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1  E I N L E I T U N G  
 
1.1 Dioxine: Vorkommen, biologische Wirkung, Resorption 
 und Metabolismus 
 
Nur wenige chemische Substanzen haben in der Öffentlichkeit über die letzten 30 Jahre so 
viel Interesse ausgelöst und negative Schlagzeilen produziert wie Tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD; Abbildung 1), das "Seveso-Gift". TCDD ist wohl eine der giftigsten bislang 
bekannten niedermolekularen Verbindungen (Forth, 1977). Sowohl die weite Verbreitung der 
Substanz als auch das Risiko akzidenteller Aufnahme durch den Menschen haben dazu 
geführt, daß Dioxine im allgemeinen und insbesondere das Isomer TCDD im Verlauf der 
vergangenen Jahrzehnte Gegenstand eines enormen Forschungsaufwandes waren. 
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Abbildung 1: Struktur von 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
 
TCDD ist ein chloriertes Phenolderivat und entsteht in der industriellen Chemie als Verunrei-
nigung oder akzidentell vor allem bei der Produktion von Trichlorphenol, welches eine wich-
tige Grundsubstanz bei der Herstellung von Bakteriziden und Herbiziden ist (Forth, 1977). 
Neben der Müllverbrennung, als potentielle Kontaminationsquelle, sind thermische Prozesse 
wie z.B. bei der Kupferrückgewinnung, Kabelverschwelung, Sekundäraluminium-Herstellung 
oder auch Automobilabgase mögliche Emissionseinträger (Hagenmaier, 1989).  
Bei TCDD handelt es sich in der Umwelt allerdings nur um den Prototyp einer ganzen Reihe 
von halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffen (Abbildung 2), welche häufig gemein-
sam auftreten und ähnliche toxische Effekte haben (Pitot et al., 1980). 
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Abbildung 2: Strukturen einiger persistenter Organochlorverbindungen 



2 

TCDD ist in geringen Mengen in Böden, Flora und Fauna moderner Industriegesellschaften 
weitverbreitet. Insbesondere durch ihr erhöhtes Vorkommen in der Umgebung von 
Mülldeponien und Müllverbrennungsanlagen bzw. der Holz- und Papierindustrie, als auch als 
Inhaltsstoff von kontaminierten Nahrungsmitteln erregt die Substanz weltweit immer wieder 
Interesse (Travis und Hattemer-Frey, 1991; Fries und Paustenbach, 1990; Conacher et al., 
1993; deJong et al 1993). Die jüngste Skandale waren die Entdeckung hoher PCB-, Dioxin- 
und Dibenzofuranbelastungen in belgischen Lebensmitteln (Bernard et al., 2002) und die 
PCB-Belastung in bayerischen Schulen (Anon 2001). Der Mensch nimmt TCDD vor allem 
durch kontaminierte Nahrungsmittel auf, insbesondere durch den Verzehr von Fisch aus 
belasteten Gewässern bzw. Fleisch von kontaminierten Rindern. Die Ingestion und Inhalation 
von Stäuben sowie in bestimmten Gebieten auch die Aufnahme über die Haut durch 
kontaminierte Böden stellen weitere mögliche Routen der TCDD-Aufnahme dar. (Fries und 
Paustenbach, 1990; Hagenmaier, 1989; Paustenbach et al., 1992). 
Pharmakokinetische Studien an Labortieren lassen vermuten, daß 50-90% von durch die Nah-
rung aufgenommenem TCDD absorbiert werden. Die Substanz wird im Fettgewebe und der 
Leber konzentriert (Huff et al., 1991), weswegen die TCDD-Toxizität sich invers zum 
Körperfettanteil eines Organismus verhält (Geyer et al., 1993). Das Gift wird langsam 
verstoffwechselt, die biologische Halbwertszeit liegt zwischen Wochen bei Nagetieren und 
Jahren beim Menschen (Pirkle et al., 1989). Die hohe Persistenz von TCDD zeigt sich auch 
bei Bewohnern der am stärksten kontaminierten Zone A in Seveso, die 20 Jahre nach dem 
Unfall noch 10-fach höhere Plasmakonzentrationen hatten als der Durchschnitt der nicht 
belasteten Italiener aus dem Norden Mailands (Landi et al., 1998). Der Organismus eliminiert 
TCDD durch Exkretion von Metaboliten in Galle und Harn, aber auch durch passive 
Diffusion von TCDD durch die Darmwand (Huff et al., 1991, Moser und McLachlan, 1999). 
Die biologische Hauptwirkung von TCDD wird auf seine Bindung an ein Rezeptorprotein, 
den Ah-Rezeptor, zurückgeführt; es kommt zur Induktion von Cytochrom P450-Enzymen 
(Portier et al., 1993). Trotz der extrem hohen Toxizität von TCDD (um den Faktor 500 höher 
als Strychnin) konnte als Akuteffekt beim Menschen bisher lediglich die Chlorakne gesichert 
werden (Dickson und Buzik, 1993). Unspezifische Vergiftungszeichen, z.B. beobachtet nach 
dem Unglück von Seveso vom Juli 1976, sind Anorexie, Konjunktivitis, Schlaflosigkeit, Libi-
doverlust etc. (Forth, 1977). Letale Dosen sind bisher glücklicherweise von Menschen noch 
nicht aufgenommen worden, es ist kein einziger Todesfall dokumentiert (Rozman, 1989). 
Das Interesse der Öffentlichkeit erklärt sich vielmehr durch die kanzerogene Wirkung von 
TCDD. Bei Ratten erzeugt es maligne Tumoren in Lunge, Nasen-Rachenraum, Schilddrüse, 
Nebennieren, Leber und der Haut (Huff et al., 1991). Beim Menschen, welcher wahrschein-
lich weniger TCDD-empfindlich ist als zahlreiche Labortiere (Dickson und Buzik, 1993), 
wird eine kanzerogene Wirkung auf Weichteilgewebe, Knochenmark, Schilddrüse und Lunge 
vermutet. Trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet besteht jedoch bisher keine Einigkeit 
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bezüglich des tatsächlich bestehenden Risikos (Ames und Gold, 1992; Johnson, 1993; Kaya-
janian, 1999). 
In der Umwelt ist TCDD generell nur in geringen Spuren vorhanden. Der Nachweis dieser 
Spuren in biologischen Matrizes verlangt eine fortgeschrittene Analytik, die weltweit nur in 
einer begrenzten Zahl von Speziallaboratorien verfügbar ist. Im Verlauf der vergangenen zwei 
Jahrzehnte wurden Verfahren entwickelt, die eine Reinigung des biologischen Materials oder 
von Böden sowie einen zuverlässigen Nachweis bis zur ppt (parts per trillion) Größenordnung 
erlauben (Firestone, 1991; Zwickenpflug und Richter, 1988). 
 
 
1.2 Imipramin als pharmakologische Modellsubstanz 
 
Imipramin ist der Prototyp der tricyclischen Antidepressiva. Synthetisiert wurde es erstmals 
im Jahre 1957. Es entsteht aus zwei Molekülen Nitrobenzylchlorid, die zu einem Stilbenderi-
vat kondensiert werden. Unter Katalyse kommt es zur Hydrierung, ein thermischer Ring-
schluß führt zur Schlüsselsubstanz der Synthesereihe, dem Imipramin (Auterhoff et al., 1991). 
Hiervon ausgehend wurde in den folgenden Jahrzehnten eine ganze Reihe von Derivaten syn-
thetisiert.  
Seit etwa 30 Jahren ist Imipramin wichtiger Bestandteil der medikamentösen Behandlung de-
pressiver Erkrankungen. Metabolismus und Pharmakokinetik der Substanz sind sowohl kli-
nisch als auch experimentell intensiv untersucht worden. Dies gilt auch im Vergleich zu vie-
len anderen ähnlich häufig verschriebenen Medikamenten (Gram, 1988). 
Die Elimination von Imipramin erfolgt fast ausschließlich über die Leber, d.h. durch Metabo-
lisierung in den Lebermikrosomen. Die zwei Hauptstoffwechselwege sind die Demethylie-
rung zum pharmakologisch ebenfalls aktiven Desipramin und die Hydroxylierung zum 2-OH-
Imipramin. Desipramin wird ebenfalls rasch durch 2-Hydroxylierung weiter verstoffwechselt. 
Humanlebermikrosomen produzieren bei Inkubation mit Imipramin Desipramin (DMI) 
(84%), 2-OH-Imipramin (10%) und 10-OH-Imipramin (6%) (Lemoine et al., 1993). Eine 
Demethylierung von Imipramin wurde auch in Dünndarmmikrosomen der Ratte nachge-
wiesen (Christ et al., 1983). Die Ausscheidung über die Niere erfolgt nach Glukuronidierung. 
Etwa 90% der Imipramin-Metaboliten im Harn sind solche 2-OH-Metaboliten, von denen 
wiederum ein großer Anteil glukuronidiert ist (Gram, 1988). Die wichtigsten Stoffwechsel-
wege des Imipramins sind in Abbildung 3 dargestellt. 
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Abbildung 3: Hauptstoffwechselwege von Imipramin 
 
Im klinischen Gebrauch wird Imipramin in einer Dosierung von 100 bis 150 mg täglich in 
Tablettenform verabreicht. Es wird nach oraler Gabe gut resorbiert, die orale Bioverfügbarkeit 
liegt zwischen 20 und 70%. Trotz der großen Anzahl von Antidepressiva, die zwischenzeit-
lich Marktreife erreicht haben und erheblich höhere Marktanteile besitzen, kann davon ausge-
gangen werden, daß bis heute keine Substanz verfügbar ist, deren klinische Wirksamkeit die 
des Imipramin bei schweren depressiven Erkrankungen wesentlich übertrifft (Rosenberg, 
1993; Workman und Short, 1993). Auch bei Panikattacken und anderen Angstzuständen ist 
die Wirksamkeit des Imipramins mit einer Ansprechrate von ca. 70% unübertroffen (Wurth-
mann und Klieser, 1992). 
Die Elimination von Imipramin aus dem Organismus unterliegt einer ausgeprägten Variabi-
lität, wodurch sich die interindividuell sehr unterschiedlichen Serumkonzentrationen erklären 
lassen. Sowohl die Demethylierung wie auch die Hydroxylierung sind großen interindividuel-
len Schwankungen unterworfen. Die Steady-state-Konzentrationen können bei gleicher oraler 
Dosis bei verschiedenen Patienten bis zu 50-fache Unterschiede aufweisen, was zu Versuchen 
geführt hat, die Imipramin-Therapie durch pharmakokinetische Modelle zu optimieren 
(Furlanut et al, 1993). Die Eliminations-Halbwertszeit aus Plasma liegt zwischen 9 und 24 
Stunden. Dabei ist die Steady-state-Konzentration von Imipramin im wesentlichen von der 
Demethylierung, jene von Desipramin aber von der Hydroxylierungsaktivität abhängig. 
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Da zahlreiche Medikamente über Stoffwechselwege metabolisiert werden, ist es nicht über-
raschend, daß eine Reihe von Wechselwirkungen zwischen Imipramin und diversen anderen 
pharmakologisch aktiven Substanzen beschrieben worden sind. Unter anderem ist dies für 
Betablocker und Calcium-Antagonisten der Fall (Hermann et al., 1992). 
Nachdem die Steady-state-Konzentrationen von Imipramin und Desipramin nicht miteinander 
korrelieren, ist es naheliegend, Demethylierung und Hydroxylierung verschiedenen Isoenzy-
men des Cytochrom P450 zuzuordnen. Diese Vermutung konnte inzwischen mit Hilfe von 
kommerziell verfügbaren Isoenzymen des Cytochrom P450 bewiesen werden (Lemoine et al., 
1993; Skjelbo und Brosen, 1992; Su et al., 1993). Demnach sind die Isoenzyme 1A2 und 3A4 
hauptsächlich für die N-Demethylierung, das Isoenzym 2D6 für die 2-Hydroxylierung verant-
wortlich. Bezüglich des Cytochrom P450 1A1, eines 3-Methylcholanthren-induzierbaren Iso-
enzyms, welches auch durch TCDD induziert wird, gibt es widersprüchliche Ergebnisse. 
Während das gereinigte Isoenzym eine mehrfach höhere Hydroxylierungsaktivität gegenüber 
Desipramin aufwies als alle anderen untersuchten Isoenzyme (von Bahr et al., 1986) war der 
Umsatz in Lebermikrosomen von mit 3-Methylcholanthren induzierten Ratten nicht gesteigert 
(Rouer et al, 1987).  
 
 
1.3 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
 
Um weitere Aufschlüsse über den Imipramin-Stoffwechsel zu erhalten, wurde daher im Rah-
men dieser Arbeit zunächst der Einfluß von TCDD auf den Metabolismus von Imipramin in 
vivo untersucht. Nach Erhalt von überraschenden Ergebnissen bei intraduodenaler Imipramin-
Applikation durch einen Katheter (Versuch 1) wurde dann versucht, diese Resultate an unge-
stressten, d.h., nicht operierten Ratten nachzuvollziehen (Versuche 2 und 3). 
Dies geschah zunächst durch intragastrale Applikation von Imipramin und TCDD durch 
Schlündeln, sowohl bei nüchternen (Versuch 2a) als auch bei gefütterten Ratten (Versuch 2b). 
Mittels HPLC wurden jeweils Imipramin und Desipramin (DMI) im Plasma bestimmt. Zur 
weiteren Klärung der Ergebnisse wurden dann die Versuche mit intrajejunaler Applikation 
wiederholt (Versuch 3). Um den Einfluß von TCDD auf die Stoffwechselaktivität der misch-
funktionellen Oxygenasen ohne Beeinflussung durch Resorptionsort und dortigen Stoffwech-
sel beurteilen zu können, wurden schließlich auch Versuche mit Mikrosomeninkubation von 
TCDD-vorbehandelten Ratten in vitro durchgeführt (Versuch 4). 
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2  M A T E R I A L  U N D  M E T H O D I K  
 
2.1 Rahmenbedingungen 
 
Versuchsort: Walther Straub-Institut für Pharmakologie und Toxikologie, Versuchslabor im 
Tierkeller, 1.UG des Instituts;  
Analytik: Neurochemische Abteilung der Psychiatrischen Universitätsklinik, 
Labor Dr. Kuss, Ludwig-Maximilians-Universität München. 
Versuchszeitraum: September 1988 bis Juli 1989 (Versuchsdurchführung),  
September 1988 bis August 1989 (Analytik). 
Die Versuche waren von der Regierung von Oberbayern (AZ 211-2531-130/87) genehmigt. 
Alle operativen Eingriffe wurden vom Versuchsleiter, Herrn Prof. Dr. Richter, persönlich vor-
genommen.  
 
2.2 Material und Chemikalien 
 
2.2.1 Versuchstiere 
 
Als Versuchstiere dienten weibliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem mittleren Körper-
gewicht von 200-300 g (Interfauna, Tuttlingen). Sie wurden in einem künstlichen Hell-
Dunkel-Zyklus von je 12 h gehalten und ad libitum gefüttert (Trockenfutter Alma H 1003, Fa. 
Botzenhardt KG, Kempten) und getränkt. In allen Versuchen wurden die Ratten mit TCDD in 
öliger Lösung vorbehandelt (Verumgruppen). Die Kontrollgruppen erhielten die entsprechen-
de Menge Öl ohne TCDD-Zusatz. 
Für die in vivo Versuche wurden folgende Kollektive gebildet: Versuch 1 (intraduodenale 
Applikation) 11 Ratten (6 in der Kontrollgruppe, 5 in der Verumgruppe), Versuch 2a (intra-
gastrale Applikation, nüchtern) 30 Ratten (jeweils 5 Tiere in Kontroll- und Verumgruppe zu 
drei verschiedenen Zeiten nach Imipraminapplikation), Versuch 2b (intragastrale Applikation, 
gefüttert) 11 Ratten (6 in Kontroll-, 5 in Verumgruppe), Versuch 3 (intrajejunale Applikation) 
wiederum 11 Ratten (6 in Kontroll-, 5 in Verumgruppe). 
Der mikrosomale Stoffwechsel von Imipramin wurde nach Induktion durch intragastrale 
Applikation an 12 Versuchstieren durchgeführt (jeweils 6 in Kontroll- und Verumgruppe). 
Mangelnde zahlenmäßige Übereinstimmung zwischen Kontroll- und Verumgruppe in ein-
zelnen Kollektiven erklärt sich durch den Ausfall von Tieren im Rahmen der Präparation und 
Versuchsvorbereitung.  
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2.2.2 Chemikalien, Lösungen und Puffer 
 
Es wurden im Rahmen der beschriebenen Studie folgende Chemikalien verwendet: 
 -  2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin, Reinheitsgrad > 98 %, Promochem, Wesel  
 -  Aceton, p.a., Merck, Darmstadt 
 -  Acetonitril, p.a., Merck, Darmstadt 
 -  Ethylacetat, p.a., Merk, Darmstadt 
 -  n-Hexan, p.a., Promochem, Wesel 
 -  Xylol, p.a., Merck, Darmstadt 
 -  di-Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat, p.a., Merck, Darmstadt 
 -  Kaliumchlorid, p.a., Merck, Darmstadt 
 -  Magnesiumdichlorid-2-hydrat, p.a., Merck, Darmstadt 
 -  Natiumhydroxidplätzchen, p.a., Merck, Darmstadt 
 -  Natriumcarbonat wasserfrei, p.a., Merk, Darmstadt 
 -  Saccharose, p.a., Merck, Darmstadt 
 -  Glucose-6-phosphat, Dinatriumsalz, Boehringer, Mannheim 
 -  Glucose-6-phosphat-dehydrogenase, aus Hefe, 350 IE/ml, Boehringer, Mannheim 
 -  NADH, Dinatriumsalz 100%, Boehringer Mannheim 
 -  NADP, Dinatriumsalz 98%, Boehringer Mannheim 
 -  Nicotinamid, p.a., Merck, Darmstadt 
 -  Heparin Natriumsalz Biosynth, Riedel-de Haën, Seelze 
 -  Ethoxyresorufin, p.a., Pierce, Rockford, IL, USA  
 -  Resorufin, p.a., Pierce, Rockford, IL, USA 
 -  Tris, Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Trometamol, p.a., Merck, Darmstadt 
 -  alle anderen Chemikalien in p.A. Qualität von Merck 
 
An Lösungen und Puffern verwendeten wir folgende Materialien: 
NADPH regenerierendes 0,5 mM NADP+  (MG 787,4) 
System:   4,2 mM Glucose-6-phosphat  (MG 304,2) 
    0,3 IE /ml Glucose-6-phophatdehydrogenase  
    4,2 mM Magnesiumdichlorid-6-hydrat  (MG 203,3) 
    4,2 mM Nicotinamid  (MG 122,13) 
    in Tris-Puffer  (0,15 M; pH 7,4) ad 100 ml gelöst 
Mikrosomen-Puffer, A: 250 mM Saccharose  (MG 342,3) 
    mit 5 N NaOH auf pH 7,4 einstellen 
Phosphat-Puffer, pH 7: 71 mM  KH2PO4  (MG 136,1) 
    67 mM  NaH2PO4 · H20  (MG 138) 
Tris-Puffer 0,15 M:  150 mM KCl  (MG 74,55 ) 
    10 mM  MgCl2 · H20  (MG 95,21) 
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    50 mM  Tris(hydroxymethyl)aminomethan (MG 121,1) 
    mit rauchender HCl auf pH 7,4 eingestellt. 
Tris-Puffer 0,066 M:  analoge Zusammensetzung 
    mit rauchender HCl auf pH 7,4 eingestellt. 
 
Für die in vivo Versuche wurden außerdem folgende Pharmaka und Lösungen benötigt: 
 -  Imipramin-HCl, 5-(3-Dimethylaminopropyl)-10,11-dihydro-5H-di-benz(b,f)azepin 
 -hydrochlorid in 2 ml Ampullen zu je 25 mg (Tofranil), Ciba-Geigy, Wehr 
 -  Desipramin-HCl, 10,11-Dihydro-5-(3-dimethylaminopropyl)-5H-di-benz(b,f)azepin 
 -hydrochlorid, Referenzsubstanz von Ciba-Geigy, Wehr 
 -  Intralipid, Pfrimmer u. Co., Erlangen 
 -  Ketamin HCl, 2-(2-Chlorphenyl)-2-(methylamino)cyclohexanon, Injektionslösung  
 (50 mg/ml Base), Parke-Davis, München 
 -  Combelen, Bayer AG, Leverkusen 
 -  Expafusin, Pfrimmer, Erlangen 
 
2.2.3 Instrumente und Geräte  
 
Zur Präparation der Versuchstiere verwandten wir folgende Instrumente: 
 -  Augenschere, Aesculap, Tuttlingen 
 -  Skalpellhalter Nr. 4, Klingen Nr. 19 
 -  Arterienklemmen, BH 206, Aesculap, Tuttlingen 
 -  Besteck-Wanne 
 -  Fadenschere 
 -  Katheter "Spieß", 22 cm 
 -  Nadelhalter, BM 406, Aesculap, Tuttlingen 
 -  Pinzette, anatom., atr., Aesculap, Tuttlingen 
 -  Pinzette, chir., gerade, Aesculap, Tuttlingen 
 -  Pinzette, anatom., gebogen, Aesculap, Tuttlingen 
 -  Pinzette, anatom., gerade, Aesculap, Tuttlingen 
 -  Sterilisationskasten 
 
an Nahtmaterial: 
 -  Ethibond, 3m, Best. Nr. EH 555 P, Ethicon, Norderstedt 
 -  Nähseide schwarz, (4/0), 3 x 50 cm, Serag Wiesner 
 -  Vicryl (3/0), Ethicon, Norderstedt 
 
an Gerätschaften für den operativen Abschnitt: 
 -  Infusionspumpe, Braun, Melsungen 
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 -  Jackett zum Schutz und zur Stabilisierung der Fixationsstelle der Stahlfeder am 
Nacken der Ratte, Herstellung in der Hauswerkstatt nach Angabe  

 -  Macrolon Einzelkäfig, Ehret GmbH & Co KG, Emmendingen 
Maße: oben außen 238 x 138 mm, unten innen 215 x 105 mm, 

Höhe 130 mm, Fläche ca. 225cm2 
 -  OP-Tisch, Meuwing-Braun, Süsset Schmidt, Germering 
 -  Polyethylenkatheter, PE 10 für die Kanülierung des Duodenum Art. Nr. 7406, Ulrich, Ulm 
 -  Polyethylenkatheter, PE 20 für die Kanülierung der A. Carotis, Art. Nr. 7401, Ulrich, Ulm 
 -  Schermaschine + Scherkopf, Hauptner München 
 -  Stahlfedern (30 cm lang, 0,5 cm I.D.) mit Knopf zur subkutanen Implantation, 

Herstellung in der Hauswerkstatt nach Angabe  
 

Gerätschaften für den analytischen Abschnitt: 
 -  Aufgabensystem: Negretti & Zambra mit 100 µl Dosierschleife 
 -  Automatischer Probengeber, Modell 231/401, Abimed, Düsseldorf 
 -  High Precision Pump, Model 300B, Gynkotek 
 -  Spektrophotometer SP4, Gynkotek, Germering 
 -  UV-Photometer UVD 160-2, Gynkotek, Germering 
 -  Shimadzu C-R3A, Integrator, Chrompack, Frankfurt/Main 
 -  HPLC Säulen  
 •  Nucleosil 100-5 C18, 4 · 200 mm, Macherey-Nagel, Düren 
 •  LiChrospher 100 RP18, 5 µm, 4 · 250 mm, Merck, Darmstadt 
 -  Analysenwaagen, H35 und PC 440 Delta Range, Mettler, Holzkirchen 
 -  Digital pH-Meter Typ 645, Knick, Berlin 
 -  Glashomogenisator nach Potter-Elvehjem, 5 ml, 10 ml, 15 ml, Bender & Hobein, München 
 -  Magnetheizrührer, RCT, IKA-Labortechnik, Staufen 
 -  Potter Reax 2000, Heidolph, Lauda  
 -  Vortex Rüttler, Bachofer, Reutlingen 
 -  Trockenschrank U 60, Memmert, Schwabach 
 -  Ultra-Turrax T25, IKA-Labortechnik, Staufen 
 -  Ultraschallbad, Typ H O R , Patz, Wankendorf 
 -  Ultrazentrifuge, TGA-50, Kontron, Eching 
 -  UV-Lampe Osram G176 mit ULTRA-VITOLUX 300 W, Osram München 
 -  Wasserbad mit Schüttler, Modell 676, New Brunswick Scientific, New Brunswick, USA 
 -  Zentrifuge, centra-M, International Equipment Company, Neadham Heights, 

Massachusetts, USA 
 -  Zentrifuge, RC5C, Sorvall Instruments, Bad Homburg 
 -  Clinipette, Einvolumenpipette, 5, 25, 50, 100, 200, 500 µl, Clinicon Mannheim 
 -  Combitips, 0,5, 1,25, 5, 12,5, 50 ml Eppendorf, Hamburg 
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 -  Mikroliter GC Spritze, 10, 50, 100 ml, Hamilton, Bonaduz, CH 
 -  Multipette, Handdispenser für Seriendosierungen, plus Adapter für  

Combitips 50 ml, Eppendorf, Hamburg 
 -  Varipette, Micropipette mit kontinuierlicher Volumenwahl, 

0,5 - 10µl, 10 - 100 µl, 100 - 1000 µl, Eppendorf Hamburg 
 -  Pipettenspitzen Comfortips, 0,5 - 10 µl, Eppendorf Hamburg 
 -  Reagenzröhrchen 5 ml Inhalt, Polypropylen mit Deckel, Sarstedt 
 -  Reaktionsgefäße Typ 3810, 1,5 ml, Eppendorf, Hamburg 
 
 
2.3 Intraduodenale Applikation von TCDD und Imipramin 

in vivo  (Versuch 1) 
 
2.3.1 Versuchsvorbereitungen 
 
2.3.1.1 Vorbereitung des Katheters zur Implantation in die Arteria Carotis der 

Ratte 
 
Ein Polyethylenkatheter PE 20 wird auf 83 cm abgeschnitten. Durch das Einziehen eines 
Edelstahldrahtes in den Katheter setzt man die Voraussetzung zum Anbringen von zwei Fixie-
rungsknoten, die später den Katheter an der Halsmuskulatur befestigen sollen. Der PE Kathe-
ter wird über einer Flamme an den Stellen, an denen die Knoten entstehen sollen, erwärmt 
und zusammengeschoben. Der Edelstahldraht verhindert hierbei die Stenosierung des Kathe-
terlumens und wird nach der Knotenbildung wieder herausgezogen (siehe Abbildung 4). 
 

800 mm                                                          7 mm         23 mm 

 
Abbildung 4: Carotis-Katheter PE-Schlauch (PE 20: 0,38 x 1,09 mm), 830 mm 
 
Den ersten Knoten setzt man genau 23 mm von der Katheterspitze entfernt, den zweiten 7 mm 
hinter den ersten Knoten. So verhindert man das Vorrutschen des implantierten Katheters aus 
dem Truncus brachiocephalicus in die linke Kammer und die Zerstörung der Aortenklappe. 
Ca. 1 cm nach dem zweiten Knoten wird der Katheter um einen erwärmten Metallstab, 
Durchmesser 0,8 cm, geschlungen und eine Minute in ein 80 ºC warmes Wasserbad gehalten. 
Dadurch entsteht eine kleine Schlinge, die später nach der Implantation, für Bewegungen der 
Ratte Raum läßt; also einen Puffer bildet, der das Verrutschen des Katheters in der A. carotis 
verhindern soll. Dies erwies sich als sinnvoll, da in den ersten Vorversuchen mehrere Ratten 
an einer Herzbeuteltamponade oder Perforation des Herzens durch Verrutschens des Kathe-
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ters starben. Der fertige Katheter wird spitz angeschnitten, um das Einführen in die A. Carotis 
zu erleichtern. Die Katheter werden auf Dichtigkeit und Durchgängigkeit geprüft und können 
nach der Sterilisation implantiert werden. 
 
2.3.1.2 Vorbereitung eines Katheters zur Implantation in das Duodenum einer 

Ratte 
 
Zur Anfertigung des Duodenalkatheters wird PE 10 und PE 20 Schlauchmaterial verwendet. 
80 cm PE 20 Schlauch wird abgeschnitten, ein Metalldraht eingezogen und auf die oben 
beschriebene Weise ein Knoten 10 mm vor dem Schlauchende gebildet. Er dient der 
Fixierung an der Abdominalmuskulatur. Den ersten Metalldraht zieht man heraus und ersetzt 
ihn durch einen dünneren Metalldraht. Nun werden 60 mm des dünneren PE 10 Schlauches an 
dem Knotenende auf den Metalldraht aufgezogen und mechanisch adaptiert. Durch eine Gas-
flamme verschweißt man beide Schläuche miteinander.  
10 mm vor dem Ende des PE 10 Schlauches wird noch ein Knoten gebildet, welcher zur 
Fixierung im Darmlumen dient (siehe Abbildung 5). 
Der Metalldraht wird nun herausgezogen und der Katheter auf Durchgängigkeit und Dichtig-
keit überprüft. Nach der Gassterilisation können die Katheter implantiert werden. 
Man verwendet den dickeren PE 20 Schlauch nur subcutan, der elastischere PE 10 Schlauch 
kann durch die Abdominalwand geführt werden, um das Duodenum zu sondieren. Dies ver-
meidet Verletzungen, Rupturen und schwere Bauchtraumen durch den starreren PE 20 
Schlauch. 
 

PE 10 (60 mm) PE 20 (800 mm) 

 
 
Abbildung 5: Duodenalkatheter (PE 20: 0,38x1,09 mm; Länge 800 mm / PE 10: 0,28x0,61 

mm; Länge 60 mm / X = Position der Knoten) 
 
 
2.3.2  Operationstechnik 
 
Vor der Operation werden die Ratten 24 Stunden nüchtern gesetzt. Die Ratten werden durch 
intramuskuläre Injektion in die Adduktorenmuskulatur beider Hinterbeine mit Ketamin und 
Combelen (2 und 1,2 ml/kg Körpergewicht entsprechend 100 und 12 mg/kg) anästhesiert. Der 
Halsbereich und die Bauchdecke wird rasiert und desinfiziert. Die Ratte wird auf einem 
gewärmten Op-Tisch fixiert und zuerst im ventralen Halsbereich die A. carotis frei präpariert. 
Vom dorsalen Halsbereich wird mit Hilfe einer weitlumigen Kanüle der Katheter unter der 
Haut zur ventralen Seite geführt und anschließend mit heparinisierter Kochsalzlösung gefüllt. 
Die A. carotis wird nach cranial mit einer Einzelknopfnaht abgebunden und caudal mit einer 
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Klemme möglichst distal abgeklemmt und ohne sie zu durchtrennen mit einer Augenschere 
eröffnet.  
 
   a)                                                         b) CaCa
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Kanülierung der A. carotis 
  a) Anatomische Übersicht (aus Cook, 1965) 
  b-d) Operatives Vorgehen (aus van Dongen et al., 1990) 
 
 
Der angespitzte Katheter wird nun unter Öffnen der Klemme in die A. carotis circa 20 mm 
weit bis kurz vor die Aortenklappe des Herzen eingeführt und mit zwei Einzelknopfnähten in 
der Arterie vor und nach dem Knoten fixiert, sowie mittels heparinisierter Kochsalzlösung auf 
seine Durchgängigkeit geprüft. Die Spirale des Katheters fixiert man mit zwei Nähten an der 
Halsmuskulatur. Der Situs wird mit vier Einzelknopfnähten verschlossen. 
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Jetzt wird die Bauchhöhle in der Linea alba auf 2-3 cm Länge eröffnet. Der Duodenalkatheter 
wird wiederum vom dorsalen Halsbereich subkutan bis zur Bauchhöhlenöffnung geführt. 
Durch eine Sonde wird die Abdominalwand perforiert, der Duodenalkatheter durchgezogen 
und durch eine Einzelknopfnaht am M. rectus abdominis fixiert. 
Das Duodenum wird nun aus der Bauchhöhle auf einen mit Kochsalz getränkten Gazestreifen 
vorgelagert und mit einer Kanüle punktiert. Durch diese Öffnung wird der Duodenalkatheter 
etwa 1 cm weit vorgeschoben und mit zwei Nähten in der Darmwand fixiert. Nach einer wei-
teren Fixierung des Katheters am Übergang vom PE 10 zum PE 20 Katheter in der 
Bauchwand wird diese mit einer fortlaufenden Naht (Peritoneum und Muskelschicht) und 
Einzelknopfnähten (Haut) verschlossen.  
Alle Katheter werden nochmals auf ihre Durchgängigkeit geprüft. Der Gefäßkatheter wird 
schließlich mit heparinisierter physiologischer Kochsalzlösung (35 IE/ml) gefüllt und durch 
Abschmelzen an einer Flamme (Feuerzeug oder Streichholz) verschlossen. 
 

 
 
 
Abbildung 7: Schematische Darstellung des Verlaufes des A. carotis-Katheters in der Ratte 

und postoperative Versuchsanordnung. 
 
 
Noch während der Narkose (48 Stunden vor dem Imipraminversuch werden die Ratten durch 
TCDD induziert: Über den Duodenalkatheter injiziert man der Verum-Gruppe TCDD, 
5 µg/kg Körpergewicht, gelöst in Oliven-Speiseöl (2 ml/kg Körpergewicht) über einen Zeit-
raum von zwei Minuten mit Hilfe einer Infusionspumpe. Bei der Vergleichsgruppe wird 
Speiseöl alleine infundiert. Nach der Injektion werden die Katheter beider Gruppen mit 1 ml 
Intralipid nachgespült. Jetzt wird die Stahlfeder zum Schutz vor dem Verbiß durch die Ratte 
über die Katheter geschoben und das knopfförmige Ende in der Haut dorsal auf dem Hals 
eingenäht. Das Jackett wird über die Vorderpfoten gezogen und durch seinen Klettverschluß 
am Hals verschlossen.  
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Die Ratten kommen in Makrolon-Einzelkäfige mit Fallbügelverschluß. Die Stahlfeder wird 
aus dem Deckel herausgeführt und durch eine Metallscheibe gesichert, damit ihr Ende nicht in 
den Käfig hereingezogen werden kann. Bis zum Erwachen aus der Narkose werden die Tiere 
durch eine Rotlichtlampe gewärmt. Futter und Wasser steht ad libitum zur Verfügung. 
Durch Kanülierung der A. carotis und des Dünndarms wird die Applikation der zu unter-
suchenden Substanz und die Gewinnung der Blutproben an wachen Ratten ermöglicht.  
 
 
2.3.3 Versuchsdurchführung und Blutprobenentnahme 
 
Die Katheter werden zweimal täglich mit 0,3 bis 0,5 ml heparinisierter isotonischer Koch-
salzlösung (1750 IE Heparin Na 25000/50 ml Kochsalzlösung) gespült. Am zweiten Tag nach 
der Operation wird die Imipraminlösung, 25 mg/kg Körpergewicht (2 ml/kg), über den Duo-
denalkatheter mit der Infusionspumpe innerhalb von 10 Minuten infundiert. (Geschwindigkeit 
der Pumpe: 4,1 mm/sec, Vorlauf des mit isotonischer Kochsalzlösung gefüllten Duodenal-
katheters 20 sec). Bereits während der Infusion wird nach 5 Minuten die erste Blutprobe aus 
dem Carotiskatheter entnommen. Über eine mit heparinisierter Kochsalzlösung gefüllte 1 ml 
Einmalspritze werden mittels eines Dreiwegehahnes zuerst 0,05 ml Kochsalzlösung injiziert; 
der Katheter wird freigespült, eventuelle Thromben werden gelöst. Durch Aspiration gewinnt 
man 0,1 ml arterielles Blut, das verworfen wird.  
Der Dreiwegehahn wird zur Probenentnahme umgelegt und innerhalb zwei bis drei Minuten 
0,3 ml arterielles Blut in einer zweiten Einmalspritze gewonnen. Das Blut wird in ein Eppen-
dorf Reaktionsgefäß übergeführt und zur Verhinderung einer Gerinnung mit zwei 
Ammonium-Heparinatkügelchen versetzt. 
Der Volumenverlust, etwa 0,4 ml pro Probenentnahme, wird durch die heparinisierte Koch-
salzlösung ersetzt. 
Das Entnahmeschema ist 0, 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 480, 1080, und 2400 
Minuten nach dem Beginn der Infusion. Nach jeder Probenentnahme wird der Carotis-Kathe-
ter durch eine Arterienklemme abgeklemmt oder angeschmolzen. 
Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Imipramin und Desipramin erfolgte im 
Labor von Herrn Dr. Kuss mit einer etablierten HPLC-Methode (siehe 3.7). 
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2.4 Intragastrale Applikation von TCDD und Imipramin 
 in vivo  (Versuch 2) 
 
2.4.1 Nüchterne Tiere  (Versuch 2a) 
 
Zur Überprüfung der Ergebnisse mit nicht operierten (nicht gestressten) Ratten wurden zwei 
weitere Versuche mit intragastraler Applikation von TCDD als auch von Imipramin durch 
Schlündeln in den gleichen Dosierungen vorgenommen. Gleichzeitig mit der Vermeidung des 
Operationsstress wurde auch der Applikationsort geändert. 
Vor der Imipramingabe wurde im ersten Versuch den Ratten das Futter entzogen, während im 
zweiten Versuch die Ratten ad libitum gefüttert wurden. 
Die Ratten der Verumgruppe erhalten 5 µg pro kg TCDD, gelöst in 0,6 ml Mazola Sonnen-
blumenöl, die Kontrollgruppe dagegen nur 0,6 ml reines Mazola Sonnenblumenöl durch 
Schlündeln verabreicht. Beide Gruppen werden 18 Stunden vor der Imipramingabe nüchtern 
gesetzt, bei freier Wasserwahl, um das Stressphänomen der Operation mit Nahrungskarenz 
nachzuempfinden. Zwischen der TCDD-Applikation und der Imipramingabe liegen wiederum 
48 Stunden, die Imipraminapplikation beträgt wie in den vorhergegangenen Versuchen 
25 mg/kg und wird in einer Lösung von 12,5 mg/ml mit einer Sonde geschlündelt. Die Ratten 
der Verum- und Kontrollgruppe werden nach 1, 2 und 4 Stunden dekapitiert (jeweils Unter-
kollektive von 5 Kontroll- und 5 Verumtieren), die Blutproben (2 ml Vollblut pro Ratte) 
sofort zentrifugiert. Plasmaproben von je 0,1 ml werden zur Bestimmung der Imipramin- und 
Desipraminkonzentrationen eingefroren. 
 
 
2.4.2 Gefütterte Tiere  (Versuch 2b) 
 
Für Versuch 2b wird der Versuchsablauf der intragastralen Imipramin-Applikation an einem 
kleineren Kollektiv wiederholt, welches ad libitum gefüttert ist. Sämtliche weiteren Parameter 
werden konstant gehalten. Um den Verbrauch an Versuchstieren zu verringern und gleich-
zeitig vergleichbare Aussagen zu erhalten, modifizierten wir die Gewinnung im Sinne einer 
Entnahme in vivo aus dem Retroorbitalsinus. Die Ratten werden in einem Ethertopf kurz-
fristig narkotisiert, die Blutentnahme aus dem Retroorbitalsinus wird durch Anstechen des 
medialen Augenwinkels mit einer spitzen Kapillare ermöglicht. Die jeweils ersten 0,5 ml Blut 
werden verworfen. Je Probenentnahme, nach 1, 2, 4 und 24 Stunden, werden circa 0,6 ml Blut 
gewonnen, welches sofort zentrifugiert wird. Plasmaproben von je 0,1 ml werden eingefroren. 
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2.5 Intrajejunale Applikation von TCDD und Imipramin 
 über einen implantierten Darmkatheter  (Versuch 3) 
 
Für den folgenden Versuch mit intrajejunaler Applikation modifizierten wir den Operations-
plan, da sich die Verwendung eines Carotiskatheters als sehr aufwendig und störanfällig 
erwiesen hatte. Die Injektion von TCDD und Imipramin erfolgte nun über einen intrajejunalen 
Katheter, die Blutentnahmen wurden nach 30 min und 60 min aus dem Retroorbitalsinus und 
nach 120 min durch Dekapitieren gewonnen. 
Die Operationsvorbereitung und Operation selbst wurden zum größten Teil schon unter 2.3 
beschrieben; nachfolgend werden nur abweichende Fakten angegeben. 
Je 5 Ratten der Verum- und 6 der Vergleichsgruppe werden mit Ketamin und Combelen (2,0 
und 1,2 ml/kg Körpergewicht entsprechend 100 und 12 mg/kg) anästhesiert. Die Bauchdecke 
wird rasiert und desinfiziert und in der Linea alba auf 2-3 cm eröffnet. Das Jejunum wird aus 
der Bauchhöhle auf einen mit isotonischer Kochsalzlösung getränkten Gazestreifen vorgela-
gert und mit einer Kanüle punktiert. Durch diese Öffnung wird der Jejunal-Katheter 1 cm in 
das Darmlumen vorgeschoben und mit zwei Nähten in der Darmwand fixiert. Nach einer 
weiteren Fixierung am Knoten des Übergangs von PE 10 auf den PE 20 Katheter an der 
Bauchwand wird diese mit einer fortlaufenden Naht (Peritoneum und Muskelschicht) und 
Einzelknopfnähte (Haut) verschlossen. Der Jejunal-Katheter wird zuvor, wie unter 3.2 
beschrieben, unter der Haut zum dorsalen Halsbereich geführt und dort unter dem Schutz 
einer Stahlfeder aus dem Käfig ausgeleitet. 
Den Ratten werden 5 µg/kg TCDD gelöst in Mazola Speiseöl (2 ml/kg), Verumgruppe, bezie-
hungsweise reines Mazolaöl (2 ml/kg), Kontrollgruppe, direkt in den Darm durch den Kathe-
ter gespritzt. Die Ratten sind seit 24 Stunden vor dem Versuch nüchtern gesetzt. Wasser steht 
ad libitum zur Verfügung. 48 Stunden nach der TCDD-Gabe wird der Verum- und Kontroll-
gruppe die Imipraminlösung (2 ml/kg Körpergewicht; 2,5 mg/ml) direkt über den Katheter 
mit der Infusionspumpe innerhalb von 10 Minuten in den Darm infundiert (Geschwindigkeit 
der Pumpe: 4,1 mm/sec, Vorlauf des mit isotonischer Kochsalzlösung gefüllten Jejunal-
Katheter: 20 sec). Die Probenentnahme erfolgt erneut nach 30 und 60 min aus dem Retro-
orbitalsinus und nach 120 min durch Dekapitieren. Die Proben werden zentrifugiert und das 
Plasma zur weiteren Analytik eingefroren. 
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2.6 Mikrosomaler Leberstoffwechsel von Imipramin nach 
TCDD-Induktion (Versuch 4) 

 
2.6.1  Gewinnung von Lebermikrosomen 
 
Zur Untersuchung des Einflusses von TCDD auf die Aktivität der mischfunktionellen Oxyge-
nasen in Bezug auf die Pharmakokinetik von Imipramin führten wir schließlich auch in vitro 
Versuche durch. 
Die Ratten erhalten jeweils um 9.00 Uhr morgens mittels Schlundsonde 5 µg TCDD/kg Kör-
pergewicht intragastral appliziert. Das TCDD ist in einer Konzentration von 2,5 ng/ml in 
Mazola Weizenkeimöl gelöst. Die Kontrollgruppe erhält unter gleichen Versuchsbedingungen 
reines Speiseöl intragastral in einer Konzentration von 2 ml/kg Körpergewicht verabreicht. 
Eine Gruppe der Ratten wird nüchtern gehalten, die andere kann ad libitum fressen. 
48 Stunden nach Versuchsbeginn werden die Tiere zur Mikrosomenherstellung durch Entblu-
ten in Ethernarkose getötet und ihre Lebern entnommen. Diese werden in ein Becherglas mit 
Pufferlösung A (0,25 M Sucrose, auf pH 7,4 eingestellt mit 5 N NaOH) gelegt und durch Eis 
gekühlt. Nach dem Spülen und Wiegen der Lebern werden sie einzeln in ein Becherglas mit 
10 ml Pufferlösung A überführt und eine Minute in einem Ultra-Turrax grob zerkleinert. 
Dann werden sie in einen mit einer Bohrmaschine gekoppelten Glashomogenisator mit 10 bis 
15 Hüben gepottert. Um ein zu starkes Überwärmen des Homogenats zu verhindern, wird der 
Homogenisator stets in Eis gehalten. Anschließend wird das Homogenat in Sorvall Zentrifu-
genbecher überführt und austariert. Das Homogenat wird 10 min bei 800 g und 20 min bei 
10.000 g (bei 4º C) zentrifugiert. Der Überstand wird in Ultrazentrifugenbecher überführt und 
60 min bei 105.000 g (bei 4º C) zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, das Pellet mit 
6 ml Pufferlösung A aufgenommen, gepottert und nochmals 45 min bei 105.000 g (bei 4º C) 
zentrifugiert. Der Überstand wird wieder verworfen und das Pellet mit 6 ml Pufferlösung A 
aufgenommen und gepottert. Die Mikrosomen werden entweder direkt für die Inkubationen 
verwendet oder portionsweise zu 1000 µl in Eppendorf Reaktionsgefäßen bei -25º C einge-
froren.  
 
 
2.6.2 Bestimmung des Proteingehaltes der Mikrosomen 
 
Zur Bestimmung des Proteingehaltes wird das BCA Protein Assay Reagent (Pierce) ver-
wendet. Hierbei reduziert das Protein Kupfer (II)-Salz nach der Biuret-Reaktion zu Kupfer (I). 
Kupfer (I) kann mit Cholin-4-carboxylat zu einem violett gefärbten Komplex reagieren, 
dessen Menge photometrisch bei 578 nm bestimmt wird.  
Zuerst wird die BCA-Lösung aus 50 Teilen Reagenz A (BCA-Reagenz, Na2CO3, NaHCO3 
und Natriumtartrat in 0,2 N NaOH) und 1 Teil Reagenz B (4%ige CuSO4 in wäßriger Lösung) 
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hergestellt. Zur Erstellung einer Eichkurve wird Rinderserumalbumin mit einer 
Proteinkonzentration von 0,5 mg/ml verwendet.  
Es werden Proben von 5, 10, 20, 30, 40, 50 µl mit H20 auf 50 µl aufgefüllt. Jeder Probe fügt 
man 1 ml BCA-Lösung hinzu. Es wird bei 37 ºC im Wasserbad inkubiert und 10 min auf 
Raumtemperatur abgekühlt. Die Extinktion wird danach mit einem Spektralphotometer bei  
578 nm (20 ºC) gemessen. Die ermittelten Extinktionen werden in ein Koordinatensystem, 
dessen x-Achse die Proteinkonzentration und dessen y-Achse die Extinktion darstellt, 
eingetragen und die Eichkurve erstellt. 
20 µl der zu bestimmenden Lebermikrosomensuspensionen werden mit 400 µl H2O verdünnt, 
davon je 3×20 µl und je 3×40 µl auf 50 µl mit H2O verdünnt und 1 ml BCA-Lösung dazu-
gegeben. Die Proben werden wie oben beschrieben behandelt und gemessen. Die gemessenen 
Extinktionen können anhand der erstellten Eichgeraden einer Proteinkonzentration zugeordnet 
werden. 
 
2.6.3 Bestimmung des Induktionsstatus mit Ethoxyresorufin  

(Versuch 4a) 
 
2.6.3.1 Prinzip und Durchführung 
 
Die Aktivitätsänderung der Ethoxyresorufindeethylase (EROD) ist ein Indikator für die durch  
TCDD verursachte Induktion der mikrosomalen Leberenzymen. Zur Bestimmung der EROD-
Aktivität läßt man die mikrosomale Lösung mit Ethoxyresorufin als Substrat reagieren  
(McCormack et al., 1979). 
Mikrosomales Protein deethyliert in Gegenwart eines NADPH-regenerierenden Systems bei 
37 °C vorhandenes Ethoxyresorufin zu Resorufin, welches aufgrund seiner Fluoreszenz gut 
nachgewiesen werden kann. Die Menge des entstandenen Resorufin gibt Aufschluß über die 
EROD-Aktivität. 
Zur Inkubation werden die Lebermikrosomen wieder aufgetaut und nach der Bestimmung 
ihres Proteingehaltes soweit mit Tris-Puffer (0,15 M; pH 7,4) verdünnt, daß Ihre Proteinkon-
zentration zwischen 2 und 3 mg/ml liegt. Im allgemeinen müssen die Mikrosomenlösungen 
im Verhältnis 1 zu 5 verdünnt werden. Je Ansatz werden 50 µl Mikrosomenlösungen ver-
wendet. Der Enzymcocktail wird durch Lösen der Bestandteile in Tris-Puffer (0,066 M; pH 
7,4) hergestellt und besitzt folgende Zusammensetzung: 
 
 Ethoxyresorufin (MG: 241,1) 50,0 nmol/Ansatz 12,05 µg/Ansatz 
 Gluc 6P (MG: 304,2)  10,0 µmol/Ansatz 3,04 mg/Ansatz  
 Gluc 6P DH (IU/ml: 350)  0,8 IU/Ansatz 2,28 µl/Ansatz  
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Je Ansatz werden 850 µl Enzymcocktail verwendet. Die Reaktion wird mit 100 µl einer Lö-
sung von 333,36 µg NADPH (MG 833,4) in 100 ml Tris-Puffer (0,066 M; pH 7,4) gestartet.  
Ein Versuchsansatz umfaßt demnach 1 ml und hat also folgende Zusammensetzung: 
 
  50 µl  Mikrosomen-Verdünnung (2-3 mg/ml) 
 850 µl  Enzymcocktail 
 100 µl  NADPH-Lösung als Starter 
 -------------------------------------------------------------------------- 
 1000 µl Ansatzvolumen 
 
Der Enzymcocktail (850 µl) und die Mikrosomenlösung (50 µl) werden in einem Reaktions-
gefäß 2 min bei 37 °C in einem Schüttelbad vorinkubiert. 
Nach 2 min wird die Reaktion mit NADPH (100 µl) gestartet. Je Tierleber wird ein Ansatz 
sofort, vor dem Zugeben der NADPH Lösung, mit 1 ml Aceton gestoppt. Bei drei Ansätzen 
wird die mikrosomale Lösung durch Tris-Puffer ersetzt (Leerwert). 
Die Reaktionsansätze werden 2 min bei 37 °C im Schüttelbad inkubiert und durch Zugabe 
von 1 ml Aceton (20 °C) gestoppt. Pro Ansatz werden 3 ml Aqua tridest. hinzugefügt. Das 
Endvolumen beträgt 5 ml. Ethoxyresorufin hat hier eine Konzentration von 10 µmol/L 
Die Inkubationslösungen werden in ihren Reaktionsgefäßen belassen und das Resorufin sofort 
durch Fluoreszenzphotometrie bei 580 nm Emissionswellenlänge und 530 nm Anregungs-
wellenlänge gemessen. Während der Messungen sollten die Proben unter Luft- und Licht-
abschluss gehalten werden. 
 
 
2.6.3.2 Erstellung einer Resorufin-Eichgeraden 
 
Zur Erstellung einer Eichgeraden wird 11,76 mg Resorufin in 50 ml Aqua tridest. gelöst 
(= Stammlösung I). 500 µl der Stammlösung I werden in einen 50 ml Meßkolben überführt 
und mit Tris-Puffer (0,066 M; pH 7,4), Aceton und Aqua tridest. im Verhältnis 1 : 1 : 3 auf 
50 ml aufgefüllt (= Stammlösung II). Es werden Proben mit 10, 20, 40, 50, 100, 200, 300 und 
500 µl der Stammlösung II entnommen und mit Tris-Puffer 1 : 1 : 3 auf 5 ml aufgefüllt. Die 
Proben werden fluoreszenzphotometrisch bei einer Anregungswellenlänge von 530 nm bei 
580 nm gegen die Puffermischung bestimmt (siehe Abbildung 8). Die einzelne Werte finden 
sich in der Tabelle 9 im Anhang. Die Eichgerade, in der die Konzentration an Resorufin 
[nmol/l] gegen die Emission aufgetragen ist besitzt eine Steigung von 0,00291±0,000556. 
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Abbildung 8 Erstellung einer Resorufin-Eichgeraden. Die Emission wurde bei 580 nm 

nach Anregung bei 530 nm gemessen. 
 
 
 
2.6.4 Mikrosomaler Umsatz von Imipramin nach TCDD-Induktion 

(Versuch 4a) 
 
Zur Bestimmung des Einflusses einer TCDD Induktion werden Lebermikrosomen von Kon-
troll– und Verumtieren mit Imipramin als Substrat versetzt (nach Krüger et al., 1986). Die 
Lebermikrosomen werden aufgetaut, der Proteingehalt bestimmt und nach entsprechender 
Verdünnung (2 – 3 mg/ml) in Gegenwart eines NADPH-regenerierenden Systems bei 37 ºC 
mit einer Imipraminlösung in einem Tris-Puffer (0,15 M, pH 7,4) inkubiert. Die Reaktion 
wird nach 60 min durch den Zusatz von 100 µl 5 N NaOH gestoppt.  
Die Imipraminsubstratlösung wird auf eine Konzentration von 100 nmol/ml durch Lösen von 
50,64 µl Tofranil (1 ml Tofranil = 12,5 mg Imipramin) in 1 ml Tris-Puffer eingestellt.  
Ein Versuchsansatz umfaßt 5 ml und hat folgende Zusammensetzung: 
 
 3,5 ml NADPH-regenerierendes System 
 1,0 ml Substratlösung (100 nmol Imipramin) als Standard 
 0,5 ml Mikrosomen-Verdünnung (2-3 mg/ml) 
 ---------------------------------------------------------------------------------- 
 5,0 ml Endvolumen des Ansatzes 
 
Die Mikrosomen-Verdünnung und das NADPH-regenerierende System werden in einem 5 ml 
Reaktionsgefäß vereinigt und 2 min bei 37 ºC in einem Wasserbad mit Schüttler vorinkubiert. 
Die Reaktion wird durch Zugabe des Substrates (1 ml Imipraminlösung) gestartet und 60 min. 
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bei 37 ºC unter Luftabschluß bei ständigem Schütteln inkubiert. Nach Ablauf der Inkuba-
tionszeit wird die Reaktion durch Proteindenaturierung mit 100 µl 5 N NaOH gestoppt. Die 
Inkubationslösungen werden in ihren Reaktionsgefäßen belassen und bei –20 ºC zur weiteren 
HPLC-Analytik eingefroren.  
 
 
2.7 Extraktion und Analytik 
 
2.7.1  Bestimmung der Imipramin-Plasmakonzentrationen 
 
2.7.1.1  Probenvorbereitung 
 
Zur Bestimmung der Konzentration von Imipramins und seinen Metaboliten werden die Pro-
ben in einem ersten Arbeitsschritt nach der (modifizierten) Methode von Krüger et al. (1986) 
extrahiert.  
Nach dem Auftauen werden die Proben zunächst gepottert. 200 µl Suspension werden in ein 
Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt (enthält 200 ng Doxepin als internen Standard) und mit 
200 µl NaHCO3 Puffer pH 10,5 und 1 ml Ether versetzt und verschlossen. Durch das alkali-
sche Milieu können die lipophilen organischen Basen mit Ether extrahiert werden. Der gesät-
tigte Natriumbicarbonatpuffer bewirkt gleichzeitig einen Aussalzeffekt. 
Die Mischung wird 5 min geschüttelt, danach 2 min bei 10.000 g zentrifugiert, um eine klare 
Phasentrennung zu erhalten. Die Eppendorf-Reaktionsgefäße werden nun 1 min bis zur Pha-
sentrennlinie in flüssigen Stickstoff getaucht. Die untere Wasserphase gefriert, so daß die 
Etherphase ohne Probleme von der wäßrigen Phase getrennt werden kann. Die Etherphase 
wird in ein neues Eppendorfgefäß überführt und mit 100 µl 0,1-N H2SO4 versetzt.  
Im sauren Milieu liegen die organischen Basen als wasserlösliche Salze vor und können vom 
Ether in die wäßrige Phase zurückextrahiert werden. Die Mischung wird 5 min bis zur Ein-
stellung eines Konzentrationsgleichgewichts geschüttelt und 2 min bei 10.000 g zentrifugiert. 
Der Ether wird abpipettiert und verworfen. Die restliche Etherphase wird unter N2 Druck in 
einer von Kuss entwickelten Abdampfapparatur (anfänglich 4 min bei 1,5 atm, dann 16 min 
bei 3 atm) abgeblasen und der Etherdampf unter Unterdruck abgesaugt. Die schwefelsaure 
Lösung enthält nun in konzentrierter Form die zu bestimmenden organischen Basen. Die 
extrahierten Proben werden zur späteren HPLC-Anlayse eingefroren. 
 
 
 
 
 
 
2.7.1.2 HPLC-Analytik 
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Für die folgenden HPLC-Analysen wurde als Integrator der Shimadzu C-R3A, als HPLC 
Pumpe die High Precision Pump, Model 300B von Gynkotek und als Detektor das Spektro-
photometer SP4 von Gynkotek verwendet. 
Säule:   Lichrospher 100 RP-18 5 µm,  
Eluent:   250 ml Acetonitril 
   500 ml Puffer pH 2,3, (1 ml H3PO4 85% ig;) 

   1 ml Triethanolamin 
   (mit Aqua tridest. auf 1000 ml aufgefüllt) 
Standards:  10-OH-Desipramin  10-OH-Imipramin 
   2-OH-Desipramin  Doxepin (Interner Standard) 
   Didesipramin   Desipramin 

 Imipramin   Imipramin-N-oxid 
 
Imipramin und seine Metaboliten werden mittels einer 25 cm C18-reversed phase-HPLC-
Säule aufgetrennt. Die HPLC Pumpe wird auf einen Fluß von 1,4 ml/min eingestellt. Das bis 
zu 100 µl betragende Probenvolumen wird in eine 100 µl Probeschleife in einem Aufgabe-
block aufgegeben. Durch Umschalten des Ventils wird die Probe in den Analysengang ge-
bracht. Der Nachweis erfolgt im UV-Detektor bei 254 nm, wobei nach dem Ende der Mes-
sung das Chromatogramm sowie die Flächeninhalte der Peaks automatisch ausgedruckt wer-
den. Der Integrator wurde auf eine Attenuation von 4 und einem Slope von 2000 eingestellt. 
Je zwei Gramm der Standard-Substanzen werden in 2 ml Methanol gelöst (1 mg/ml Stamm-
lösungen). 50 µl der Stammlösungen werden mit dem Eluenten auf 50 ml verdünnt (1 ng/µl 
Standardlösung). Als externer Standard werden zunächst je 100 µl der einzelnen Substanzen 
getrennt eingespritzt (100 ng/Probe) und die Retentionszeiten ermittelt. 
 
Für weitere Analysen wird eine Mischung der externen Standards hergestellt: 
Je 20 µl der Stammlösungen werden mit dem Eluenten auf 20 ml verdünnt (1 ng/µl). Als 
externer Standard werden 100 µl der Mischung eingespritzt (100 ng/Probe). 
Im folgenden HPLC-Chromatogramm erkennt man die Auftrennung von Imipramin und sei-
nen Metaboliten mit den spezifischen Retentionszeiten der Einzelsubstanzen. 
Die Trennung von Imipramin, der Metaboliten und Doxepin erfolgt in folgender Reihenfolge: 
10-OH-Desipramin, (3,00 min) 10-OH-Imipramin (3,54 min), 2-OH-Desipramin (4,01 min), 
Doxepin (Interner Standard 7,16 min), Didesipramin (7,74 min), Desipramin (9,26 min), 
Imipramin (10,58 min,). Imipramin-N-oxid (11,56 min). 10-OH-Desipramin und 10-OH-Imi-
pramin konnten mit dieser Methode und Laufmittel nicht zur Basislinie getrennt werden.  
 



23 

 
 
Abbildung 9:  HPLC-Chromatogramm mit Auftrennung von Imipramin und seinen Metaboli-

ten in der Zeitachse. Je 100 µl der Standardlösung (100 ng) werden aufgetra-
gen und mittels einer 25 cm C18-reversed phase HPLC-Säule aufgetrennt. 
Der Nachweis erfolgt durch den UV-Detektor bei 254 nm, wobei nach dem 
Ende der Messung das Chromatogramm sowie die Flächeninhalte der Peaks 
automatisch ausgedruckt werden. Die Zahlen geben die Retentionszeiten 
(Peakmaxima) der einzelnen Standardsubstanzen in Minuten an. 

 
 
Zur Analyse der extrahierten Proben werden 70 bis 85 µl in die HPLC Anlage eingespritzt. 
Als interner Standard wird Doxepin benutzt, das in einer Konzentration von 20 µl/ml (ent-
spricht 50 ng/µl) in NaHCO3-Puffer, pH 10,5 gelöst ist (200 ng/Probe). Das Verhältnis zwi-
schen dem eingesetzten inneren Standard in µg pro Probe und der in der anschließenden 
HPLC Analyse gefundenen Menge in µg ergibt die Wiederfindungsrate und eliminiert rechne-
risch die Extraktionsverluste. 
Beispiel-Chromatogramme sind im Anhang (Kap. 7.3) abgebildet. 
 
 
2.8 Auswertung, Datenverarbeitung und Statistik 
 
Die Verarbeitung und Auswertung der Daten wurde auf IBM-kompatiblen PCs unter Verwen-
dung des Tabellenkalkulationsprogramms Excel 5.0 (Microsoft GmbH, Verl) vorgenommen. 
Die Graphiken wurden unter Benutzung von Prism Vs. 2.01 (GraphPad Software Inc, San 
Diego, CA, USA) erstellt. Die Textverarbeitung erfolgte mit MS Word (Microsoft GmbH, 
Verl), mit dem ebenfalls die meisten Abbildungen im Text erstellt wurden. Statistische Aus-
wertungen, soweit mit diesen Programmen nicht durchführbar, wurden mit Hilfe des statisti-
schen Softwarepakets CSS Statistica (Statsoft 1991, Tulsa, OK., USA) vorgenommen. Wir 
verwendeten den U-Test (Swartz, 1973) in der Modifikation nach Mann-Whitney. Als sta-
tistisch signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p< 0,05 angesehen. 
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3  E R G E B N I S S E  
 
3.1 Einfluß von TCDD auf den Imipraminstoffwechsel 
 in vivo 
 
Zur Untersuchung der Auswirkung einer TCDD-Vorbehandlung auf den Imipraminstoffwech-
sel nahmen wir zunächst eine Reihe von in vivo Versuchen vor. In einem ersten Versuch im-
plantierten wir Carotis- und Duodenalkatheter (s. Kapitel 2.3) und verabreichten sowohl 
TCDD als auch das Pharmakon intraduodenal. In weiteren Versuchen erfolgte die Applikation 
intragastral bei nüchternen und gefütterten Ratten (Kapitel 2.4.2). Schließlich wurde die intra-
duodenale Applikation unter leicht veränderten Versuchsbedingungen wiederholt (Kapitel 
2.5). Gemessen wurden jeweils die Plasmakonzentrationen von Imipramin und seines eben-
falls pharmakologisch wirksamen Hauptmetaboliten Desipramin (Desmethylimipramin). Auf-
grund der nur geringen Molmassenunterschiede zwischen Imipramin und Desipramin wurde 
auf eine Darstellung der Ergebnisse in nmol/ml verzichtet und die gebräuchlichere Angabe in 
ng/ml gewählt. 
 
 
3.1.1 Intraduodenale Applikation von Imipramin (Versuch 1) 
 
Über den implantierten intraduodenalen Katheter erhielten die 5 Ratten des Verumkollektivs 
unmittelbar nach der Operation 5 µg/kg KG TCDD in 2 ml/kg KG Speiseöl, den 5 Ratten der 
Kontrollgruppe wurde ausschließlich Speiseöl in derselben Dosierung verabreicht. Zwei Tage 
später wurde über denselben Katheter Imipramin in einer Dosierung von 25 mg/kg KG über 
10 Minuten infundiert. Anschließend entnahmen wir nach 0, 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 180, 
240 und 300 Minuten Blutproben, aus deren Plasma Imipramin und Desipramin bestimmt 
wurden. Die Rohdaten dieses Versuches sind im Anhang in Tabelle 1 wiedergegeben. 
Abbildung 10 zeigt den Verlauf der Imipramin-Konzentrationen im Plasma. Die TCDD-
Vorbehandlung führte gegenüber der Kontrollgruppe zu einer etwa dreifachen Erhöhung der 
Imipraminkonzentrationen, wobei die Unterschiede zu den Kontrollen wegen der großen 
Streuung der Werte in der TCDD-Gruppe nicht immer Signifikanz erreichten. 
Die Imipramin Werte nach 10 Minuten (p=0,04), 90 Minuten (p=0,028), 120 Minuten 
(p=0,044) und 180 Minuten (p=0,028) waren signifikant, alle anderen Werte wiesen keine 
Signifikanz auf. Die AUC war im Beobachtungszeitraum 0 bis 300 min von 113±80 auf 433±
380 µg×min×ml-1 signifikant erhöht. 
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Abbildung 10: Konzentration von Imipramin im Plasma von Ratten 

nach intraduodenaler Applikation: Die Tiere hatten 48 
Stunden zuvor entweder nur Öl (Kontrollgruppe, n=5) oder 
TCDD, 5 µg/kg KG (Verumgruppe, n=5) intraduodenal 
erhalten. Mittelwert und Standardabweichung. 

 

 

Auch die Konzentration des pharmakologisch aktiven Metaboliten Desipramin war nach 
Imipramininfusion in das Duodenum bei TCDD vorbehandelten Ratten um das zwei- bis drei-
fache erhöht. Die AUC war im Beobachtungszeitraum 0 bis 300 min von 221±139 auf 654±
200 µg×min×ml-1 signifikant erhöht.  
Es ergaben sich für sämtliche Zeiten zwischen 10 und 300 Minuten signifikante Unterschiede 
mit p < 0,02 bis p = 0,006. Abbildung 11 zeigt die Konzentrationsverläufe im Plasma. Für 
eine Bestimmung der Halbwertszeit von Desipramin war der Beobachtungszeitraum zu kurz. 
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Abbildung 11  Konzentration von Desipramin im Plasma von Ratten 

nach intraduodenaler Applikation: Die Tiere hatten 48 
Stunden zuvor entweder nur Öl (Kontrollgruppe, n=5) oder 
TCDD, 5 µg/kg KG (Verumgruppe, n=5) intraduodenal 
erhalten. Mittelwert und Standardabweichung. 

 
 
 
3.1.2 Intragastrale Applikation (Versuch 2) 
 
Nach Erhalt der oben beschriebenen unerwarteten Ergebnisse versuchten wir, eine Bestäti-
gung dieser Resultate zu erreichen, ohne die Ratten dem operativen Stress der Implantation 
von Kathetern auszusetzen Wir verabreichten daher in Versuch 2 sowohl TCDD als auch Imi-
pramin in denselben Dosierungen intragastral über eine Schlundsonde. Dies geschah zunächst 
bei nüchternen Tieren (Versuch 2a), in Versuch 2b dann auch an gefütterten Ratten. Die Ge-
winnung der Blutproben unterschied sich zwischen Versuch 2a und 2b in bezug auf Technik 
und Timing (s. Kap. 2.4). Bei den nüchternen Ratten wurde das Blut bei je 5 Kontroll- und 
Verumtieren eine, zwei und vier Stunden nach Imipramingabe durch Enthaupten gewonnen. 
Bei den gefütterten Tieren wurde nach ein, zwei und vier Stunden das Blut aus dem Retro-
orbitalsinus gewonnen, die Tiere wurden erst nach 24 Stunden enthauptet. Die Rohdaten die-
ser Versuche sind im Anhang in den Tabellen 4 und 5 wiedergegeben. 
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3.1.2.1 Nüchternes Kollektiv (Versuch 2a) 
 
Bei dem ersten untersuchten Kollektiv von jeweils sechs Ratten in Kontroll- und Verum-
gruppe wurde eine Nahrungskarenz von 18 Stunden eingehalten. Wasser war den Versuchs-
tieren frei zugänglich. Abbildung 12 zeigt die erhaltenen Ergebnisse.  
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Abbildung 12: Konzentration von Imipramin und Desipramin im Plasma 

von nüchtern gehaltenen Ratten nach Applikation von 
Imipramin, 25 mg/kg KG per Schlundsonde. Die Tiere hatten 
48 Stunden zuvor entweder nur Öl (Kontrollgruppe, n=6) 
oder TCDD, 5 µg/kg KG (Verumgruppe, n=6) intragastral 
erhalten. Die Unterschiede zwischen Kontroll- und 
Verumgruppe sind nicht signifikant. Auf die Darstellung 
der Standardabweichungen wurde verzichtet. (Tabelle 4). 

 
 
Sämtliche Einzelwerte für Imipramin der Kontrollgruppe und der Verumgruppe ergaben keine 
signifikante Unterschiede. Für den aktiven Metaboliten Desipramin waren ebenfalls keine sig-
nifikanten Unterschiede meßbar. Die AUC war für Imipramin nicht signifikant von 39±28 auf 
45±5,7 µg×min×ml-1 erhöht und für Desipramin von 58±19 auf 70±8,2 µg×min×ml-1 erhöht. 
Für eine Abschätzung der Halbwertszeit liegen zu wenig Zeitpunkte vor. Ein gewisser Trend 
zu erhöhten Werten nach TCDD-Induktion zeigt sich bei Desipramin nach 240 Minuten (p= 
0,09). Die Einzelwerte befinden sich in Tabelle 4 im Anhang. 
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3.1.2.2 Gefüttertes Kollektiv  (Versuch 2b) 
 
Mit dem gleichen Versuchsaufbau wurde ein Kollektiv von gefütterter Ratten untersucht. 
Abbildung 13 zeigt die erhaltenen Ergebnisse: auch hier zeigten sich keinerlei signifikante 
Unterschiede zwischen TCDD-behandelten Ratten und den unbehandelten Tieren. 
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Abbildung 13: Konzentration von Imipramin und Desipramin im Plasma 

von gefütterten Ratten nach Applikation von Imipramin, 25 
mg/kg KG per Schlundsonde. Die Tiere hatten 48 Stunden 
zuvor entweder nur Öl (Kontrollgruppe, n=6) oder TCDD, 5 
µg/kg KG (Verumgruppe, n=6) intragastral erhalten. Die 
Unterschiede zwischen Kontroll- und Verumgruppe sind 
nicht signifikant. Auf die Darstellung der 
Standardabweichungen wurde verzichtet (Tabelle 5). 

 
 
Sämtliche Unterschiede zwischen Kontroll- und Verumkollektiv für Imipramin und Desipra-
min sind nicht signifikant; der niedrigste p-Wert lag für den Vergleich zwischen Kontroll- und 
Verumgruppe eine Stunde nach Imipramin-Gabe bei p= 0,10. Die AUC (0-1440) war für Imi-
pramin nicht signifikant von 88±27 auf 81±20 µg×min×ml-1 erniedrigt und für Desipramin 
nicht signifikant von 31± 122 auf 319±49 µg×min×ml-1 erhöht. Die Einzelwerte finden sich in 
Tabelle 5 und 6 im Anhang. Auf eine Abschätzung der Halbwertszeiten wurde auch in 
diesem Versuch verzichtet. 
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3.1.3 Intrajejunale Applikation über einen implantierten Katheter 
 (Versuch 3) 
 
Nachdem es sich als unmöglich erwiesen hatte, die ursprünglichen Ergebnisse mit intraduode-
naler Applikation bei intragastraler Gabe nachzuvollziehen, wurde ein dritter Versuch mit 
intrajejunaler Implantation eines Darmkatheters durchgeführt. Das verzögerte Anfluten von 
Imipramin im Darm und die Verdünnungseffekte durch Verdauungsflüssigkeiten wurden als 
mögliche Ursachen für den ausbleibenden Effekt nach intragastraler Gabe betrachtet. Auf das 
komplikationsträchtige Legen eines Carotiskatheters wurde diesmal verzichtet, die Blutproben 
wurden ähnlich wie in Versuch 2 gewonnen (s. Kapitel 3). Die Kollektive bestanden aus 5 
Verum- bzw. 6 Kontrollgruppe. Die Rohdaten sind im Anhang in Tabelle 7 

wiedergegeben. 
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Abbildung 14: Konzentration von Imipramin und Desipramin im Plasma 

von Ratten nach Applikation von Imipramin, 25 mg/kg KG 
über einen ins Jejunum implantierten Katheter. Die Tiere 
hatten 48 Stunden zuvor entweder nur Öl (Kontrollgruppe, 
n=6) oder TCDD, 5 µg/kg KG (Verumgruppe, n=5) 
intrajejunal erhalten. Auf die Darstellung der 
Standardabweichungen wurde verzichtet (Tabelle 7) 

 
 
Die Abbildung 14 zeigt die Plasmakonzentrationen von Imipramin- und Desipramin 30, 60 
und 120 Minuten nach Imipramingabe. In Versuch 3 zeigte sich zwar eine tendenzielle Zu-
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nahme der Plasmakonzentration in der Verumgruppe gegenüber dem Kontroll-Kollektiv, ins-
besondere bei der Bestimmung des Metaboliten Desipramin, diese war jedoch nur nach 60 
Minuten signifikant (p=0,009). Die AUC (0-120) war für Imipramin von 336±159 auf 354±56 
µg×min×ml-1 erhöht und für Desipramin von 92±40 auf 152±36 µg×min×ml-1 erhöht.  
Nach intrajejunaler Applikation (Versuch 3) der gleichen Menge Imipramin pro kg Körperge-
wicht werden 4-fach höhere Plasmakonzentrationen für Desipramin als nach intragastraler 
Applikation (Versuch 2a und 2b) gemessen. Die Werte befinden sich in Tabelle 7 im 
Anhang. 
 
 
3.2 Einfluß von TCDD auf den Imipraminstoffwechsel 
 in vitro  (Versuch 4) 
 
Zur Erklärung der in den vorangegangenen in vivo Versuchen gewonnenen Ergebnisse führten 
wir auch in vitro-Versuche durch. Diese sollten die Frage klären, ob der beobachtete Effekt 
einer intraduodenalen Gabe von Imipramin nach TCDD-Vorbehandlung teilweise oder ganz 
durch Beeinflussung der mikrosomalen Enzymsysteme in der Rattenleber bedingt ist.  
TCDD gilt als ein potenter Induktor von Cytochrom P450-Enzymsystemen. Diese Enzym-
gruppe ist auch an der Verstoffwechslung von Imipramin beteiligt. Um den Effekt der TCDD-
Induktion sichtbar zu machen, wurden zunächst Vorversuche zur TCDD-Induktion der 
Ethoxyresorufin-Deethylase (Verstoffwechslung von Ethoxyresorufin zu Resorufin) durch-
geführt. Anschließend wurden die gleichen Mikrosomen mit Imipramin inkubiert. 
Die Durchführung der Versuche erfolgte analog zu dem zuvor beschriebenen Versuchsauf-
bau: Jeweils 6 Ratten erhielten reines Mazola Speiseöl mit oder ohne Zusatz von 5 µg 
TCDD/kg KG per Schlundsonde verabreicht. Nach 48 Stunden wurden die Tiere getötet und 
die Lebern zur Mikrosomenherstellung entnommen (s. Kap. 2.6). Das Körpergewicht der Rat-
ten betrug bei Versuchsende in der Kontrollgruppe 286±47 g, in der Verumgruppe 269±38 g. 
Das Gewicht der gewonnenen Lebern betrug 11,3±1,4 g in der Kontrollgruppe und 10,7±1,2 g 
in der Verumgruppe. Es ergab sich ein Proteingehalt von 15,6±1,6 mg/ml (Kontrollgruppe) 
bzw. 15,7±2,3 mg/ml (Verumgruppe). Der durch Verdünnung eingestellte Proteingehalt des 
Mikrosomenansatzes betrug schließlich in beiden Gruppen mit 2,69 mg/ml. Die Rohdaten 
sind im Anhang in Tabelle 10 und 12 wiedergegeben. 
 
 
3.2.1 TCDD-Induktion des Ethoxyresorufin-Stoffwechsels 
 (Versuch 4a) 
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EROD in der mikrosomalen Proteinfraktion katalysiert in Gegenwart eines NADPH-regene-
rierenden Systems bei 37 ºC die Deethylierung von Ethoxyresorufin zu Resorufin. Nach einer 
gegebenen Zeit ist die aufgefundene Menge Resorufin proportional zur EROD-Aktivität. 

EROD Aktivität in Lebermikrosomen
ohne und mit Induktion durch TCDD
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Abbildung 15: Auswirkung einer TCDD-Vorbehandlung auf den 

Ethoxyresorufin-Umsatz durch Lebermikrosomen der Ratte 
(Nettoemissionen berechnet für eine Minute Inkubation; (n 
jeweils = 6). Mittelwert und Standardabweichung; 
Signifikanzniveau für die Differenz nach Mann-Whitney U-
Test: p= 0,0039. 

 
 
Verglichen wurden die Emissionswerte der Fluoreszenzphotometrie bei Sofortstopp (0,341 
und 0,356 in der Kontroll-, bzw. Verumgruppe) und nach 2 Minuten (0,488 und 0,790 in der 
Kontroll-, bzw. Verumgruppe). Diese Differenz ist hochsignifikant (p= 0,0039). 
Zieht man die Nullwerte (Sofortstopp) von den 2 Minutenwerten ab und vergleicht die Netto-
emissionen, dann beschleunigt sich der Umsatz um den Faktor 3 (siehe Abbildung 15). 
Bei der Kontrollgruppe wurde 9,25±4,2pmol/min/mg Protein Ethoxyresorufin umgesetzt, bei 
der Verumgruppe 28,3±2,8 pmol/min/mg. Die Einzelwerte sind in den Tabellen 10 und 
11 im Anhang. 
 
 
3.2.2 Mikrosomeninkubation mit Imipramin (Versuch 4b) 
 
Entsprechend dem obengenannten EROD-Modell versuchten wir nun, eine eventuell stattfin-
dende Induktion des Imipramin-Stoffwechsels durch TCDD zu ermitteln. Die Darstellung der 
Umsätze von Imipramin zu Desipramin und 10-OH-Imipramin in nmol/ml, und in ng/ml erge-
ben, aufgrund der nur geringen Molmassenunterschiede, äquivalente vergleichbare Daten. 
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Abbildung 16: Induktion des Imipramin-Stoffwechsels durch TCDD-Vorbehandlung: 

Verbrauch von Imipramin und Umsatz zu Desipramin und 10-OH-Imipramin 
nach Inkubation von Lebermikrosomen über 60 Minuten mit n=6. 
Mittelwert und Standardabweichung. 

 
 
Wie in Kap. 2 beschrieben, wurde als interner Standard Doxepin verwendet. Die hier angege-
benen Imipramin- und Desipramin-Mengen verstehen sich nach Korrektur für den unter Ver-
wendung des internen Standards errechneten Wiederfindungsfaktors.  
In den Mikrosomen von TCDD-behandelten Ratten nehmen die Imipraminkonzentrationen 
stärker ab als bei den Kontrollen (Abbildung 16). Wegen der hohen Streuung war dieser 
jedoch Unterschied nicht signifikant (p>0,1). Dagegen wurden die beiden Hauptmetaboliten 
Desipramin (p=0,022) und 10-OH-Imipramin (p=0,039) nach TCDD-Induktion in signifikant 
größeren Mengen gebildet, der Umsatz beschleunigt sich um den Faktor 2. 
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4 DISKUSSION 
 
Die vorliegende Arbeit entstand am Walther-Straub-Institut für Pharmakologie und Toxikolo-
gie der Ludwig-Maximilians-Universität München im Rahmen des Forschungsvorhabens 
"Untersuchungen zur chronischen Wirkung einer langfristigen Belastung mit TCDD im 
Spurenbereich", welche zwischen 1986 und 1989 mit Unterstützung des Bayerischen Staats-
ministeriums für Landesentwicklung und Umweltfragen durchgeführt wurde. In diesem Rah-
men erschienen auch Untersuchungen über den Einfluß einer subtoxischen TCDD-Dosis auf 
den Arzneimittelstoffwechsel interessant, welche in den Jahren 1988 und 1989 vorgenommen 
wurden. Dies geschah am Beispiel des tricyclischen Antidepressivums Imipramin in Zusam-
menarbeit mit Herrn Dr. H.-J. Kuss von der Abteilung Neurochemie der Psychiatrischen 
Klinik der Ludwig-Maximilians-Universität München. 
 
 
4.1 Bedeutung von Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) 
 
Das "Seveso-Gift" Tetrachlorodibenzo-p-dioxin ist eine der giftigsten niedermolekularen Ver-
bindungen, die dem Menschen bekannt sind (Forth, 1977). Obwohl bisher kein einziger 
Todesfall durch Dioxineinwirkung am Menschen bekannt geworden ist (Rozman, 1989), steht 
die Substanzgruppe der Dioxine im Rampenlicht einer kritischen Öffentlichkeit wie kaum 
eine zweite Chemikalie. Dieses Interesse erklärt sich durch eine postulierte kanzerogene 
Wirkung, beispielsweise auf Nasen-Rachenraum, Haut, Leber, Nebennieren und Schilddrüse 
(Huff et al., 1991; Dickson und Buzik, 1993), welche jedoch keineswegs als endgültig gesi-
chert angenommen werden kann (Ames und Gold, 1992; Johnson, 1993; Kayajanian, 1999; 
Steenland et al., 2001).  
Bei Dioxinen handelt es sich um eine Substanzgruppe, die in der Umwelt der modernen 
Industriegesellschaften praktisch ubiquitär ist (Forth, 1977; Fries und Paustenbach, 1990; 
Travis und Hattemer-Frey, 1991; Conacher et al., 1993). Holz- und Papierindustrie, Chemi-
sche Industrie und Mülldeponien bzw. Müllverbrennungsanlagen gelten als Hauptquellen für 
diese Substanz, die vor allem bei der Herstellung von Herbiziden und bei Verbrennungspro-
zessen in Anwesenheit chlororganischer Verbindungen entsteht (Forth, 1977). In den letzten 
Jahren haben unter anderem Fälle Aufsehen erregt, bei denen TCDD als Markersubstanz in 
den Böden ehemaliger Industrieanlagen bzw. von Mülldeponien aufgefunden wurde.  
Besondere Bedenken bestehen im Hinblick auf eine mögliche Kontamination von Mutter-
milch (Richter et al., 1989; Somogyi und Beck, 1993; LaKind et al., 2001), da die Dioxin-
Belastung von Kleinkindern vor allem durch Aufnahme der Substanz beim Stillen gegeben ist 
(Krüger et al., 1991). In diesem Zusammenhang wurde von eingeschränkter Lernfähigkeit von 
Kindern durch Dioxin-/PCB-Belastung berichtet (Patandin et al., 1999) Bezüglich der Terato-
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genität der Substanz herrscht keine Einigkeit (Couture, 1990). Auch Auswirkungen auf das 
Immunsystem werden diskutiert (Holsapple, 1991; Neubert, 1993). 
Die Belastung mit Dioxinen erfolgt in der Allgemeinbevölkerung zu über 90% mit der Nah-
rung, wobei Fische den größten Beitrag leisten. In Ländern wie Großbritannien, Niederlande 
und Deutschland, die seit Ende der 80er Jahre große Anstrengungen unternommen haben, die 
Eintragsquellen zu minimieren, ist die Belastung über die Nahrung innerhalb von 7 Jahren auf 
die Hälfte zurückgegangen (Liem et al., 2000). Eine Akkumulation der Dioxine findet vor al-
lem in Leber und Fettgewebe statt (Lakshmanan, 1986; Leung, 1990; Geyer et al., 1993). 
Inwieweit diese Kontamination tatsächlich ein relevantes Risiko für die Bevölkerung darstellt, 
ist noch umstritten (Goodman und Sauer, 1992; Paustenbach et al., 1992; Travis und Hatte-
mer-Frey, 1991; Umbreit et al., 1986). Doch in den letzten 10 Jahren wurden nicht nur bedeu-
tende Fortschritte in der Einschätzung der kanzerogenen Wirkung von Dioxinen gemacht, 
auch die Analyse von TCDD-Wirkungen im zellulären Bereich erbrachte eine Reihe neuer 
Erkenntnisse. Die biologische Hauptwirkung des TCDD wird heute auf seine Bindung an ein 
intrazelluläres Rezeptorprotein, den sogenannten Ah-Rezeptor, zurückgeführt (Andersen et 
al., 1993), wobei es sich um ein Protein handeln soll, welches den Steroidrezeptoren ähnelt 
(Hapgood et al., 1989). Es ist also nicht überraschend, daß TCDD eine antiestrogene Wirkung 
entfaltet (Safe et al., 1991; Lucier et al., 1993; White und Gasiewicz, 1993); tatsächlich 
werden verwandte Substanzen sogar auf therapeutische Nützlichkeit geprüft. Die letztendliche 
Wirkung soll auf eine Induktion von bestimmten Isoenzymen der Cytochrom P450-Gruppe, 
neben anderen vor allem CYP 1A1, 1A2, 1B1, zurückzuführen sein (Portier et al., 1993; 
Vanden-Heuvel und Lucier, 1993; Walker et al., 1999), welche nach Studien mit Geschlech-
terdifferenzierung bei weiblichen Individuen deutlich stärker ausgeprägt ist (Csaba et al., 
1991).  
 
 
4.2 Imipramin als pharmakologische Modellsubstanz 
 
Seit Ende der 50er Jahre ist Imipramin als erstes tricyclisches Antidepressivum ein wichtiger 
Bestandteil der psychiatrischen Pharmacopoeia. Letztendlich wurde es zur Muttersubstanz ei-
ner ganzen Reihe von Verbindungen. Dennoch bleibt seine Wirkung bei depressiven Erkran-
kungen lange unübertroffen (Rosenberg, 1993; Workman und Short, 1993; Wurthmann und 
Klieser, 1992).  
Die weite Verbreitung des Imipramin und seine langfristige klinische Bedeutung, aber auch 
die Möglichkeit vielfältiger Wechselwirkungen mit einer Anzahl verschiedener anderer phar-
makologischer Substanzen (Hermann et al., 1992) haben dazu geführt, daß die Pharmako-
kinetik dieses tricyclischen Antidepressivums recht gut untersucht ist (Gram, 1988; Krüger et 
al., 1986; Sallee und Pollock, 1990; Ullmann et al., 2001). Die Pharmakokinetik von Imipra-
min weist eine ganze Reihe von interessanten Eigenschaften auf. Klinischer Ausdruck dieser 
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Eigenschaften ist die ausgeprägte interindividuelle Variationsbreite in der Bioverfügbarkeit 
und dem Metabolismus von Imipramin (Lemoine et al., 1993), welche neben Umweltfaktoren 
auch auf der genetisch bedingten unterschiedlichen Ausprägung verschiedener Isoenzyme des 
Cytochrom P450 Systems beruhen dürfte (von Bahr et al., 1985; Brosen, 1988; Skjelbo und 
Brosen, 1992; Su et al., 1993). Das Alter des Patienten, Begleitmedikation (von Bahr et al., 
1985), aber auch Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus können einen Einfluß auf 
den Metabolismus der Substanz haben (Rouer et al., 1987). Zwar handelt es sich um eine aus-
gesprochen lipophile Substanz, in vivo kommt es jedoch nicht zu einer Akkumulation im Fett-
gewebe (Gubser et al., 1986). 
Demethylierung und Hydroxylierung des Imipramin, die beiden wesentlichen Metabolisie-
rungswege (Abbildung 3), können so stark differieren, daß bei gleicher oraler Dosierung die 
Plasmakonzentrationen um den Faktor 50 variieren können (Furlanut et al., 1993), wobei eine 
dosisabhängige Kinetik zu beobachten ist (Brosen et al., 1986). Die Fähigkeit von Imipramin, 
als Induktor mikrosomaler Enzymsysteme zu wirken, ist schon längere Zeit bekannt (Breyer, 
1971). Außerdem wurde eine Hemmung des Imipramin-Stoffwechsels durch seine Metaboli-
ten beobachtet (Chiba et al., 1988). 
Es besteht ein ausgeprägter First-Pass-Metabolismus so, daß auch die Applikationsroute eine 
wesentliche Rolle spielt (Beaubien und Pakuts, 1979; Christ et al., 1983). Ein oral applizierter 
Fremdstoff kann einem dreifachen First-Pass-Metabolismus in den Organen Dünndarm, Leber 
und Lunge unterliegen. Umgeht man z.B. den Darm durch Applikation in die Pfortader, oder 
die Leber durch intravenöse Injektion und letztlich die Lunge durch intraarterielle Injektion 
unmittelbar vor dem linken Vorhof des Herzens, dann erhöht sich die Fläche unter der 
Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve (AUC), also die Bioverfügbarkeit, jeweils um den Betrag, 
den das Organ zum First-Pass-Metabolismus beisteuert (Feng und Richter, 1989). 
Die Analytik von Imipramin ist bereits längere Zeit etabliert und ein Routinevorgang, welcher 
automatisiert werden kann (Ni et al., 1988). Es bietet sich daher vor zahlreichen anderen 
Pharmaka zur Prüfung von Stoffwechselauswirkungen einer TCDD-Belastung an. Die Imipra-
min und Desipramin Bestimmungen wurden im Rahmen dieser Studie im Jahre 1989 mittels 
HPLC im Labor Dr. Kuss, Abteilung für Neurochemie der Ludwig-Maximilians-Universität 
München, durchgeführt. 
 
 
4.3 Beeinflussung von Stoffwechselvorgängen durch TCDD 
 
Dioxine scheinen eine ganze Reihe von Stoffwechselvorgängen zu beeinflussen. Ob bzw. 
inwieweit diese Einflüsse die Symptome einer Vergiftung mit TCDD erklären können, ist 
weitgehend unklar. Aus Untersuchungen am Walther Straub-Institut für Pharmakologie und 
Toxikologie geht immerhin hervor, daß das sogenannte "wasting syndrome", der kontinuier-
liche Körpergewichtsverlust nach TCDD-Vergiftung, womöglich unter anderem auf eine Glu-
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coseresorptionsstörung zurückzuführen ist (Richter, et al., 1992). Das Gesamtbild der TCDD-
Vergiftung ist jedoch wesentlich komplizierter und spricht für eine Entgleisung des gesamten 
Energiestoffwechsels (Rozman, 1989). Wie vielfältig die Einflüsse einer TCDD-Belastung 
sind, zeigte sich im Rahmen des erwähnten Forschungsvorhabens auch am Nebenbefund einer 
ausgeprägten Steigerung der Kupferspeicherung in Leber und Niere (Elsenhans et al., 1991); 
außerdem konnte eine deutliche Abnahme der ß-Rezeptorendichte beobachtet werden (Richter 
et al., 1989). Insgesamt ergibt sich das Bild einer großen Anzahl komplexer Wechselwirkun-
gen, deren Nebeneinander die unspezifische Art des Vergiftungsbildes erklären dürfte. Selbst 
auf den Hormonstoffwechsel kann TCDD einwirken (Graham et al., 1988). Bezüglich der 
Wechselwirkung mit Arzneimitteln ist die Hemmung der biliären Ausscheidung der Metaboli-
ten von Imipramin und z.B. Morphin durch TCDD eine der wenigen vorhandenen Beobach-
tungen (Berman et al., 1986). 
 
 
4.4  Einfluß von TCDD auf die in vivo-Pharmakokinetik von 
 Imipramin 
 
Zur Prüfung des Einflusses einer TCDD-Induktion auf den Imipramin-Stoffwechsel wurden 
mehrere verschiedene Ansätze gewählt. Nachdem zunächst bei intraduodenaler Applikation 
unerwartete Ergebnisse gewonnen worden waren, überprüften wir diese anhand von intragas-
traler und intrajejunaler Applikation. In allen Versuchen wurde TCDD (5 µg/kg KG) 48 Stun-
den vor Imipramin (25 mg/kg KG) gegeben. 
 
4.4.1 Intraduodenale Applikation  
 
Nach intraduodenaler Applikation von TCDD und 2 Tage später Imipramin über einen 
implantierten Katheter kam es zu einer deutlich gesteigerten Bioverfügbarkeit von Imipramin. 
Neben der Plasmakonzentration von Imipramin selbst war nach TCDD-Gabe auch die seines 
wichtigsten primären Metaboliten, Desipramin, etwa um den Faktor 3 gegenüber den Kontrol-
len erhöht. 
Trotz des geringen Umfanges der beiden Kollektive war dieser Effekt sowohl bei Imipramin 
10, 90, 120 und 180 Minuten nach Applikation (p<0,05) als auch bei Desipramin nach 10-300 
Minuten (p zwischen 0,014 und 0,006) statistisch signifikant. Die AUC für Imipramin und 
Desipramin war im Beobachtungszeitraum von 0 bis 300 min durch TCDD 3,8-fach bzw. 3,0-
fach erhöht. Diese erhöhte Bioverfügbarkeit von Imipramin ging aber nicht mit einer verlän-
gerten Halbwertszeit einher. Die Imipramin-Halbwertszeit im Plasma erniedrigte sich bei den 
TCDD-behandelten Ratten sogar von 4,1 auf 3,2 Stunden, ein Hinweis auf eine gesteigerte 
Imipramin-Verstoffwechslung als Effekt der TCDD-Induktion. Für eine Bestimmung der 
Halbwertszeit von Desipramin war der Beobachtungszeitraum zu kurz. Vergleicht man die 
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DMI-Konzentrationen nach 5 Stunden in Relation zur Cmax, dann ist bei den TCDD-behandel-
ten Ratten auch eine um etwa 10% stärkere Abnahme von Desipramin angedeutet. In diesem 
Versuch war das Imipramin (79 µmol/kg) den Ratten in einem mehr als 5000-fachen molaren 
Überschuß im Vergleich zum TCDD (15,5 nmol/kg) verabreicht worden. 
Der gleichsinnige Einfluß von TCDD auf Desipramin und Imipramin zeigt sich auch, wenn 
man den Demethylierungsquotienten betrachtet (Tabelle 3, Abbildung 17). Kontroll- und 
Verumgruppe im Versuch 1 zeigen keine signifikanten Unterschiede für alle Werte.  
 
4.4.2 Intragastrale Applikation 
 
Ohne zunächst Erklärungsversuche für den in Versuch 1 beobachteten Effekt einer gesteiger-
ten Bioverfügbarkeit von Imipramin zu entwickeln, wurde der Effekt mit einer Variante des 
Versuchsablaufes überprüft, bei der auf die aufwendige und störanfällige Katheterimplanta-
tion verzichtet wurde. Die bereits in Versuch 1 verwendeten Dosen von TCDD und Imipra-
min wurden im Abstand von 2 Tagen durch Schlündeln, intragastral verabreicht. Bei dieser 
Applikationsart ergaben sich wesentlich niedrigere Plasmakonzentrationen für Imipramin als 
auch für seinen wichtigsten Metaboliten, und zwar sowohl bei gefütterten als auch bei nüch-
ternen Tieren. Die Konzentrationen lagen zwar in den Verumgruppen fast bei allen Tieren 
geringfügig höher als in den Kontrollgruppen, die Unterschiede waren jedoch zu gering um 
einen statistisch signifikanten Effekt der TCDD-Vorbehandlung nachzuweisen. Bei den nüch-
ternen Ratten war noch eine gewisse Tendenz zu einer erhöhten Bioverfügbarkeit gegeben. 
Die AUC für Imipramin und Desipramin erhöhte sich durch die TCDD Vorbehandlung im 
Beobachtungszeitraum von 4 Stunden nicht signifikant um das 1,14- bzw. 1,21-fache. Bei den 
gefütterten Ratten war dagegen keinerlei Unterschied festzustellen. 
Auch in diesen Versuchen hatte die TCDD-Vorbehandlung keinen signifikanten Einfluß auf 
den Demethylierungsquotienten (Tabellen 4 und 5, Abbildung 17). 
 
4.4.3 Intrajejunale Applikation 
 
In einem weiteren Versuch mit vereinfachtem Vorgehen ohne Carotiskatheter versuchten wir 
nun, die in Versuch 1 gewonnenen Ergebnisse noch einmal nachzuvollziehen. Wir gingen 
dabei von der Überlegung aus, daß die schnellere Anflutungszeit von Imipramin nach intra-
duodenaler Applikation von Bedeutung für den TCDD-Effekt sein könnte. Die Substanzen 
TCDD/Öl und Imipramin wurden diesmal durch einen intrajejunal implantierten Darmkathe-
ter im Abstand von 48 Stunden nach der Op appliziert. Damit nicht für jeden Zeitpunkt die 
Ratten getötet werden mußten gewannen wir die Blutproben aus dem Retroorbitalsinus. 
Höhere Plasmakonzentrationen wurden nur für Desipramin erreicht, der Unterschied war aber 
nur zu einem Zeitpunkt statistisch signifikant und zwar nach einer Stunde (p=0,009). Auch 
die AUC war im Beobachtungszeitraum von 2 Stunden nur bei Desipramin um das 1,65-fache 
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erhöht (p= 0,0476). Prinzipiell lassen sich die Ergebnisse von Versuch 3 wohl als Bestätigung 
der mittels intraduodenaler Gabe gewonnenen Werte ansehen. Der beobachtete Effekt läßt 
sich wegen der enorm hohen Standardabweichungen größtenteils nicht statistisch absichern. 
Die hohen Streuungen könnten zum Teil darauf beruhen, daß für jeden Blutentnahmezeit-
punkt verschiedene Ratten genommen wurden, während im ersten Versuch die seriellen Blut-
abnahmen bei dem gleichen Tier vorgenommen wurden. 
Der Demethylierungsquotient unterliegt dagegen nur geringen Streuungen. Er ist zu allen 
Zeitpunkten bei den TCCD-behandelten Ratten signifikant erhöht (Tabelle 7, Abbildung 17). 
 
 
4.5 Einfluß von TCDD auf den Imipramin-Stoffwechsel in 
 Lebermikrosomen 
 
Ein Erklärungsversuch für die deutlich gesteigerten Imipramin-Plasmakonzentrationen nach 
intraduodenaler Applikation und Induktion mit TCDD wäre eine Hemmung des mikrosoma-
len hepatischen Stoffwechsels. Allerdings ist eher eine Induktion von hepatischen Enzym-
systemen durch TCDD zu erwarten (Abraham et al., 1988; Mukerjee, 1998; Portier et al., 
1993; Walker et al., 1999). Zur Abschätzung des relativen Einflusses einer Induktion des Imi-
pramin-Stoffwechsels auf die in vivo beobachteten Ergebnisse untersuchten wir die Wirkung 
einer TCDD-Induktion auf den Fremdstoffwechsel in Rattenlebermikrosomen. Hierzu wurde 
zunächst als Modellsubstanz ein typisches Substrat des TCDD-induzierten Isoenzyms von 
Cytochrom P450 eingesetzt, das Ethoxyresorufin (Abraham et al., 1988; von Bahr et al., 1986, 
Körner et al., 2002). 
Eine TCDD-Vorbehandlung von Ratten mit 5 µg/kg KG oral per Schlundsonde, entsprechend 
dem für Imipramin-Untersuchungen verwandten Versuchsplan, führte erwartungsgemäß zu 
einer dreifachen Erhöhung des Ethoxyresorufin-Umsatzes durch Lebermikrosomen der Ratte 
(p=0,0039), welche allerdings nur bedingt mit in der Literatur beschriebenen Werten 
vergleichbar ist. So war das Ausmaß der Induktion in Versuchen ebenfalls an weiblichen 
Wistarratten, aber mit subkutaner Applikation, deutlich zeitabhängig und erreichte bei einer 
Dosis von 0,3 µg/kg KG ihr Maximum erst nach 3-7 Tagen. Trotz der geringeren Dosis und 
leicht höheren Basalwerten (14,3 gegenüber 9,2 pmol/mg Protein/min) erhöhte sich die 
EROD-Aktivität um mehr als das 14-fache (Abraham et al., 1988). In der gleichen Versuchs-
serie erzielte die höchste Dosis, 3 µg TCDD/kg KG eine Steigerung der EROD-Aktivität in 
der Leber nach 7 Tagen um das 53-fache. Die geringere Induktion in unserem Versuch könnte 
mit der Applikationsart (oral statt subkutan) und der zu kurzen Zeitspanne zwischen TCDD-
Gabe und Tötung der Tiere (2 statt 7 Tage) zusammenhängen. 
Ein entsprechender Versuchsaufbau wurde auch für die Überprüfung der Wirkung einer 
TCDD-Induktion auf den Imipramin-Stoffwechsel in Lebermikrosomen verwandt. Dabei 
zeigten sich Hinweise auf eine gesteigerte Verstoffwechselung von Imipramin: Nach 60 
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Minuten wurden nach TCDD-Induktion wurden praktisch doppelt so hohe Desipramin-Werte 
gemessen wie in der Kontrolle. Diese Unterschiede waren jedoch wegen der großen Streuung 
der Werte nicht signifikant (p=0,08). Auch bezüglich der Bildung von 10-OH-Imipramin 
ergab sich eine Steigerung um etwa den Faktor 2,5, welche jedoch ebenfalls nicht signifikant 
war (p=0,14). 
Die relativ geringen Effekte von TCDD auf den mikrosomalen Imipraminstoffwechsel (Ta-
belle 12) und den Demethylierungsquotienten in vivo (Abbildung 17) sind nicht überraschend, 
wenn man die nach Durchführung dieser Arbeit publizierten Daten heranzieht. Während 
TCDD hauptsächlich die Isoenzyme 1A1, 1A2 und in  geringerem Umfang auch das 1B1 des 
Cytochrom P450 Systems induziert (Leung et al., 1990, Walker et al., 1999) ist für die Deme-
thylierung von Imipramin neben den Isoenzymen 1A2 und 2C19 auch das quantitativ in der 
Leber viel stärker exprimierte Isoenzym 3A4, für die 2-Hydroxylierung das polymorphe Iso-
enzym 2D6 hauptverantwortlich (Lemoine et al., 1993; Skjelbo und Brosen, 1992; Su et al., 
1993). Bei Patienten mit defizientem Isoenzym 2D6 kam es unter Imipramintherapie zu hoher 
Akkumulation von DMI mit Todesfolge (Swanson et al., 1997). Auch die Hemmung von 2D6 
führt zu einer Erhöhung von AUC und Vmax von Imipramin und in noch stärkerem Masse 
von DMI (Albers et al., 2000). Dagegen erhöht die gleichzeitige Gabe von Troleandomycin, 
ein potenter Inhibitor des Isoenzyms 3A4, die AUC von Imipramin um 60%, weil die Deme-
thylierung zu DMI gehemmt wird (Wang, et al., 1997). Auch das polymorphe Isoenzym 2C19 
spielt beim Menschen eine Rolle, denn eine geringe Aktivität dieses Enzyms geht ebenfalls 
mit einer verringerten Demethylierung von Imipramin einher, mit gleichzeitig erhöhter 2-Hy-
droxylierung (Morinobu et al., 1997). 
 
 
4.6 Schlußfolgerungen für den Imipramin-Stoffwechsel 
 
Im Rahmen des erwähnten Forschungsvorhabens war die wesentlich gesteigerte Bioverfüg-
barkeit des tricyclischen Antidepressivums Imipramin nach Vorbehandlung mit einer induzie-
renden Dosis TCDD ein überraschendes und nicht erwartetes Ergebnis. Eine Hemmung des 
mikrosomalen hepatischen Stoffwechsels kommt offensichtlich nicht als Erklärung in Be-
tracht. Ganz im Gegenteil ist die Deethylierung von Ethoxyresorufin, eines typischen Substra-
tes der Cytochrom P450-Isoenzyms 1A1 und 1A2, welche durch TCDD induziert werden, 
massiv gesteigert (Abraham et al., 1988). Auch der qualitative und quantitative Umsatz von 
Imipramin in den Lebermikrosomen wird offenbar beeinflußt: Wir konnten zumindest einen 
Trend in Richtung erhöhter Werte für die zwei wichtigsten Metaboliten des Imipramin nach 
TCDD-Induktion feststellen. Diese Beobachtung stimmt mit dem beschleunigten Abfall der 
Imipraminkonzentration im Plasma bei TCDD-behandelten Ratten im 1.Versuch überein. Sie 
widerspricht bis zu einem gewissen Grad den Ergebnissen von Rouer et al. (1987). Nachdem 
neuere Untersuchungen gezeigt haben, daß die durch TCDD induzierten Isoenzyme in erster 
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Linie an der Demethylierung von Imipramin beteiligt sind (Lemoine et al., 1993), sollte der 
Demethylierungsquotient, also das Verhältnis der Plasmakonzentrationen von DMI zu IMI, 
einen Hinweis auf den gesteigerten in vivo Stoffwechsel von Imipramin nach TCDD-Induk-
tion geben. Diese Ergebnisse sind in den Tabellen 3-5 und 7 und in der Abbildung 17 zusam-
mengefaßt. Lediglich im dritten Versuch nach intrajejunaler Verabreichung war eine leichte, 
statistisch signifikante Erhöhung des Demethylierungsquotienten um das 1-3-1,8-fache durch 
die TCDD-Behandlung zu beobachten. 
 

Demethylierungsquotient
DMQ = DMI/IMI
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Abbildung 17: Vergleich der Demethylierungsquotienten (DMQ) von Imipramin zu Desipra-

min (Versuche 1, 2a, 2b und 3). Es wurden 5 µg/kg KG TCDD und 48 Stunden 
später 25 mg/kg KG Imipramin gegeben. Mittelwert und 
Standarderror; in den TCDD-behandelten Ratten ist der DMQ signifikant 
im Vergleich zur Ölkontrolle erhöht (U-Test nach Mann-Whitney: * = p<0,05; ** 
= p<0,01). 

 
Auch mit der von anderen Autoren beobachteten (Berman et al., 1986) Hemmung der biliären 
Ausscheidung von Konjugationsprodukten der Imipraminmetaboliten läßt sich der Effekt auf 
die Bioverfügbarkeit des Pharmakons nicht erklären. Diese Wirkung trat im übrigen nach ei-
ner wesentlich höheren TCDD-Dosis von 200 µg/kg KG subcutan auf.  
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Einer weiteren Hypothese konnte aus zeitlichen und finanziellen Gründen nicht mehr am 
Walther Straub-Institut für Pharmakologie und Toxikologie nachgegangen werden, sie ist aber 
auch von anderen Arbeitsgruppe unseres Wissens bisher nicht überprüft worden. Stegmann 
und Bickel haben schon 1977 gezeigt, daß die Bioverfügbarkeit von Imipramin von seiner 
Anflutungsgeschwindigkeit abhängig ist. Demnach kommt es nach oraler Verabreichung ei-
ner therapeutischen Standarddosis zu einer fast vollständigen hepatischen Extraktion des über 
die Pfortader anströmenden Imipramins. Sobald in der isoliert perfundierten Rattenleber die 
übliche therapeutischen Dosis um mehr als etwa den Faktor 10 überschritten wird, nimmt die 
Extraktion des Medikamentes durch die Leber jedoch ab. Das Resultat sind höhere Plasma-
konzentrationen und eine erhöhte Bioverfügbarkeit, auch wenn gleichzeitig ein schnellerer 
Abbau durch Induktion von Leberenzymen stattfindet.  
In unseren Versuchen führten die verschiedenen Applikationsarten und Stress erzeugenden 
Eingriffe bei gleicher Imipramindosis zu sehr unterschiedlichen Plasmakonzentrationen von 
Imipramin und Desipramin (Abbildungen 10-14, Tabellen 1,4,5 und 7). Für Imipramin und 
Desipramin entstehen, bis 25-fache bzw. 8-fach höhere Plasmakonzentrationen bei intra-
jejunaler Imipramingabe als bei intragastraler Gabe. Dies macht deutlich wie stark die zu er-
zielenden Plasmakonzentrationen von der Anflutungsgeschwindigkeit abhängen. Eine Zusam-
menfassimg der in vivo Ergebnisse zeigt die Abbildung 18, in der die Plasmakonzentrationen 
von Imipramin und seinem Hauptmetaboliten Desipramin aufsummiert wurden. Bei rascher 
Anflutung aus dem oberen Dünndarm (Versuche 1 und 3) ist offensichtlich die Aufnahme-
kapazität der Leber für Imipramin überschritten und es kommt zu wesentlich höheren Plasma-
konzentrationen als nach intragastraler Gabe. Zu dieser Hypothese paßt auch die Tatsache, 
daß in den hier beschriebenen Versuchsreihen eine Imipramindosis verwendet wurde, die et-
wa um den Faktor 10 über der beim Menschen üblichen therapeutischen Dosis liegt: wir ver-
abreichten 25 mg/kg KG, wohingegen in der Humanmedizin Dosen von 2-3 mg/kg KG (100-
200 mg/d) gegeben werden. 
Warum im Versuch 1 bei unbehandelten Ratten dieser Effekt sehr viel geringer ausgeprägt 
war als im Versuch 3 könnte am unterschiedlichen Aufbau dieser Versuche liegen. Die Ratten 
in Versuch 1 hatten durch Legen eines Carotiskatheters einen erheblich stärkeren Operations-
stress. Auch die Entnahme größerer Blutmengen von einem Tier, nur ersetzt durch einen 
Plasmaexpander, könnten die Ergebnisse bei den Kontrolltieren beeinflußt haben. Damit kann 
aber noch nicht erklärt werden, warum und wie die TCDD-Behandlung in der Lage wäre 
einen solchen hypothetischen Effekt aufzuheben.  
Es ist denkbar, daß Dioxine aufgrund ihrer hepatischen Akkumulation Bindungsstellen in der 
Leber besetzen,  die nun für Imipramin  nicht mehr zur Verfügung  stehen.  Ein solcher Effekt 
würde zweifellos ebenfalls zu einer erhöhten Konzentration im Plasma führen. Dennoch er-
scheint es überraschend, daß derartig geringe Mengen von TCDD (5 µg/kg KG), eine ausge 
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Abbildung 18: Vergleich der Summe der Plasmakonzentrationen von 
Imipramin und Desipramin nach Imipramingabe in den 
Kontroll- und Versuchsgruppen der Versuche 1, 2a, 2b und 
3. Die TCDD- bzw. Öl-Verabreichung und Imipramin-Gabe 
erfolgte in den Versuchen 1 und 3 über einen 
Duodenalkatheter, in den Versuchen 2a und 2b mittels 
Schlündeln, Es wurden 5 µg/kg KG TCDD und nach 48 Stunden 
25 mg/kg KG Imipramin gegeben. Mittelwert und 
Standarderror. 

 

prägte Wirkung auf die Bioverfügbarkeit eines Pharmakons haben können, welches in 5000-
fach höherer Dosis verabreicht wird (25 mg/kg KG). Man sollte deshalb bei weiteren Unter-
suchungen auch die Möglichkeit in Betracht ziehen, daß TCDD auf Transportproteine in der 
Leberzellmembran einwirken und damit die Aufnahme von Imipramin und anderen Arznei-
mitteln hemmen könnte. Solche unter dem Begriff der „multiple drug resistence proteins“ be-
kannten Transporter bieten neue, noch nicht ausreichend erforschte Möglichkeiten für Arznei-
mittel/Fremdstoff-Interaktionen (Keppler und Arias, 1997). Es muß aber auch festgestellt 
werden, daß die in unseren Versuchen verwendete TCDD-Konzentration um mindestens 2-3 
Größenordnungen über den Konzentrationen liegt, denen der Mensch über die Nahrung übli-
cherweise ausgesetzt ist. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Das Sevesogift 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin, TCDD, ist das stärkste bisher vom 
Menschen in die Umwelt gebrachte Gift. Ein großer Anteil seiner toxischen Wirkungen wird 
auf das hohe Induktionspotential für fremdstoffmetabolisierende Enzyme zurückgeführt. Ziel 
dieser Arbeit war die Untersuchung der Auswirkung einer nicht letalen TCDD-Belastung auf 
den Arzneistoffwechsel im Modellversuch an Ratten. Als Pharmakon wurde das gut unter-
suchte und seit langer Zeit klinisch genutzte Imipramin gewählt. 
In allen Versuchen wurden die Ratten 48 Stunden vor Untersuchung des Imipraminstoffwech-
sels mit einer Einzeldosis von 5 µg TCDD/kg Körpergewicht vorbehandelt. Der Imipramin-
stoffwechsel wurde entweder in vivo durch Bestimmung der Kinetik von Imipramin und 
seines primären Hauptmetaboliten Desipramin im Plasma der Ratten ermittelt oder in vitro 
durch Messung des Umsatzes in den Lebermikrosomen bestimmt. Dabei wurden die Konzen-
trationen von Imipramin und seinen Metaboliten mit einer etablierten HPLC-Methode ge-
messen. Die Applikation von TCDD und Imipramin in vivo erfolgte bei den Ratten entweder 
über einen implantierten Duodenal- bzw. Jejunalkatheter oder durch intragastrale Verabrei-
chung mit einer Schlundsonde. Mehrfache Blutproben von Einzeltieren wurden über einen 
implantierten Carotiskatheter oder aus dem Retroorbitalsinus gewonnen. 
Der induzierende Effekt der TCDD-Behandlung wurde in den Rattenlebermikrosomen anhand 
der Deethylierung von Ethoxyresorufin zu Resorufin überprüft. Der Umsatz dieses Substrates 
der Cytochrom P450-Isoenzyme 1A1 und 1A2 wurde durch die TCDD-Behandlung dreifach 
gegenüber den Kontrollen erhöht. Dagegen wurde der Abbau von Imipramin durch TCDD 
weder in den Mikrosomen in vitro, noch bei den Ratten in vivo stimuliert. Im ersten in vivo 
Versuch mit intraduodenaler Applikation erhöhte TCDD entgegen der Erwartung die Plasma-
konzentrationen von Imipramin und Desipramin im Versuchszeitraum von 5 Stunden hoch 
signifikant um mehr als das Dreifache gegenüber den Kontrollen. Diese Steigerung der Bio-
verfügbarkeit konnte in weiteren Versuchen mit langsamerer Anflutung nach intragastraler 
Applikation von Imipramin nicht und auch nach intraajejunaler Gabe nur teilweise reprodu-
ziert werden.  
Die vorliegenden Versuche erlauben keinen Rückschluß auf den Wirkungsmechanismus des 
paradoxen TCDD-Effekts bei intraduodenaler Imipraminverabreichung. Angesichts der im 
Vergleich zum Tierversuch wesentlich geringeren TCDD-Belastung ist beim Menschen mit 
einem solchen Effekt auf den Arzneistoffwechsel jedoch nicht zu rechnen. 
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7.2 Tabellen 
 
Tabelle 1: intraduodenale Applikation von Imipramin in vivo durch einen implantierten 

Katheter nach TCDD- oder Öl-Vorbehandlung  (Versuch 1) 
 

Kontrollgruppe: Imipraminkonzentration [ng/ml Plasma] 

 Zeitpunkt der Blutentnahme [min] AUC 

 5 10 30 60 90 120 180 240 300  

Ratte 1 119  567,0 405,0 410,0 378,0 230,0 - - 65740 

Ratte 2 67 366,0 525,0 343,0 388,0 267,0 173,0 - - 57170 

Ratte 3 133 289,0 508,0 407,0 341,0 310,0 383,0 286,0 222,0 100200 

Ratte 4 173 245,0 325,0 251,0 225,0 239,0 190,0 190,0 173,0 65080 

Ratte 5  165,0 792,0 655,0 419,0 448,0 325,0 385,0 229,0 124100 

Ratte 6 176 1242,0 1173,0 1045,0 1057,0 1242,0 864,0 585,0 559,0 268400 

MW 133,6 461,4 648,3 517,7 473,3 480,7 360,8 361,5 295,8 113400 

± SD 44,7 442,4 297,3 291,0 294,7 380,6 259,4 168,9 177,3 80100 
Kontrollgruppe: Desipramin [ng/ml Plasma] 

Ratte 1 92,0 - 716,0 769,0 852,0 834,0 630,0 - - 126100 

Ratte 2 14,0 235,0 935,0 729,0 1140,0 924,0 768,0 - - 147100 

Ratte 3 - 99,0 503,0 592,0 600,0 556,0 756,0 546,0 473,0 167200 

Ratte 4 - 56,0 138,0 250,0 253,0 431,0 333,0 393,0 385,0 93890 

Ratte 5 - 108,0 1408,0 2082,0 1586,0 1617,0 1353,0 1498,0 1266,0 428700 

Ratte 6 - 354,0 915,0 1317,0 1238,0 1051,0 1581,0 1302,0 1244,0 362400 

MW 53,0 170,4 769,2 956,5 944,8 902,2 903,5 934,8 842,0 220900 

± SD 55,2 122,4 431,0 650,5 477,8 419,5 469,3 546,7 478,3 139000 
Verumgruppe: Imipraminkonzentration [ng/ml Plasma] 

Ratte 1 - 1140,0 1447,0 1442,0 858,0 766,0 822,0 428,0 376,0 243300 

Ratte 2 - 2726,0 3986,0 3891,0 5728,0 3965,0 3487,0 3342,0 2382,0 1089000 

Ratte 3 - 738,0 2292,0 1085,0 1010,0 879,0 520,0 425,0 373,0 238700 

Ratte 4 917,0 1903,0 2799,0 1708,0 1888,0 1173,0 881,0 1559,0 940,0 433600 

Ratte 5 - 1045,0 336,0 839,0 719,0 518,0 459,0 421,0 403,0 159000 

MW 917,0 1510,4 2174,0 1793,0 2040,6 1460,2 1233,8 1235,0 894,8 432720 

± SD  803,5 1376,6 1219,0 2111,1 1419,9 1272,9 1276,2 835,6 380510 
Verumgruppe: Desipraminkonzentration [ng/ml Plasma] 

Ratte 1 - 435,0 1761,0 2425,0 2140,0 2312,0 2732,0 2336,0 2393,0 667400 

Ratte 2 683,0 1675,0 2470,0 2522,0 4289,0 3457,0 3552,0 3667,0 3263,0 977000 

Ratte 3 - 310,0 3183,0 2280,0 2459,0 2293,0 1884,0 1689,0 1584,0 591500 

Ratte 4 - 576,0 2440,0 2573,0 2645,0 2358,0 1749,0 1968,0 1473,0 599500 

Ratte 5 - 457,0 1368,0 1709,0 1616,0 1557,0 1428,0 1625,0 1267,0 432100 

MW 683,0 690,6 2244,4 2301,8 2629,8 2395,4 2269,0 2257,0 1996,0 653500 

± SD  558,3 702,1 349,7 1006,2 679,8 864,1 836,6 827,3 200400 
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Tabelle 2: Intraduodenale Applikation von Imipramin in vivo durch einen implantierten 
Katheter. Signifikanzen zwischen Kontroll- und Verumgruppe nach U-Test 
(Versuch 1) 

 
Signifikanz nach U-Test (Mann-Whitney) 
Versuch 1 

Zeit [min] N p Signifikanz 

Imipramin:  Kontrollgruppe/Verumgruppe 

5 2 - ns 

10 5 0,04 * 

30 6 - ns 

60 6 - ns 

90 6 0,028 * 

120 6 0,044 * 

180 6 0,028 * 

240 4 - ns 

300 4 - ns 

Desipramin:  Kontrollgruppe/Verumgruppe 

5 2 - ns 

10 6 0,016 * 

30 6 0,01 ** 

60 6 0,01 ** 

90 6 0,006 ** 

120 6 0,001 ** 

180 6 0,001 ** 

240 6 0,014 * 

300 6 0,014 * 
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Tabelle 3: Intraduodenale Applikation von TCDD/Öl und Imipramin durch einen  
implantierten Katheter: Vergleich der Demethylierungsquotienten 
[DMQ] mit Standardabweichung [SD] der Kontroll- und Verumgruppen  
(Versuch 1) 

 

Zeit [min] DMQ 
Kontrollen 

± SD DMQ Verum ± SD 

0 - - - - 

5 0,46 0,38  - 

10 0,41 0,19 0,41 0,11 

30 1,10 0,52 1,54 1,32 

60 1,72 0,74 1,51 0,55 

90 2,02 0,99 1,76 0,72 

120 2,16 1,01 2,18 0,85 

180 2,66 1,14 2,47 1,02 

240 2,38 0,87 2,96 1,79 

300 2,86 1,58 3,15 1,95 
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Tabelle 4: Intragastrale Applikation von TCDD/Öl und Imipramin, nüchternes Kollektiv 
(Versuch 2a)  

 

Kontrollgruppe, Imipramin [ng/ml Plasma]  AUC(0-240) DMQ = DMI/IMI 

 Zeitpunkt der Blutentnahme [min]  Zeitpunkt der Blutentnahme 

60 120 240 60 120 240

Ratte 1 458 432 350 87360 1,04 0,92 0,86 

Ratte 2 150 120 114 26640 1,40 1,32 2,30 

Ratte 3 172 96 122 26280 1,57 1,99 1,78 

Ratte 4 243 148 136 36060 1,53 2,20 2,07 

Ratte 5 144 96 92 18480 1,43 1,99 1,93 

MW ± SD 233 ± 132 178 ± 143 163 ± 106 38960 ± 27760 1,39 ± 0,21 1,68 ± 0,54 1,79 ± 0,55 

SD  % MW 56,4% 80,4% 65,0% 71,2% 15,2 32,1 31,0 

Kontrollgruppe, Desipramin [ng/ml Plasma] 

Ratte 1 502 420 318 87000    

Ratte 2 222 168 278 45120    

Ratte 3 286 202 230 49140    

Ratte 4 393 344 298 66660    

Ratte 5 218 202 188 42540    

MW ± SD 324 ± 122 267 ± 109 262 ± 53 58090 ± 18700    

SD  % MW 37.6% 40,83% 20,2% 32,2%    

Verumgruppe, Imipramin [ng/ml Plasma] 

Ratte 1 254 236 128 44160 1,30 1,45 2,60 

Ratte 2 330 224 94 45600 1,19 1,50 2,43 

Ratte 3 231 162 176 39000 1,64 2,20 2,05 

Ratte 4 360 236 180 53640 0,63 1,36 1,68 

Ratte 5 158 238 164 40740 1,33 1,29 1,72 

MW ± SD 267 ± 81 219 ± 32 148 ± 37 44630 ± 5683 1,22 ±0,37 1,56 ± 0,37 2,10 ± 0,41 

SD  % MW 30,2% 14,8% 24,7% 12,7% 30,1 23,5 19,7 

Verumgruppe, Desipramin [ng/ml] 

Ratte 1 350 362 352 74700    

Ratte 2 416 356 242 71520    

Ratte 3 402 378 382 81060    

Ratte 4 242 340 321 64380    

Ratte 5 222 326 298 60540    

MW ± SD 326 ± 90 352,4 ± 20 319 ± 54 70440 ± 8167    

SD  %MW 27,5% 5,7% 16,8% 11,6%    
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Tabelle 5: Intragastrale Applikation von TCDD/Öl und Imipramin, gefüttertes Kollektiv 
(Versuch 2b)  

 

Kontrollgruppe,  Imipramin [ng/ml Plasma]  DMQ = DMI/IMI 

Zeit [h] 1 2 4 24 1 2 4 24 

Ratte 1 168 - - - 1,70 - - - 

Ratte 2 69 78 90 31 4,72 3,29 2,71 3,11 

Ratte 3 64 97 23 37 3,7 2,59 5,17 3,70 

Ratte 4 81 68 45 72 2,31 2,44 3,80 1,59 

Ratte 5 122 114 135 34 3,71 4,28 2,97 6,92 

Ratte 6 107 82 94 23 2,04 2,22 2,76 9,45 

MW ± SD 102 ± 39 88 ± 18 77 ± 44 39 ± 19 3,03 ± 1,19 2,97±0,83 3,48±1,04 4,95±3,18 

SD  % MW 38,7% 20,5% 56,8% 48,2% 39,2 28,1 29,9 64,1 

Kontrollgruppe, Desipramin [ng/ml Plasma] 

Ratte 1 302 - - -     

Ratte 2 345 272 258 102     

Ratte 3 251 266 126 145     

Ratte 4 198 176 181 121     

Ratte 5 479 516 425 249     

Ratte 6  231 193 275 230     

MW ± SD 301 ± 107 285 ± 136 253 ± 113 169 ± 66     

SD  % MW 33,7% 47,9% 44,8% 39,0%     

Verumgruppe, Imipramin [ng/ml Plasma] DMQ = DMI/IMI 

Ratte 1 177 114 58 36 1,92 2,51 3,50 3,07 

Ratte 2 123 97 108 31 3,03 2,73 2,24 4,11 

Ratte 3 179 108 66 25 2,56 3,18 4,85 4,57 

Ratte 4 93 71 95 34 2,52 3,21 2,79 7,36 

Ratte 5 109 96 27 28 1,76 2,10 8,57 5,7 

MW ± SD 136 ± 40 97 ± 17 71 ±  32 31 ± 4 2,36±0,52 2,74±0,47 4,39±2,53 4,96±1,64 

SD  % MW 29,1% 17,1% 45,1% 14,3% 21,9 17,1 57,7 33,0 

Verumgruppe, Desipramin [ng/ml] 

Ratte 1 360 303 215 117     

Ratte 2 394 280 256 135     

Ratte 3 486 364 339 121     

Ratte 4 248 241 281 265     

Ratte 5 203 213 245 169     

MW ± SD 338 ± 114 280 ± 58 267 ± 47 161 ± 61     

SD  % MW 33,6% 20,8% 17,4% 38,0%     

 

 
 



 59 

Tabelle 6: Intragastrale Applikation von TCDD bzw. Öl und Imipramin in vivo im  
gefütterten Kollektiv. Vergleich der AUC für Imipramin und Desipramin   
(Versuch 2b). 

 

Area under curve (AUC 0-1440) 
Vergleich der Flächen unter den Kurven von Imipramin und  
Desipramin  Kontroll-/Verumgruppe 
Versuchstiere Imipramin 

Kontrollen 
Imipramin 

Verum 
Desipramin 
Kontrollen 

Desipramin 
Verum 

Ratte 1 - 80760 - 261000 

Ratte 2 89160 102300 276700 298800 

Ratte 3 49950 79020 209200 358300 

Ratte 4 83880 95070 219800 381000 

Ratte 5 127100 49800 505100 294500 

Ratte 6 80640 - 350700 - 

Mittelwert 87950 81390 312300 318700 

± SD ± 27380 ± 20180 ± 121600 ± 49400 

SD in % des MW 31,1% 24,8% 38.9% 15,5% 
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Tabelle 7: Intrajejunale Applikation von Imipramin durch einen implantierten Katheter 
(Versuch 3). Die DMI-Konzentration (nur nach 60 min) und der  
Demethylierungsquotient (DMQ) sind in den TCDD-behandelten 
 Ratten signifikant erhöht (U-Test nach Mann-Whitney: * = p<0,05; ** = p<0,01) 

 

Kontrollgruppe, Imipramin [ng/ml Plasma]  AUC (0-120) DMQ = DMI/IMI 
 Zeitpunkt der Blutentnahme [min]  Zeitpunkt der 

 30 60 120  30 60 120 

Ratte 1 1801 2246 2974 244300 0,35 0,30 0,20 

Ratte 2 2524 3332 3682 336100 0,37 0,24 0,21 

Ratte 3 3729 6459 5921 580200 0,47 0,18 0,24 

Ratte 4 3493 6459 3677 362300 0,30 0,13 0,16 

Ratte 5 1076 1353 2157 157900 0,30 0,35 0,23 

Mittelwerte 2525 3332 3682 336200 0,36 0,24 0,21 

± SD 1119 1929 1400 158500 0,07 0,09 0,03 

Kontrollgruppe, Desipramin [ng/ml Plasma] 

Ratte 1 658 713 620 70430    

Ratte 2 991 835 815 91760    

Ratte 3 1848 1212 1489 154700    

Ratte 4 1120 918 639 94080    

Ratte 5 340 497 514 47990    

Mittelwert 991 835 815 91790    

± SD 567 264 392 39800    

Verumgruppe, Imipramin [ng/ml Plasma] 

Ratte 1 2733 4026 3504 368300 0,52 0,38 0,23 

Ratte 2 2341 2509 2710 264400 0,45 0,47 0,26 

Ratte 3 3002 4243 3920 398600 0,47 0,34 0,27 

Ratte 4 3178 4176 3876 399500 0,63 0,53 0,34 

Ratte 5 2971 3264 3378 337400 0,54 0,42 0,26 

Mittelwert 2845 364$ 3478 353600   0,52*     0,43**     0,27** 

± SD 323 745 488 56050 0,07 0,07 0,04 

Verumgruppe, Desipramin [ng/ml Plasma] 

Ratte 1 1494 1603 867 143000    

Ratte 2 1109 1251 749 112000    

Ratte 3 1487 1543 1125 147800    

Ratte 4 2122 2343 1413 211500    

Ratte 5 1701 1438 913 143100    

Mittelwert 1583     1636** 1013 151500    

± SD 370 417 262 36400    
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Tabelle 8: Varianzanalyse der Plasmakonzentrationen 1 Stunde nach  
Imipraminapplikation (Summe aus IMI und DMI) in den Versuchen 1, 2a, 2b und 3:  
 

Signifikanzen der Varianzanalyse  
 

Gruppe 

 
 

MW±SD Kontrolle 
1 

Kontrolle 
2a 

Kontrolle 
2b 

Kontrolle 
3 

Verum 
1 

Verum 
2a 

Verum 
2b 

Kontrolle 
1 1474±873 ----       

Kontrolle 
2a 558±250 n.s. ---- ---- ---- ---- ---- ---- 

Kontrolle 
2b 403±119 n.s. n.s. ---- ---- ---- ---- ---- 

Kontrolle 
3 4805±2616 p<0,001 p<0,001 p<0,001 ---- ---- ---- ---- 

Verum 
1 4095±1448 p<0,001 p<0,001 p<0,001 n.s. ---- ---- ---- 

Verum 
2a 593±133 n.s. n.s. n.s. p<0,001 p<0,001 ---- ---- 

Verum 
2b 474±147 n.s. n.s. n.s. p<0,001 p<0,001 n.s. ---- 

Verum 
3 5279±1067 p<0,001 p<0,001 p<0,001 n.s. n.s. p<0,001 p<0,001 

 
 
 
Tabelle 9: Varianzanalyse der Demethylierungsquotienten (DMQ) 1 Stunde nach  
Imipraminapplikation in den Versuchen 1, 2a, 2b und 3:  
 

Signifikanzen der Varianzanalyse  
 

Gruppe 

 
 

MW±SD Kontrolle 
1 

Kontrolle 
2a 

Kontrolle 
2b 

Kontrolle 
3 

Verum 
1 

Verum 
2a 

Verum 
2b 

Kontrolle 
1 1,72±0,74 ----       

Kontrolle 
2a 1,39±0,21 n.s. ---- ---- ---- ---- ---- ---- 

Kontrolle 
2b 3,03±1,19 p<0,001 p<0,001 ---- ---- ---- ---- ---- 

Kontrolle 
3 0,24±0,09 p<0,001 p<0,01 p<0,001 ---- ---- ---- ---- 

Verum 
1 1,51±0,55 n.s. n.s. p<0,001 p<0,01 ---- ---- ---- 

Verum 
2a 1,22±0,37 n.s. n.s. p<0,001 p<0,05 n.s. ---- ---- 

Verum 
2b 2,36±0,52 n.s. p<0,05 n.s. p<0,001 p<0,05 p<0,01 ---- 

Verum 
3 0,43±0,07 p<0,01 p<0,01 p<0,001 n.s. p<0,01 p<0,05 p<0,001 
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Tabelle 10: Eichgerade für Resorufin für 530 nm Anregung und 580 nm Emission 
 
 

Eichgerade Resorufin  bei 530 nm Anregung 
 
Stammlösung 

Resorufin 
[µl/5 ml] 

Resorufin 
[µg/l] 

Resorufin 
[nmol/l] 

Emission 
530 nm Anregung 

10 4,70 22,18 0,07 

20 9,42 44,36 0,14 

40 18,82 88,71 0,26 

50 23,52 110,89 0,34 

100 47,00 221,59 0,66 

200 94,08 443,56 1,38 

300 141,12 665,34 2,15 

500 235,20 1108,91 3,20 

 
Die Eichgerade, in der die Konzentration an Resorufin [nmol/l] gegen die Emission aufgetragen 
ist, besitzt eine Steigung von 0,00291±0,000556. 

 
 



 63 

Tabelle 11: Mikrosomeninkubation: Ethoxyresorufin-Deethylase-Induktion durch TCDD 
(Versuch 4a) 

 

Umsätze Ethoxyresorufin 
Fluoreszenzphotometrie bei 530 nm Anregung 

Kontrollgruppe 
Rattenleber Transmission 

nach 2 min 
Inkubation 

Transmission 
Sofortstopp 

Transmission 
Differenz 

Resorufin 
Gesamtumsatz 

[nmol/l] 

Resorufin 
Umsatz 

[pmol/min/mg
] 

1 0,548 0,495 0,053 18,21 3,38 

2 0,540 0,477 0,063 21,65 4,02 

3 0,393 0,243 0,150 51,55 9,58 

4 0,456 0,279 0,177 60,82 11,30 

5 0,495 0,285 0,210 72,16 13,41 

6 0,483 0,267 0,216 74,22 13,80 

Mittelwert 0,488 0,341 0,145 49,768 9,248 

± SD 0,057 0,113 0,071 19,89 4,17 

Verumgruppe 

1 1,003 0,555 0,448 153,95 28,62 

2 1,110 0,582 0,528 181,44 33,72 

3 0,657 0,279 0,378 129,90 24,14 

4 0,687 0,249 0,438 150,51 27,98 

5 0,655 0,231 0,424 145,70 27,68 

6 0,625 0,243 0,382 131,27 27,66 

Mittelwert 0,790 0,356 0,433 148,795 28,300 

± SD 0,210 0,165 0,547 13,17 2,82 

 

 

 
Tabelle 12: Mikrosomeninkubation: Ethoxyresorufin-Deethylase-Induktion durch TCDD 

Signifikanz zwischen Kontroll- und Verumgruppe nach U-Test  (Versuch 4a) 
 

Signifikanz nach U-Test (Mann-Whitney) 
Induktion der Ethoxyresorufin-Deethylase 

KO/VER N p Signifikanz 

EROD 6 0,0039 p<0,05 
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Tabelle 13: Mikrosomeninkubation: Induktion des Imipraminstoffwechsels durch TCDD 
(Versuch 4b). 

 

Mikrosomeninkubation mit Imipramin 
Umsatz und Bildung sind in ng H mg-1 Protein angegeben 

Kontrollgruppe 
Ratten Leberge-

wicht [g] 
Protein 

[mg] 
IMI [ng] 

Sofortstop 
IMI [ng] 
60 min 

IMI [ng] 
Umsatz 

DMI [ng] 
Bildung 

10 OH IMI [ng] 
Bildung 

1 12,0 2,86 1137 1001 -46 82 11 

2 13,5 2,71 1405 1157 -248 122 33 

3 11,2 2,55 1164 1111 -53 17 30 

4 9,4 2,86 1399 1101 -298 38 4 

5 11,7 2,61 1225 1075 -150 20 2 

6 10,4 2,53 1334 1130 -204 72 7 

MW 11,3 2,69 1277,33 1111 -166,50 58,50 14,34 

± SD 1.4 0,15 117,97 29 102,97 40,97 13,59 

Verumgruppe 

1 1,4 2,81 1316 1033 -283 147 23 

2 10.9 2,76 952 770 -182 76 54 

3 9,9 2,59 903 704 -199 122 18 

4 9,5 2,74 1230 1067 -163 98 20 

5 11,2 2,66 1283 1024 -259 78 32 

6 10,1 2,57 905 636 -269 161 64 

MW 10,7 2,69 1098,17 872 -225,83 113,68 37,08 

± SD 1,20 0,10 197,87 190 50,65 35,66 17,94 

 

 

 
Tabelle 14: Mikrosomeninkubation: Induktion des Imipraminstoffwechsels durch TCDD: 

Signifikanz zwischen Kontroll- und Verumgruppe nach U-Test (Versuch 4b) 
 

Signifikanz nach U-Test (Mann-Whitney) 

 

KO/VER N p Signifikanz 

Imipramin 6 0,16833 ns 

Desipramin 6 0,02240 <0,05 

10-OH-Imipramin 6 0,03908 <0,05 
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Tabelle 15: Mikrosomeninkubationen: Körpergewichte der Versuchstiere (Versuch 4) 
 

Ratte Versuchsbeginn [g] Versuchsende [g] 

Kontrollgruppe 

1 290 318 

2 324 366 

3 250 260 

4 230 241 

5 250 276 

6 239 255 

Mittelwert 263,8 286 

± SD 35,9 47,3 

Verumgruppe 

1 310 334 

2 276 296 

3 230 241 

4 228 242 

5 240 256 

6 230 246 

Mittelwert 252,3 269,2 

± SD 33,5 37,9 
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7.3  Chromatogramme 
 
 

 
 
 
Chromatogramm 1:  HPLC-Chromatogramm mit Auftrennung der extrahierten Mischung 
von Imipramin und seiner Metaboliten. 200 ng/Substanz werden als externer Standard ge-
mischt und nach der in Punkt 2.7.1.1 beschriebenen Methode extrahiert. Je 85 µl der Probe 
wird im Probenblock aufgetragen und auf einer 25 cm C18-reversed phase HPLC-Säule 
unter den in Punkt 2.7.1.2 beschriebenen Bedingungen getrennt. Der Nachweis erfolgt im 
UV-Spektralphotometer bei 254 nm, wobei nach dem Ende der Messung das Chromato-
gramm mit den Retentionszeiten in Minuten sowie den Flächeninhalten der Peaks automa-
tisch ausgedruckt werden. 
 
Die Peaks bis 2,83 min zeigen die Lösungsmittel beziehungsweise den Eluenten.  
Die Trennung von Imipramin, der Metaboliten und Doxepin erfolgt in der Reihenfolge: 
Doxepin (Interner Standard 7,39), Didesipramin (8,01), Desipramin (9,59), Imipramin 
(10,95); 10-OH-Desipramin (3,63) und 10-OH-Imipramin (3,41) konnten mit dieser Metho-
de nicht quantitativ getrennt werden.  
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Chromatogramm 2:  HPLC-Chromatogramm mit Analyse einer extrahierten Verum-Probe 
aus Versuch 3 (Bedingungen siehe Chromatogramm 1) 
 
Als interner Standard wird Doxepin zugesetzt, das in einer Konzentration von 20 µl/ml 
(50 ng/µl) in NaHCO3-Puffer, pH 10,5 gelöst ist (200 ng/Probe). Das Verhältnis zwischen 
dem eingesetzten internen Standard in µg pro Probe und der in der anschließenden HPLC 
Analyse gefundenen Menge in µg ergibt die Wiederfindungsrate und eliminiert rechnerisch 
die Extrakionsverluste. 
Ausgewertet werden die Flächen von Doxepin (Retentionszeit 7,40 min), Imipramin (9,66) 
und Desipramin (10,02). Die Peaks bis 2,83 min zeigen die Lösungsmittel beziehungsweise 
den Eluenten.  
 
 

 
 
Chromatogramm 3:  HPLC-Chromatogramm einer Plasmaleerprobe versetzt mit dem inter-
nen Standard Doxepin (Bedingungen siehe Chromatogramm 1) 
 
Der Zusatz von Doxepin (Elution bei 7,35 min) erfolgte wie bei Chromatogramm 2 be-
schrieben.  
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