivierung von NNN entsteht, sondern auch bei der Nitrosierung
und Peroxidierung von Myosmin. Sie fiihrt zu HPB-freisetzenden DNA-Addukten, die mit
dem Osophaguskarzinom in Zusammenhang gebracht werden. Mit dem Comet-Assay konnte
gezeigt werden, dass Myosmin in vitro DNA-Schiden in humanen Nasenschleimhautzellen

und Lymphozyten wie auch in Zelllinien aus Osophagus-Adenomkarzinomen erzeugt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Mensch {iber eine Vielzahl pflanzlicher und
tierischer Lebensmittel mit Myosmin belastet wird. Auch wegen des vor kurzer Zeit nachge-
wiesenen genotoxischen Potentials von Myosmin muss fiir den Verbraucher ein kanzerogenes

Risiko durch dieses Alkaloid in Betracht gezogen werden.
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4.2  Analytik
4.21 Identifizierung der Tabakalkaloide Myosmin, Cotinin und Nikotin

Zur Identifizierung der zu bestimmenden Tabakalkaloide wurden Massenspektren im SCAN-
Modus aufgenommen. Dazu wurde eine Standardlésung mit den Analyten Myosmin, Nikotin
und Cotinin und deren deuterierten Standards hergestellt. Das im EI-Modus erhaltene Frag-
mentierungsmuster der jeweiligen Substanz musste dem Referenzspektrum von Myosmin,
Nikotin und Cotinin entsprechen. Zusétzlich wurde das jeweilige Spektrum einer Probe mit
einem Standardspektrum der MassLab® Computerdatenbank verglichen (Abbildungen 51, 55
und 59). Auch hier wurden die Spektren auf Ubereinstimmung iiberpriift. Je nach Gerit muss
dabei beriicksichtigt werden, dass die Spektren geringfiigig unterschiedliche Fragmentie-
rungsverhiltnisse aufweisen konnen. Zur weiteren Identifizierung werden die Retentions-
zeiten der Dy-Standardldsungen herangezogen, dabei sollten diese mit den jeweiligen deute-
rierten Standardldsungen tlibereinstimmen. Der Do-Peak liegt in der Regel zeitlich direkt nach

dem entsprechenden Peak des deuterierten Standards auf dem Chromatogramm.
4.2.1.1 Fragmentierung von Myosmin

Durch Elektronenbeschuss zerfdllt Myosmin in die Hauptfragmente m/z 146, 145 und 118
(Abbildung 48) [240], was sich dementsprechend im Spektrum von Myosmin widerspiegelt
(Abbildung 49).
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Abbildung 48: Hauptfragmente von Myosmin.
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Abbildung 49: Massenspektrum von Myosmin, aufgenommen aus einer Standardlésung im Fullscan
von m/z: 50-200 bei 70 eV.
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Abbildung 50: Massenspektrum von D4,-Myosmin, aufgenommen aus einer Standardlésung im
Fullscan von m/z: 50-200 bei 70 eV.
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Abbildung 51: Full Scan einer Zehennagelprobe (oben) im Vergleich mit der MassLab® Datenbank
(unten).

4.2.1.2 Fragmentierung von Cotinin

Die Hauptfragmente nach lonisierung durch Elektronenbeschuss von Cotinin stellen die Mas-
sen 98, 119, 118 und 147 dar. Der Molekiilpeak von Cotinin ist m/z 176 (Abbildung 52) was

auch im Spektrum von Cotinin zu sehen ist (Abbildung 53).
iGN
NS
N N 0]
|

CH,
) - C.H,N
CH~°’N/n/z=176 o

m/z= 147 @ m/z =98
\N o

|
-HCO CH,

m/z= 119

Abbildung 52: Hauptfragmente von Cotinin [240].
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Abbildung 53: Massenspektrum von Cotinin, aufgenommen aus einer Standardlésung im Fullscan
von m/z 50-200 bei 70 eV.
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Abbildung 54: Massenspektrum von D;-Cotinin, aufgenommen aus einer Standardldsung im
Fullscan von m/z 50-200 bei 70 eV.
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Abbildung 55: Full Scan einer Zehennagelprobe (oben) im Vergleich mit der MassLab® Datenbank
(unten).

4.2.1.3 Fragmentierung von Nikotin

Das Hauptfragment des Nikotins stellt das Masseladungsverhiltnis 84 dar. Weitere Fragmente
von Nikotin kénnen auf den Massen 119 und 133 beobachtet werden. Das Fragment des
Molekiilions zeichnet sich auf der Masse 162 ab (Abbildung 56) dazu im Vergleich das
Spektrum von Nikotin (Abbildung 57).
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Abbildung 56: Hauptfragmente von Nikotin.
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Abbildung 57: Massenspektrum von Nikotin, aufgenommen aus einer Standardiésung im Fullscan
von m/z 50-200 bei 70 eV.

1007
_ L) D3-Nikotin R= D

- O\

% H

— 136

el Ll M
0 .!!!,....‘:::!!,!!!.,..:.’;5!..’,‘.’.‘..,. ..’,.!.:;.':..,...'.!:.-.'.','....,;!..',"...'.-,....!::.;,.!..,...;,'..'..,....,....',!!'..,....,....,....,....,....,....,....,m/z

50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Abbildung 58: Massenspektrum von Ds-Nikotin, aufgenommen aus einer Standardlésung im Fullscan
von m/z 50-200 bei 70 eV.
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Abbildung 59: Full Scan einer Zehennagelprobe (oben) im Vergleich mit der MassLab® Datenbank
(unten).

4.2.2 Validierung der Methode zur Bestimmung der Tabakalkaloide Myosmin,
Cotinin und Nikotin in Zehennageln

Die Validierung der Zehennégel wurde mit synthetisch hergestelltem Keratin durchgefiihrt.

4.2.2.1 Uberpriifung der Prizision der GC/MS Anlage und der Methode

Bei der Prizision wird zwischen Messpriizision, Tagesprizision und Wochenprizision
unterschieden. Zur Bestimmung der Messprézision wurde eine Standardldsung sechsmal hin-
tereinander an einem Tag vermessen. Bei der Tages- und Wochenpréizision wurden jeweils

verschiedene Nagelproben gepoolt und durch sehr feines Zermahlen homogenisiert.

Bei der Tagespriizision wurden diese Proben an einem Tag so aufgearbeitet, als wiren es zu
analysierende Proben. Die Proben wurden alle mit dem zugehorigen Standard der Kon-
zentration 4 ng/ml Myosmin, 10,5 ng/ml Cotinin und 10 ng/ml Nikotin versehen. Von jeder
Probe wurde 1 pl in das GC/MS eingespritzt und auf den entsprechenden Massenspuren ver-
messen. Neben den Abweichungen der Flacheneinheiten wurde ebenso die Konzentration des
jeweiligen Do-Analyten bestimmt. Die Konzentrationen der Analyten sollten ebenso immer

im gleichen Bereich liegen (Tabelle 41).

Die Wochenpriizision gleicht der Tagesprédzision. Hier wurden iiber sechs Wochen die

Proben der gleichen Ausgangsmatrix aufgearbeitet (Tabelle 42).



Ergebnisse

104 -

Tabelle 41: Tagesprazision und Messprazision (Werte des internen Standards) aus Keratin, stellver-

tretend fur Zehennagel (MW + SD, n = 6).

Substanz Flicheneinheiten (AUx10°)  Abweichungen  Konzentration (ng/mg)
Myosmin 5,78 £ 0,84 14,53% 0,11+ 0,01
D4-Myosmin 11,40 £ 0,15 1,35% -

Cotinin 101,87 + 13,56 13,30% 0,63 £0,05
D;-Cotinin 64,00 £ 4,32 6,75% -

Nikotin 351,45+ 15,48 4,40% 2,98 £0,14
Ds-Nikotin 46,10+ 1,03 2,24% -

Tabelle 42: Wochenprazision (Werte des internen Standards) aus Keratin, stellvertretend fur
Zehennagel (MW % SD, n = 6).

Substanz Flicheneinheiten (AUx10°)  Abweichungen  Konzentration (ng/mg)
Myosmin 8,22 + 0,66 8,00% 0,07 0,00
D4-Myosmin 19,55+ 2,05 10,50% -

Cotinin 151,51 £ 13,19 8,70% 0,49 + 0,06
D;-Cotinin 120,99 + 7,98 6,59% -

Nikotin 437,76 + 34,89 7,97% 0,32+ 0,01
D;-Nikotin 525,38 £ 17,54 3,33% -

4.2.2.2 Bestimmung von Linearitat und Bestimmtheitsmal

Anhand der unter 2.5.2.1. beschriebenen hergestellten Verdiinnungsreihen wurde die Linea-

ritdt fiir alle drei Analyten mit doppeltem Ansatz bestimmt. Die Linearitit wurde durch das

BestimmtheitsmaB (r*) berechnet, gleichzeitig konnte durch Vergleich der gemessenen Reihe

mit der aufgearbeiteten Verdiinnung die Wiederfindung bestimmt werden. Es ergaben sich

Bestimmtheitsmalle von 0,97-0,99 (Abbildung 60).
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Abbildung 60: Kalibriergeraden der Verdinnungsreihen (Doppelbestimmung) von Myosmin, Cotinin
und Nikotin.
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4.2.2.3 Wiederfindung der Analyten

Die Wiederfindung des internen Standards lag fiir Myosmin bei ca. 100%, fiir Cotinin bei
97,4% und fiir Nikotin bei 98% (Tabelle 43).

Tabelle 43: Wiederfindung der internen Standards aus Keratin (MW + SD, n = 9).

Substanz D4-Myosmin Ds-Nikotin Ds-Cotinin
Wiederfindung (%) 102 + 3,59 98,02 +£11,48 97,37 + 6,67

4.2.2.4 Identifizierung der Nachweisgrenze und Festlegung der Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (LOD) wurde bei allen Analyten durch die Kalibriergeradenmethode
nach DIN 32645 anhand der Verdiinnungsreihen bestimmt. Die Bestimmungsgrenze wurde

bei allen drei Analyten als der 3-fache Wert der Nachweisgrenze festgelegt. (Tabelle 44).

Tabelle 44: Nachweisgrenzen und Bestimmungsgrenzen der Tabakalkaloide in Keratin.

Substanz Myosmin Nikotin Cotinin
Nachweisgrenze (LOD) [ng/mg] 0,01 0,021 0,035
Bestimmungsgrenze (LOQ) [ng/mg] 0,03 0,062 0,107

LOD: Limit of detection; LOQ: Limit of quantification

4.2.3 Validierung der Methode zur Bestimmung der Tabakalkaloide Myosmin,
Cotinin und Nikotin in Speichel und Plasma

Die Validierung der Analytik wurde mit Kédlberserum stellvertretend fiir Plasma und Speichel

durchgefiihrt.
4.2.3.1 Uberpriifung der Prézision der GC/MS Anlage und der Methode

Tages- und Wochenprizision fiir Myosmin und Cotinin (Tabellen 45 und 46) wurden mit

Kaélberserum nach dem gleichen Schema bestimmt wie fiir Keratin (siehe Kapitel 3.1.2.1).

Tabelle 45: Tagesprazision und Messprazision (Werte des internen Standards) aus Kalberserum,
stellvertretend fur Plasma und Speichel (MW + SD, n = 6).

Substanz Flicheneinheiten (AUx10°) Abweichungen Konzentration (ng/ml)
Myosmin 7,10 + 1,05 14,75% 0,13 0,02
D4-Myosmin 21,39+ 2,89 13,52% -

Cotinin 10,18 £ 0,76 7,47% 0,01 +£0,01

D;-Cotinin 54,36 £5,13 9,43% -
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Tabelle 46: Wochenprazision (Werte des internen Standards) aus Kalberserum, stellvertretend fir
Plasma und Speichel (MW % SD, n = 6).

Substanz Flicheneinheiten (AUx10%)  Abweichungen = Konzentration (ng/ml)
Myosmin 10,79 £ 1,93 17,85% 0,16 + 0,02
D4-Myosmin 20,73 £ 1,23 5,95% -

Cotinin 30,59 £ 1,14 3,71% 0,20 £ 0,01
D;-Cotinin 80,87 £ 1,28 1,58% -

4.2.3.2 Bestimmung von Linearitidt und Bestimmtheitsmal

Anhand der wie unter 2.5.1.1 beschriebenen hergestellten Verdiinnungsreihen wurde die
Linearitdt fiir beide Analyten bestimmt. Die Bestimmung wurde mit doppeltem Ansatz durch-
gefiihrt. Zur Angabe der Linearitit wurde das Bestimmtheitsmaf (r*) berechnet, gleichzeitig
konnte durch Vergleich der gemessenen Reihe mit der aufgearbeiteten Verdiinnung die
Wiederfindung bestimmt werden. Die Bestimmtheitsmafle der Verdiinnung von Myosmin und

Cotinin liegen bei 0,99 und 0,98 (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Kalibriergeraden der Verdinnungsreihen (Doppelbestimmung) von Myosmin und
Cotinin im Speichel.

4.2.3.3 Wiederfindung der Analyten

Die Wiederfindung des internen Standards lag fiir Myosmin bei 92,59% und fiir Cotinin bei
91,11% (Tabelle 47).

Tabelle 47: Wiederfindung der internen Standards aus Kalberserum (MW £ SD, n = 9).

Substanz D4-Myosmin D;-Cotinin

Wiederfindung (%) 92,59 + 10,03 91,11+ 12,4
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4.2.3.4 Identifizierung der Nachweisgrenze und Festlegung der Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze entspricht der Konzentration, bei der das Signal-Rausch-Verhéltnis

(S/N) bei 1 zu 3 liegt. Die Bestimmungsgrenze liegt bei einem S/N = 1 zu 6 (Tabelle 48).

Tabelle 48: Nachweis- und Bestimmungsgrenze (ng/ml) in Plasma und Speichel.

Analyt Nachweisgrenze (LOD) Bestimmungsgrenze (LOQ)
Myosmin 0,0012 0,0036
Cotinin 0,05 0,16

LOD: Limit of detection; LOQ: Limit of quantification

4.3  Bestimmung von Myosmin im Plasma von Schweinen und im
Schweinefutter

4.3.1 Tiere

Im Rahmen der Studie wurde das Plasma von 25 Schweinen der Rasse Masthybrid Edel-
schwein/Landrasse auf Myosmin untersucht. Alle Tiere waren Eigentum des Landesversuchs-
gut (LVG) Miinchen, OberschleiBheim. Das Alter der Tiere betrug im Durchschnitt sieben
Monate, das Gewicht 105 kg. Sie wurden mit einem selbst gemischten Futter ad libitum

gefiittert (Tabelle 49).

Bei 13 Tieren wurde nach dem Fressen Blut in EDTA-K-Monovetten abgenommen, den an-
deren 12 Tieren wurde das Blut nach dem Schlachten abgefiihrt. Dementsprechend befanden
sich diese Tiere in einem niichternen Zustand. Danach wurde durch Zentrifugieren das Plasma

gewonnen.
4.3.2 Bestimmung von Myosmin im Schweineplasma

In 24 von 25 Plasmaproben konnte Myosmin qualitativ und quantitativ mit GC/MS nachge-
wiesen werden. Lediglich in einer Plasmaprobe eines niichternen Tieres lag Myosmin unter
dem LOD. Die Myosminkonzentrationen im Plasma zeigten bei den Tieren vor und nach der
Futteraufnahme signifikante Unterschiede. Im Mittel lagen die Myosminkonzentrationen der
niichternen Schweine bei 0,066 ng/ml und bei den Tieren, die kurz zuvor gefressen hatten,
mehr als siebenfach hoher bei 0,497 ng/ml (Abbildung 62). Je ein reprasentatives Chromato-
gramm von Plasma eines niichternen und eines gefiitterten Schweins zeigen die Abbildungen

63 und 64.
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Abbildung 62: Konzentrationsunterschiede von Myosmin zwischen niichternen (n = 12) und gefitter-

ten Schweinen (1 h nach Fitterungsbeginn; n = 13), a: signifikant verschieden von
den Nuchternwerten, p < 0,0001.
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Abbildung 63: Chromatogramm von D,-Myosmin (oben) und Myosmin (unten) aus der Plasmaprobe
eines nlchternen Schweins, aufgenommen jeweils im SIM-Modus bei den entspre-
chenden Massenspuren m/z 122 und m/z 118.
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Abbildung 64: Chromatogramm von D4-Myosmin (oben) und Myosmin (unten) aus der Plasmaprobe
eines gefltterten Schweins, aufgenommen jeweils im SIM-Modus bei den entspre-
chenden Massenspuren m/z 122 und m/z 118.
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4.3.3 Zusammensetzung und Analyse des Schweinetrockenfutters

Zusitzlich zum Plasma wurde auch das Trockenfutter (Endmast) analysiert. Das Futter fiir die
Mastschweine wurde im LVG eigens fiir die Tiere vorgemischt. Die Tiere erhielten Futter ad
libitum. Im Mittel frisst ein Mastschwein mit einem durchschnittlichen Gewicht von 105 kg

taglich ca. 2,75 kg [241]. Das Futter enthielt folgende Inhaltsstoffe (Tabelle 49):

Tabelle 49: Inhaltsstoffe und Zusammensetzung des Endmastfutters, Angaben vom LVG-Minchen.

Alleinfuttermittel bis 107 kg

Zusammensetzung.

55% Gerste 12% Weizen 11% Mais 5% Hafer

14,5% Soja 2,5% Mineralfutter

Inhaltsstoffe:

18,50% Rohprotein (mit 1,45% Lysin)
8,00% Rohfett

3,60% Rohfaser

5,50% Rohasche (mit 0,70% Calcium, 0,56% Phosphor und 0,20% Natrium)

Von dem Futter wurden jeweils 500 mg sehr fein gemorsert, einen Tag lang in Wasser mit
einem Magnetriihrer geriihrt und anhand der Vorschrift fiir Plasma- und Speichelanalysen auf-
gearbeitet. Die Vermessung von 3 Proben mit GC/MS ergab eine mittlere Myosminkonzen-

tration von 124 ng/g (Abbildung 65).
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Abbildung 65: Chromatogramm von D4-Myosmin (oben) und Myosmin (unten) aus einer Futterprobe
(aufgenommen im SIM-Modus).
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4.4 Bestimmung von Myosmin, Nikotin und Cotinin in Zehen-
nageln und Speichel von Menschen

441 Demographische Daten der Probanden

Im Rahmen der Studie wurden von 26 Probanden Zehennigel und Speichel von 24 Probanden
auf die jeweiligen Tabakalkaloide untersucht (Tabelle 50). Unter den Probanden befanden
sich 15 Zigarettenraucher und 11 Nichtraucher. Der Raucherstatus wurde anhand eines Frage-
bogens ermittelt. Das Alter der Probanden lag im Durchschnitt bei 39 Jahren (17-71 Jahre),
der Zigarettenkonsum bei den Rauchern im Durchschnitt bei 19 Zigaretten (Fragebogen im

Anhang).

Tabelle 50: Demographische Daten und Angaben der Probanden laut Fragebogen.

Anzahl Probanden 26
Geschlecht: m/w 16/10
Alter (Jahre): MW + SD (Min./Max.) 39+£16 (17/71)
Raucherstatus: Ja/Nein 15/11
Rauchprodukt: Zigarette 15
Lackieren der Nigel: Ja/Nein 5/21
Nagelerkrankung: Ja/Nein 1/26

m: minnlich, w: weiblich, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung
4.4.2 Konzentration von Myosmin, Nikotin und Cotinin in Zehennageln

Myosmin lag nur bei einem Nichtraucher unter der Nachweisgrenze (LOD). Bei 7 weiteren
Nichtrauchern lag die Myosminkonzentration noch unter der Bestimmungsgrenze (LOQ), hier
wurde die Hélfte des LOQ fiir die Berechnung der Mittelwerte eingesetzt. Bei den Rauchern
war in allen Proben Myosmin nachweisbar, nur 2 Werte lagen unter dem LOQ. Cotinin
konnte bei allen Rauchern nachgewiesen werden, wéhrend bei den Nichtrauchern nur ein
Wert iiber dem LOQ lag, alle anderen unter dem LOD. Nikotin war bei allen Rauchern und

bis auf 2 Probanden auch bei allen Nichtrauchern zu bestimmen.

Bei Nichtrauchern lag im Fall von Myosmin der Mittelwert bei 0,021 ng/mg, bei Rauchern
bei 0,058 ng/mg (p < 0,01). Cotinin war bei Nichtrauchern nicht bestimmbar, bei Rauchern
lag der Mittelwert bei 1,136 ng/mg (p < 0,0001). Die Nikotinkonzentration in den Zehen-
ndgeln der Nichtraucher betrug im Mittel 0,128 ng/mg, die der Raucher 1,789 ng/mg (p <
0,0001) (Abbildung 66 und Tabelle 51).
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Tabelle 51: Vergleichende Ergebnisse der Analytenkonzentrationen in Zehennageln zwischen
Rauchern und Nichtrauchern (MW + SD; ng/mg; Statistik siehe Abbildung 66).

Nichtraucher (n =11) Raucher (n = 15)

Myosmin Cotinin Nikotin Myosmin Cotinin Nikotin
0,021 £0,014 0 0,128 £ 0,079 | 0,058 +£ 0,052 1,136 £ 0,843 1,789 + 0,964

[ Nichtraucher
b
EE3 Raucher
2.004 T
1.754
__1.50-
)
E
o))
£ 1.251
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+ 1.00-
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o
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0.504
0.254
a 0
0.00 |
Myosmin Cotinin Nikotin

Abbildung 66: Vergleichende Darstellung der Tabakalkaloide Myosmin, Cotinin und Nikotin in
Zehennageln zwischen Nichtrauchern und Rauchern (MW + SE), a, b: signifikant
verschieden von Nichtraucherwerten, p < 0,01 (a) und p < 0,0001 (b).

Die Ergebnisse der Korrelationsanalysen zwischen Myosmin, Cotinin und Nikotin in Zehen-
ndgeln von Rauchern und Nichtrauchern sind in der Abbildung 67 dargestellt. Es ergeben sich
signifikante Korrelationen sowohl zwischen den Konzentrationen von Myosmin und Nikotin
(Spearman r = 0,67), als auch zwischen der Myosmin- und Cotininkonzentration (r = 0,63).
Eine deutlich bessere Korrelation (r = 0,83) besteht zwischen den Cotinin- und Nikotinwerten.
In Abbildung 68 sind reprisentative Chromatogramme einer Zehennagelprobe eines Rauchers

dargestellt.
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Abbildung 68: Chromatogramme von Myosmin, Cotinin und Nikotin einer Zehennagelprobe eines
Rauchers, jeweils von Dy und des zugehérigen D3/D,4 Standard.
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4.4.3 Bestimmung der Konzentration von Myosmin und Cotinin im Speichel

Parallel zu den Zehennigeln wurde den Probanden Speichel entnommen und auf Cotinin und
Myosmin untersucht. Myosmin konnte in allen Speichelproben qualitativ und quantitativ
bestimmt werden. Dagegen wurde Cotinin zwar auch in allen Proben von Rauchern, aber nur

in drei von zehn Proben der Nichtraucher nachgewiesen.

Raucher hatten mit 2,54 ng/ml dreifach erhéhte mittlere Myosminkonzentrationen als Nicht-
raucher (0,73 ng/ml; p < 0,01). Das Cotinin erwies sich, wie erwartet, als spezifischer Marker
fiir das Rauchen und war bei den Rauchern mit 83,14 ng/ml 45-mal hoher als bei den
Nichtrauchern (1,85 ng/ml; p < 0,001). Die Werte sind in Tabelle 52 zusammengefasst und in
Abbildung 69 graphisch dargestellt. Abbildung 70 zeigt repridsentative Chromatogramme

einer Speichelprobe eines Rauchers mit den Analyten und zugehdrigen Standards.

Zwischen den Konzentrationen von Myosmin und Cotinin besteht eine signifikante Korrela-
tion (p < 0,0002), die fiir Raucher alleine allerdings sehr viel schwécher ausfillt und nicht

mehr signifikant ist (Abbildung 71).

Tabelle 52: Myosmin und Cotinin im Speichel von 15 Rauchern und 11 Nichtrauchern (ng/ml).

Myosmin Cotinin
Nichtraucher Raucher Nichtraucher Raucher
MW + SD 0,73 £0,65 2,54 £2,68 1,85 +4,50 83,14 + 54,30
Minimum 0,20 0,45 12,04 n.d.
Maximum 2,33 10,86 189,0 14,36
401 ™ Nichtraucher (110
B3 Raucher _b_ 100
3.5 a
3.0
E 25 g
g S
£ 201 2
3 g
é’ 151 El
1.0
——
0.5
Myosmin Cotinin

Abbildung 69: Myosmin und Cotinin in Speichelproben von Rauchern und Nichtrauchern (MW + SE),
a, b: signifikant verschieden von Nichtraucherwerten, p < 0,01 (a) und p < 0,001 (b).
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Abbildung 70: Chromatogramm einer Speichelprobe eines Rauchers mit dem Nachweis von
Myosmin und Cotinin, jeweils mit dem zugehdrigen internen Standards.
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Abbildung 71: Korrelation von Cotinin und Myosmin in Speichel bei allen Probanden (links) und bei

Rauchern (rechts). Die Linien zeigen die lineare Korrelation, die Werte das Ergebnis
des Spearman Rank Tests.

4.5 Zeitlicher Verlauf der Myosminkonzentration im Speichel in
Abhéangigkeit von der Nahrungsaufnahme

Nach einem Vorversuch mit Speichelprobennahmen von einer Person iiber 29 Stunden wurde
in unserem Arbeitskreis ein Versuch durchgefiihrt, der die individuellen Schwankungen der

Myosminkonzentrationen im Speichel in Abhédngigkeit zur Nahrungsaufnahme zeigen sollte.
4.51 Vorversuch

Im Vorversuch sollte anhand eines Speichelprofils festgestellt werden, ob es Tagesschwan-

kungen von Myosmin gibt und wenn ja, wie hoch sie sind. Die Probandin hatte im Hinblick
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auf das Essen, Getrinke und Rauchen keine Auflagen, musste aber genau protokollieren,
wann sie welche Nahrung zu sich genommen hatte. Der Versuch begann abends um 19 Uhr.
Von hier an wurden stiindlich bis 24 Uhr Speichelproben genommen. Am néchsten Tag

wurde ab 7 Uhr morgens bis 24 Uhr die Probenentnahme im Stundenrhythmus fortgesetzt.

.. Myosmin
Uhrzeit (ng/ml)
19:00 2,51
20:00 9,73
ab c d e f 21:00 1,79
61 ¢ 22:00 1,12
ad P ' 23:00 15,40
24:00 2,83
=121 7:00 1,78
£ 8:00 3,64
£ 107 9:00 1,62
£ & 10:00 0,33
@ 11:00 0,37
§ 61 12:00 0,70
13:00 1,62
1 | 14:00 0,16
2] ©i o 15:00 0,81
; | 16:00 1,41
o i 17:00 0,60
18:00 0,44
8 338 8 8 &8 38 & 8 & 3 19:00 5,89
SR Iy~ - 2 2 &= 2 3 g 20:00 0,63
21:00 2,32
22:00 1,59
23:00 10,99
24:00 1,72

Abbildung 72: Myosminprofil im Speichel einer Probandin im Vorversuch (links) und Zeitpunkte der
Probennahmen mit zugehdériger Myosminkonzentration. Die Buchstaben mit den ge-
punkteten Linien geben die Zeitpunkte der Nahrungs- und Getrdnkeaufnahme an
(siehe Tabelle 53). Der Maximal- und Minimalwert ist fett hervorgehoben.

Tabelle 53: Aufnahme von Nahrung und Getranken im Vorversuch (Gl.: Glaser a 0,2 1).

Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme Art der Nahrung / Getrédnke
a Pilzpfanne
b Karamellbonbon
c Pilzpfanne
d Asiapfanne

e—f 2 Gl. Prosecco, 1 Gl. Rotwein
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Die hochste Myosminkonzentration im Speichel wurde am ersten Versuchstag um 23:00 Uhr

mit 15,40 ng/ml erreicht, das Minimum lag am zweiten Versuchstag um 14:00 bei 0,16 ng/ml.

4.5.2 Gruppenversuch

Die demographischen Daten der 8 Probanden sind in Tabelle 54 zusammengefasst. Unter den
Probanden befanden sich 3 Raucher und 5 Nichtraucher. Das Alter der Probanden lag im
Mittel bei 49,8 Jahren (26-63 Jahre). Der Zigarettenkonsum bei den Rauchern betrug téglich
im Durchschnitt 19 Zigaretten.

Tabelle 54: Demographische Daten und Angaben der Probanden.

Anzahl Probanden 8
Geschlecht, m / w 3/5

Alter (Jahre) MW + SD (Min./Max.) 49,8 + 14,37 (26 / 63)
Raucherstatus, Ja / Nein 3/5
Rauchprodukt, Zigarette / Zigarre / Mundtabak 3/-/-

Der Versuch begann am Morgen mit der Abgabe einer Speichelprobe vor dem Friihstiick um
8 Uhr (Morgenwert). Nach einem anschliefenden kleinen Friihstiick bestand sowohl Nah-
rungs- als auch Rauchkarenz. Fliissigkeit war lediglich in Form von Wasser erlaubt. Die zwei-
te Probe wurde um 12 Uhr genommen. Unmittelbar danach nahmen alle Probanden die glei-
che Mahlzeit innerhalb von ca. einer halben Stunde zu sich (Tabelle 55). Die néchste Probe
wurde eine Viertelstunde nach dem Essen um 12:45 genommen und danach bis 17:30 Uhr
weitere Speichelproben in verschiedenen zeitlichen Abstinden (Tabelle 56). Von der Mittags-
mabhlzeit wurde ein reprisentatives Aliquot entnommen, fein piiriert und auf ihren Myosmin-

gehalt analysiert.

Tabelle 55: Zutaten des Mittagessens fiir 8 Personen.

Bulgur (tiirkischer Hartweizengriel3) 1 kg
Putenfleisch 1 kg
Sahne 400 ml
Petersilie 1 Bund
Gemiisebriihe und Curry Paste je 1 EL

Gewiirze: Salz, Pfeffer und Kurkuma je eine Prise
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Tabelle 56: Ubersicht Probenentnahme vor und nach der Nahrungsaufnahme.

Speichelprobe  Uhrzeit Zeitpunkt
1 8:00 niichtern nach dem Aufstehen
2 12:05 direkt vor dem Mittagessen
3 12:45 direkt nach dem Mittagessen
4 13:00 15 min nach dem Mittagessen
5 13:15 30 min nach dem Mittagessen
6 13:30 45 min nach dem Mittagessen
7 14:00 1 Std. nach dem Mittagessen
8 14:30 1,5 Std. nach dem Mittagessen
9 15:30 2,5 Std. nach dem Mittagessen
10 16:30 3,5 Std. nach dem Mittagessen
11 17:30 4,5 Std. nach dem Mittagessen

4.5.2.1 Myosmingehalt der Mittagsmahlzeit

In 4 Aliquots, zu je 1 g der feinpiirierten Probe der Mahlzeit, betrug der mittlere Myosmin-
gehalt 13,46 ng/g (Tabelle 57).

Tabelle 57: Analyse der Mittagsmabhlzeit

MW + SD (n = 4). Einwaage (g) ~ Myosmin (ng/g)

1,07+0,03 g 13,46 £ 0,81

4.5.2.2 Zeitlicher Verlauf der Myosminkonzentrationen im Speichel

Die Verlaufe der Myosminkonzentrationen im Speichel zeigt die Abbildung 73. In Tabelle 58
werden die Konzentrationen am Morgen und am Mittag (Beginn und Ende der Nahrungs-
karenz), der Zeitpunkt und das Ausmal} der Minimal- (tpin; Cmin) und Maximalwerte (tmax;
Chax) nach Beginn der Nahrungsaufnahme (to = 12:00 Uhr) und die Konzentrationen am Ende
des Versuches fiir die einzelnen Probanden detailliert beschrieben. In 95 der insgesamt 96
Speichelproben konnte Myosmin nachgewiesen und quantifiziert werden. Bei den Morgen-
werten wurden starke individuelle Schwankungen festgestellt (MW = SD = 1,5 £ 1,5; Min/
Max = 0,054/4,123 ng/ml). Innerhalb von 4 Stunden Nahrungskarenz nahm die Myosminkon-
zentration bei 5 Probanden z.T sehr deutlich ab, bei 3 Probanden war dagegen noch ein leich-
ter Anstieg zu verzeichnen. Insgesamt nahm die Streuung etwas ab (MW + SD = 0,63 £ 0,51;
Min/Max = 0,10/1,38 ng/ml). Bis eine Viertelstunde nach dem halbstiindigen Mittagessen fiel
die Konzentration bei 3 Probanden deutlich weiter ab, bei 4 Probanden noch leicht und bei

einer Probandin war der Wert unverdndert. Der niedrigste Wert wurde bei 4 Probanden um
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12:45 Uhr, bei 3 Probanden um 13:00 Uhr und bei einer Probandin erst um 13:30 Uhr er-
reicht. Von diesem Zeitpunkt an verliefen die einzelnen Myosminkonzentrationen je nach
Proband sehr individuell. Dennoch war es moglich, die verschiedenen Profile in drei Gruppen
einzuteilen. Die erste Gruppe besteht aus flinf Probanden, bei denen die Myosminkonzentra-
tionen nach Nahrungsaufnahme nur schwach innerhalb von 90 bis 150 min auf ein Maximum
von 0,42 £+ 0,06 ng/ml (MW £ SD; Min/Max = 0,361 / 0,499) anstiegen (Abbildung 74 oben
links). Bei der zweiten Gruppe (n = 2) steigen die Kurven wesentlich deutlicher an. Beide
Probanden erreichen ihr Maximum von 1,474 / 1,240 ng/ml nach 270 min (Abbildung 74
oben rechts). Proband g stellt im Vergleich zu den anderen Probanden eine Ausnahme dar.
Innerhalb einer dreiviertel Stunde nach dem Essen kommt es zu einem steilen Anstieg der
Kurve bis zu einem Maximum von 3,553 ng/ml. In der nichsten Viertelstunde fillt die
Myosminkonzentration steil auf 0,618 ng/ml ab, verringert sich in 15 min nochmals auf 0,323
ng/ml und steigt eine halbe Stunde spéter wieder auf 0,771 ng/ml an. Ab diesem Zeitpunkt
fallt die Konzentration bis zum Endpunkt des Versuchs stetig (Abbildung 74 unten). Fiinf
Stunden nach Ende des Mittagmahles liegen die Myosminkonzentrationen wieder bei allen
Probanden in einem &hnlichen Bereich von 0,206 + 0,150 ng/ml (MW + SD; Min/Max =n.d. /
0,453). Die Abbildung 75 zeigt die Mittelwertskurve von 7 Probanden (ohne Proband g).
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Abbildung 73: Vergleichende Darstellung der Myosminkonzentrationen im Speichel von 8 verschie-
denen Probanden.
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Tabelle 58: Einfluss eines Mittagessens (12.00-12.30 Uhr) auf die Myosminkonzentration im Spei-
chel. Der Morgenwert wurde um 8.00 Uhr nach dem Friihstliick genommen. Der Minimal-
wert (C,n) wurde erst nach dem Essensbeginn erreicht (tyin), Cenge gibt den letzten Mess-
wert 5,5 Stunden (tgnge) Nach dem Essensbeginn an. Die AUC entspricht der Flache der
Konzentrations-Zeit-Kurve nach dem Essensbeginn (ngxh/ml).

Proband Morgenwert  Cpin tmin ~ Cmax.  tmax Cende AUC
ng/ml ng/ml min  ng/ml  min ng/ml tmin - tEnde
a 4,123 0,283 60 0,499 120 0,259 0,516
b 0,385 0,050 60 1,474 270 0,324 4,080
c 3,331 0,145 60 0,370 120 0,453 0,849
d 1,436 0,263 45 0,460 90 0,191 0,645
€ 0,054 0,104 75 0,361 150 0,244 0,514
f 1,225 0,101 45 1,240 270 0,148 3,377
g 1,098 0,165 45 3,553 75 0,027 2,119
h 0,427 0,179 45 0,385 90 n.d. 0,284
MW 1,509 0,161 1,043 0,205 1,548
SD 1,461 0,080 1,103 0,149 1,469
n.d. = nicht detektierbar
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Abbildung 74: Differenzierung des Speichelversuchs in drei Gruppen.
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Abbildung 75: Vergleichende Darstellung der Mittelwerte der Myosminkonzentrationen (MW + SE)
von sieben Probanden, aul3er Proband g.
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5 Diskussion

Myosmin gehdrt zu den ersten Alkaloiden, die nach Nikotin im Tabak nachgewiesen wurde
[38]. Das aktuelle Interesse an Myosmin basiert auf der in unserem Arbeitskreis gemachten
Entdeckung von Zwickenpflug [1]. Er konnte nachweisen, dass dieses, vermeintlich fiir Tabak
spezifisches Alkaloid, unabhédngig vom Nikotin, in hohen Konzentrationen in Niissen
vorhanden ist. Weitere Analysen zeigten, dass Myosmin nicht nur in Niissen, sondern auch in
vielen Lebensmitteln zu finden ist, wie z.B. Reis, Kartoffeln, Hirse, Mais und Weizen [2]. Das
Vorkommen auch in Trinkmilch und Sahne zeigt deutlich, wie weit verbreitet Myosmin
offensichtlich in der Nahrungskette ist. Nach diesen Analysen konnte Myosmin nicht mehr als

spezifisches Tabakalkaloid angesehen werden.

Aufgrund seiner Iminstruktur ldsst sich Myosmin unter sauren Bedingungen, am effektivsten
im Bereich zwischen pH 2 und 5, leicht nitrosieren bzw. peroxidieren [167,168,237]. Bei der
Nitrosierung entsteht einerseits das tabakspezifische Nitrosamin NNN und andererseits ein
instabiles Zwischenprodukt, welches spontan mit Wasser zum HPB reagiert, aber auch an
Proteinen und DNA binden kann. Diese HPB-Addukte entstehen auch nach einer, durch
Cytochrom P450 Monoxygenase vermittelten, Aktivierung von NNN und NNK und wurden
in zahlreichen Tierversuchen nachgewiesen [242-244]. Die DNA-Bindung von radioaktivem
Myosmin wurde in vitro nachgewiesen [168]. Ein HPB-abspaltendes Addukt wurde schlief3-
lich am Himoglobin und an der DNA von Osophagus und Leber von mit Myosmin behandel-
ten Ratten gefunden [238]. Wegen der hohen Spezifitit von NNK und NNN wurden Hamo-
globinaddukte, die HPB freisetzen, zunéchst als spezifische Biomarker vorgeschlagen, welche
die Belastung mit TSNA aus dem Tabakrauch durch aktives und passives Rauchen anzeigen
sollten [245]. Eine Vielzahl von Studien zeigten aber, dass sich die HPB-Addukte zwischen
Raucher und Nichtraucher maximal um das zwei- bis dreifache unterscheiden [213-216,246].
Da sich andere Biomarker fiir die Tabakrauchbelastung, wie z.B. der Hauptmetabolit von
Nikotin, das Cotinin, und auch der NNK-Metabolit NNAL, um mindestens Faktor 100 unter-
scheiden [90,217,247], wurde eine entsprechende Differenz auch fiir die HPB-Addukte am
Hamoglobin erwartet. Auch fiir HPB-abspaltende DNA-Addukte wurden beim Menschen
keine entsprechend hohen Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern gefunden
[215,218]. Dies kann nur durch eine hohe Hintergrundbelastung aus anderen Quellen erklért
werden. Wegen seines Vorkommens unabhédngig vom Tabak, ist Myosmin wahrscheinlich

eine dieser Quellen fiir die HPB-Addukte.



Diskussion -122 -

Die mit einer kovalenten Bindung moglicherweise verbundene Genotoxizitit wurde fiir
Myosmin anhand des Comet-Assays mit frisch isolierten Lymphozyten und Nasenschleim-
hautzellen und in einer humanen Osophagus-Adenomzelllinie nachgewiesen [4,236]. In der
Zelllinie zeigte sich bei einem pH 6, bei dem Myosmin leichter nitrosiert werden kann, ein
verstirkter konzentrationsabhéngiger Anstieg der DNA-Schidden. Aus diesen Ergebnissen
kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass Myosmin ein kanzerogenes und genotoxi-

sches Potential besitzt.

Da Myosmin im Urin nicht unveréndert ausgeschieden wird, und der bislang einzige spezifi-
sche Metabolit, das 3’-Hydroxymyosmin, noch nicht zuverléssig identifiziert werden konnte
[115], wurde in der vorliegenden Arbeit unverédndertes Myosmin in Proben von Plasma, Spei-

chel und Zehennigeln bestimmt.

Aufgrund der Untersuchungen von Tyroller et al. [2], die Myosmin in vielen Lebensmitteln
nachgewiesen haben, sollte bei Schweinen, die im Gegensatz zum Menschen keine Exposition
durch Zigarettenrauch haben, die Myosminkonzentration ermittelt werden. Den Tieren wurde
jeweils im niichternen Zustand und nach dem Fressen Blut abgenommen. Dabei konnte ein

Konzentrationsunterschied von Myosmin im Plasma festgestellt werden

Das zweite Ziel bestand in der Abschitzung der kurz- und langfristigen Belastung des Men-
schen mit Myosmin in Abhéngigkeit der Erndhrungsgewohnheiten und des Rauchverhaltens.
Dazu wurden menschliche Zehennégel und parallel der Speichel untersucht. Wiahrend der
Speichel nur eine Momentaufnahme der Analyten im Korper ermdglicht, ldsst sich in den
Zehenndgeln die Exposition liber einen ldngeren Zeitraum beschreiben. Je nach individueller
Wachstumsgeschwindigkeit spiegelt 1 mm des Zehennagels eine Belastung von ca. einem
Monat wieder [248]. Fiir beide Matrices war eine Belastung durch Nikotin und Cotinin bereits
bekannt und konnte fiir die Uberpriifung des Rauchstatus herangezogen werden [90,248,249].
Anhand autoradiographischer Untersuchungen [116] war bereits bekannt, dass auch Myosmin
in der Speicheldriise von Ratten kumuliert. Absolut neu war der Versuch Myosmin auch in

den Zehenndgeln nachzuweisen.

AuBerdem fiihrten wir in unserem Arbeitskreis einen Gruppenversuch durch. Ziel hierbei war,
bei gleichen Grundvoraussetzungen und gleicher Nahrungsaufnahme die individuelle Myos-
minbelastung iiber den Tag verteilt darzustellen. Dazu wurden den Probanden mehrere Spei-
chelproben iiber den Tag verteilt entnommen und ein individuelles Myosminbelastungsprofil

erstellt. Ebenso wurde die an dem Versuchstag aufgenommene Nahrung untersucht.
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5.1 Beurteilung der Methode

Durch vorhergehende Analysen von Myosmin in Muttermilch, Speichel und Plasma waren
Anhaltspunkte in der Methode zur Aufarbeitung der Speichel- bzw. der Plasmaproben gege-
ben [3]. Da aber diese Methode urspriinglich fiir die Analyse von Muttermilch entwickelt
wurde konnten einige Punkte verdndert werden. Die Wiederfindung der Analyten war bei
dieser Methode relativ gering, somit galt es diese zu optimieren. Auch konnten aufgrund der
weniger komplexen Probenmatrix von Speichel und Plasma Vorreinigungsschritte wie z.B.

die Lipidabtrennung auf einer C18 Séule bei pH 1 ausgelassen werden.

Auch wurde die Festphasenextraktion verdndert. Die SPE-Sédulen wurden ausgetauscht, statt
der benutzten BondElut C18 und nachfolgender Oasis HLB Séulen wurde nur eine StrataX
Sdule benutzt. Das Mischphasen-Polymer der Strata-X-C-Saule besitzt mit seinen Sulfon-
sdure- und Styrodivinylbenzolgruppen sowohl die Eigenschaften eines starken Kationenaus-
tauschers, als auch die einer Reversed Phase. Damit ist es zur Bindung basischer Substanzen

wie Myosmin gut geeignet.

Ebenso wurden Teile der weiteren Aufarbeitung z.B. die Fliissig-Fliissig-Extraktion verén-
dert. Das verringerte nicht nur den Zeitaufwand, sondern brachte auch eine Einsparung bei
den verwendeten Materialien mit sich. Die Wiederfindung lag darauthin fiir Myosmin im
Speichel und Plasma bei 92,6%, statt bei 77%. Im Fall von Cotinin bei 91,1%, statt bei 60%.
Hinsichtlich Prizision und Nachweisempfindlichkeit ist die Methode vergleichbar zu anderen
Methoden fiir den Nachweis von Cotinin in Speichel und Plasma [250-252]. Aufgrund der
Verwendung eines internen Standards konnten eventuell auftretende Schwankungen der

Wiederfindung bei den einzelnen Proben zusitzlich korrigiert werden.

Fir die Analyse der Zehenndgel gab es zwei aktuelle Publikationen, anhand derer die Auf-
arbeitung leicht an unsere Vorraussetzungen angepasst werden konnte [248,249]. Die Négel
16sten sich in Natronlauge iiber Nacht restlos auf und konnten im Anschluss direkt durch
Fliissig-Fliissig-Extraktion weiter aufgearbeitet werden. Neben den Analyten Myosmin und
Cotinin lieB sich auch Nikotin mit dieser Methode ebenso gut erfassen. Die Wiederfindung

war mit ca. 100% fiir Myosmin, 97,4% fiir Cotinin und 98% fiir Nikotin optimal.

In der Praxis erwiesen sich diese Methoden wegen der schnellen, unkomplizierten Auf-
arbeitung und dem geringen Materialaufwand als eine sehr gute Wahl zur Analyse von Myos-

min, Cotinin und Nikotin in Speichel, Plasma und Zehennégeln.
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5.2 Myosmin im Schweineplasma und zugehdrigen Futter

Die Schweineplasmaproben wurden im LVG-Miinchen gesammelt. Das durchschnittliche
Alter der Tiere betrug sieben Monate. Das Gewicht der Tiere lag im Mittel bei 105 kg. Alle
Tiere wurden mit einer eigenen Futtermischung des LVG ad libitum gefiittert, welches 124 ng
Myosmin/g enthielt. Im Blut der niichternen Tiere lag die Myosminkonzentration im Mittel
bei 0,066 ng/ml (n.d.-0,185 pg/ml) und war nur bei einer Probe unter der Nachweisgrenze.
Bei den gefiitterten Tieren erfolgte die Blutentnahme zwischen der ersten und zweiten Stunde
nach Beginn der morgendlichen Fiitterung. Hier erhohte sich die Konzentration von Myosmin

um das 7,5-fache auf durchschnittlich 0,497 ng/ml (0,236-0,878 pg/ml).

Das Ergebnis zeigt, dass das urspriinglich als spezifisch fiir den Tabak angesehene Myosmin
im Blut von Schweinen vorkommt, die mit Sicherheit keine Rauchexposition hatten. Der ent-
scheidende Beitrag des Futters ergibt sich aus dem Anstieg der Myosminkonzentration nach
der Fiitterung. Im Futter waren keine Bestandteile von Nachtschattengewachsen wie Kartof-
feln, Tomaten oder Auberginen enthalten. Nur in diesen Pflanzen wurden bisher Spuren von
Nikotin nachgewiesen [253-255]. Obwohl das Schweinefutter nicht explizit auf Nikotin unter-
sucht wurde, ist davon auszugehen, dass es kein Nikotin enthielt. Dies wird unterstiitzt durch
die Abwesenheit von messbaren Cotininmengen im Plasma der Schweine. Das Ergebnis
macht es duBlerst unwahrscheinlich, dass Myosmin in den Futterpflanzen aus Nikotin iiber den
Abbau zu Nornikotin mit anschlieBender Dehydrogenierung gebildet wurde (Abbildung 9,
[32,52]). Es muss also einen anderen, bis heute unbekannten, biologischen Syntheseweg fiir
Myosmin geben, der im Gegensatz zu den Ergebnissen in der Tabakpflanze unabhéngig von

einer primdren Nikotinbildung ist.

Die Konzentration von Myosmin im Schweinefutter ist 75- bis 300-mal hoher als die Werte,
die von Tyroller et al. [2] fiir einzelne Grundnahrungsmittel wie Weizen, Reis, Mais und
Hirse angegeben wurden. Bei einer tiglichen Aufnahme von 2,75 kg des hier analysierten
Futters, wiirde das Schwein 341 pug Myosmin pro Tag aufnehmen, fast soviel wie Tyroller et
al. [2] fiir den Menschen als Jahresaufnahme (403-592 nug) geschétzt hat. Allerdings wurden
hier nur ein Schitzwert fiir die Bestandteile des statistischen Warenkorbs gemacht, die auf
Myosmin untersucht wurden. Verschiedene Fleischsorten, alkoholische und andere Getréinke,
z.B. Fruchtsifte und vor allem Kaffee und Tee, miissten erst noch auf Myosmin hin unter-

sucht werden, um ein vollstindigeres Bild der Myosminaufnahme des Menschen zu erhalten.

Der eindeutige Nachweis von Myosmin, auch nach mindestens 20-stiindiger Nahrungskarenz

bei den niichternen Schweinen, war aufgrund der kurzen Verweildauer von Myosmin in Rat-
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tenversuchen [114,116] mit einer Halbwertszeit von ca. 1 Stunde im Plasma nicht zu erwar-
ten. Der geringe Basiswert an Myosmin bei den niichternen Tieren konnte bedeuten, dass
Myosmin entweder bei Schweinen grundsétzlich langsamer ausgeschieden wird als bei
Ratten, oder dass ein tiefes Kompartment existiert aus dem das Myosmin mit einer deutlich
langeren Halbwertszeit abgegeben wird. Eine dritte Moglichkeit wire eine endogene Bildung

von Myosmin aus bislang unbekannten Vorstufen.

5.3 Myosmin in menschlichen Zehennageln und Speichel

Die Myosminkonzentrationen im Speichel unterlagen in einem Vorversuch (siehe unten) einer
erheblichen tageszeitlichen Schwankung. Im Gegensatz zum Cotinin ist deshalb bei Myosmin
davon auszugehen, dass die Messung einzelner Speichelproben wie bei Nikotin nur ein sehr
ungenaues Mass fiir die tdgliche Belastung ist. Die Untersuchung von Zehennégeln sollte
dagegen eine Bewertung der langfristigen Belastung des Menschen mit Myosmin in Abhén-
gigkeit des Rauchstatus ermoglichen. Dazu wurden die Myosminkonzentrationen bei Rau-
chern und Nichtrauchern ermittelt. Zusitzlich wurde in den Négeln Nikotin und Cotinin be-
stimmt. Durch Messung der Cotininkonzentration im Speichel konnte der aktuelle Rauch-
status der Probanden iiberpriift werden. Gleichzeitig konnte in den Speichelproben ebenfalls

Myosmin bestimmt werden.

Die menschliche Langzeitbelastung mit Myosmin anhand von Zehennédgeln zu ermitteln ist
bislang ein Novum. Ausgangspunkt waren zwei Publikationen, in denen erst kiirzlich von der
Abhingigkeit der Nikotin- und Cotiningehalte in Zehenndgeln vom Rauchstatus berichtet
worden war [248,249], obwohl sich diese Matrix zum Langzeitbiomonitoring gut eignet. Die
Analyse von Nikotin und Cotinin in Haaren ist hingegen schon sehr lange etabliert und wurde

vielfach beschrieben [256-258].

Ein menschliches Kopthaar durchlduft verschiedene Wachstumsphasen in seiner Entwick-
lung, im Durchschnitt dauert dies 2-7 Jahre, dabei hat es ein Wachstum von 0,2-0,5 mm pro
Tag [259]. Der Einlagerungsweg verschiedener Metaboliten iiber das Blutgefa3system spielt
in der Analyse von Haaren die grof3te Rolle. Bei diesem Einlagerungsweg handelt es sich um
basische, nicht proteingebundene, undissozierte und lipophile Stoffe, die anhand von Konzen-
trations- und pH-Gradienten durch Zellmembranen in das Keratinozytengewebe, in Matrix-
zellen und Melanozyten der Haarwurzeln des Haares gelangen. Problematisch dabei ist zum
einem die dullere Kontamination und andererseits die Menge der im Haar vorhandenen
Melanozyten. Diesen kommt eine besondere Bedeutung zu, weil sie im Unterschied zum

keratinisierten Haar, das einen intrazelluldren pH-Wert von 6 besitzt, einen pH-Wert zwischen
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3-5 aufweisen. Dadurch kommt es entsprechend dem pH-Gradienten zu einer bevorzugten
Aufnahme und Anreicherung von basischen Substanzen in Melanozyten und Matrixzellen,
von wo sie dann in die Melaningranula eingelagert werden [260]. Die Einlagerung von Niko-
tin in pigmentierte Haare von Mdusen wurde bereits 1976 von Waddell und Marlowe [261]
nachgewiesen. Gerstenberg et al. [262] haben dann an verschiedenen Rattenstimmen eindeu-
tig gezeigt, dass stérker pigmentierte Haare deutlich mehr Nikotin einlagern als unpigmentier-
te Haare. Deshalb muss bei Analysen beim Menschen die Haarfarbe berticksichtigt werden,
wenn man Riickschliisse auf die systemische Aufnahme von Nikotin z.B. durch das Passiv-
rauchen ziehen will [263]. Problematisch sind auch die duBerlichen Kontaminationsquellen,
durch Schweil3, Sebum, angrenzendem Hautgewebe oder externen Quellen, die gerade bei der
Passivrauchbelastung zu erh6hten Ergebnissen fithren konnen. Die hier anstehenden intensi-
ven Reinigungsschritte sind bei der Analyse von Zehenndgeln, die im Allgemeinen weniger

kontaminiert sind, nicht ndtig [264].

Im Gegensatz zu Haaren wachsen Fullndgel viel langsamer, sie haben eine Wachstumsrate
von 1 cm in 9-12 Monaten [265]. Wéhrend das Haar nur axial wichst, wéchst der FuBnagel in
zwei Richtungen, zum einen in die Linge und zum anderen in die Breite. Somit lagern sich
Fremdsubstanzen auf zwei Arten in den Nagel ein. Uber das BlutgefiBsystem werden die
meisten Stoffe in die Nagelmatrix eingelagert, sie konnen aber auch iiber das Nagelbett an der
Grenze zur Lunula, dem so genannten Nagelhalbmond, eingelagert werden. Alle Fremdsub-
stanzen werden im Nagel in das Keratin eingelagert. Melanin ist in Négeln nicht vorhanden.
Somit sind Négel in allen Punkten eine gute Matrixwahl zur Ermittlung einer Langzeitexposi-
tion von bestimmten Substanzen. Allerdings sind fiir die Tabakalkaloide die Daten, die eine
Korrelation zwischen der Belastung und der Konzentration im Nagel erfassen noch sehr

unvollstindig und bediirfen weiterer Untersuchungen.

Die Zehenndgel von Nichtrauchern enthielten in unserer Studie im Mittel 0,02 ng/mg
Myosmin und 0,128 ng/mg Nikotin, Cotinin war nicht nachweisbar. Bei Rauchern stiegen die
Durchschnittswerte von Myosmin um das 2,8-fache auf 0,058 ng/mg an, bei Nikotin um das
14-fache auf 1,79 ng/mg. Auch Cotinin war bei allen Rauchern nachweisbar, die mittlere Be-
lastung betrug 1,14 ng/mg. Wihrend bei Myosmin fiir Zehennégel noch keine Vergleichswer-
te in der Literatur existieren, ergeben sich bei Nikotin und Cotinin gute Ubereinstimmungen
mit bisher publizierten Daten. A/-Delaimy et al. [248] haben Nikotin bei Rauchern, Passivrau-
chern und Nichtrauchern Zehenndgel von 106 Frauen mit einer HPLC-Methode untersucht.
Wihrend bei den Raucherinnen die mittlere Nikotinkonzentration (1,71 ng/mg) mit unserem

Ergebnis iibereinstimmt, war bei den Nichtraucherinnen ein etwas hdéherer Mittelwert von
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0,08 ng/mg gegeben. Stepanov et al. [249] entwickelte eine GC/MS-Methode zur Analyse
von Nikotin, Cotinin und NNAL in Zehennégeln. Hinsichtlich der Methode und ihrer Validie-
rung gibt es eine gute Ubereinstimmung mit unserer Analytik. Bei Nichtrauchern konnten sie
weder Cotinin noch Nikotin nachweisen. Dagegen lagen die Werte in Zehenndgeln von Rau-
chern bei Stepanov et al. [249] fir Cotinin mit 1,6 £ 1,3 ng/mg geringfiigig, bei Nikotin mit
5,9 £ 5,6 ng/mg deutlich liber unseren Werten. Man muss allerdings beriicksichtigen, dass
eine groBBere Anzahl von Rauchern (n = 35) untersucht wurden und dass die Streubreite sehr

viel hoher war als bei unseren Werten.

Fiir die Bewertung der Ergebnisse mit Myosmin fehlen noch Vergleichsdaten. Auch wenn der
Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern hochsignifikant war, ist der im Vergleich
zu Nikotin deutlich geringere Anstieg bei Rauchern gegeniiber Nichtrauchern ein weiterer
Beweis dafiir, dass der Tabakrauch nicht die einzige Quelle fiir die Myosminaufnahme durch

den Menschen darstellt.

Der Speichel wurde parallel zu den Zehennigeln gesammelt und auf Myosmin und Cotinin
analysiert. Auch fiir diese Matrix bestdtigt sich der wesentlich geringere Einfluss des Rauch-
status auf Myosmin in Vergleich zu Cotinin. Myosmin war im Speichel der Raucher im Mittel
mit 2,54 ng/ml gegeniiber den Nichtrauchern mit 0,73 ng/ml nur um das 3,5-fache hoher,

Cotinin dagegen um das 45-fache (83,14 versus 1,85 ng/ml).

Speichel zéhlt nicht zu den fiir das Biomonitoring am hiufigsten verwendeten Korperfliissig-
keiten, wird aber wegen seiner leichten, nicht-invasiven Gewinnung in einigen Bereichen
hiufig anstelle von Blut herangezogen. Problematisch wird die Verwendung von Speichel bei
Substanzen, deren Membrangingigkeit stark von ihrer Ionisierbarkeit abhdngt. Da der pH-
Wert des Speichels normalerweise etwas niedriger ist als der des Plasmas, konnen sich
schwach basische Verbindungen z.T. erheblich anreichern [266]. Bei Nikotin wurden im
Speichel bis zu 100-fach hohere Konzentrationen gemessen, als im Blut [267-269]. Aufgrund
des schwankenden pH-Wertes des Speichels kann sich das Speichel/Plasma-Verhéltnis der
Substanzen jedoch &dndern. Wihrend des Essens kann der pH auf Werte von 5,5 abfallen.
Andererseits kann der pH-Wert des Speichels durch Stimulierung, z.B. bei der Probennahme,
schnell auf Werte von 7,4 bis 8,0 ansteigen [270], woraus sich andere S/P-Verhéltnisse

ergeben konnen.

Fiir das weniger pH-abhangig ionisierbare Cotinin spielt der pH-Wert des Speichels eine
untergeordnete Rolle. Der Rauchstatus ldsst sich gut iiber Cotinin im Speichel bestimmen und

macht dieses Tabakalkaloid im Speichel zu einem anerkannten Biomarker fiir das Rauchen
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und die Passivrauchbelastung [271]. Kinder aus Nichtraucherhaushalten hatten mit 0,11 ng/ml
signifikant weniger Cotinin im Speichel als Kinder aus Raucherhaushalten mit 1,95 ng/ml
(p <0,01) [272]. Phillips et al. [273] kamen zu dhnlichen Ergebnissen. Cotinin kann demnach
als Biomarker fiir die ETS Belastung herangezogen werden. Die Unterscheidung zwischen
Rauchern und Nichtrauchern aufgrund der Cotinin-Konzentrationen im Speichel erfordert die
Festlegung eines cutoff-Wertes, der von Etter et al. [274] bei einer Speichelkonzentration von

7-13 ng/ml Cotinin angesetzt wurde, von West et al. [275] bei 15 ng/ml.

Neben Cotinin kann auch sein Folgemetabolit, das trans-3’-Hydroxycotinin (30H-Cot) im
Speichel bestimmt werden. Nachdem der Umsatz von Cotinin zu 30H-Cot hochspezifisch fiir
das polymorphe CYP 2A6 ist, hat sich neuerdings die Messung des Verhéltnisses dieser bei-
den Nikotinmetaboliten als zuverldssige Methode zur Bestimmung der entsprechenden Phéno-
typen erwiesen [91,276]. Im Rahmen des Drogenscreening werden des weiteren im Speichel
ein Reihe von illegalen Substanzen, wie Amphetamine, Cannabis oder Opioide und Kokain,
nachgewiesen [277], ebenso wie der Missbrauch von Barbituraten und Benzodiazepinen
sowie Alkohol [278,279]. Auch Herbizide wie Atrazin sind im bereits Speichel identifiziert
worden [280].

Die Konzentrationen von Cotinin liegen bei den hier untersuchten Rauchern iiber den von
Etter et al. [274] vorgeschlagenen cut-off-Werten. Bei Nichtrauchern lag nur ein Wert mit
14,4 ng/ml knapp dariiber. Diese Ergebnisse bestétigten somit den {iber den Fragebogen, er-
mittelten Rauchstatus der Probanden. Wéhrend die Nichtraucherwerte gut mit den von Tricker
et al. [271] zitierten Literaturdaten tibereinstimmen, sind die Raucherwerte mit durchschnitt-
lich 83 ng/ml niedriger als bei den meisten Studien, deren Mittelwerte meist zwischen 150

und 350 ng Cotinin/ml Speichel liegen.

Zu Myosmin im Speichel liegt, wie bei den Zehenndgeln, noch keine Studie einer anderen
Arbeitsgruppe zum Vergleich vor. Die Myosminkonzentrationen lagen bei den Rauchern in
einem dreifachen hoheren Konzentrationsbereich und zeigten einen signifikanten Unterschied
zu den Nichtrauchern. In der ersten orientierenden Studie an wenigen Probanden fanden
Maier et al. [3] im Speichel keinen Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern
(Tabelle 21), die Mittelwerte lagen mit 1,6 — 1,9 ng/ml aber genau zwischen unseren Werten
fiir Raucher mit 2,5 ng/ml und Nichtraucher mit 0,7 ng/ml. Diese Diskrepanz konnte durch
die geringe Anzahl von untersuchten Rauchern, die noch geringere Belastung der Raucher mit
Cotinin und die deutlich hoherer Streuung der Werte mit 72 + 42 ng/ml gegeniiber 83 =+

15 ng/ml bei unseren Rauchern, erkldrt werden.
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5.4 Zeitabhangige Verlaufsstudie der Myosminkonzentration im
Speichel

Insgesamt sind die Myosminkonzentrationen in Speichelproben jedoch weniger zuverldssig
als die Werte fiir die Zehenndgel. Nach Maier [92] sind fiir Myosmin im Speichel und im
Plasma dhnliche Konzentrationen zu erwarten. Der Versuch mit den Schweinen hat eindeutig
ergeben, dass die Myosminkonzentration im Plasma sehr stark vom Fiitterungszustand ab-
héngt. Obwohl die Probanden den Speichel vor der Nahrungsaufnahme am Morgen sammeln
sollten, ist nicht gewéhrleistet, dass die Probennahme immer zu vergleichbaren Zeiten und
nach gleicher Dauer der Nahrungs- und Getrankekarenz erfolgte. Die schnelle Ausscheidung
von Myosmin im Rattenversuch [116] lieB vermuten, dass der Zeitpunkt der Probennahme
duBerst kritisch sein konnte. Starke tageszeitliche Schwankungen der Myosminkonzentration
im Speichel, wie sie bereits von Maier [92] in einem Didtversuch gesehen wurden, bestétigten
sich in einem eigenen Vorversuch (Abbildungen 12 und 72). Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde eine zeitabhéngige Verlaufstudie unter kontrollierter Nahrungsaufnahme durchgefiihrt.
Der Versuch begann am Morgen mit der Abgabe einer Speichelprobe vor dem Friihstiick um
8 Uhr (Morgenwert). Nach einem anschlieenden kleinen Friihstiick bestand sowohl Nah-
rungs- als auch Rauchkarenz. Fliissigkeitsaufnahme war lediglich in Form von Wasser er-
laubt. Die zweite Probe wurde um 12 Uhr genommen. Unmittelbar danach nahmen alle Pro-
banden die gleiche Mahlzeit innerhalb von ca. einer halben Stunde zu sich. Die nidchste Probe
wurde eine Viertelstunde nach dem Essen um 12:45 genommen und danach bis 17:30 Uhr
weitere Speichelproben in verschiedenen zeitlichen Abstdnden. Von der Mittagsmahlzeit wur-
de ein repréisentatives Aliquot entnommen, fein piiriert und auf ihren Myosmingehalt analy-

siert.

Trotz dieser standardisierten Bedingungen fiel das Ergebnis dieser Studie sehr heterogen aus
Bei 5 der 8 Probanden war nur ein geringer Anstieg der Myosminkonzentrationen innerhalb
von 90 bis 150 min nach Nahrungsaufnahme auf 0,42 + 0,06 ng/ml zu verzeichnen. Zwei
Probanden hatten einen deutlicheren, aber verzdgerten Anstieg auf 1,47 und 1,24 ng/ml nach
270 min. Bei einem Probanden kam es dagegen in einer dreiviertel Stunde nach dem Essen zu
einem steilen Anstieg auf 3,55 ng/ml, gefolgt von einem raschen Abfall auf 0,32 ng/ml
innerhalb der nichsten dreiviertel Stunde und wiederum einem Anstieg nach einer halben

Stunde auf 0,771 ng/ml.

Dieser heterogene Verlauf der Konzentrationen von Myosmin im Speichel nach der Nah-

rungsaufnahme macht verstiandlich, dass die 4 Stunden Nahrungskarenz vor dem Mittagessen
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nicht ausreichend war um bei allen Probanden einen deutlichen Abfall der Myosminkonzen-
trationen zu bewirken. Bei 3 Probanden war gegeniiber 8:00 Uhr morgens um 12:00 mittags
sogar noch ein leichter Anstieg zu verzeichnen. Angesichts dieser Problematik war die Fre-
quenz der Probennahme sicher nicht optimal. Bei der Wahl der lingeren Abstinde zum Ende
des Versuchs hin, wurde noch davon ausgegangen, dass die Halbwertszeit von Myosmin deut-
lich kiirzer ausfallen wiirde. Diese Fehleinschéitzung flihrte dazu, dass der zeitliche Abstand
der Probennahme ab der Mitte des Versuchs zu grofl war und bei einer Wiederholung des
Versuchs verkiirzt werden miisste. Ein solcher Versuch sollte auch eine ldngere Niichtern-
phase vor der Nahrungsaufnahme einschliefen um zu sehen, ob die Myosminkonzentration
tatsdchlich unter die Nachweisgrenze absinken, wie dies in dem Versuch von Maier [92] der

Fall war.

Urspriinglich wurde angenommen, dass sich der Anstieg und Abfall der Myosminkonzen-
trationen nach der Nahrungsaufnahme einer Bateman-Funktion anpassen wiirde, mit der die
Anflutungsgeschwindigkeit, ty.x und Cyax und die Evasionsgeschwindigkeit (Halbwertszeit)
von Myosmin bestimmbar wire. Die Bateman-Funktion dient zur Beschreibung der Kinetik
bei allen nicht intravasalen Verabreichungsformen. Hier erfolgt die Aufnahme ins Blut aus
einem Depot, das sich z.B. im Magen-Darm-Trakt, Muskel oder unter der Haut befindet.
Diese Aufnahme ist in der Regel eine Funktion erster Ordnung, d. h. die im Blut eintretende
Menge pro Zeit ist proportional zu der noch im Depot vorhandenen Menge. Da beim Eintritt
in die Blutbahn sofort der Evasionsprozess beginnt, ist der resultierende Blutspiegel die
Resultante zweier gegenldufiger Prozesse, einer Invasion erster Ordnung und einer Evasion

erster Ordnung.

Aufgrund der Versuchsanordnung war es problematisch den Startpunkt fiir die Berechnung
der Bateman-Funktion festzulegen, weil Myosmin mit der Nahrung iiber einen Zeitraum von
einer halben Stunde aufgenommen wurde. Selbst nach Ende der Nahrungsaufnahme stieg die
Myosminkonzentration bei den meisten Probanden noch nicht an. Auch fielen die Werte nach
dem Erreichen des Maximums nicht bei allen Probanden zuverldssig ab, sondern stiegen z.T.
auch wieder an. Fiir eine grobe Abschétzung der kinetischen Parameter wurde deshalb die
Anpassung nur an die Mittelwerte von 7 Probanden (ohne Proband g) mit einer Startzeit von 1

Stunde nach Beginn der Nahrungsaufnahme mit der folgenden Formel berechnet:

CXk1

o=t (ko — k)

(e-k1t _ e-kzt)
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Die Abbildung 76 zeigt, dass die Anpassung vor allem im absteigenden Bereich die Mittel-
werte relativ schlecht beschreibt. Die Halbwertszeit fiir die Evasion betrdgt 1,6 Stunden und
liegt in dem aus den Tierversuch [116] und in Analogie zur Kinetik von Nikotin [91] erwarte-
ten Bereich. Um aber verlidssliche Werte zur Pharmakokinetik dieses Alkaloids zu bekommen,
miisste man das Verteilungsvolumen, Clearance, Halbwertszeit und den first pass Effekt in
Versuchen mit Isotopen-markiertem Myosmin nach kontrollierter Verabreichung durch i.v.
Injektion und auf niichternen Magen mit einer Tablette oder in Wasser gelOst, ermitteln. Hier-
fiir bedarf es einer klinisch kontrollierten Studie mit Genehmigung durch eine Ethikkommis-

sion der Universitit bzw. Arztekammer.

tip Invasion 1,3 h

%) t;p Evasion 1,6 h

E tmax 1,8h

g Conax 0,55 ng/ml
0.1-
0.0-

13:00  14:00 1500  16:00  17:00  18:00
Uhrzeit

Abbildung 76: Mittelwerte des Speichelprofilversuchs (n = 7, ohne Proband g), angepasst an die
Bateman-Funktion.
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5.5  Schlussfolgerung

Die in dieser Arbeit erstmals durchgefiihrte Analyse von Myosmin in Zehennigeln zeigt das
allgemeine Vorkommen dieses Tabakalkaloids im Menschen. Die Myosminbelastung ist bei
Rauchern nur geringfiigig hoher als bei Nichtrauchern. Auch wenn die Myosmin-
konzentrationen in den Nageln der Raucher einen signifikanten Unterschied zu den Négeln
der Nichtraucher aufweisen, liegen sie dennoch alle innerhalb einer Gréfenordnung im ng-
Bereich. Diese Mehrbelastung der Raucher durch den Konsum von Tabakerzeugnissen ist fiir

Myosmin sehr viel geringer als fiir Nikotin und dessen Hauptmetaboliten Cotinin.
Ein vergleichbares Ergebnis wurde fiir die humanen Speichelproben erhalten.

Auch bei niichternen Schweinen war eine Grundbelastung des Plasmas mit Myosmin

nachweisbar, die nach der Fiitterung deutlich anstieg.

Die Ergebnisse zeigen die weite Verbreitung von Myosmin beim Menschen und in der

Nahrungskette.

Dies wurde durch Bestimmung von Myosmin im Speichel bei den Testpersonen mit
standardisierter Nahrungsaufnahme bestétigt. Die Ergebnisse erlauben trotz hoher
interindividueller Streuung eine Abschitzung der tdglichen Myosminaufnahme durch den
Menschen. Diese sollte bei einigen Milligramm liegen und geht somit iiber die bisherigen
Schétzwerte hinaus. Die beobachtete Diskrepanz zwischen der geschétzten Aufnahme von
Myosmin {iiber Lebensmittel und Tabakprodukten, mit der tatsdchlichen gemessenen
Konzentration in den menschlichen und tierischen Korperfliissigkeiten konnte nicht

beantwortet werden.

Die Belastung des Menschen mit Myosmin liegt damit in der gleichen Groenordnung wie

jene mit dem viel diskutierten Kanzerogen Acrylamid [281].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Myosmin ein genotoxisches und kanzerogenes
Potential besitzt und dass die Aufnahme vom Menschen an den Konsum von Tabakprodukten

und vielen Lebensmitteln, beim Tier nur an letzteres, gekoppelt ist.

Die chronische Exposition, verbunden mit einer gesteigerten Aktivierung bei der
Refluxkrankheit, konnte Myosmin zu einem weiteren auslosenden Krebsfaktor in unserer

heutigen Zeit machen.

Um diesen Fragestellungen auf den Grund zu gehen besteht weiterer wissenschaftlicher

Bedarf.
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6 Zusammenfassung

Myosmin ist eines der Tabakalkaloide, das wie Nornikotin, Anabasin und Anatabin in kleine-
ren Mengen neben Nikotin in der Tabakpflanze und im Tabakrauch vorkommt. Wegen seiner
geringen akuten Toxizitdt und der schwachen Bindung an Nikotinrezeptoren wurde Myosmin
lange Zeit keine Beachtung geschenkt. Dies hat sich gedndert, seit man einerseits weil}, dass
Myosmin unabhédngig von Nikotin auch in Niissen und vielen Grundnahrungsmitteln wie z.B.
in Milchprodukten und Kartoffeln, vorkommt und es sich andererseits gezeigt hat, dass es
aufgrund seiner Iminstruktur sehr leicht in kanzerogene Stoffe umgewandelt werden kann.
Bei der Nitrosierung entsteht das tabakspezifische Nitrosamin N’-Nitrosonornikotin, welches
bei Nagern Tumoren im Osophagus, der Nase und der Lunge auslost. In groBeren Mengen
entsteht durch Nitrosierung und auch Peroxidierung ein reaktives Zwischenprodukt welches
zu DNA- und Proteinaddukten fiihrt. Die gleichen Addukte wurden nach metabolischer
Aktivierung von  N’-Nitrosonornikotin  und einem weiteren humankanzerogenen
tabakspezifischen Nitrosamin gefunden. Beim Menschen zeigten aber diese Addukte nicht die
erwartet hohe Abhédngigkeit vom Rauchstatus. Bei autoradiographischen Untersuchungen an
Ratten konnte eine starke Anreicherung von Myosmin in der Speicheldriise, im Melanin und
den akzessorischen Geschlechtsdriisen festgestellt werden. Erste Untersuchungen am
Menschen haben schlieSlich gezeigt, dass Myosmin in Muttermilch, Plasma und Speichel zu

finden ist.

In einer ausfiihrlichen Literaturiibersicht werden in der Einleitung der Arbeit alle Aspekte des
Vorkommens, der Biosynthese, der Toxikokinetik und —dynamik von Myosmin im Kontext

mit anderen Tabakalkaloiden und tabakspezifischen Nitrosaminen dargestellt.

Im experimentellen Teil wird zundchst eine Analysenmethode beschrieben, die fiir die Be-
stimmung von Myosmin, Cotinin und Nikotin in verschiedenen Matrices durch Gaschromato-
graphie/Massenspektroskopie, wihrend dieser Arbeit, entwickelt worden ist. Bei Mast-
schweinen wurde die Belastung mit Myosmin in Abhéngigkeit des Fiitterungszustands durch

Bestimmung der Plasmakonzentrationen ermittelt.

Die weiteren Untersuchungen widmeten sich der Myosminbelastung des Menschen. Proben
von Speichel und Zehenndgeln wurden als Kurz- bzw. Langzeitmarker in Abhéngigkeit vom
Rauchstatus analysiert. Der aktuelle Rauchstatus wurde durch Bestimmung der Cotininkon-
zentration im Speichel tiberpriift, die Langzeitbelastung durch Messung von Nikotin und Coti-

nin in den Zehennégeln. AbschlieBend wurde der zeitliche Verlauf der Myosminkonzentration
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im Speichel in Abhédngigkeit von der Nahrungsaufnahme anhand eines Versuchs mit 8 Pro-

banden untersucht. Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Die Analysenmethoden haben niedrige Nachweisgrenzen (0,01, 0,02 und 0,035 ng/mg
Myosmin, Nikotin bzw. Cotinin in Zehennigeln und 0,0012 bzw. 0,05 ng/ml Myosmin
bzw. Cotinin in Speichel/Plasma), eine hohe Wiederfindungsrate (91-93% im Plasma
bzw. 97-102% in den Négeln) und Prézision (8% bei allen Analyten der Nagelproben;
18% bzw. 4% bei Myosmin und Cotinin im Plasma). Durch Verwendung von deute-
rierten Verbindungen als interne Standards war eine hohe Spezifitit des Nachweises

gewihrleistet.

e Myosmin wurde im Plasma von 12 niichternen und 13 Schweinen, die vorher gefressen
hatten analysiert. Bei den niichternen Tieren war Myosmin mit nur einer Ausnahme
nachweisbar. Die Konzentration lag bei 0,067 + 0,049 ng/ml. Ein bis zwei Stunden
nach Beginn der Fiitterung war bei 13 Schweinen die Myosminbelastung im Plasma
mit 0,497 + 0,166 ng/ml siebenfach erhoht. Das Schweinefutter enthielt 124 ng Myos-
min/g Feuchtgewicht.

e In Zehenndgeln waren die Konzentrationen aller Analyten bei Nichtrauchern (n = 11)
signifikant niedriger als bei Rauchern (n = 15). Der Unterschied fiel bei Myosmin mit
0,020 £+ 0,014 versus 0,058 £+ 0,052 ng/mg (p < 0,01) deutlich geringer aus als bei
Nikotin mit 0,128 + 0,079 versus 1,789 + 0,964 ng/mg (p < 0,001). Cotinin war nur in
den Négeln von Rauchern mit 1,136 + 0,843 ng/mg nachweisbar. Es ergaben sich
schwache, aber noch signifikante Korrelationen sowohl zwischen den Konzentrationen
von Myosmin und Nikotin (Spearman r = 0,67) als auch zwischen der Myosmin- und
Cotininkonzentration (r = 0,63). Eine deutlich bessere Korrelation (r = 0,83) besteht

zwischen den Cotinin- und Nikotinwerten.

e Auch in den parallel gewonnenen Speichelproben waren die Unterschiede zwischen
Nichtrauchern und Rauchern bei Myosmin mit 0,73 + 0,65 versus 2,54 + 2,68 ng/ml
geringer als bei Cotinin mit 1,85 + 4,50 versus 83,14 + 54,30 ng/ml. Zwischen Myos-

min und Cotinin besteht eine signifikante Korrelation (p < 0,0001).

e Der Verlauf der Myosminkonzentration im Speichel nach der Nahrungsaufnahme zeig-
te grof3e individuelle Schwankungen. Nach 4-stiindiger Nahrungskarenz nahmen alle 8
Probanden innerhalb einer halben Stunde ca. 200 g einer Nahrung auf, die im Mittel
13,5 ng Myosmin/g Feuchtgewicht enthielt. Der Basalwert von Myosmin lag zu diesem
Zeitpunkt bei 0,05-0,28 ng/ml Speichel. Nur ein Proband zeigte einen raschen Anstieg
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des Myosmins innerhalb einer dreiviertel Stunde auf 3,6 ng/ml. Zwei Probanden
erreichten ein Plateau von 1,1 und 1,5 ng/ml zwischen 2% und 42 Stunden nach der
Nahrungsaufnahme. Bei den restlichen 5 Probanden war nur ein schwacher Anstieg der
Myosminkonzentrationen zwischen 12 and 22 Stunden auf 0,42 + 0,06 ng/ml zu
verzeichnen. Die Anpassung der Daten an die Bateman-Funktion ergab fiir die Myos-
minausscheidung mit 1,6 h eine geschétzte Halbwertszeit, die mit der von Nikotin beim

Menschen tibereinstimmt.
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7 Summary

Occurrence and toxicokinetics of myosmine depending on smoking and

nutrition

Myosmine, a minor tobacco alkaloid, occurs like the major tobacco alkaloids nicotine, nor-
nicotine, anabasine and anatabine in small amounts in tobacco plants and tobacco smoke.
Because of its low acute toxicity and the weak affinity to nicotinic receptors, no attention was
given to myosmine for a long time. However, this changed with the discovery that myosmine
occurs independently of nicotine in a great variety of staple foods, vegetables, fruits, nuts and
dairy products and consequently in human milk, plasma and saliva. The possible health im-
pact of myosmine was further demonstrated by its conversion into reactive intermediates with
carcinogenic potential. Due to its imine structure, myosmine is readily nitrosated and peroxi-
dated. Nitrosation yields the tobacco-specific nitrosamine N'-nitrosonornicotine (NNN), a
human carcinogen, which produces tumours in oesophagus, oral cavity and the respiratory
tract of rodents. In larger quantities, the same reactive intermediates which are formed by me-
tabolic activation of NNN and another tobacco-specific nitrosamine are generated by nitro-
sation and peroxidation of myosmine. In biomonitoring studies the resulting DNA and protein
adducts did not show the expected correlation with smoking status. Therefore, myosmine has

been postulated to be an important additional source of these adducts.

In the first chapter, a detailed literature survey is given covering all aspects of occurrence,
biosynthesis, toxicokinetics and -dynamics of myosmine in the context of other tobacco

alkaloids and tobacco-specific nitrosamines.

In the experimental part, an analytical method was developed to determine myosmine, coti-
nine and nicotine by gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS) in different matrices in
order to study the occurrence of myosmine in livestock as well as in humans. First, myosmine
was determined in plasma of pigs in dependence of the feeding condition. Second, human sa-
liva and toenails from smokers and nonsmokers were analyzed for short and long-term expo-
sure to myosmine and cotinine. The nails were also analyzed for nicotine. Finally, myosmine
was determined in multiple samples of saliva of eight test persons to study the kinetics of

myosmine under controlled dietary conditions. The results can be summarized as follows:

e The analytical method has low detection limits for myosmine, nicotine and cotinine in
toenails with 0.01, 0.02 and 0.035 ng/mg, respectively, and for myosmine and cotinine in
plasma/saliva with 0.0012 and 0.05 ng/ml. The recovery is very high with 91-93% in

plasma/saliva and 97-102% in toenails. The intraday precision is < 8% for all analytes in
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toenails, whereas for plasma/saliva it is 18% with myosmine and 4% with cotinine. The

analytical method has a high specificity by the use of deuterated internal standards.

e In the plasma of 12 fasting pigs, myosmine was traceable with only one exception. The
concentration of myosmine was 0.067 + 0.049 ng/ml. Within 1 - 2 hours after start of fee-
ding the concentration of myosmine in the plasma of 13 pigs was 0.497 £+ 0.166 ng/ml, a
statistically significant 7-fold difference to the fasting pigs (p < 0.0001). The swill con-

tained 124 ng myosmine/g wet weight.

e In toenails the concentrations of all analytes were significantly lower in 11 nonsmokers
(0.021 £ 0.014 ng/mg) compared to 15 smokers (0.058 + 0.052 ng/mg, p <0.01). This 2.8-
fold difference in myosmine concentrations between smokers and nonsmokers was clearly
less than the 14-fold difference in nicotine concentrations (0.128 + 0,008 versus 1.789 +
0.964 ng/mg, p < 0.001). Cotinine was detectable only in toenails of smokers, 1.136 +
0.843 ng/mg. Significant correlations exists between the concentrations of myosmine and
nicotine (Spearman r = 0.67) as well as myosmine and cotinine (r = 0.63). A clearly better

correlation (r = 0.83) was found between cotinine and nicotine values.

e In saliva samples taken in parallel with toenails, the differences between nonsmokers and
smokers were also smaller with myosmine, 0.73 £ 0.65 versus 2.54 + 2.68 ng/ml than with
cotinine, 1.85 + 4.50 versus 83.14 = 54.30 ng/ml. Nonetheless, concentrations of myos-

mine and cotinine in saliva were highly correlated (p < 0.0001).

e In eight volunteers, the kinetics of myosmine in saliva after food intake showed large indi-
vidual differences. After four hours of fasting in the morning all subjects took a lunch
containing about 2.7 pug of myosmine within half an hour. The basal concentrations of
myosmine in saliva at lunch were between 0.05 and 0.28 ng/ml. In one subject only, a
rapid rise of myosmine to 3.6 ng/ml was observed within three-quarters of an hour. In two
subjects a plateau of 1.1 and 1.5 ng/ml was reached between 2% and 47 hours after lunch.
The remaining five subjects showed only a weak rise of myosmine concentrations to a
maximum of 0.42 + 0.06 ng/ml within 12 and 2% hours. Fitting the data to the Bateman
function, an elimination half-life of about 1.6 hours could be estimated which is roughly

equivalent to the plasma half-life of nicotine in humans.
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11 Anhang

Anhang 1:

Fragebogen zur Myosminstudie.

Bestimmung von Myosmin, Cotinin und Nikotin in Zehennigel

und Speichel

Name, Vorname 0 TS

Geburtsdatum i

Geschlecht o m o w

Soziokulturelle Faktoren

Hochster Schul- bzw. i

Hochschulabschluss

Hochster berufsbildender P

Abschluss

Momentan ausgeiibter Beruf o

Rauchstatus

Sind Sie Raucher? o ja O nein

Wie lange rauchen Sie bereits? i

Angabe in Monaten / Jahren

Rauchen Sie regelmafig? o ja O nein

Was rauchen / verwenden Sie? O Zigaretten a ...... Stiick/Tag o ...... Jahre
O Zigarren g ... Stiick/Tag o ...... Jahre
o Pfeife a ...... Stiick/Tag o ...... Jahre
o Kautabak a ... Stiick/Tag o ...... Jahre
o Schnupftabak o ...... Stiick/Tag o ...... Jahre

Wann rauchten Sie das letzte Mal o ...

vor der Probenentnahme?

Wieviele Zigaretten / Zigarren 0

rauchten Sie am Entnahmetag?

Raucht -abgesehen von Thnen- o ja O nein

jemand in Threm Haushalt bzw. an
Ihrem Arbeitsplatz?
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Ernahrung
Welche Hauptmahlzeiten nehmen o Friihstiick o Mittag Abendessen
Sie regelmaBig ein?
Nehmen Sie hiufig o ja O nein
Zwischenmabhlzeiten ein?
Salzen Sie meist Ihr Essen nach? o selten o gelegentlich sehr haufig
Essen Sie gern scharf gewlirzte O selten o gelegentlich sehr héufig
Speisen?
Wie heil3 essen Sie Thre Speisen? 0 eher kalt o lauwarm sehr heil3
(vom Herd)
Wie schnell essen Sie? O hastig O normal bewusst
(schlingen) langsam
Welche Brotsorte bevorzugen Sie? o Weillbrot o Schwarzbrot Vollkornbrot
Welche Kiiche bevorzugen Sie? o Biirgerlich 0 Mediterran Vollwertkost
O Vegetarisch o Fast Food
Essen Sie regelméafig
O Obst/ Gemiise/ Salat O nie o mehrmals tiglich
pro Woche
o Fisch O nie 0 mehrmals taglich
pro Woche
o Fleisch O nie 0 mehrmals taglich
pro Woche
o Wurst O nie 0 mehrmals taglich
pro Woche
o gerducherte Nahrungsmittel O nie o mehrmals taglich
pro Woche
0 Schokolade O nie 0 mehrmals taglich
pro Woche
o Bonbons / Gummibérchen O nie 0o mehrmals taglich
pro Woche
o Kuchen / Torten O nie o mehrmals taglich
pro Woche
o Milch / Milchprodukte (z.B. O nie 0 mehrmals taglich
Joghurt / Kefir / Buttermilch)? pro Woche
Gesamte Trinkmenge / Tag [ 1/ Tag
Was trinken Sie hauptsédchlich? O Mineralwasser oO Tee Cola / Limo
o Saft o Kaffee Sonstiges
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Bevorzugen Sie O nie o gelegentlich O hiufig

kohlensdurehaltige Getranke?

Trinken Sie Alkohol? O nie o gelegentlich o héufig

Wenn ja, wieviel? Seit wann?
(Glaser/Woche) o Bier o ...Glaser/Wo. O ....coevvnnnnnn.

o Wein O ....Glaser/'Wo. O ...
0 Schnaps o ....Glaser/Wo. O ......cceennennn.

Wieviele Tassen trinken Sie

taglich:

o Kaffee [ Tassen / Tag

O Schwarzer Tee 0 Tassen / Tag

O Griiner Tee? [ Tassen / Tag

Zehennégel

Lackieren Sie Thre Zehennégel? O ja O nein

Wenn ja, wie hdaufig? o ....... x pro Woche O ceeennne X pro Monat

Wann haben Sie das letzte Mal O eevennne Tage vor der Entnahme

Thre Zehennégel lackiert?

Hatten Sie in den letzten 6 O ja O nein

Monaten eine Nagelerkrankung?

Wenn ja, auf welcher Seite? o rechter Fuf} o linker Ful3

Einverstindniserkliarung

Ich erkldre mich einverstanden, dass die entnommenen Gewebeproben der Mundschleimhaut,
des Speichels und der Zehenndgel fiir wissenschaftliche Zwecke verwendet werden.

Ich stimme der Erfassung, Verwertung, Weitergabe und Aufbewahrung meiner Daten gemif
den Datenschutzbestimmungen fiir wissenschaftliche Zwecke zu.

Ich wurde informiert, dass die Teilnahme an der Studie freiwillig ist und ich diese jederzeit
ohne Angabe von Griinden beenden kann.

Miinchen, Unterschrift
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Anhang 2:  Ergebnisse der Schweineplasmaproben.
Plasmaprobe nichtern Plasmaprobe nach Nahrungszufuhr
Probenbezeichnung Myosmin [ng/ml] Probenbezeichnung Myosmin [ng/ml]
NU S9 0,079 SC pp 0,878
Nu S10 0,000 SD pp 0,591
Nu S11 0,100 SE pp 0,568
Nu S12 0,092 SF pp 0,434
NG S13 0,039 SH pp 0,450
Nu S14 0,043 Sl pp 0,457
NG 815 0,012 1 pp 0,438
NiU 1a 0,055 2 pp 0,306
Ni 2a 0,045 3 pp 0,485
N 3a 0,185 4 pp 0,644
N 4a 0,092 5 pp 0,358
N 5a 0,053 6 pp 0,236
7H pp 0,617
Mittelwert 0,066 Mittelwert 0,497
S.D. 0,049 S.D. 0,166
Anhang 3:  Ergebnisse der Zehennagelanalysen und zugehdrigem Speichel von Nichtrauchern.
Nichtraucher Zehennagel Speichel Anzzi.é;er. m/w  Alter
. Myosmin Cotinin Nikotin Cotinin Myosmin
Proband:
(hg/mg)  (ng/mg) (ng/mg) | (ng/ml) (ng/ml)
Nr.: 3 0,039 0,000 0,155 14,364 0,582 0 w 61
Nr.: 6 0,051 0,000 0,115 n.d. 0,778 0 w 17
Nr.: 7 0,015 0,000 0,201 n.d. 0,265 0 w 49
Nr.: 8 0,015 0,000 0,183 n.d. 0,204 0 m 27
Nr.: 9 0,000 0,000 0,202 2,953 2,336 0 m 31
Nr.: 11 0,015 0,000 0,163 1,224 1,152 0 w 30
Nr.: 15 0,015 0,000 0,226 n.d. 0,306 0 w 31
Nr.: 16 0,015 0,000 0,088 0 m 33
Nr.: 18 0,015 0,000 0,000 n.d. 0,980 0 w 35
Nr.: 19 0,032 0,000 0,075 n.d. 0,290 0 w 30
Nr.: 20 0,015 0,003 0,000 n.d. 0,402 0 m 62

Anz. ger. Zig.: Anzahl gerauchter Zigaretten
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Anhang 4:  Ergebnisse der Zehenndagelanalysen und zugehdrigem Speichel von Rauchern.
Raucher Zehennagel Speichel An;.igg.er. m /w Alter
Proband: Myosmin Cotinin Nikotin Cotinin ~ Myosmin
(ng/mg) (ng/mg) (hg/mg) | (ng/ml) — (ng/ml)
Nr.: 1 0,039 0,735 1,860 100,452 1,090 20 w 40
Nr.: 2 0,069 0,781 2,452 101,903 0,725 20 m 30
Nr.: 5 0,039 1,003 1,144 -- -- 4 w 20
Nr.: 10 0,015 0,477 0,628 31,916 0,952 10 m 39
Nr.: 12 0,033 0,446 1,361 100,036 3,300 5 w 71
Nr.: 22 0,050 1,896 3,004 107,105 10,860 20 m 29
Nr.: 23 0,015 0,794 1,726 170,560 2,500 20 w 38
Nr.: 24 0,213 2,554 3,770 68,920 3,470 10 w 22
Nr.: 25 0,161 2,696 2,706 188,970 2,600 20 m 26
Nr.: 27 0,030 0,624 1,548 126,728 1,354 20 w 32
Nr.: 29 0,057 0,535 2,137 25,382 0,454 20 w 31
Nr.: 30 0,078 2,519 1,642 38,169 0,589 20 w 35
Nr.: 31 0,051 1,370 2,056 40,100 3,900 40 m 62
Nr.: 32 0,029 1,493 0,979 51,691 3,056 40 m 70
Nr.: 35 0,082 0,394 1,723 12,040 0,757 20 w 68
Anz. ger. Zig.: Anzahl gerauchter Zigaretten
Anhang 5:  Ergebnisse der Myosminkonzentrationen des Speichelprofils.
Uhrzeit Probanden
1 2 3 4 5 6 7 8
8:00 4,123 0,385 3,331 1,436 0,054 1,225 1,098 0,427
12:00 0,946 0,102 0,384 0,364 0,294 1,319 1,382 0,211
12:45 0,331 0,188 0,250 0,170 0,217 0,101 0,165 0,179
13:00 0,283 0,050 0,145 0,269 0,178 0,143 2,431 0,233
13:15 0,405 0,179 0,312 0,263 0,138 0,150 3,553 0,257
13:30 0,462 0,153 0,364 0,460 0,104 0,144 0,618 0,385
14:00 0,499 0,495 0,370 0,443 0,185 0,838 0,323 0,367
14:30 0,486 1,198 0,301 0,423 0,361 1,124 0,771 0,336
15:30 0,457 1,415 0,324 0,289 0,216 1,141 0,169 0,032
16:30 0,245 1,474 0,308 0,202 0,203 1,240 0,149 0,016
17:30 0,259 0,324 0,453 0,191 0,244 0,148 0,027 0,000
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