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Hinweise zum Sprachgebrauch

Die deutsche Ubersetzung iiblicher englischer Begriffe wurde in dieser Arbeit der
besseren Lesbarkeit und Konsistenz des Textes untergeordnet. Da Englisch als Spra-
che der internationalen Wissenschaft etabliert ist, wird die mafsvolle Verwendung von
Anglizismen auch in der vorliegenden Dissertation fiir tolerierbar gehalten.



1 Einleitung

1.1 Zielsetzung der Arbeit

Ethylen (ET) ist ein ubiquitdr vorkommendes Gas. In die Umwelt gelangt die bedeu-
tende Industriechemikalie nicht nur durch industrielle Emissionen, sondern auch als
ein Verbrennungsprodukt von organischem Material. Eine weitere wichtige Quelle
sind Pflanzen, die ET als ein Reifungshormon produzieren. Auch von Sdugern wird
es gebildet; bei diesen ist die biologische Bedeutung jedoch unklar. Beim Sauger wird
ET durch Cytochrom P450-abhingige Monooxygenasen (CYP) zu Ethylenoxid (EO)
metabolisiert, das bei sehr hohen ET-Expositionskonzentrationen in der Ausatemluft
und im Blut von Ratten nachgewiesen wurde. EO alkyliert Makromolekiile, ist in vi-
tro und in vivo mutagen und wirkt bei Maus und Ratte kanzerogen. Deshalb wurde
auch fiir seinen metabolischen Vorldufer ET ein kanzerogenes Potential abgeleitet. Er-
forderliche Daten zur EO-Belastung bei niedrigen, arbeitsplatzrelevanten ET-Konzen-
trationen liegen bisher allerdings nicht vor.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, an der Ratte die EO-Belastung in
Abhiangigkeit von der ET-Expositionskonzentration zu ermitteln. Hierzu sollten Kon-
zentrationsverldufe von EO in der Ausatemluft und im Blut von Ratten bei Expositio-
nen gegen ET-Konzentrationen zwischen 30 und 10 000 ppm in der Expositionsatmo-
sphére gemessen werden. Dies erforderte die Entwicklung einer hochempfindlichen
GC/MSD-Methode zur Bestimmung von EO im Blut der exponierten Tiere.

Bei Exposition gegen hohe, konstante ET-Konzentrationen war beobachtet worden,
dass der Konzentrations-Zeit-Verlauf des metabolisch gebildeten EO in der Ausatem-
luft zunédchst bis zu einem Maximum anstieg, dann jedoch rasch auf eine Plateaukon-
zentration, die etwa einem Drittel der Maximalkonzentration entsprach, abfiel. Die
Ursachen dieses Konzentrations-Zeit-Verlaufs sind nicht geklart. Deshalb sollten Ur-
sachen fiir den komplexen Konzentrations-Zeit-Verlauf gesucht werden. Durch Ver-
folgung des Verlaufs der Aktivitiat des ET zu EO metabolisierenden Enzyms CYP2E1
in Abhédngigkeit von ET-Konzentration und Expositionsdauer sollte untersucht wer-
den, ob und unter welchen Bedingungen dieses Enzyms gehemmt wird. In weiteren
Experimenten sollte ein moglicher Einfluss von EO auf die Aktivitdt der EO-metaboli-
sierenden Enzyme Epoxidhydrolase (EH) und Glutathion-S-Transferase (GST) unter-
sucht werden. Hierzu musste zuerst eine sensitive LC-MS/MS-Methode zur Quanti-
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fizierung von S-(2-hydroxyethyl)glutathion (GS-EO), dem Konjugat von EO mit redu-
ziertem Glutathion (GSH), in Rattenlebern entwickelt werden.

1.2 Eigenschaften, Herstellung und Verwendung von
Ethylen und Ethylenoxid

1.2.1 Ethylen

Ethylen (CAS Nr. 74-85-1, Ethen, ET) ist ein farbloses, brennbares, ab einer Geruchs-
schwelle von 17 ppm schwach siifllich riechendes Gas (NLM&NIH, 2007) mit einer
molaren Masse von 28,05g/mol. Sein Siedepunkt liegt bei -103,7 °C, der Schmelz-
punkt bei -169 °C; es ist praktisch unloslich in Wasser, maflig 16slich in Ethanol, Aceton
und Benzol, gut 16slich in Diethylether (Lide, 2006) und bildet in Anteilen zwischen 3
und 29 Prozent mit Luft explosionsfahige Gemische (Grantom und Royer, 1987).

ET ist die quantitativ bedeutendste Industriechemikalie. In Westeuropa stieg die
Produktionsrate in den vergangenen Jahren kontinuierlich an und erreichte im Jahr
2005 einen Wert von 21,6 Millionen Tonnen pro Jahr. Zusatzlich wurden 300 000 Ton-
nen aus anderen Landern importiert (APPE, 2009). Die industrielle Herstellung von
Ethylen erfolgt hauptséchlich durch Cracken von Erdél oder Erdgas. Uber 80 Pro-
zent des produzierten ET werden zur Herstellung von Polyethylen, Ethylenoxid (CAS
Nr. 75-21-8, EO, 1,2-Epoxyethen, Oxiran), Ethylenglykol, Ethylendichlorid und Vinyl-
chlorid verwendet (IARC, 1994a; Zimmermann und Walzl, 2007). ET ist aufSerdem
ein pflanzliches Hormon, das Keimwachstum und Alterung beeinflusst und Frucht-
wachstum bewirkt. Daher wird ET in der Landwirtschaft zur beschleunigten Reifung
von Friichten eingesetzt (IARC, 1994a).

ET ist ein ubiquitdres Gas, das sowohl natiirlichen als auch anthropogenen Ur-
sprungs ist. Es entsteht bei der Verbrennung von organischem Material und wird
nicht nur von Pflanzen, sondern auch vom Sauger endogen gebildet. Die Ursache sei-
ner Entstehung im menschlichen Organismus ist noch unklar; als mogliche Quellen
von endogenem ET gelten Lipidperoxidation (Lieberman und Mapson, 1964; Lieber-
man und Hochstein, 1966; Frank et al., 1980; Sagai und Ichinose, 1980; Térnqvist et al.,
1989b; Kautiainen und Tornqvist, 1991), Oxidation von Methionin (Lieberman und
Kunishi, 1965; Fu et al., 1979; Kessler und Remmer, 1990), Oxidation von Hamoglo-
bin (Clemens et al., 1983; Kessler, 1987) und der Metabolismus von Darmbakterien
(Tornqvist et al., 1989Db).

In grofistadtischen Ballungszentren wurden Luftkonzentrationen bis zu 700 ppb ET
gemessen (Abeles und Heggestad, 1973). Arbeiter der ethylenverarbeitenden oder
-herstellenden Industrie sind hauptsdchlich bei Unfillen oder Leckagen ET-enthal-
tender Behéltnisse hohen Gaskonzentrationen ausgesetzt. Bei der kiinstlichen Reifung
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von Friichten sind Arbeiter im Mittel gegen eine ET-Konzentration von 0,3 ppm expo-
niert (Tornqvist et al., 1989a). Es wurde berichtet, dass Feuerwehrleute bei der Brand-
bekdmpfung gegen Konzentrationen von bis zu 46 ppm ET exponiert waren (Jankovic
et al., 1991).

Fiir die Exposition gegen ET gibt es in den meisten Landern keine Beschrankun-
gen; nur in der Schweiz existiert ein Arbeitsplatzgrenzwert von 10000 ppm, der auf
der Explosivitdt der Substanz basiert (IARC, 1994a). Die deutsche MAK-Kommissi-
on (Senatskommission zur Priifung gesundheitsschdadlicher Arbeitsstoffe) stufte ET
als Krebsverdachtsstoff in die Gruppe 3B ein. Die IARC (International agency for re-
search on cancer) ordnete ET der Gruppe 3 (non classifiable as to its carcinogenicity to
humans) zu.

1.2.2 Ethylenoxid

Ethylenoxid (EO) ist bei Raumtemperatur ein farbloses Gas mit einer molaren Mas-
se von 44,06 g/mol. Sein Siedepunkt bei Normaldruck liegt bei 10,8 °C, der Schmelz-
punkt bei —111 °C (Lide, 2006). EO ist gut in polaren Losungsmitteln wie Wasser, Ace-
ton, Ethanol und Diethylether 16slich (Lide, 2006). Es wurde friither im Chlorhydrin-
Verfahren hergestellt, indem Ethylenchlorhydrin durch Reaktion mit einer Base um-
gesetzt wurde. Heute erfolgt die industrielle Herstellung wesentlich wirtschaftlicher
durch direkte Oxidation von ET mit Sauerstoff an einem Silberkatalysator. Die welt-
weite jahrliche Produktionsrate von EO betrug im Jahr 2000 ca. 15 Millionen Tonnen
(Rebsdat und Mayer, 2002).

EO wird hauptséchlich als Ausgangs- und Zwischenprodukt in der chemischen In-
dustrie eingesetzt und aufSerdem zur Herstellung von Ethylenglykol, Ethanolaminen
und Glykolethern verwendet. Im gasférmigen Zustand wird es als Desinfektionsmit-
tel, zur Sterilisation von medizinischen Gerdten und als Insektizid eingesetzt. Die frii-
her tibliche Kaltentkeimung von Krdutern und Gewiirzen durch EO ist in Deutsch-
land seit 1984 verboten, in anderen Landern wird dieses Verfahren jedoch nach wie
vor angewendet (Fowles et al., 2001).

Expositionen gegen EO am Arbeitsplatz geschehen vor allem in Sterilisationsbetrie-
ben, bei Krankenhausbeschiaftigten und in der chemischen Industrie (IARC, 1994b).
Den hochsten EO-Konzentrationen waren Beschéftigte von Sterilisationsbetrieben
und Krankenh&dusern ausgesetzt; sie wurden beim Offnen von Sterilisationskammern
kurzzeitig gegen mehrere hundert ppm EO exponiert (Bryant et al., 1989; IARC, 1994b;
Hori et al., 2002). Neben der inhalativen kann es auch zur dermalen Aufnahme von
EO kommen, das in geringen Mengen auch als Verunreinigung in Kosmetika zu fin-
den ist (Filser et al., 1994; Thier und Bolt, 2000). Nicholls (1986) berichtete von direkter
EO Aufnahme ins Blut aus mit EO sterilisiertem Plastikmaterial bei Himodialysepa-
tienten und dadurch verursachtem anaphylaktischen Schock.
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H,C=CH,
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CYP450
/\
H,C—CH,
Epoxid- : Glutathion-S-
s
HO—C—C—OH GS—C—C—OH
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S-(2-hydroxyethyl)glutathion
Y Y Y
Urin Hydroxyethylierung Urin

Abbildung 1.1 Ethylenoxid: Enzymatische Bildung aus Ethylen und Elimination. In Anlehnung an Greim
und Filser (1994). Der Epoxidhydrolase-abhédngige Stoffwechselweg ist gestrichelt dargestellt, da er nur
von untergeordneter Bedeutung ist (Li et al., 2009).

EO wurde von der MAK-Kommission in die Kategorie 2 (krebserzeugend fiir den
Menschen) eingestuft. Nach den Richtlinien der IARC gehort EO der Gruppe 1 an (kan-
zerogen fiir den Menschen).

1.3 Metabolismus, Toxizitit und Toxikokinetik von Ethylen
und Ethylenoxid

1.3.1 Metabolismus von Ethylen und Ethylenoxid

Verschiedene Untersuchungen ergaben, dass ET im Organismus von Ratte, Maus und
Mensch durch CYP-Enzyme in EO iiberfithrt wird (vgl. Abb. 1.1) wie zuerst von
Schmiedel et al. (1983) an Rattenlebermikrosomen und von Filser und Bolt (1984) an
Ratten gezeigt wurde. Als indirekter Nachweis des gebildeten EO dient die Hydroxy-
ethylierung von Cystein und Histidin und vor allem von N-terminalem Valin im Ha-
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moglobin; sie wurde bei Maus, Ratte und Mensch nachgewiesen (Ehrenberg et al.,
1977; Calleman et al., 1978; Filser et al., 1992).

Die Elimination von EO erfolgt hauptsédchlich durch die durch Glutathion-S-Trans-
terasen (GST) katalysierte Konjugation von EO mit GSH (Brown et al., 1996; Li et al.,
2009). Die Stoffwechselprodukte des Glutathionkonjugats finden sich im Urin (Jones
und Wells, 1981; Gérin und Tardif, 1986; Koga et al., 1987; Burgaz et al., 1992). Bei Rat-
te und Maus erfolgt die Elimination von EO nahezu ausschliefilich tiber diesen Weg.
Beim Menschen wird EO aufierdem durch die Epoxidhydrolase (EH) zu Ethylengly-
kol hydrolysiert (Li et al., 2009). Dieses wird dann weiter zu Glykolsdure, Glyoxylsdu-
re und Oxalsdure metabolisiert, die mit dem Urin ausgeschieden werden (Carstens,
2003; Upadhyay, 2006). Die Elimination durch Hydrolyse findet bei Ratten und Maus
wenn iiberhaupt nur in untergeordnetem Maf3e statt (Li et al., 2008).

1.3.2 Toxizitdt, Genotoxizitit und Kanzerogenitat von Ethylen

Die Toxizitdt von ET fiir den Menschen wurde lange Zeit als duferst gering einge-
schitzt. ET zeigt keine akuten toxischen Wirkungen und wurde lange als inertes Gas
angesehen und nur seine, wegen der Verdrangung von Sauerstoff, erstickende Wir-
kung bei sehr hohen Konzentrationen in der Atemluft wurde als toxische Wirkung in
Betracht gezogen (IARC, 1994a).

Bei Ratten zeigte ET weder in einer 90-Tage-Studie mit ET-Konzentrationen bis
zu 10000 ppm (Rhudy et al., 1978) noch in einer Langzeitexposition (6h/T, 5T/W,
24 Mon) bei Expositionskonzentrationen bis zu 3000 ppm Effekte (Hamm et al., 1984).
In sehr hohen Konzentrationen (10000 bis 57000 ppm) wirkte ET bei dieser Spezi-
es nur nach Vorbehandlung mit einem Gemisch polychlorierter Biphenyle (Aroclor
1254), die Induktoren verschiedener CYP-Spezies sind (z. B. Alvares et al., 1973; Hen-
nemann et al., 1994), akut hepatotoxisch (Conolly und Jaeger, 1977; Conolly et al., 1978;
Guest et al., 1981).

In Mutagenitédtsstudien zeigte ET keine positiven Effekte. In einem in vitro Test
an Salmonella typhimurium TA 100 mit ET-Luftkonzentrationen bis zu 20 % war das
Gas mit und ohne metabolisierendes System nicht mutagen (Victorin und Stahlberg,
1988). Auch Micronucleustests in vivo an Knochenmarkszellen von Ratten und Mau-
sen mit ET-Konzentrationen bis zu 3000 ppm (6 h/T, 5 T/W, 4W) zeigten keine signifi-
kante Haufigkeitszunahme im Vergleich zu Luft-exponierten Kontrollen (Vergnes und
Pritts, 1994). Des Weiteren wurde keine Zunahme in der Haufigkeit von HPRT-Mu-
tationen bei Ratten und Mdusen gefunden, die bis zu 4 Wochen lang (6 h/T, 5T/W)
gegen ET-Konzentrationen zwischen 0 und 3000 ppm exponiert wurden (Walker et al.,
2000).

ET alkyliert jedoch Proteine und die DNA unter Bildung der gleichen Hydroxye-
thyladdukte, die auch durch EO gebildet werden. Diese wurden zuerst bei ET- bzw.
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EO-exponierten Madusen im Hamoglobin (Ehrenberg et al., 1977) und danach im Ha-
moglobin und der DNA verschiedener Organe nachgewiesen (Segerback, 1983). In
jingeren Arbeiten wurden die ET-Befunde bestétigt und erweitert: Bei Mdusen und
Ratten, die unterschiedlich lange (bis zu 4 Wochen) gegen ET-Konzentrationen zwi-
schen 40 und 3000 ppm exponiert waren, wurden Hydroxyethylierungen am Hamo-
globin (Eide et al., 1995; Walker et al., 2000) und in diversen Organen sowie in Lym-
phozyten N-7-(2-hydroxyethyl)guanin-Addukte gefunden (Eide et al., 1995; Wu et al.,
1999a; Rusyn et al., 2005). Bei beiden Spezies strebten die Adduktspiegel ab etwa
1000 ppm gegen Plateaus, ein Hinweis fiir eine Sattigungskinetik von ET (Walker et al.,
2000). Auch beim Menschen wurden ET-bedingte Hydroxyethylierungen am Hamo-
globin gemessen (zusammengefasst in z. B. IARC, 1994a; Csandady et al., 2000).

ET wurde in einer Langzeitinhalationsstudie mit ET-Konzentrationen von 0, 300,
1000 und 3000 ppm (6 h/T, 5T/W, 24 Mon) an madnnlichen und weiblichen F344-Rat-
ten auf kanzerogene Wirkungen untersucht. Es wurden weder behandlungsbedingte
Wirkungen noch eine Tumorzunahme gefunden (Hamm et al., 1984). Belastbare Un-
tersuchungen zur Kanzerogenitdt von ET beim Menschen liegen derzeit nicht vor.

1.3.3 Toxizitat, Genotoxizitit und Kanzerogenitat von Ethylenoxid

EO, der ET-Metabolit, reagiert als Epoxid direkt mit Nukleophilen, was zu toxi-
schen Wirkungen auf physiologische Strukturen und Prozesse fiihren kann (Hine
et al., 1981). Die durch Reaktion mit dem elektrophilen EO hervorgerufenen Hydroxy-
ethylierungen von Carboxyl-, Amino-, phenolischen Hydroxyl- und Sulfhydrylgrup-
pen in Proteinen (Fraenkel-Conrat, 1944) machen verstandlich, dass der Stoff biozid
ist, akut toxisch wirken und allergische Reaktionen hervorrufen kann (DFG, 1984,
1995). Akute Vergiftungen durch EO sind bei Mensch und Versuchstier gekennzeich-
net durch systemische Wirkungen wie Erbrechen, Diarrhoe, Herzschdadigung, Erre-
gungszustdnde, Benommenheit, Bewusstlosigkeit, durch sensorisch-motorische Neu-
ropathien sowie durch starke Reizerscheinungen an Augen und Schleimhéduten der
oberen Luftwege und der Haut, wo es Rotung und Blasenbildung hervorruft (zu-
sammengefasst in z. B. DFG, 1984). Bei vierstiindigen Expositionen von Versuchstie-
ren betrugen die LCsp-Werte (Stoffkonzentration, bei der 50 % der exponierten Tiere
versterben) bei der Maus 835 ppm, bei der Ratte 1460 ppm und beim Hund 960 ppm
(Jacobson et al., 1956).

Ebenso wie ET hydroxyethyliert EO bei Versuchstier und Mensch Proteine und die
DNA (Versuchstiere: Osterman-Golkar et al., 1976, 1983; Ehrenberg et al., 1977; Seger-
back, 1983; Walker et al., 1992b; Potter et al., 1989; Walker et al., 1992a, 1993, 2000; Wu
et al., 1999a,b; Rusyn et al., 2005; am Arbeitsplatz gegen EO exponierte Menschen: Ha-
moglobinaddukte, zusammengefasst in z. B. Csandady et al., 2000; Kolman et al., 2002;
Yong et al., 2007; IARC, 2008). In Ubereinstimmung mit den Befunden, dass ET beim
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Sauger endogen gebildet wird (Ratte bzw. Mensch: Ram Chandra und Spencer, 1963;
Conkle et al., 1975; Sagai und Ichinose, 1980; Harrison, 1981; Shen et al., 1989; Filser,
1992), wurden auch Proteinaddukte von endogenem EO gefunden (Filser, 1992).

Die Alkylierung der DNA durch EO wird als die Ursache fiir die Genotoxizitat
und Kanzerogenitdt dieses Stoffes angesehen (Swenberg et al., 1990). Die Genotoxi-
zitat von EO wurde an einer Reihe von Testsystemen gezeigt: EO wirkte mutagen
(ohne aktivierendes System in vitro) bei Mikroorganismen (Pro- und Eukaryonten)
und Pflanzen. EO induzierte unscheduled DNA synthesis (unplanméfiige DNA Synthe-
se, ein Nachweis von DNA-Schadigung und -Reparatur), DNA-Strangbriiche, Mu-
tationen, Schwester-Chromatid-Austausch und Chromosomen-Aberrationen in kul-
tivierten menschlichen Zellen sowie Mutationen, Mikrokerne, Chromosomen-Aber-
rationen und Zelltransformationen in Nagetierzellen in vitro. Ebenfalls induzierte es
Lethalmutationen und vererbbare Translokationen bei Drosophila melanogaster sowie
Schwester-Chromatid-Austausch, Mutationen, Chromosomen-Aberrationen, Mikro-
kerne, Dominant-Lethalmutationen und vererbbare Translokationen bei in vivo be-
handelten Nagern. Es fithrte zu Chromosomen-Aberrationen und Schwester-Chroma-
tid-Austausch beim Affen. Auch bei EO-exponieren Arbeitern fanden sich in mehre-
ren Studien Schwester-Chromatid-Austausch, Chromosomen-Aberrationen und Mi-
krokerne (Zusammenfassung und Beurteilung in IARC, 1994b, 2008).

Mit EO wurden an Nagetieren sechs Zweijahresstudien zur Ermittlung einer tu-
morigenen Wirkung durchgefiihrt. Nach intragastraler EO-Applikation (7,5 oder
30mg/kg, zweimal wochentlich) an CD-Ratten wurde eine dosisabhédngige Zunahme
von Vormagentumoren (hauptsichlich Plattenepithelkarzinom) gefunden. Bei unbe-
handelten oder nur Vehikel-behandelten Kontrollen traten solche Tumore nicht auf
(Dunkelberg, 1982). Der gleiche Autor (Dunkelberg, 1981) fand auch bei NMRI-Mé&u-
sen nach subkutanen EO-Injektionen (0,1, 0,3 und 1,0 mg/Maus, einmal wochentlich)
eine dosisabhidngige Tumorzunahme an der Injektionsstelle. Zwei Inhalationsstudien
an F344-Ratten (EO-Konzentrationen von 0, 10, 33 und 100 ppm, 6 h/T, 5T/W, méann-
liche und weibliche Tiere (Snellings et al., 1984), sowie EO-Konzentrationen von 0,
50 und 100 ppm, 7h/T, 5T/W, nur ménnliche Tiere (Lynch et al., 1984)) ergaben in
verschiedenen Geweben Zunahmen an malignen Tumoren: peritoneale Mesothelio-
me (nur bei den ménnlichen Tieren), monozytire Leukdmien und, am auffallendsten,
da sie sehr selten vorkommen, Hirntumore (maligne Gliome). Bei B6C3F1-Mdusen,
die gegen 0, 50 und 100 ppm exponiert wurden (6h/T, 5T/W), nahm die Inzidenz
an Adenomen und Karzinomen in der Lunge dosisabhédngig zu (beide Geschlechter).
Auch kam es in Driisengeweben (Hardersche Driise, Brustdriise, Uterus) zur dosisab-
hédngigen Zunahme von Karzinomen (NTP, 1987).

Die bisher vorgenommenen epidemiologischen Studien zur kanzerogenen Wirkung
von EO am Menschen ergaben kein klares Bild. Wahrend frithe Studien auf erhoh-
te Risiken fiir Leukdmie (alle Formen) sowie Magen- und Pankreaskrebs deuteten,
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wurden diese in spéteren Studien nicht bestitigt. Es ergab sich allenfalls ein erhoh-
tes Brustkrebsrisiko. Die IARC beurteilte EO vorwiegend wegen seiner erwiesenen
Genotoxizitdat und hierauf beruhender Kanzerogenitat im Tierversuch als kanzerogen
fiir den Menschen (IARC, 2008).

1.3.4 Toxikokinetik von Ethylen und Ethylenoxid

Bei Ratte und Mensch wurde die Toxikokinetik von ET (Ratte: Andersen et al., 1980;
Bolt et al., 1984, Mensch: Shen et al., 1989; Filser, 1992) und EO (Ratte: Filser und Bolt,
1984; Denk, 1990; Krishnan et al., 1992, Mensch: Filser, 1992) mit Studien zur Aufnah-
me und Abatmung von ET und EO im geschlossenen Expositionssystem untersucht.
Die kinetischen Parameter der Aufnahme durch Inhalation, Abatmung und Metabo-
lismus sowie der endogenen Bildung von ET und EO wurden durch Analyse der Kon-
zentrations-Zeit-Verldufe in der Atmosphére der Expositionskammern mittels eines
Zwei-Kompartiment-Modells ermittelt (Bolt et al., 1984; Filser und Bolt, 1984; Bolt und
Filser, 1987; Shen et al., 1989; Denk, 1990; Filser, 1992). Entsprechende Untersuchungen
in Médusen wurden noch nicht durchgefiihrt.

Blutkonzentrationen von EO wurden bei Ratten nach Nasenexpositionen gegen ET
berichtet (Maples und Dahl, 1993). Bei Mdusen (Brown et al., 1996, 1998) und Ratten
(Brown et al., 1996) wurde EO im Blut wahrend und nach Exposition gegen EO be-
stimmt. Alle verfiigbaren toxikokinetischen Daten wurden mittels eines fiir ET und
EO entwickelten physiologisch-toxikokinetischen Modells analysiert (Csanady et al.,
2000). Fennell und Brown (2001) entwickelten ein physiologisches toxikokinetisches
Modell nur fiir EO.

Die toxikokinetischen Analysen fiir ET bei der Ratte zeigten, dass nur eine klei-
ne Menge des inhalierten ET systemisch verfiigbar ist (Ratte: 17 %, Mensch: 5,6 %).
Der tiberwiegende Teil wird wieder ausgeatmet bevor er in den Blutkreislauf gelangt.
Wie von Csanady und Filser (2001) gezeigt, liegt dieser Effekt in dem kleinen Blut-zu-
Luft-Verteilungskoeffizienten begriindet (zwischen 0,11 und 0,48, ermittelt bei 37 °C
im Blut verschiedener Spezies Csanddy et al., 2000). Wegen seiner hydrophoben Ei-
genschaften wird aufgenommenes ET vorwiegend im Fettgewebe gespeichert. Es
reichert sich allerdings kaum im Organismus an, wie sich aus seinem Verteilungs-
gleichgewicht Organismus-zu-Atmosphéare von nur 0,7 (Ratte: Bolt et al., 1984) bzw.
0,53 (schlanke Menschen: Filser, 1992) ergibt. Die Geschwindigkeit des ET-Metabolis-
mus verlduft im Bereich niedriger ET-Expositionskonzentrationen unterhalb von etwa
125 ppm bei der Ratte (Csanady et al., 2000) und unterhalb von mindestens 50 ppm
beim Menschen (Filser, 1992) nach einer Kinetik erster Ordnung. In diesen Konzen-
trationsbereichen wird das bioverfiigbare ET bei der Ratte (250 g) zu 24 % und beim
Menschen (70 kg) zu 36 % metabolisiert; die tibrigen 76 bzw. 64 % werden abgeatmet.
Somit werden von inhaliertem ET bei der Ratte nur 3,7 % (Csanady et al., 2000) und
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beim Menschen nur 2 % verstoffwechselt (Filser, 1992). Bei hoheren Konzentrationen
wird der ET-Metabolismus gesittigt; bei der Ratte wird die maximale Metabolismus-
rate von 8,5 pmol/ (h-kg) bei ET-Konzentrationen von tiber 1000 ppm erreicht (Ander-
sen et al., 1980; Bolt et al., 1984; Csandady et al., 2000), 50 % der maximalen Rate bei circa
200 ppm (Andersen et al., 1980; Bolt und Filser, 1987). Csanddy et al. (2000) analysierten
die Daten von Bolt et al. (1984) mit einem physiologisch-toxikokinetischen Modell und
erhielten eine Konzentration von 125 ppm ET bei 50 % der maximalen Metabolismus-
rate. Auf eine Sittigung des ET Metabolismus wurde auch aus Messungen von DNA-
und Hamoglobin-Addukten als Biomarker fiir EO nach Exposition von Madusen und
Ratten gegen niedrige (bis 40 ppm) und hohe (iiber 1000 ppm) Konzentrationen von
ET geschlossen (Ehrenberg et al., 1977; Segerback, 1983; Walker et al., 2000).

Die endogene Produktion von EO wurde in Abatmungsstudien an Ratten (Shen
et al., 1989; Denk, 1990; Filser, 1992) mittels des von Filser (1992) entwickelten Expo-
sitionssystems untersucht. Unter Berticksichtigung des toxikokinetischen Verhaltens
von ET wurde eine mittlere Produktionsrate von 10,3 nmol/(h-kg) berechnet.

Im Gegensatz zu ET ist der Grofiteil des inhalierten EO aufgrund seines grofien
Blut-zu-Luft-Verteilungskoeffizients von 61 (Csanady et al., 2000) systemisch verfiig-
bar. EO ist amphiphil und verteilt sich darum gleichméfsig im gesamten Organismus
(Csanady et al., 2000). Der Metabolismus von EO ist schnell und folgt bis zu Konzen-
trationen von 200 ppm bei Mdusen (Brown et al., 1998) und bis mindestens 300 ppm
bei Ratten (Csanddy et al., 2000) einer linearen Kinetik. In diesem Konzentrationsbe-
reich wird tiber 90 % des aufgenommenen EO metabolisch eliminiert (Csanady et al.,
2000). Die Nicht-Linearitdt bei EO-Konzentrationen oberhalb von 200 ppm bei der
Maus wurde auf die durch GSH-Depletion verursachte Inhibition des GST-abhangi-
gen Metabolismusweges zuriickgefiihrt (Brown et al., 1998).

Bei Ratten, die gegen hohe, konstante ET-Konzentrationen exponierten wurden,
war die EO-Bildung nicht konstant. Die Konzentrations-Zeit-Verldufe von abgeatme-
tem EO (Filser und Bolt, 1984) und von EO im Blut (Maples und Dahl, 1993; Fennell
et al., 2004) waren komplex und zeigten einen raschen Anstieg der EO-Konzentration
bis zu einem Maximum mit anschlieffendem Abfall der Konzentration bis zu einem
Plateau, dessen Konzentration bei circa einem Drittel bis zur Hélfte der jeweiligen
Maximalkonzentration liegt (siehe Abb. 1.2). Dieser Effekt konnte bisher nicht befrie-
digend erklart werden.

Als Grundlage fiir eine Abschiatzung des von ET ausgehenden Risikos fiir den Men-
schen ist das Verstdndnis der Dosis-Wirkungs-Beziehungen von ET und EO unerlass-
lich. Basierend auf Tierversuchen, in denen Ratten gegen EO exponiert wurden, nah-
men Bolt und Filser (1984) fiir die Ratte eine Abschidtzung des von ET ausgehenden
Tumorrisikos vor, bei der sie von EO-Belastungen bei sehr hohen ET-Konzentrationen
ausgingen und auf fiir den Menschen relevante niedrige Konzentrationen extrapolier-
ten. Bevor eine solche Extrapolation des Risikos vom Versuchstier auf den Menschen
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Abbildung 1.2 Vorhergesagter und tatsdchlich beobachteter Konzentrations-Zeit-Verlauf von EO nach
Exposition von zwei Ratten gegen 1000 ppm ET (aus Filser und Bolt, 1984). Jedes Symbol entspricht
einer gemessenen Konzentration; die Werte stammen aus drei unabhdngigen Experimenten.

tibertragen werden kann, sollte nicht nur der Mechanismus, der zur schddigenden
Wirkung fiihrt, sondern auch die ET-bedingte EO-Belastung sowie die kinetischen
Parameter von ET und EO bei Versuchstier und Mensch aufgekldrt sein. Bolt und
Filser hatten keine Daten aus Tierversuchen zu EO-Konzentrationen nach Expositio-
nen gegen niedrige ET-Konzentrationen zur Verfiigung. Ihre Abschdtzung muss dem-
nach als vorldufig angesehen werden. Erklarung und anschlieffende Beschreibung des
komplexen Konzentrations-Zeit-Verlaufs von EO durch ein auf experimentellen Da-
ten an Versuchstier und Mensch beruhendes toxikokinetisches Modell fiir ET und sei-
nen Metaboliten EO ist dringend erforderlich als Basis fiir eine Neubewertung des
von ET-Expositionen ausgehenden Tumorrisikos fiir den Menschen.

1.4 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit ist es, die Belastung der Ratte durch EO in Abhédngigkeit von Konzen-
tration und Dauer der ET-Exposition, insbesondere auch fiir niedrige ET-Konzentra-
tionen, zu quantifizieren. Aufierdem sollen Studien zur Aktivitdt der ET- und EO-me-
tabolisierenden Enzyme in Abhédngigkeit von Hohe und Dauer der ET-Konzentration
durchgefiihrt werden.

Als Basis fiir die Untersuchungen muss dementsprechend zur Bestimmung von
niedrigsten EO-Konzentrationen im Blut (<100nmol/1) eine hochempfindliche ana-
lytische Methode entwickelt werden. Da CYP2E1 in hohem Mafse am Metabolismus
von Alkenen beteiligt ist, soll die Aktivitdt dieses Enzyms in Abhéngigkeit von Expo-
sitionsdauer und -hdhe bestimmt werden. Hierzu muss ein in der Literatur beschrie-
bener Assay modifiziert und in der Arbeitsgruppe etabliert werden.

EO wird vorwiegend durch die hepatische Glutathion-S-Transferase (GST) metabo-
lisiert. Zur Untersuchung auf eine Verdnderung der GST-Aktivitét soll die Konzentra-
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tion von GS-EO in der Leber in Abhdngigkeit von Hohe und Dauer der ET-Exposition
bestimmt werden. Zur Bestimmung von GS-EO muss eine entsprechend empfindliche
LC-MS/MS-Methode entwickelt werden.

Nach Entwicklung der analytischen Methoden sollen zur Untersuchung des ET-
Metabolismus Expositionen von Ratten durch einmalige ET-Gaben in ein geschlos-
senes Expositionssystem vorgenommen und die Konzentrations-Zeit-Verldufe von
ET und EO verfolgt werden. Es sollen sowohl Expositionen gegen hohe als auch
gegen niedrige ET-Konzentrationen bis hinunter zu 1 ppm erfolgen; auflerdem soll
die Kinetik nach Hemmung des ET-Metabolismus durch den Inhibitor Dithiocarb er-
mittelt werden. Durch 6-stiindige Expositionen gegen konstante ET-Konzentrationen
und anschliefende Quantifizierung von EO in Blut soll die Korrelation des EO
Konzentrations-Zeit-Verlaufs bzw. der EO-Konzentration in Blut mit der Konzentra-
tion von ausgeatmetem EO tiiberpriift werden.

Eine mogliche Induktion der EO-metabolisierenden Enzyme soll durch 3-stiindige
Expositionen gegen konstante EO-Konzentrationen mittels Infusion einer EO-haltigen
Losung und Messung von EO im Blut zu festgelegten Zeitpunkten untersucht wer-
den. Im Anschluss an die EO-Expositionen soll GS-EO in den Lebern der Ratten quan-
tifiziert werden.

Die Inhalationsstudien von Filser und Bolt (1984) wurden mit Sprague-Dawley-
Ratten (CD-Ratten) durchgefiihrt; in der bereits erwdhnten Kanzerogenititsstudie
von ET (Hamm et al., 1984) wurden Fischer-344-Ratten (F344-Ratten) verwendet. Da
die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse fiir eine Risikoabschidtzung verwendet wer-
den sollen und hierfiir im Allgemeinen die gleiche Spezies wie in der Kanzerogeni-
tatsstudie verwendet werden soll, werden die Expositionen in dieser Arbeit mit F344-
Ratten durchgefiihrt. Um herauszufinden, ob es bei beiden Rattenstimmen zu einer
vergleichbaren EO-Belastung kommt und um die erhaltenen Daten auch mit denen
von Filser und Bolt (1984) vergleichen zu konnen, werden die Inhalationsexperimen-
te und Enzymaktivitdtstests mit beiden Rattenstimmen durchgefiihrt.
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2.1 Chemikalien und Reagenzien

Acetonitril, LiChrosolv
Ammoniumacetat, >99,99 %
Atemkalk Dragersorb 800Plus
Chlorzoxazon, >98 %

Deconex

Diethylmaleat, >97 %

Ethylen 3.5, >99.95 %

Ethylenoxid 3.0, >99.9 %
dy4-Ethylenoxid, 98 Atom % D
13C2—Ethylenoxid, 99 Atom % °C
L-Glutathionethylester, >95 %
L-Glutathion, oxidierte Form, 90 %
L-Glutathion, reduzierte Form, 98 %
Glutathion-S-Transferase aus Pferdeleber
(55 U/mg Protein)

Helium 5.0

6-Hydroxychlorzoxazon, >98 %

Isoba (Isofluran)

Kaliumchlorid, >99 %
Kaliumdihydrogenphosphat, p.a.
Kaliumhydrogenphosphat x3H,O, p.a.
Ketamin, 10 % (Ketaminhydrochlorid)
Laborfett Glisseal

Liquemin N 25000 (Heparin)

Luft, synthetisch, Sorte 231
Magnesiumchlorid x 6H,O, >99,0 %
Methanol, LiChrosolv

Methanol, Picograde

B-NADH, >98 %

12

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Drédger Medical AG, Liibeck
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Borer Chemie, Zuchwil, Schweiz
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Linde, Oberschleifsheim
Linde, Oberschleifsheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Linde, Oberschleifsheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Essex Tierarznei, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

WDT, Garbsen

Borer Chemie, Zuchwil, Schweiz
Hoffmann-La Roche,
Grenzach-Wylen

Linde, Oberschleifsheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

LGC Promochem, Wesel
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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B-NADPH, >97 %

Natriumchlorid, p.a.
Natriumchloridlosung, physiologisch
Natriumdiethyldithiocarbamat. p.a.
Protein Standard Set (Rinderserumalbu-
min in Kochsalzlosung)

Rompun

Saccharose, 98 %

Salzsdure, p.a.

Stickstoff 5.0

Stickstoff, fliissig
Tris-(hydroxymethyl)-methylamin
Wasserstoff 5.0

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BayerVital, Leverkusen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Linde, Oberschleifsheim
Linde, Oberschleifsheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Linde, Oberschleifsheim

2.2 Gerate und Verbrauchsmaterial

* Analysenwaage Kern 770/GS/G]J (Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern)

* Apparatur zur nose-only Exposition einer Ratte in vivo (Patentnr. 424-0685, Filser
und Kreuzer) (Kuglstatter, Garching; nach eigener Vorlage)

* Cryogenic Vials (Tieftemperatur-Gefafse), PP (Nalgene, Wiesbaden)

e Edelstahlkaniile 1,00 x 200 mm (Unimed, Lausanne, Schweiz)

¢ Einmalkaniilen (Braun, Melsungen)

- Nr.1,09 x 40mm, 20 G x 1-1/2*

- Nr.17,0,55 x 25mm, 24 G x 1”

e Einmalspritzen, verschiedene Volumina (Braun, Melsungen)

e Einmalspritze, Volumen 10 ml; Becton Dickinson, Heidelberg

* Expositionskugel (Kuglstatter, Garching; nach eigener Vorlage)

— Planflansch Rundkolben, Glas, V = ca. 6,81 mit Planflanschdeckel; Mittel-
hals mit 24/29 Normschliffhiilse, zwei Seitenhéilse mit 14 /23 Normschliff-

hiilsen

e Exsikkatoren, Glas, verschiedene Volumina (Glaswerk Wertheim, Wertheim)

* Fliissigkeitschromatograph mit MS/MS
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— Massenspektrometer API 4000 (Applied Biosystems, Darmstadt)

— HPLC-Pumpe Agilent 1100 bindre Pumpe (Agilent, Waldbronn)

— Agilent 1100 Thermo Autosampler (Agilent, Waldbronn)

— Sédulenofen Agilent 1100 (Agilent, Waldbronn)

— Trennsdule Luna 511 C18(2), 150 x 2mm ID (Phenomenex, Aschaffenburg)

— Vorsdule Security Guard Cartridge Luna C18, 4 x 2mm (Phenomenex,
Aschaffenburg)

— Workstation Dell PIV
¢ Gaschromatograph mit MSD (Agilent, Waldbronn)

- GC Typ 6890A
- MSD 5973

— Trennsdule Poraplot U, 25m x 0,32 mm ID, 10 pm Filmdicke (Chrompack,
Frankfurt)

— Injekor Thermal Desorption Cold Trap CP 4010 (Chrompack, Frankfurt)
— Cold Trap Séule CP Sil CB, 30cm x 0,53 mm x 5pm (Varian, Darmstadt)

¢ Gaschromatograph mit MSD (Hewlett Packard, Waldbronn)

- GC Typ HP 5890, Serie 11
— MSD HP 5970

— Trennsdule Poraplot U, 25m x 0,32 mm ID, 10 pm Filmdicke (Chrompack,
Frankfurt)

— Injekor Thermal Desorption Cold Trap CP 4010 (Chrompack, Frankfurt)
— Cold Trap Séule CP Sil CB, 30cm x 0,53 mm x 5pm (Varian, Darmstadt)

¢ Gaschromatograph GC-8A (Shimadzu, Duisburg) mit

— Flammenionisationsdetektor

— Integrator Chromatopac C-R5A

— Trennsaule Tenax TA 60-80 mesh, 2,5m x 1,8”
— Trennsaule Tenax TA 60-80 mesh, 3,5m x 1,8"
— Trennsdule Porapak Q 50-80 mesh, 2,5m x 1,8"

* GC-Injektor-Septen: Injection Rubber Plug (Shimadzu, Duisburg)

* Gasprobenbeutel: Tedlar Gasbeutel, Volumen 0,61, mit Septum (Alltech, Worms)
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¢ Glasrohre, ID 4 mm, versch. Langen (K & K Laborbedarf, Miinchen)
e Hamiltonspritzen (Hamilton, Darmstadt)

~ Nr. 1010, 10 ml
— Nr. 1005, 5000 11
~ Nr. 1750, 500 ul

* Headspace-Gefif3e, Borosilikatglas (neoLab, Heidelberg)

— Injektionsvial, 50 ml, @ 20 mm, Klarglas
— Injektionsvial, 25 ml, @ 20 mm, Braunglas
— Injektionsvial, 2ml, @ 13 mm, Klarglas

— Headspace Kappe mit Butyl/PTFE

— Headspace Kappe aus rotem teflonkaschiertem Gummi
¢ Homogenisator Potter S (Braun, Melsungen)

- Homogenisatorgefdfie, Glas, mit Teflonstempel (50 ml, 15 ml, 5 ml)
* Infusionspumpe Precidor (Infors, Basel, Schweiz)

¢ Kaltlichtquelle Schott KL 1500 electronic mit Schwanenhals, 2-armig (Schott,
Mainz)

¢ Kleintieroperationstisch, beheizbar (Braun, Tuttlingen)

* Kleintierrasierapparat favorita II GT 104 (Aesculap, Tuttlingen)

e Kodan Tinktur Forte (Schiilke & Mayr, Norderstedt)

¢ Kolbenhubpipetten, verschiedene Volumina (Eppendorf, Hamburg)

e Kulturrohrchen Duran, 12x 100 mm (Schott, Mainz)

* Magnetriihrer Variomag MONO (H + P Labortechnik, Oberschleifsheim)
* Magnetriihrstdbe (Bohlender, Lauda)

* Narkosemittelverdampfer Ohmeda Tec3 (GE Health Care, Miinchen)

* Papiertiicher, Kimwipes Lite 200 (Kimberley-Clark, Miihlheim-Kérlich)

¢ Pasteurpipetten (Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt)
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Perma-Hand Seide, schwarz, geflochten, RB-1 (Ethicon GmbH, Norderstedt)
pH-Meter SevenEasy pH (Mettler-Toledo GmbH, Schwarzenbach)
Préaparationsbesteck (Aesculap, Tuttlingen)

Prazisionskiivette aus Quarzglas Suprasil, Nr. 104B-QS, 10mm Schichttiefe
(Hellma, Miinchen)

Schlauchpumpe Multifix M80 (Alfred Schwinherr, Schw. Gmiind)

— Schlauchkopfe MINI-Z, MAGNA-Z (Alfred Schwinherr, Schw. Gmiind)
— Schlduche fiir Schlauchpumpe, PE (K & K Laborbedarf, Miinchen)

Schlinggazetupfer Askina No. 2 (Braun, Melsungen)
Schiittelwasserbad GFL 1083 (GFL, Burgwedel)

Septa CS, Silikon, PTFE-beschichtet, 12,5 mm & (SGE, Weiterstadt)
Spritzenfilter Minisart, Porengrofse 0,45 pm (Sartorius, Gottingen)
Tuberkulinspritze, 1 ml (Braun, Melsungen)

Ultraschall-Homogenisator Sonoplus HD2070 (Bandelin electronic GmbH, Ber-
lin)

Ultrazentrifuge Beckmann L8-M mit Rotor 50.2Ti (Beckmann, Palo Alto, USA)
UV /VIS Spektralphotometer Lambda 5 (Perkin-Elmer, Uberlingen)
Venenverweilkaniile Braun Introcan-W, 24 G x 3/4” (Braun, Melsungen)
Verschlusskonus Combi, Luer Lock (Braun, Melsungen)

Vortex VF2 (IKA, Staufen)

Zentrifuge Hettich EBA 12R (Hettich, Tuttlingen)

Zentrifuge Sorvall Superspeed RC2-B mit Rotor Sorvall-S534 (DuPont, Bad
Homburg)

Zentrifuge Sigma 4K 15 mit Rotor Sigma Nr. 11140 und Rotoreinsatz Sigma Nr.
13115 (Sigma, Osterode)

Zentrifugenrohrchen Nalgene UltraPlus, 26,3ml, PC/PPO (Nalge, Rochester,
USA)

Zentrifugenrohrchen Sorvall-Tubes, 50 ml, PP (DuPont, Wilmington, USA)
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2.3 Versuchstiere

Die Versuche wurden mit médnnlichen F344-Ratten und ménnlichen CD-Ratten von
220-350 g Korpergewicht durchgefiihrt. Insgesamt wurden 146 Tiere exponiert und
zusatzlich 120 Kontrolltiere verwendet. Alle Tiere wurden von der Versuchstierzucht
Charles River Wiga GmbH, Sulzfeld, bezogen. Sie wurden bis zu ihrer Verwendung
allein oder zu zweit in Makrolonkéfigen Typ 3, hoch, in einer Top Flow System IVC-
Anlage (Tecniplast, Buguggiate, Italien) bei konstanter Raumtemperatur (23 °C) und
konstanter relativer Luftfeuchtigkeit (60 %) in 12-stiindigem Hell-Dunkel-Rhythmus
(Licht von 7 Uhr bis 19 Uhr) gehalten. Die Luft wurde {iber Aktivkohlefilter gereinigt.
Alle Versuchstiere erhielten eine Standarddidt (Nr. 1320, Fa. Altromin, Lage, Westfa-
len) und Leitungswasser ad libitum.

Der Tierversuch war von der Regierung von Oberbayern genehmigt worden und
wurde vom Fachtierarzt fiir Versuchstierkunde und Tierschutz, Dr. med. vet. Lutz
Ruprecht, beaufsichtigt.

2.4 Expositionen

2.4.1 Ganzkorperexpositionen gegen Ethylen im geschlossenen
Expositionssystem

Zur Untersuchung der Inhalationskinetik von ET bei gleichzeitiger Quantifizierung
des abgeatmeten EO in der Kammeratmosphére wurden Ratten in einem Exsikkator
sowohl gegen initial vorgegebene als auch gegen konstant gehaltene Konzentrationen
von ET exponiert. Die Exposition von Ratten gegen konstante Konzentrationen von
ET zur anschlieBenden Bestimmung des gebildeten EO im Blut der Tiere erfolgte in
einer Expositionskugel, die fiir EO ein geschlossenes Expositionssystem darstellte.

2.4.1.1 Aufbau der Expositionssysteme

Die Expositionen von Ratten gegen ET erfolgten nach einer von Filser beschriebenen
Methode (Filser, 1992). Die unter einem Abzug aufgebauten Expositionssysteme, die
in Abb. 2.1 schematisch dargestellt sind, bestanden aus einem Exsikkator (Volumen
6,31) bzw. einer Expositionskugel (Volumen 681) (1), in die eine gelochte Metallplat-
te bzw. ein faltbarer Bodeneinsatz aus PVDF (Polyvinylidenfluorid) als Unterlage fiir
die Tiere eingesetzt war (2). Auf einer weiteren, tiefer angebrachten Metallplatte oder
Schale befanden sich ca. 15 g Atemkalk pro Tier zur Absorption des abgeatmeten CO,
(3). Das absorbierte CO, wurde sofort durch die gleiche Menge Sauerstoff ersetzt, die
aus einer Gasflasche (4) durch eine kleine Waschflasche mit einer Wassersaule von et-
wa 1cm (5) zum Expositionssystem geleitet wurde. Eine grofie Waschflasche (6) mit
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einer Wassersiule von etwa 3 cm diente als Uberdruckventil, um tiberschiissigen Sau-
erstoff abzuleiten. Ein durch einen Magnetriihrer (7) angetriebener Riihrstab (8) auf
dem Boden des Expositionssystems sorgte fiir die Durchmischung der Atmosphare.
Die Entnahme der Luftproben und gegebenenfalls die Zugabe von ET erfolgte durch
ein teflonbeschichtetes Septum (9). Wahrend der Probennahme wurde der Zweiwe-
gehahn (10) vor dem Septum geschlossen, um ein Nachstromen von Sauerstoff zu
vermeiden. Um die Temperatur im Exsikkator konstant zu halten, stand dieser in
einem temperierten Wasserbad (23 °C) (11). Die Temperatur im Innern der Exposi-
tionssysteme wurde durch ein auf der Ebene des Atemkalks befestigtes Thermometer
kontrolliert und betrug wéahrend der Expositionen zwischen 23 °C und 26 °C.

2.4.1.2 Durchfiihrung der Expositionen

Die Expositionen im Exsikkator wurden mit je fiinf CD-Ratten bzw. je zwei oder fiinf
F344-Ratten (Tiergewicht zwischen 280 und 350 g, 43 exponierte Tiere und 16 Kon-
trolltiere) durchgefiihrt. Nach Zugabe des Atemkalks und Einsetzen der Tiere wurde
der Exsikkator dicht verschlossen.

Bei Expositionen zur Bestimmung der Aufnahme von ET wurde zu Beginn eine de-
finierte Menge reines ET, die nach GI. 2.1 berechnet wurde, mittels einer Einmalsprit-
ze in die Exsikkatoratmosphére gegeben. Die initialen ET-Konzentrationen betrugen
zwischen 30 und 10000 ppm. Wiahrend der jeweils 6-stiindigen Expositionen wurde
die Konzentration von ET in der Gasatmosphére der Expositionskammer mittels ei-

nes Gaschromatographen, der mit einem Flammenionisationsdetektor versehen war
(GC/FID) bestimmt.

Vi — Cerw * (VEXS - WR— VA)
! 106

(2.1)

Vi1 zuinjizierendes Volumen an ET bzw. EO [ml]

Cerw: erwiinschte Konzentration von ET bzw. EO im Exsikkator [ppm]
VExs: Exsikkatorvolumen [ml]

VR: Summe der Rattenvolumina [ml]

Va: Volumen des Atemkalks [ml]

10%: Faktor zur Umrechnung auf ppm

Zur Messung von abgeatmetem EO wurde die ET-Konzentration konstant gehalten.
Hierzu wurde wiederholt ET in die Exsikkatoratmosphire gegeben, um den meta-
bolismusbedingten Verlust von ET auszugleichen. Die mittleren ET-Konzentrationen
betrugen zwischen 1 und 10 000 ppm. Wéahrend der jeweils 6 Stunden dauernden Ex-
positionen wurden die Konzentrationen von ET und EO in der Expositionskammer
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Abbildung 2.1 Expositionssysteme zur inhalativen Ganzk&rperexposition von Ratten im geschlossenen
Expositionssystem. A Exsikkator, Volumen = 6,31, B Expositionskugel, Volumen = 681. 1 Exsikkator
bzw. Expositionskugel, 2 Lochplatte, 3 Atemkalk, 4 Sauerstoffflasche, 5 kleine Waschflasche, 6 grole
Waschflasche, 7 Magnetriihrer, 8 Magnetriihrstab, 9 Septum, 10 Zweiwegehahn, 11 Wasserbad.
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mittels GC/FID bzw. mit einem Gaschromatographen, der mit einem massenselekti-
ven Detektor gekoppelt war (GC/MSD), bestimmt (vgl. 2.5.1).

Zur Bestimmung von EO im Blut und zur Quantifizierung des hepatischen GS-EO
wurden jeweils 3 — 6 mannliche CD- bzw. F344-Ratten (Korpergewicht 240 — 350 g,
Gesamtzahl der Tiere: 95 (+ 96 Kontrolltiere)) tiber Zeitraume zwischen 10 Minuten
und 6 Stunden gegen konstante ET-Konzentrationen exponiert. Fiir diese Expositio-
nen wurde ein Expositionssystem mit sehr grofiem Luftraum (Volumen 681) gewihlt,
um trotz des wihrend der Exposition notwendigen Offnens der Kugel eine moglichst
konstante ET-Konzentration zu gewéhrleisten. Die mittleren ET-Konzentrationen be-
trugen zwischen 30 und 1000 ppm. Die Tiere wurden vor Einsetzen in das Expositi-
onssystem gewogen und mit einem wasserfesten Stift individuell markiert. Die Ratten
wurden zeitversetzt in einem Abstand von je 30 Minuten eingesetzt, damit sie am Ex-
positionsende nacheinander behandelt werden konnten (Betdubung, Tétung, Organ-
entnahme). Auf diese Weise war gewdhrleistet, dass alle Tiere fiir die gleiche Dauer
exponiert wurden. Die Expositionsdauer betrug 10 Minuten, 30 Minuten, 1 Stunde,
3 Stunden oder 6 Stunden. Jeweils 30 Minuten vor Ende der Expositionsdauer wur-
de jeweils ein Tier entnommen und narkotisiert. Hierzu wurden 0,8 ml einer 10%igen
Ketaminlosung (WDT, Garbsen) und 1,0 ml einer 2%igen Rompunldsung (Bayer Vital,
Leverkusen) vermischt und hiervon jedem Tier 0,2 ml pro 100 g Kérpergewicht intra-
peritoneal injiziert. Nach der Injektion wurde die Ratte zuriick in die Expositionsku-
gel gesetzt und weiter exponiert. 30 Minuten nach Einleiten der Narkose wurde die
narkotisierte Ratte aus der Kugel entnommen und sofort getotet, damit kein EO-Ver-
lust durch Abatmung erfolgen konnte. Ratten, die nur 10 Minuten exponiert wurden,
wurden 20 Minuten vor Einsetzen in die Expositionskugel narkotisiert.

Unmittelbar nach der Tétung wurde der Bauchraum der Tiere eroffnet, die vena ca-
va freigelegt, kurz vor Eintritt in das Herz punktiert und mittels einer heparinisierten
Einmalspritze zwischen 5 und 6 ml Blut entnommen. Dies wurde sofort in ein ver-
schlossenes Headspace-Gefaf3 injiziert und anschliefSend, wie in 2.5.2.2 beschrieben,
die EO-Konzentration im Blut durch GC/MSD-Messung bestimmt. Nach der Blutent-
nahme wurde die Leber freiprdpariert, entnommen, gewogen, in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert. Die entnommenen
Lebern dienten sowohl zur Bestimmung von GS-EO (vgl. 2.5.4) als auch zur Aktivi-
tatsbestimmung von CYP2E1 (vgl. 2.5.3). Die Zeitdauer zwischen Entnahme des Tiers
aus der Expositionskugel und dem Injizieren des Blutes in das Headspace-Gefaf be-
trug hochstens 3 Minuten.

Zur Untersuchung der Hemmung des ET-Metabolismus wurde eine Losung von
50mg/ml Natriumdiethyldithiocarbamat (Dithiocarb) in isotoner Kochsalzlosung
hergestellt und den Ratten 200 mg pro kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert. Di-
thiocarb bewirkt eine Inaktivierung von CYP2E1 (Chang et al., 1994; Spracklin et al.,
2003). Die Tiere wurden dann 30 Minuten nach der Behandlung wie oben beschrieben
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gegen ET exponiert und die Konzentrationen von ET und EO in der Expositionskam-
mer mittels GC/FID bestimmt.

2.4.2 Nasenexpositionen gegen konstante Konzentrationen von Ethylen
im offenen Expositionssystem

Bei der Exposition von Ratten gegen ET im geschlossenen Expositionssystem kommt
es zur Abatmung von metabolisch gebildetem EO, welches von den Tieren auch wie-
der eingeatmet wird. Um zu untersuchen, ob sich die EO-Konzentration im Blut bei
Ganzkorperexposition der Ratten im geschlossenen Expositionssystem von der bei
alleiniger Nasenexposition im offenen System unterscheidet, wurden Ratten in einer
,nose-only-Apparatur” gegen ET exponiert und unmittelbar anschlieffend das gebil-
dete EO im Blut quantifiziert.

2.4.2.1 Aufbau des Expositionssystems

Jeweils eine Ratte wurde in einer nose-only-Kammer (Patentnr. 4240685, Filser und
Kreuzer) gegen ET-Gas exponiert. Die Kammer war mit einem Pumpensystem zur
Generierung einer konstanten ET-Konzentration in der Einatemluft des Tieres ver-
bunden (siehe auch Kreuzer, 1992). Eine schematische Abbildung des Systems zeigt
Abb. 2.2.

Die Ratte, deren Nasenspitze in die glaserne Kopfkammer (5) ragte, wurde mit Hil-
fe eines Teflonschiebers in einem gldsernen, zylinderférmigen Schlitten fixiert. Der
Schlitten verfiigte {iber eine ganze Reihe von Perforationen zum Gasaustausch mit
der Umgebung. Er war tiber einen Schliff mit der Kopfkammer verbunden. Auf der
Unterseite des Fixierschlittens (6) befanden sich weitere Offnungen zum Durchlas-
sen von Urin und Kot. Die Kopfkammer war durch eine mit einem Schnellverschluss
fixierbare gldaserne Verschlusskappe mit Septum abgedichtet. Bei aufgesetzter Ver-
schlusskappe betrug das Volumen der Kopfkammer 840 ml. Die Zu- und Ableitung
der ET-haltigen Luft zur bzw. von der Kammer erfolgte iiber Glasrohre, die durch
Silikonschlauchstiicke mit der Kammer verbunden waren. Die ET- und EO-haltige
Abluft wurde durch eine mit verdiinnter Salzsdure gefiillte Waschflasche (8) in den
Abzug geleitet und EO so hydrolysiert. An das Pumpensystem war eine ET-Vorrats-
kugel (2) angeschlossen, in der eine bestimmte ET-Konzentration durch wiederholtes
Nachdosieren von gasformigem ET aufrecht erhalten wurde. Die Kugelatmosphire
wurde durch einen mittels Magnetriihrer (1) angetriebenen Riihrstab durchmischt.
Nach Durchmischung mit Raumluft wurde per Schlauchpumpe die gewiinschte ET-
Konzentration in der Expositionskammer generiert. Durch Septen, die sich vor (4)
und nach der Kammer (7) befanden, konnten Gasproben entnommen werden.
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Abbildung 2.2 Apparatur zur inhalativen Nasenexposition im dynamischen System. 1 Magnetriihrer, 2
ET-Vorratskugel, 3 Schlauchpumpe, 4 Septum zur Probennahme vor der Kammer, 5 Kopfkammer, 6
offene Glaskammer mit Fixierschlitten, 7 Septum zur Probennahme nach der Kammer, 8 mit verdiinnter
Salzsdure gefiillte Waschflasche.

2.4.2.2 Durchfiihrung der Expositionen

In der Apparatur wurde jeweils eine mannliche F344-Ratte (220-250 g, Gesamtzahl
der Tiere: 3 (+ 3 Kontrolltiere)) 6 Stunden lang gegen ET exponiert. Vor Expositions-
beginn wurde in der Vorratskugel eine bestimmte ET-Konzentration generiert. Nach
VerschliefSen der Kopfkammer und Anschalten der an die Kugel angeschlossenen
Pumpe wurde im Expositionssystem die gewiinschte ET-Konzentration eingestellt.
Durch die zweikopfige Schlauchpumpe wurde Raumluft mit ET-haltiger Luft aus der
Vorratskugel vermischt und das Gemisch durch Glasrohre zur Expositionskammer
gepumpt. Sobald die gewtinschte Expositionskonzentration erreicht war, wurde die
Ratte gewogen, anschliefSend fiir die Dauer der Fixierung mit Isofluran (3 % in Sau-
erstoff) betaubt und mit Hilfe eines Teflonschiebers im Schlitten fixiert. Ein Gummi-
tiberzug um die Austrittsoffnung des Schlittens fiir die Rattennase diente zur Ver-
hinderung von Gasverlust aus der Kopfkammer. Mit dem Einschieben des Schlittens
in die Kopfkammer wurde die Exposition gestartet. Wahrend der Exposition wur-
de durch regelméfiige Probennahmen sowohl vor, nach und in der Kopfkammer als
auch in der Vorratskugel die ET-Konzentration gemessen und gegebenenfalls ET aus
der Druckgasflasche in die Vorratskugel nachdosiert.
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Nach sechsstiindiger Exposition wurde das Tier aus der Apparatur enthommen,
erneut mit Isofluran betdubt und getodtet. Unmittelbar anschlieflend wurde die tote
Ratte auf einem Kleintieroperationstisch fixiert, der Bauchraum eroffnet, die vena cava
freigelegt, kurz vor Eintritt in das Herz punktiert und mittels einer heparinisierten
Einmalspritze zwischen 5 und 6 ml Blut entnommen. Dann wurde sofort die EO-Kon-
zentration im Blut bestimmt (vgl. 2.5.2.2). Zwischen der Entnahme der Ratte aus der
Apparatur und dem Einspritzen des Blutes in ein verschlossenes Headspace-Gefafs
vergingen hochstens 7,5 Minuten. Nach der Blutentnahme wurde aufSerdem die Le-
ber des Tieres entnommen, gewogen, sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und
bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

2.4.3 Systemische Exposition gegen Ethylenoxid

Um einen moglichen Einfluss von EO auf die Aktivitit der EO-metabolisierenden
Enzyme GST und EH zu untersuchen, wurden Ratten kontinuierlich EO-Lésungen
konstanter Zusammensetzung infundiert. Wahrend jeder Exposition wurde der Kon-
zentrations-Zeit-Verlauf von EO im Blut ermittelt. Nach Expositionsende wurden die
Aktivitat von CYP2E1 in Lebermikrosomen und die Konzentration des S-Glutathion-
addukts von EO in der Leber quantifiziert.

2.4.3.1 Aufbau des Expositionssystems

Die in einem Exsikkator durch Isofluraninhalation betdubte Ratte wurde auf einem
auf Korpertemperatur erwarmten Kleintieroperationstisch (1) fixiert (Abb. 2.3) und
bei kontinuierlicher Anésthesie — durch Einatmen eines Gemisches aus 2%igem Isoflu-
randampf in Atemluft {iber eine Atemmaske — ein Katheter (Venenverweilkaniile In-
trocan) in die vena femoralis implantiert, der iiber einen an einen Konus angeschlos-
senen PVC-Schlauch mit einer Glasspritze verbunden war. Unter Verwendung einer
Infusionspumpe (5) wurde dem Tier EO in physiologischer Kochsalzlosung (0,44, 2,53
und 4,54 pmol/h) mit einer gleichméafiigen Geschwindigkeit von 1 ml/h 180 Minuten
lang infundiert.

2.4.3.2 Durchfiihrung der Expositionen

Vor Expositionsbeginn wurde zunéchst die zu applizierende EO-Losung in physiolo-
gischer Kochsalzlosung in der gewiinschten Konzentration hergestellt. Dazu wurde
in ein mittels Septum verschlossenes 50-ml-Headspacegefafs eine definierte Menge
EO-Gas injiziert und die EO-Konzentration in der Gasphase des Gefésses c§3° mit-
tels GC/FID-Messung bestimmt. Anschlieffend wurden mit einer Einmalspritze 8 ml
einer physiologischen Kochsalzlosung durch das Septum injiziert und das Gefafs im
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5

Abbildung 2.3 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Infusion einer EO-Losung in die vena
femoralis einer Ratte. 1 beheizter OP-Tisch, 2 Stelle der Blutentnahme (Venenwinkel), 3 Maske zur
Inhalation von Narkotikum, 4 EO-L&sung, 5 Infusionspumpe.

Schiittelwasserbad bei 25 °C fiir 20 Minuten inkubiert. Nach beendeter Inkubation

wurde die Konzentration von EO in der Gasphase ¢ gemessen und nach Gl. 2.2 die

EO-Konzentration in Losung ces8 bestimmt.

Lsg C()Gas Wy — Cg}oas ’ VGas

o 22
Visg - 25130 22)

ces®: Konzentration von EO in Kochsalzlosung
bei eingestelltem Verteilungsgleichgewicht [pmol/ml]
¢§?:  Anfangskonzentration von EO in der Gasphase [ppm]
Vy:  Volumen des Headspacegefisses [ml]
cGas:  Konzentration von EO in der Gasphase nach Inkubation [ppm]
VGas: Volumen der Gasphase des Headspacegefdsses [ml]
Visg:  Volumen der Kochsalzlosung [ml]
25130: Umrechnungsfaktor von ppm in ymol/ml bei 25 °C

Es wurde jeweils eine mannliche F344-Ratte (Tiergewicht zwischen 255 und270g,
5 exponierte Tiere und 5 Kontrolltiere) exponiert. Zu Beginn der Exposition wurde
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die Ratte gewogen und mit Isofluran betdubt. Wahrend der gesamten Operations-
und Expositionsdauer befand sich das Tier unter Isofluran-Inhalationsnarkose. Nach
Fixierung auf einem beheizten Kleintieroperationstisch (Temperatur 36 °C bis 40 °C)
wurde der Ratte ein Katheter in die vena femoralis des rechten Hinterbeins implantiert.
Hierzu wurde das Beinfell entfernt, die Haut an der Innenseite des Beins eroffnet
und die Vene freigelegt. Nach der Implantation wurde die Kantile {iber einen Konus
mit einem Schlauch verbunden, durch den mittels Glasspritze und angeschlossener
Infusionspumpe anschlieffend die EO-haltige physiologische Kochsalzlosung geleitet
wurde. 30 Sekunden nach Aufstecken des Konus und Starten der Infusionspumpe
(Fliefigeschwindigkeit 1 ml/h) wurde die Expositionszeit gestartet. Nach dieser Zeit
hatte die EO-haltige Losung den Schlauch vollstandig gefiillt und die Spitze des Ka-
theters erreicht.

Die Kontrolltiere wurden analog behandelt, ihnen wurde jedoch eine physiologi-
sche Kochsalzlosung statt einer EO-haltigen Losung infundiert.

Wahrend der Exposition wurden der Ratte zu festgelegten Zeitpunkten je 0,5ml
Blut entnommen. Die Blutentnahme erfolgte unter Verwendung von heparinisierten
Tuberkulinspritzen abwechselnd aus dem rechten und linken Venenwinkel (angulus
venosus). Zur finalen Blutentnahme nach 3 Stunden wurde eine Herzpunktion durch-
gefiihrt. Unmittelbar nach jeder Blutentnahme wurde die Konzentration von EO im
Blut bestimmt (vgl. 2.5.2.2). Nach der finalen Blutentnahme wurde das betdubte Tier
durch Eréffnung von Bauch- und Brustraum getotet. Die Leber wurde entfernt, gewo-
gen, sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei
—80 °C gelagert. In der Leber wurde das gebildete GS-EO quantifiziert (vgl. 2.5.4).

2.5 Analytische Methoden

2.5.1 Bestimmung von Ethylen und Ethylenoxid in der Gasphase mittels
GC/FID

Wahrend der Exposition der Ratten gegen ET erfolgten die quantitativen Bestimmun-
gen von ET und EO in der Gasphase des Expositions- bzw. des Vorratssystems mittels
GC/FID in Anlehnung an Filser et al. (1992) und Csanddy et al. (2000). Die Gaspro-
ben wurden mit einer gasdichten Hamiltonspritze (ET bzw. EO, Methode A) bzw. mit
einer 10-ml-Einmalspritze (EO, Methode B) aus der zu untersuchenden Atmosphére
entnommen. Sie wurden direkt {iber ein Septum (ET bzw. EO, Methode A) bzw. tiber
eine Probenschleife (EO, Methode B) in einen Gaschromatographen mit Flammenio-
nisationsdetektor (Shimadzu GC-8A) injiziert. Die Auftrennung erfolgte isotherm auf
einer mit Tenax gepackten Edelstahlsdule. Die gaschromatographischen Konditionen
zur Bestimmung von ET und EO sind in Tab. 2.2 zusammengefasst. Als Brenngase
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Tabelle 2.2 GC-FID-Konditionen zur Bestimmung von ET und EO.

ET EO EO
Methode A Methode B
GC GC-8A GC-8A GC-8A
Detektor FID FID FID
Trennsaule Tenax TA, 60-80 mesh  Tenax TA, 60-80 mesh  Tenax TA, 60-80 mesh
2,5mx1/8" 3,5mx1/8" 2,5mx1/8"
Saulentemp. 50°C 130°C 90°C
Injektionsart direkt direkt Schleife
Probenvolumen 200 pl 500 pl 5ml
Injektortemp. 150°C 200°C 150°C
Retentionszeit ca. 1 min ca. 4,7 min ca. 7,5min
N, Vordruck 2,0 kg/cm2 2,0 kg/cm2 2,5 kg/cm2
H,, Vordruck 0,6 kg/cm? 0,6 kg/cm? 0,6 kg/cm?
Luft, Vordruck 0,6 kg/cm? 0,6 kg/cm? 0,6 kg/cm?
Integrator Chromatopac C-R5A Chromatopac C-R5A Chromatopac C-R5A

dienten Wasserstoff und synthetische Luft, als Tragergas Stickstoff. Die Integration
der Signale erfolgte automatisch durch den Integrator C-R5A. Bei nicht automatisch
integrierbaren Signalen wurde die Peakhthe mittels Lineal ausgemessen.

Zunachst wurde fiir jede Methode die Proportionalitdt der ET- bzw. EO-Konzen-
tration zum Detektorsignal in den fiir die Expositionen relevanten Konzentrationsbe-
reichen bestimmt, fiir ET von 1 ppm bis 10000 ppm, fiir EO von 0,1 bis 5 ppm (vgl.
3.1.1). Zur Herstellung einer definierten ET- bzw. EO-Konzentration in einem Exsik-
kator wurde nach Gl. 2.3 das benétigte Gasvolumen an reinem ET bzw. EO berechnet.
Bei der Herstellung von niedrigeren Gaskonzentrationen wurde zunéchst ein Vorrat-
sexsikkator nach Gl. 2.3 hergestellt und das Gasgemisch nach Gl. 2.4 verdiinnt.

VVI _ CVerwlbz/VExs (2. 3)

Wi:  in den Vorratsexsikkator zu injizierendes Volumen an reinem gasformigem
ET bzw. EO [ml] bei Raumtemperatur

Cverw: erwiinschte Konzentration von ET bzw. EO im Vorratsexsikkator [ppm]

WExs: Volumen des Vorratsexsikkators [ml]

10°:  Faktor zur Umrechnung auf ppm
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Cerw * V]
v = W TExs (2.4)
CVorrat
W in den Exsikkator zu injizierendes Volumen an ET bzw. EO [ml]

Cerw: erwiinschte Konzentration von ET bzw. EO im Exsikkator [ppm]
VExs: Volumen des Exsikkators [ml]
CVorrat: Konzentration von ET bzw. EO im Vorratsexsikkator [ppm]

Das berechnete Volumen an gasférmigem ET bzw. EO wurde mit einer Einmalsprit-
ze aus einer Druckgasflasche entnommen und nach Druckausgleich {iber ein teflon-
beschichtetes Buthylgummiseptum in einen gasdicht verschlossenen Exsikkator ein-
gespritzt. Um eine homogene Verteilung zu erreichen, wurde die Atmosphdre des Ex-
sikkators ca. 10 Minuten mit einem Magnetriihrer durchmischt. Mit einer gasdichten
500- pl-Hamiltonspritze bzw. einer 10-ml-Einmalspritze wurden nach zweimaligem
Spiilen der Spritzen jeweils drei Gasproben entnommen und in den Gaschromatogra-
phen injiziert. Die erhaltenen Signalflachen wurden integriert und gegen die Konzen-
trationen aufgetragen.

Vor jeder Exposition wurde eine Einpunktkalibrierung im Bereich der beabsichtig-
ten Expositionskonzentration vorgenommen. Dazu wurde mindestens sechsmal ei-
ne Probe aus einem Kalibrierexsikkator analysiert. Aus den erhaltenen Signalfldchen
wurde ein Mittelwert gebildet und nach GI. 2.5 der Eichfaktor fgjsche bestimmt. Mit-
hilfe des Eichfaktors wurde dann nach Gl. 2.6 die ET- bzw. EO-Konzentration aus der
Peakfldche berechnet.

f liche = CVorrat (2 5)
Flache Mittelwert der Peakflachen )

Frische: Eichfaktor
CVorrat: Konzentration von ET bzw. EO im Vorratsexsikkator [ppm]

€ = fFliche - Peakfliche (2.6)

c: ET- bzw. EO-Konzentration in der Atmosphire der Expositionskammer [ppm]
FFische: Eichfaktor

2.5.2 Bestimmung von Ethylenoxid mittels GC/MSD

Wihrend einer ET-Exposition wurde exhaliertes EO direkt bzw. EO im Blut {iber ein
Headspace-Verfahren mit GC/MSD-Systemen analysiert. Die Injektion von Gaspro-
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ben (2, 5 oder 2 - 10 ml) erfolgte jeweils mit einer gasdichten Spritze iiber einen Ther-
mal Desorption Cold Trap Injektor (TCT), Modell CP 4010, der mit einer Sdule CP
Sil CB, 30 cm x 0,53 mm (Filmdicke 5,0 um), bestiickt war. Die wéhrend der Injektion
bei —150 °C ausgefrorene Gasprobe wurde anschlieffend im Injektor durch Autheizen
auf 200 °C verdampft und durch das Tragergas auf die Sdule des GC transportiert. Die
Injektorbedingungen fiir beide Verfahren waren identisch und sind in Tab. 2.3 aufge-
listet. Vor Beginn der GC/MSD-Messungen wurde unter Verwendung der Funktion
AUTOTUNE eine Kalibrierung der Massenachsen mit Perfluortributylamin (PFTBA)
als Kalibrierstandard durchgefiihrt.

2.5.2.1 Bestimmung von exhaliertem Ethylenoxid mittels GC/MSD

Wiéhrend der Exposition von Ratten gegen ET erfolgte die quantitative Bestimmung
von EO in der Atmosphdre sowohl mittels GC/FID (vgl. 2.5.1) als auch mittels
GC/MSD. Bei der Bestimmung mittels GC/MSD wurden 5 ml der Gasproben mit ei-
ner gasdichten 5-ml-Spritze in das GC/MSD-System injiziert.

Die Bestimmung von EO in der Exsikkatoratmosphére wurde mit einem Gaschro-
matographen Typ HP 5890 (Serie II) durchgefiihrt, der mit dem massenselektiven De-
tektor HP 5970 gekoppelt war. Die Injektion erfolgte tiber einen Thermal Desorpti-
on Cold Trap Injektor (TCT), Modell CP 4010. Die Integration der Chromatogram-
me erfolgte mittels der HP Chemstation Software (Hewlett Packard, Waldbronn). Die
GC/MSD-Konditionen sind in Tab. 2.4 zusammengefasst.

Die Linearitdt der Detektorantwort wurde im niedrigen ppb-Bereich (10 bis 30 ppb)
getestet (vgl. 3.1.2). Hierzu wurden wie in 2.5.1 beschrieben Exsikkatoren mit den ent-
sprechenden EO-Konzentrationen hergestellt und jeweils eine 5-ml-Gasprobe in das
GC/MSD injiziert. Vor jedem Versuch wurde eine Einpunktkalibrierung im Bereich
der erwarteten EO-Konzentration durchgefiihrt.

Tabelle 2.3 Parameter des Thermal Cold Trap Injektors zur Bestimmung von exhaliertem EO und EO im
Blut.

Parameter Einstellung
Laufzeit 25min
Vorkihltemperatur —150°C
Vorkiihlzeit 2 min
Desorbiertemperatur 200 °C
Desorbierzeit 5 min

Injektionstemperatur 200 °C
Rickspiltemperatur  220°C
Riicksplilzeit 5min
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Tabelle 2.4 Informationen zu den GC/MSD-Konditionen zur Bestimmung von exhaliertem EO und EO im

Blut.

Gaschromatograph

Trennsaule Kapillarsaule Poraplot U, 25 m x 0,32 mm ID,
10 pm Filmdicke

Temperaturprogramm Starttemperatur 70 °C fiir 1 min
Heizrate 8 °C/min bis 140°C
140 °C fir 1 min
Heizrate 20 °C/min bis 170°C
170°C fir T0min
Gesamtlaufzeit 22,75 min

Tragergas Helium

Tragergasfluss
Transfer Line

Massenselektiver Detektor
lonisationsart

Tune

Quellentemperatur
Quadrupoltemperatur
Losungsmittelausblendung
Massendetektion (SIM)

1,9 ml/min bei 70 °C (berechnet)
280 °C(exhaliertes EOQ) bzw. 300 °C(EO im Blut)

ElektronenstoRionisation (El), 70 eV
Autotune

230°C

150°C

bis 5,00 min

Bestimmung von exhaliertem EO:

EO: m/z 29 (Quantifier), 44 (Qualifier)
Bestimmung von EO im Blut:

EO: m/z 15 (Quantifier), 29 (Qualifier), (44) !
d4-EO: m/z (18)', 30 (Qualifier), 48 (Quantifier)
100 msec pro Fragment

nach 8,00 min

Dwellzeit
Detektorabschaltung

[1] Die lonen m/z 44 (EO) und m/z 18 (d4-EO) wurden bei der Methode zur Quantifizierung von EO
im Blut zwar aufgezeichnet, jedoch aufgrund des teilweise sehr hohen Hintergrundrauschens durch
H,0 (M=18 g/mol) bzw. CO; (M=44 g/mol) nicht als Qualifier oder Quantifier verwendet.

2.5.2.2 Bestimmung von Ethylenoxid im Blut mittels GC/MSD

Unmittelbar nach der Exposition der Ratten gegen konstante Konzentrationen von ET
bzw. EO und anschlieffender Tétung der Tiere wurde ihnen Blut abgenommen (vgl.
24.1,2.4.2 und 2.4.3.2) und darin die EO-Konzentration bestimmt. Zur Quantifizie-
rung von EO wurde d4-EO als interner Standard verwendet. Vor Beginn der Blutent-
nahme wurde in einem Exsikkator eine d4-EO-Konzentration von 5 ppm hergestellt.
In die Headspace-Gefifie (Volumen 25 ml bei Exposition gegen ET bzw. 2ml bei iv-
Exposition gegen EO) wurden zur Hemmung der GST je 20 bzw. 10 ul Diethylma-
leat (DEM) gegeben (Boyland und Chasseaud, 1970), die Gefdfse gasdicht verschlos-
sen und gewogen. Wahrend der Blutentnahme wurden aus den 25-ml-Headspace-Ge-
téfsen mit einer 10-ml-Einmalspritze ca. 10 ml Luft entnommen und danach mit einer
2-ml-Einmalspritze 2ml d4-EO aus dem Vorratsexsikkator zugegeben. Bei Verwen-
dung von 2-ml-Gefdfien wurde aus den verschlossenen Headspace-GefidfSen ca. 2ml
Luft mit einer 2-ml-Einmalspritze entfernt und danach mit einer 1-ml-Einmalspritze
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0,2ml d4-EO aus dem Vorratsexsikkator zugegeben.

Unmittelbar nach der Entnahme wurden die Blutproben (ca. 4-5ml Blut bei Inha-
lationsversuchen bzw. 0,5 ml bei Infusionsversuchen) in die Headspace-Gefifie einge-
spritzt. Die Gefdfse wurden kréftig geschiittelt, gewogen und anschliefiend in einem
Schiittelwasserbad bei 37 °C inkubiert. Die Inkubation wurde nach 15 Minuten be-
endet, nachdem sich ein Gleichgewicht von EO und d4-EO zwischen Gasphase und
waissriger Phase eingestellt hatte. Zur Entnahme einer Gasprobe wurde eine 20 cm
lange Edelstahlkantile bzw. eine Einmalkaniile (0,9 x 40 mm) mit einem Verschluss-
konus verschlossen und so durch das Septum des Headspace-Geféfies gestochen, dass
die Spitze der Kaniile in das Blut tauchte. Mit einer gasdichten Spritze wurden nun
zweimal 10 ml (Inhalationsversuche) bzw. einmal 2 ml (Infusionsversuche) Probe aus
dem Gasraum entnommen. Wahrend der Probennahme wurde der Verschlusskonus
von der Kaniile entfernt, Luft von auflen durch das Blut gezogen und damit weiteres
EO und d4-EO aus der wissrigen Phase in die Gasphase tiberfiihrt.

Die Gasproben von 2ml wurden ohne weitere Behandlung in den GC/MSD inji-
ziert, wohingegen die Gasproben von 20 ml sofort durch ein Septum in einen Tedlar-
Gasprobenbeutel injiziert wurden, aus dem zuvor mit einer 20-ml-Einmalspritze die
Luft vollstandig entfernt worden war. Nach beendeter Probennahme wurde der Beu-
tel fiir 20 Minuten bei -80 °C gelagert, um das enthaltene Wasser auszufrieren. Danach
wurden zweimal Gasproben von je 10ml aus dem Beutel enthommen und mittels
GC/MSD analysiert (vgl. 2.5.2.2). Eine schematische Darstellung des Verfahrens zur
Behandlung der Blutproben ist in Abb. 2.4 gezeigt.

Gaschromatographische Bedingungen

Die Bestimmung von EO im Blut wurde mit einem Gaschromatographen Typ 6890A
durchgefiihrt, der mit dem massenselektiven Detektor MSD 5973 ausgestattet war.
Weitere Informationen zu den GC/MSD-Konditionen sind in Tab. 2.4 zusammenge-
fasst.

Mittels einer gasdichten Spritze wurden die Gasproben in den Injektor injiziert. Die
wiahrend der Injektion bei -150 °C ausgefrorene Gasprobe wurde anschliefSend im In-
jektor durch Aufheizen auf 200 °C verdampft und durch das Tragergas auf die Saule
des GC transportiert. Nach gaschromatographischer Auftrennung der Substanzen auf
einer Poraplot U Kapillarsdule wurde das Chromatogramm von dem massenselekti-
ven Detektor im EI-Modus aufgezeichnet. Zur Detektion von EO wurden im SIM-Mo-
dus die charakteristischen Ionen m/z 15 und 29 detektiert, fiir d4-EO die Ionen m/z
30 und 48 (Einzelheiten zur Auswahl und Charakterisierung der Ionen vgl. 3.1.3). Zur
Quantifizierung von EO wurde das Ion m/z 15 verwendet. Das Ion m/z 29 wurde
als Qualifier eingesetzt und diente so durch Vergleich der Retentionszeiten und durch
Bestimmung des Verhéltnisses m/z 29 zu m/z 15 zur sicheren Identifizierung von EO.
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Luft
@ l l Cold Trap Injector

d4-EO ﬂ ' GC/MSD

Abbildung 2.4 Schematische Darstellung des Verfahrens zur Analyse von EO im Blut mittels GC/MSD. 1
Blutentnahme, 2 Zugabe des internen Standards in das Headspace-Gefal3, 3 Zugabe des Blutes in das
Headspace-GefaR, 4 Entnahme der Gasprobe, 5 Injektion der Gasprobe in das GC/MSD.

oo oo
oo oo

Zur Quantifizierung von d4-EO wurde das Ion m/z 48, also das geladene unfragmen-
tierte Molekiilion verwendet, als Qualifier diente das Ion m/z 30. Die Quantifizierung
der Proben erfolgte iiber das Verhdltnis der Peakflachen EO zu d4-EO (vgl. 2.5.6). Vor
Beginn der Messungen wurde mit der Funktion AUTOTUNE eine Kalibrierung der
Massenachsen mit PFTBA als Kalibrierstandard durchgefiihrt.!

! Aufgrund von Nichtverfiigbarkeit des internen Standards d4-EO wurde bei einigen Messungen von
EO im Blut von F344-Ratten (jeweils 60- und 180-mintitige Expositionen bei 30, 300 und 1000 ppm)

3C,-EO als interner Standard verwendet. Die MS-Messung wurde im positiven CI-Modus mit Me-

than als Reaktandgas durchgefiihrt und die M - H*=Ionen m/z 45 (EO) und m/z 47 (13C2-EO) zur
Quantifizierung aufgezeichnet.
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2.5.3 Ermittlung der Aktivitat von Cytochrom P450 2E1 durch
enzymatische Umsetzung von Chlorzoxazon

2.5.3.1 Isolierung von Cytosol und Mikrosomen aus Rattenlebern

Die Isolierung von Cytosol und Mikrosomen erfolgte in Anlehnung an Remmer et al.
(1966) und Guengerich (1977). Nach der Entnahme der Rattenlebern wurden diese in
Tieftemperatur-Gefidfien bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Alle wei-
teren Schritte der Mikrosomenherstellung erfolgten bei ca. 4 °C im Kiihlraum. Die
gefrorenen Lebern wurden nach Zugabe der vierfachen Gewichtsmenge einer Sac-
charoselosung (0,25 mol/1) mit einer Schere zerkleinert und in einem 60 ml Potter-
gefafs unter Eiskiithlung homogenisiert. Anschlieffend wurde das Homogenat 30 Mi-
nuten bei 0°C und 10000xg mit der Zentrifuge Sorvall Superspeed RC2-B zentri-
fugiert. Vom Uberstand wurde die Lipidschicht vorsichtig mit einer Pasteurpipette
abgesaugt. Der aus Riickstand wurde verworfen und der Uberstand 70 Minuten bei
0°C und 100000 x g mit der Ultrazentrifuge Beckmann L8-M zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde abermals die Lipidschicht abgetrennt, die cytosolische Frakti-
on dekantiert und der Riickstand in 7 ml einer Kaliumchloridlosung (0,15mol/1) re-
suspendiert. Die Suspension wurde unter Eiskithlung homogenisiert und nochmals
70 Minuten bei 0°C und 100000x g zentrifugiert. Der verbleibende Uberstand wur-
de verworfen und der Niederschlag in eiskaltem Puffer resuspendiert. Der Puffer
bestand aus 0,005 mol/1 Tris(hydroxymethyl)aminomethan und 0,25 mol/1 Sacharo-
se und war mit HCl auf einen pH von 7,4 eingestellt worden. Durch leichtes Schiitteln
konnte die mikrosomale Fraktion von der Wand des Zentrifugenrdhrchens abgelost
werden. Diese Suspension wurde unter Eiskiithlung homogenisiert, in Reaktionsge-
fafle abgefiillt und mit fliissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur weiteren Verwendung
wurden die Geféfse bei -80 °C gelagert.

2.5.3.2 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung des Proteingehalts der Mikrosomensuspension wurde eine modifi-
zierte Biuret-Methode nach Gornall et al. (1948) angewendet. Zu 1 ml der basischen Bi-
uret-Losung (16 mmol/1 Kaliumnatriumtartrat Tetrahydrat, 15 mmol/1 Kaliumiodid,
6 mmol/l Kupfersulfat Pentahydrat, 0,1 mol/1 Natriumhydroxid), die einen blauen
Kupfertartratkomplex enthielt, wurden 20 ul der Mikrosomensuspension gegeben.
Darauthin bildete sich ein violetter Protein-Kupfer-Komplex, der nach 30-mintiti-
ger Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur bei 546 nm mit dem UV /VIS-Spek-
tralphotometer photometrisch bestimmt wurde. Durch Zugabe von 50 nl Kaliumcya-
nidldsung (6 mol/1) wurde der stabilere Kupfercyanidkomplex gebildet und somit die
Suspension entfarbt. Die Extinktion der farblosen Suspension wurde als Nullwert be-
stimmt. Zur Kalibrierung wurden statt der Mikrosomenldsungen Losungen von Rin-
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Abbildung 2.5 Kalibriergerade zur Bestimmung des Proteingehalts in biologischen Proben nach einer
modifizierten Biuret-Methode. Messbedingungen: A = 546 nm, Kiivettenschichtdicke = 1,0 cm. Jeder
Punkt setzt sich aus drei Einzelmessungen zusammen. Die Standardabweichungen sind zu gering, um
graphisch dargestellt werden zu kénnen. Die Geradengleichung lautet y = 0,005 x; r> = 0,9951.

derserumalbumin mit einem Proteingehalt von 20, 40 und 60 mg/ml verwendet (Pro-
tein Standard Set, Sigma). Ein Leerwert wurde durch Zugabe von destilliertem Was-
ser anstelle der proteinhaltigen Losungen hergestellt. Alle Losungen wurden analog
zu dem oben beschriebenen Vorgehen bei 546 nm jeweils vor und nach Kaliumcya-
nidzugabe vermessen. Es wurde dreimal die Extinktionsdifferenz des Leerwertes vor
und nach der Kaliumcyanidzugabe bestimmt und aus den Ergebnissen ein Mittelwert
gebildet. Dieser wurde dann jeweils von der Extinktion der vermessenen Standard-
16sung vor und nach dem Kaliumcyanidzusatz subtrahiert. Diese Nettoextinktions-
werte wurden gegen die Proteinkonzentrationen aufgetragen (siehe Abb. 2.5) und die
Regressionsgerade durch den Nullpunkt ermittelt, mit deren Steigung die Protein-
konzentration der Mikrosomenlésungen berechnet wurden.

2.5.3.3 Inkubation von Mikrosomen mit Chlorzoxazon

Die Aktivitdt von CYP2E1 wurde in Anlehnung an Walsky und Obach (2004) und
Anari et al. (2003) durch die fiir CYP2E1 spezifische enzymatische Umsetzung von
Chlorzoxazon (CZZ) zu 6-Hydroxy-Chlorzoxazon (6-OH-CZZ) bestimmt. Nach been-
deter Inkubation wurde das gebildete 6-OH-CZZ durch LC-MS/MS-Messung quan-
tifiziert (vgl. 2.5.3.4).

Die Messung der Enzymaktivitdt wurde mit Mikrosomen durchgefiihrt, die aus den
Lebern von gegen ET exponierten Ratten gewonnen worden waren. Die nach 2.5.3.1
hergestellten Mikrosomen wurden zunéchst auf Eis aufgetaut. Anschlieffend wurden
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durch Verdiinnen mit Kaliumphosphatpuffer (100 mmol Phosphat/1, pH 7,4) Mikro-
somensuspensionen mit einem Proteingehalt von 4 mg Protein/ml hergestellt. In die
Reaktionsgefdfse wurden 1370 ul Kaliumphosphatpuffer und je 100 pl frisch herge-
stellte Magnesiumchlorid- (100 mmol /1), NADH- (9,4 mmol/l) und NADPH-Losung
(10,0 mmol/1) gegeben und die Losungen 20 Sekunden durchmischt. Dann erfolgte
die Zugabe von 100 pl der hergestellten Mikrosomensuspension in die Reaktionsge-
falde, die anschliefSend 1,5 bis 3 Minuten bei 37 °C im Schiittelwasserbad vorinkubiert
wurden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 60 ul CZZ-Lésung (30,7 mmol/1) ge-
startet.

Nach 10 Minuten Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 2,0 ml
eiskaltem Acetonitril gestoppt. Die Gefdfie wurden anschliefSend 15 bis 45 Minuten
auf Eis gestellt und dann in einer Sigma 4K 15 Kiihlzentrifuge 10 Minuten bei 4 °C
und 4044 x g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand mit Ammoniumacetatpuffer
(5umol/1, pH7) / MeOH (50/50 (v/v)) 1 : 20 verdiinnt und mittels LC-MS/MS ana-
lysiert. Die Herstellung der Kalibrierproben erfolgte analog: Nach Durchmischen ei-
ner Losung aus 1370 pul Kaliumphosphatpuffer (100 mmol Phosphat/1, pH 7,4) und je
100 ul MgCl, (100 mmol/1), NADH- (9,4 mmol/1) und NADPH-Ldsung (10,0 mmol /1)
wurden 100 ul Mikrosomensuspension und 2,0 ml kaltes Acetonitril zur Inaktivierung
der mikrosomalen Aktivitdt zugegeben. AnschliefSend erfolgte die Zugabe von 60 ul
einer OH-CZZ-Losung (Stammlosung (500 pumol /1) und drei Verdiinnungen (ca. 4, 20
und 500 pmol/1)). Die Reaktionsgefdfse wurden ca. 15 Minuten auf Eis gestellt und
anschlieBend 10 Minuten bei 4 °C und 4044 x g zentrifugiert. Danach wurde der Uber-
stand mit Ammoniumacetatpuffer (5 umol/L, pH7) / MeOH (50/50 (v/v)) 1 : 20 ver-
diinnt und mittels LC-MS/MS vermessen.

2.5.3.4 Messung von 6-Hydroxy-Chlorzoxazon mittels LC-MS/MS; Messbedingungen
und Gerdteparameter

Das zur Messung verwendete HPLC-System Agilent 1100 bestand aus binédrer Pum-
pe, kithlbarem Autosampler und einem Saulenofen. Zur Auftrennung der Substanzen
wurde eine Luna C18(2)-Saule benutzt. Die mobile Phase setzte sich aus Ammonium-
acetatpuffer (5mmol/1, pH 7) und Methanol (50/50 (v/v)) zusammen; die Fliefige-
schwindigkeit betrug 250 nl/min. Der Ammoniumacetatpuffer wurde mit entionisier-
tem Wasser hergestellt, das mit einem Aktivkohlefilter in einem Milli-Q-Plus-System
(Millipore, Eschborn) gereinigt wurde. Durch den Autosampler wurden jeweils 5ul
Probe injiziert. Die Retentionszeit der Analyten betrug unter obigen Bedingungen ca.
2,7 min.

Das verwendete Massenspektrometer API 4000 wurde mit einer TurbolonSpray-
Quelle im negativen Modus betrieben. Als Nebulizer- und Curtain-Gas wurde Stick-
stoff verwendet. Die Messung wurde im MRM-Modus (multiple reaction monitoring)
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Tabelle 2.5 Informationen zur Bestimmung von OH-CZZ am LC-MS/MS.

Massenspektrometer
Gaseinstellungen
CUR

Gas 1

Gas 2

Temperatur

IS

CAD

Autosampler
Spritzenvolumen
Injektionsvolumen
Aufziehgeschwindigkeit
Injektionsgeschwindigkeit
Nadellevel

Temperatur

HPLC-Pumpe
Maximaldruck
Totvolumen
Laufzeit
Laufmittel

Flussrate
Saule
Vorsaule

Saulenofen
Temperatur
Temperaturtoleranz

AP1 4000

10 psi
20 psi
40 psi
700°C
—3700V
11

Agilent 1100 Thermo Autosampler
100 pl

5l

200 pl/min

200 pl/min

0.00 mm

8°C

Agilent 1100 bindre LC-Pumpe

400 bar

40 pl

7,50 min

A (50 %): Methanol

B (50 %): H,O (Millipore) mit NH4OAc, 5 mmol/l, pH 7
300 pl/min

Phenomenex Luna 5 p C18(2), 150 x 2 mm

Security Guard Cartridge, Phenomenex Luna C18, 4 x 2 mm

Agilent 1100 Sdulenofen
24°C
1°C

CUR Curtain Gas, IS lon Spray Voltage, CAD N,-Druck in Collisionally Activated Dissociation Cell

durchgefiihrt und nach Kim et al. (2005) der Masseniibergang 184 — 148 als Quali-
tier und der ungefdhr dreimal intensivere Massentibergang 184 — 120 als Quantifier
aufgezeichnet. Die Dwellzeit (Verweildauer) pro Ubergang betrug 100 msec. Fiir die
Quadrupole Q1 und Q3 wurde jeweils die Auflosung UNIT verwendet.

Zur Steuerung des Geridtes und zur Datenauswertung wurde eine Dell PIV Work-
station mit Windows XP und der Software Analyst 1.4.1 (Applied Biosystems, Darm-
stadt) benutzt. Die oben genannten und alle weiteren Methoden- und Gerdteparame-
ter finden sich in Tab. 2.5 und Tab. 2.6.
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Tabelle 2.6 Masseniiberginge, Fokussierungs- und Beschleunigungsparameter entlang des lonenpfades
am AP14000 zur Bestimmung von OH-CZZ.

Q1-Masse Q3-Masse DP[V] EP[V] CE][V] CXP [V]
184 120 -46 -10 =27 -8
184 148 -46 -10 =22 -5

DP Declustering Potential, EP Entrance Potential , CE Collision Energy,
CXP Cell Exit Potential

2.5.4 Quantifizierung von S-(2-hydroxyethyl)glutathion in Rattenlebern
mittels LC-MS/MS

2.5.4.1 Aufarbeitung der Leberproben

Unmittelbar nach Durchfiihrung der Expositionen gegen ET bzw. EO wurden die Tie-
re getotet, die Lebern entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Bis zur weiteren Verwendung wurden sie bei -80 °C gelagert. Zur Herstellung von
Proben fiir die LC-MS/MS-Messungen wurde ein Stiick gefrorene Rattenleber (30-
90mg) nach Zugabe der 1,5-fachen Gewichtsmenge einer Losung von Glutathion-
ethylester (GSH-EE, vgl. Abb. 2.6 A) als interner Standard und der 2,5-fachen Ge-
wichtsmenge Ammoniumacetatpuffer (5 mmol/l, pH 7) unter Eiskiihlung durch Ul-
traschallbehandlung homogenisiert. Von diesem Homogenat wurden 100 pl entnom-
men, 200 pl Methanol zugegeben und das Gemisch nach Schiitteln fiir zwei Stunden
auf Eis gestellt, um eine vollstindige Proteinfdllung zu gewéhrleisten. Danach wur-
de die Losung 20 Minuten bei 4 °C und 10000 x g zentrifugiert, 100 ul des Uberstands
entnommen und direkt ins LC-MS/MS injiziert.

2.5.4.2 Messbedingungen und Gerdteparameter

Zur Messung von GS-EO in der Leber von Ratten wurde ebenfalls das in 2.5.3.4 be-
schriebene LC-MS/MS-System verwendet. Als mobile Phase diente eine Mischung
aus Ammoniumacetatpuffer (5mmol/l, pH 7) und Acetonitril (75/25 (v/v)). Die
Flieigeschwindigkeit betrug 400 ul/min. Es wurden jeweils 5ul Probe injiziert und
diese dann auf einer Phenomenex Luna 511 C18(2)-Sdule aufgetrennt. Die Retentions-
zeiten von GS-EO und GSH-EE betrugen: GS-EO 1,02 min, GSH-EE 1,58 min.

Das verwendete Massenspektrometer API4000 wurde mit einer TurbolonSpray-
Quelle im positiven Modus betrieben. Als Nebulizer- und Curtain-Gas wurde Stick-
stoff verwendet. Bei der Messung im MRM-Modus wurden die Ubergénge 336 — 207
und 352 — 223 als Quantifier und die iibrigen in Tab. 2.7 aufgefiihrten als Qualifier
verwendet. Die Dwellzeit betrug pro Ubergang jeweils 100 msec. Fiir die beiden Qua-
drupole Q1 und Q3 wurde jeweils die Auflosung UNIT verwendet.
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Abbildung 2.6 A Glutathionethylester (GSH-EE, MG 335,4), B S-(2-hydroxyethyl)glutathion (GS-EO, MG

351,4).

Tabelle 2.7 Masseniiberginge, Fokussierungs- und Beschleunigungsparameter entlang des lonenpfades

am AP14000 zur Bestimmung von GS-EO und GSH-EE.

Analyt  Q1-Masse Q3-Masse DP[V] EP[V] CEI[V] CXP[V]

GS-EO 352 223 51 10 19 14
352 188 71 10 27 6
352 206 66 10 23 14
352 120 66 10 29 10

GSH-EE 336 207 46 10 19 20
336 104 56 10 31 8

DP Declustering Potential, EP Entrance Potential , CE Collision Energy,
CXP Cell Exit Potential

Die Steuerung des Gerites und die Datenauswertung erfolgte iiber eine Dell PIV
Workstation mit Windows XP und der Software Analyst 1.4.1. Alle gewé&hlten Metho-

den- und Geréteparameter finden sich in Tab. 2.7 und Tab. 2.8.

2.5.4.3 Herstellung einer S-(2-hydroxyethyl)glutathionlsung

Da GS-EO (Abb. 2.6 B) nicht kduflich zu erwerben war, es jedoch im Rahmen der Me-
thodenentwicklung sowohl zur Optimierung der Gerdteparameter von HPLC und
MS als auch zur Ermittlung eines Faktors fiir die Quantifizierung benodtigt wurde,
wurde die Substanz durch Inkubation einer Losung von GSH und EO hergestellt.
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Tabelle 2.8 Informationen zur Bestimmung von GS-EO GSH-EE, GSH und GSSG am LC-MS/MS.

Massenspektrometer API1 4000
Gaseinstellungen

CUR 10 psi
Gas 1 60 psi
Gas 2 50 psi
Temperatur 500°C

IS 5300V
CAD 7

Autosampler

Agilent 1100 Thermo Autosampler

Spritzenvolumen 100 pl
Injektionsvolumen 5yl
Aufziehgeschwindigkeit 200 pl/min
Injektionsgeschwindigkeit 200 pl/min
Nadellevel 0,00 mm
Temperatur 24°C
HPLC-Pumpe Agilent 1100 bindre LC-Pumpe
Maximaldruck 400 bar
Totvolumen 40l
Laufzeit 8,0 min
Laufmittel A (25 %): Acetonitril
B (75 %): H,O (Millipore) mit NH4OAc (5mmol/l, pH 7)
Flussrate 400 pl/min
Saule Phenomenex Luna 5 p C18(2), 150x 2 mm
Vorsdule Security Guard Cartridge, Phenomenex Luna C18, 4 x 2 mm
Saulenofen Agilent 1100 Sdulenofen
Temperatur 24°C
Temperaturtoleranz 1°C

CUR Curtain Gas, IS lon Spray Voltage, CAD N,-Druck in Collisionally Activated Dissociation Cell,

Hierzu wurden in einem 25 ml Headspace-Gefifi zu 3 ml einer 0,61-millimolaren Lo-
sung von GSH in Ammoniumacetatpuffer (5mmol/l, pH 7) 200 pl einer Losung von
2,3mg GST in 1 ml Puffer gegeben. Das Gefaf wurde mit einem Septum gasdicht ver-
schlossen. Anschlieffend wurden mit einer 10 ml Einmalspritze ca. 5ml Luft entfernt
und 5ml EO direkt aus der Druckgasflasche entnommen und in das Gefaf3 injiziert.
Das Gefaf wurde 24 Stunden bei 37 °C im Schiittelwasserbad inkubiert.

Um das Verhiltnis der Peakflichen von GS-EO und dem als interner Standard
verwendeten GSH-EE bei gleicher Konzentration der Analyten zu ermitteln, wurde
zu der Inkubationslosung eine definierte Menge GSH-EE in Ammoniumacetatpuffer
(6mmol/l, pH 7) als interner Standard gegeben und dann direkt in das LC-MS/MS
injiziert. Zur Quantifizierung von nicht umgesetztem GSH und entstandenem GS-
SG in der Inkubationslosung wurden aufferdem Standards mehrerer Konzentrationen
von GSH bzw. GSSG in Ammoniumacetatpuffer (5 mmol/l, pH 7) hergestellt. Hierzu
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Tabelle 2.9 Masseniibergidnge, Fokussierungs- und Beschleunigungsparameter entlang des lonenpfades
am API4000 zur Bestimmung von GSH und GSSG.

Analyt Q1-Masse Q3-Masse DP[V] EP[V] CEI[V] CXPI[V]

GSH 308 179 41 10 19 14
308 162 46 10 25 16
GSSG 613 355 76 10 33 10
613 484 51 10 25 20

DP Declustering Potential, EP Entrance Potential , CE Collision Energy,
CXP Cell Exit Potential

wurden definierte Mengen an GSH bzw. GSSG direkt in Ammoniumacetatpuffer ge-
geben. Niedriger konzentrierte Losungen wurden durch Verdiinnung der Stammlo-
sungen mit Ammoniumacetatpuffer hergestellt.

Mit den in 2.5.4.2 und 2.5.5 beschriebenen LC-MS/MS-Methoden wurden dann in
einer Messreihe am Anfang und Ende der Sequenz jeweils in Doppelbestimmung die
GSH- und GSSG-Standards und dazwischen die aus der Inkubationslosung herge-
stellten Proben gemessen. Durch Kalibrierkurven fiir GSH und GSSG wurden die-
se Analyte in den Inkubationsproben quantifiziert. Durch Subtraktion der erhaltenen
Mengen von der urspriinglich eingesetzten GSH-Menge wurde die Menge des ge-
bildeten GS-EO ermittelt. Auf diese Konzentration wurde dann die Peakfldche von
GSH-EE umgerechnet, um den fiir die Quantifizierung benétigten Faktor zu erhalten.
In Vorversuchen wurde die Linearitdt der Peakfldchen fiir den Ubergang des Quan-
tifiers im relevanten Konzentrationsbereich gezeigt. Diese Berechnung der Peakfla-
chenverhiltnisse von GS-EO zu GSH-EE wurde fiir alle aufgenommenen Ubergénge
von GS-EO durchgefiihrt; die Ergebnisse sind in Tab. 3.7, Seite 60 gezeigt.

2.5.5 Quantifizierung von reduziertem und oxidiertem Glutathion
mittels LC-MS/MS

Reduziertes (GSH) und oxidiertes (GSSG) Glutathion (vgl. Abb. 2.7) in Inkubations-
l6sungen wurde unter Verwendung der in 2.5.4.2 beschriebenen Methode mittels LC-
MS/MS quantifiziert. Im MRM-Modus wurde fiir GSH der intensivste Massentiber-
gang 308 — 179 als Qualifier und 308 — 162 als Quantifier herangezogen. Fiir GSSG
wurden die Masseniibergdange 613 — 484 (Qualifier) und 613 — 355 (Quantifier; vgl.
Tab. 2.9) aufgezeichnet. Die Retentionszeiten von GSH und GSSG betragen: GSSG
1,05 min, GSH 1,05 min. Die gewéhlten Geradteparameter finden sich in Tab. 2.8.
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Abbildung 2.7 A Reduziertes Glutathion (GSH, MG 307,3), B Oxidiertes Glutathion (GSSG, MG 612,6).

2.5.6 Berechnungen

Alle im Blut gemessenen EO-Konzentrationen wurden nach folgendem Verfahren zu-
riickextrapoliert auf den Zeitpunkt der Probengewinnung: Bei Durchfiihrung der Ex-
positionen (2.4.1 und 2.4.2) wurde die bendtigte Zeit zwischen der Entnahme des
Tiers aus dem Expositionssytem und dem Einspritzen des entnommenen Blutes in
das Headspace-Gefifs gestoppt. Diese lag zwischen 1,5 und 3 Minuten beziehungs-
weise bis zu 7,5 Minuten (vgl. 2.4.2). Unter Berticksichtigung der gestoppten Zeit und
der Geschwindigkeitskonstanten des EO-Metabolismus fiir EO im Blut (ke = 6,95 h!
=0,116 min’l, aus Filser und Bolt, 1984) wurde dann nach GIl. 2.7 die EO-Konzentra-
tion im Blut zum Zeitpunkt des Expositionsendes cy berechnet. Die auf diese Weise
erhaltenen Konzentrationen sind in den entsprechenden Abbildungen aufgetragen.
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Ct

Co = (2-7)

e*keo’iL

co: EO-Konzentration im Blut zum Zeitpunkt des Expositionsendes [pmol /1]

cr: EO-Konzentration im Blut zum Zeitpunkt des Einspritzens in das
Headspace-Gefafs [imol /1]

keo: Geschwindigkeitskonstante des EO-Metabolismus im Blut (6,95 h‘l)

t:  Zeitpunkt zwischen Expositionsende und Einspritzens des Blutes in das
Headspace-Gefaf3 [min]

Die Ergebnisse der Infusionsexperimente mit EO wurden zur Berechnung der
Geschwindigkeitskonstanten der gesamten EO-Elimination (k) verwendet. Fiir die
Konzentration von EO im Blut ¢ gilt die Gleichung (Koch und Ritschel, 1986):

Uinf —kgy -t
CcC = . 1 — e el 2.8
Vy - kel ( ) (2.8)

Ving: Infusionsrate von EO [pmol/h]

Vq: Verteilungsvolumen von EO im Organismus [I]
ke: Eliminationskonstante von EO

t:  Expositionsdauer [h]

Der Wert des Verteilungsvolumens V3 von EO betragt 0,84 multipliziert mit dem
Volumen der Versuchsratte. Der Proportionalitatsfaktor (0,84) wurde mittels der EO-
Verteilungskoeffizienten Organ-zu-Blut bzw. Gewebe-zu-Blut, die in (Csanady et al.,
2000) aufgefiihrt sind, berechnet. Der Wert von k.; wurde durch Anpassung der GL. 2.8
an die bei den EO-Infusionen zeitabhingig gemessenen EO-Blutkonzentrationen er-
halten (Anpassungen mittels des Programms Mathematica).

2.5.7 Statistik

In dieser Arbeit wurden der arithmetische Mittelwert MW, die Standardabweichung
SD und der Variationskoeffizient CV wie folgt berechnet (Sachs, 2003):
i .
MW = Ln: il (2.9)

Xx;: i-ter Messwert von x
n: Anzahl der Messungen
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n—1

b \/z<xi—Mw>2

SD
CV=——-100
MW

(2.10)

(2.11)



3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der analytischen Methoden

3.1.1 Bestimmung von Ethylen und Ethylenoxid in der Gasphase mittels
GC/FID

Wiéhrend der Exposition der Ratten gegen ET wurde die Konzentration von ET und
EO in der Gasphase des Expositionssystems durch GC/FID-Messungen bestimmt
(vgl. 2.5.1). ET und EO wurden auf baugleichen Gaschromatographen, jedoch mit un-
terschiedlichen Sdulen und unter unterschiedlichen Bedingungen quantifiziert (siehe
Tab. 2.2, Seite 26). Die Identifizierung der Substanzen erfolgte {iber die Retentions-
zeit. Diese betrug fiir ET ca. 1,0 min und fiir EO ca. 4,7 min (Methode A) beziehungs-
weise 7,5 min (Methode B) und war tiber den Zeitraum einer 6-stiindigen Exposition
konstant. Bei der Messung von ET traten keinerlei storende Signale auf. Bei der EO-
Messung traten zusatzliche Signale auf (z. B. Aceton), jedoch nicht bei den Retentions-
zeiten von EO. Abb. 3.1 zeigt exemplarisch Chromatogramme von ET bzw. EO.

Wie in 2.5.1 beschrieben, wurde zur Quantifizierung von ET und EO vor jedem Ver-
such eine Einpunktkalibrierung im relevanten Konzentrationsbereich durchgefiihrt.
Voraussetzung fiir diese Kalibrierung war Proportionalitdt des Detektorsignals zur
Konzentration des Analyten. Diese wurde in Vorversuchen fiir ET im Konzentrati-
onsbereich 1 bis 10 000 ppm und fiir EO im Bereich 0,1 bis 5 ppm iiberpriift. Wie auch
in Abb. 3.2, Abb. 3.3, Abb. 3.4 und Abb. 3.5 zu sehen, zeigte sich in beiden Féllen ein
linearer Zusammenhang zwischen Signalfldche und ET- bzw. EO-Konzentration. Die
Prézision, ausgedriickt durch den Variationskoeffizienten (siehe GI. 2.11), von min-
destens fiinf Messungen der gleichen Konzentration betrug fiir ET maximal 3,4 %
und fiir EO maximal 4,9 % (Methode A, n=5) bzw. maximal 8 % (Methode B, n=3).

Die Nachweisgrenze (Detektionslimit, LOD), definiert als das dreifache Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis, betrug fiir EO 300 ppb (Verwendung von Methode A) bzw. 30 ppb
(Verwendung von Methode B). Die Bestimmungsgrenze (LOQ), die als fiinffaches
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis definiert wird, betrug somit 500 ppb (Verwendung von
Methode A) bzw. 50 ppb (Verwendung von Methode B). Die ET-Konzentrationen la-
gen wihrend der Expositionen stets deutlich iiber der Nachweisgrenze.

43
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Abbildung 3.1 Typische GC/FID Chromatogramme von ET und EO in der Atmosphdre eines Expositi-
onssystems. A Chromatogramm von ET bei einer Expositionskonzentration von 30 ppm. B Exsikkator
ohne EO (Methode A). C Exsikkator mit 1 ppm EO (Methode A). D Mit zwei F344-Ratten besetztes
Expositionssystem (Volumen 6,3 1), Expositionskonzentration 100 ppm ET, Expositionsdauer 140 min
(Methode A). E Exsikkator mit 0,1 ppm EO (Methode B). F. Mit zwei F344-Ratten besetztes Expositions-
system (Volumen 6,3 1), Expositionskonzentration 30 ppm ET, Expositionsdauer 100 min (Methode B).
Die Messungen wurden gemdf8 der Beschreibung in 2.5.1 durchgefiihrt.
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Abbildung 3.2 Linearitit der Detektorantwort fiir ET in der Gasphase am GC/FID im Bereich zwischen
1,03 und 30 ppm. Jeder Punkt entspricht dem Mittelwert = SD aus drei Messungen. Die Standardab-
weichungen sind zu klein, um graphisch dargestellt werden zu konnen. Die Geradengleichung lautet
y = 2529 x; 12 = 0,999 (GC-Einstellung: range 1). Die Messungen wurden gemifB der Beschreibung in
2.5.1 durchgefihrt.
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Abbildung 3.3 Linearitdt der Detektorantwort fiir ET in der Gasphase am GC/FID im Bereich zwischen
1,03 und 9967,8 ppm. Jeder Punkt entspricht dem Mittelwert &+ SD aus drei Messungen. Die Standard-
abweichungen sind zu klein, um graphisch dargestellt werden zu kénnen. Die Geradengleichung lautet
y =291 x; 12 = 0,9992 (GC-Einstellung: range 10). Die Messungen wurden gemaR der Beschreibung in
2.5.1 durchgefiihrt.
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Abbildung 3.4 Linearitdt der Detektorantwort fir EO in der Gasphase am GC/FID im Bereich zwischen
0,1 und 4,9 ppm unter Verwendung von Methode A. Jeder Punkt entspricht dem Mittelwert + SD
aus drei Messungen. Die Geradengleichung (Peakflache gegen EO-Konzentration) lautet y = 27910
x; r2 = 0,999 (GC-Finstellung: range 1). Die Messungen wurden gemiB der Beschreibung in 2.5.1
durchgefiihrt.
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Abbildung 3.5 Linearitdt der Detektorantwort fir EO in der Gasphase am GC/FID im Bereich zwischen
0,3 und 1,9 ppm unter Verwendung von Methode B. Jeder Punkt entspricht dem Mittelwert £ SD aus
drei Messungen. Die Geradengleichung (Peakhdhe gegen EO-Konzentration) lautet y = 16,9 x; > =

0,999 (GC-Einstellung: range 1). Die Messungen wurden gemaf der Beschreibung in 2.5.1 durchge-
fihrt.

3.1.2 Bestimmung von Ethylenoxid in der Gasphase mittels GC/MSD

Wihrend der Exposition der Ratten gegen ET wurde, wie in 2.5.2.1 beschrieben, die
Konzentration von EO in der Gasphase des Expositionssystems aufier durch GC/FID
(vgl. 3.1.1) auch durch GC/MSD-Messungen bestimmt. Die Identifizierung der Sub-
stanzen bei der Verwendung des GC/MSD-Verfahrens erfolgte sowohl iiber charak-
teristische Massenfragmente als auch iiber die Retentionszeit. Diese betrug fiir EO 6,1
bis 6,6 min, je nach Zustand der Trennsdule. Mit {iber die Dauer der Exposition zuneh-
mender Feuchtigkeit verkiirzte sich die Retentionszeit. Abb. 3.6 zeigt exemplarische
Chromatogramme von EO.

Wie in Abb. 3.7 zu erkennen, war die Detektorantwort des GC/MSD linear abhin-
gig von der Konzentration von EO in der Exsikkatoratmosphére im Bereich von 10 bis
30 ppb.

Die Prézision, bestimmt durch vier Wiederholungsmessungen und ausgedriickt
durch den Variationskoeffizienten, betrug ca. 10 %. Die Nachweisgrenze (Detektions-
limit, LOD), definiert als das dreifache Signal-zu-Rausch-Verhiltnis, betrug 5 ppb. Die
Bestimmungsgrenze (LOQ) betrug somit ca. 8 ppb.

Wihrend zwei Expositionen von zwei F344-Ratten gegen 130 bzw. 10 000 ppm Ethy-
len wurden die atmosphéarischen EO-Konzentrationen gleichzeitig sowohl mittels
GC/FID (Methode B) als auch mittels GC/MSD bestimmt. Beide Methoden zeigten
eine recht gute Ubereinstimmung (vgl. Abb. 3.8).
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Abbildung 3.6 Typische GC/MSD-Gaschromatogramme von EO (Retentionszeit 6,2 min) in der Atmo-
sphére eines Expositionssystems. A Leeres geschlossenes Expositionssystem (Volumen 6,5 ). B EO-Kon-
zentration von 9,9 ppb in einem Exsikkator. C Geschlossenes Expositionssystem mit zwei fiir 80 Minu-
ten gegen 3 ppm ET exponierten Ratten. Die Messungen wurden gemal der Beschreibung in 2.5.2.1

durchgefiihrt.
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Abbildung 3.7 Linearitdt der Detektorantwort fiir EO (m/z 29) in der Gasphase eines Exsikkators am
GC/MSD im Bereich zwischen 10 und 30 ppb. Jeder Punkt entspricht dem Mittelwert + SD aus drei
Messungen. Die Geradengleichung lautet y = 215 x; > = 0,98. Die Messungen wurden gemiR der
Beschreibung in 2.5.2.1 durchgefiihrt.
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Abbildung 3.8 Vergleich der analytischen Methoden zur Quantifizierung von atmospharischem EO: Mes-
sung von Konzentrations-Zeit-Verldufen von EO wahrend der Exposition von zwei F344-Ratten gegen
konstante Konzentrationen von 130 bzw. 10000 ppm ET in einem geschlossenen Expositionssystem
(6,3 ). GCFID: Quantifizierung mittels GC/FID (Methode B, siehe 2.5.1). GCMS: Quantifizierung mit-
tels GC/MSD (siehe 2.5.2.1).

3.1.3 Bestimmung von Ethylenoxid im Blut mittels GC/MSD

Nach Exposition der Ratten und Probenaufarbeitung gemafs 2.5.2.2 wurde die ent-
nommene Gasprobe in einen Gaschromatographen mit massenselektivem Detektor
(GC/MSD) injiziert. Eine genaue Beschreibung der Messbedingungen findet sich in
Kapitel 2.5.2.2.

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden von EO und von d4-EO als inter-
nem Standard Massenspektren im SCAN-Modus aufgenommen (siehe Abb. 3.9), die
durch Vergleich mit Referenzspektren (siehe z.B. Abb. 3.10) eine eindeutige Identifi-
zierung erlaubten.

Um die Empfindlichkeit zu steigern, wurden zur Quantifizierung im SIM-Modus
die charakteristischen Ionen m/z 15 und 29 fiir EO und die Ionen m/z 30 und m/z 48
fiir d4-EO verwendet (siehe auch Tab. 3.1). Als Quantifier fiir EO wurde das lon m/z
15 verwendet. Seine Intensitét betrug im Vergleich zu m/z 29 zwar nur ungefahr 20 %,
in der Massenspur fanden sich allerdings seltener Storsignale. Das Ion m/z 29 wurde
als Qualifier eingesetzt und diente zur sicheren Identifizierung von EO. Als Quantifier
tiir d4-EO wurde das Ion m/z 48, also das geladene unfragmentierte Molekiilion ver-
wendet, das praktisch die gleiche Intensitdt wie das als Qualifier verwendete lon m/z
30 besafs. Als zusatzliche Ionenspuren wurden fiir EO m/z 44 und fiir d4-EO m/z
18 aufgezeichnet. Durch das durch Wasser (M = 18 g/mol) und CO, (M = 44 g/mol)
in den Proben verursachte Hintergrundrauschen in diesen Massenspuren waren die
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Abbildung 3.9 Im Scan-Modus aufgenommene Massenspektren: A Massenspektrum von EO. B Massen-
spektrum von d4-EO.

aufgezeichneten Signalfldchen sehr klein und somit nicht als Quantifier geeignet. Die
Quantifizierung der Proben erfolgte tiber das Verhiltnis der Peakflichen EO zu d4-EO
(siehe 2.5.6).

Ein Problem bei der Entwicklung der neuen Methode bestand in der hohen Feuch-
tigkeit der entnommenen Gasproben. Um ein Einfrieren des ColdTrap-Injektors zu
vermeiden, mussten die Proben vor der Injektion getrocknet werden. Zundchst wur-
den unterschiedliche Chemikalien (u.a. Natriumsulfat und Calciumsulfat) als Trock-
nungsmittel erprobt. Es kam jedoch zu Substanzverlust durch das Trocknungsmateri-
al. Deshalb wurden die gasformige Proben in Gasprobenbeutel gegeben, 20 Minuten
lang bei —80 °C gelagert und so das enthaltene Wasser ausgefroren. Wie Vorversuche
zeigten, kam es unter diesen Bedingungen zu einem EO-Verlust von hochstens 3 % ; es
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Abbildung 3.10 Referenzmassenspektrum von EO; entnommen aus: NIST Chemistry Webbook (NIST,
2010).

Tabelle 3.1 Beobachtete Fragmentierung von EO und d4-EO.

Substanz lon Fragment m/z

EO M+ CH,O 44
[M—CH;]*  CHO 29
[M—CHOJ*  CHs 15

d4-EO M+ C,D,O 48
[M - CDs]t CDO 30
[M — CDOJ* CD; 18

wurde eine ausreichende Trocknung erzielt, um 20 ml Gasprobe problemlos injizieren
zu koénnen.

Nach jeder Messung wurde der Gaschromatograph 20 Minuten lang bei 170 °C aus-
geheizt, um die Feuchtigkeit von der Kapillarsdule zu entfernen und wieder die opti-
male Sensitivitdt zu erreichen. Durch dieses Verfahren konnten bis zu vier Blutproben
in Folge analysiert werden. Die Retentionszeiten betrugen fiir EO und d4-EO 6,7 £
0,1 min. Aufgrund der sich auf der Sdule sammelnden Feuchtigkeit verschoben sich
zwar die Retentionszeiten im Verlauf der Exposition leicht, aber durch das eindeutige
Massenfragment und die Verwendung eines stabil markierten internen Standards war
stets eine eindeutige Identifizierung moglich. In Abb. 3.11 ist ein typisches Chroma-
togramm von EO und d4-EO zu sehen. Es wurde nach einer 30-miniitigen Exposition
gegen 30 ppm ET aufgenommen. Abb. 3.12 zeigt ein im Rahmen des gleichen Ver-
suchs aufgenommenes Chromatogramm der Blutprobe eines Kontrolltiers. Es wurde
kein EO im Blut des Kontrolltiers gefunden.

Bei Uberpriifung der Linearitit der Detektorantwort fiir die Messung von EO mit-
tels GC/MSD ergab sich ein linearer Zusammenhang zwischen EO-Konzentration
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Abbildung 3.11 GC/MSD-Chromatogramme von EO (tg = 6,78 min) und d4-EO (tg = 6,76 min) in Ratten-
blut nach Exposition von CD-Ratten gegen 30 ppm ET Uber 30 Minuten. c(EO) = 0,2 pmol/l, c(d4-EO)
= 0,06 pmol/l. Die Messungen wurden gemal der Beschreibung in 2.5.2.2 durchgefiihrt.
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Abbildung 3.12 GC/MSD-Chromatogramme von EO und d4-EO (tg = 6,71 min) im Blut eines Kontroll-
tiers. c(d4-EO) = 0,06 pmol/I. Die Messungen wurden gemal’ der Beschreibung in 2.5.2.2 durchgefiihrt.
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Abbildung 3.13 Linearitdt der Detektorantwort fiir EO am GC/MSD im Bereich zwischen 1 ppb und
1 ppm. Jeder Punkt entspricht dem Mittelwert + SD aus drei Messungen. Die Standardabweichun-
gen sind zum Teil zu klein, um graphisch dargestellt werden zu kénnen. Die Geradengleichung lautet
y = 21808 x; r* = 0.9999. Die Messungen wurden gemil der Beschreibung in 2.5.2.2 durchgefiihrt.

und Peakfldache im Konzentrationsbereich zwischen 1 ppb und 1 ppm. Das Ergebnis
ist in Abb. 3.13 dargestellt.

3.1.3.1 Wiederfindung, Prazision und Nachweisgrenze

Wiederfindung und Préazision (Reproduzierbarkeit) wurden fiir jede Art der Proben-
aufarbeitung bestimmt. Der EO-Konzentrationsbereich in den Experimenten erstreck-
te sich nach Exposition gegen ET von 0,16 bis 1,98 umol /1 und nach Exposition gegen
EO von 0,49 bis 8,1 umol/1. Wiederfindung und Prazision wurden bei einer EO-Kon-
zentration von 0,83 bzw. 2,7 pmol/l ermittelt. Zur Bestimmung der Wiederfindung
wurden Blutproben mit einer definierten EO-Konzentration hergestellt. Die theore-
tisch berechnete EO-Menge wurde als 100 % definiert. Die Wiederfindung ergab sich
so aus dem Verhiltnis der gefundenen zur theoretisch berechneten Menge an EO.

Zur Bestimmung der Prédzision der Methode wurden mehrere (3 bis 4) Proben der
gleichen EO-Konzentration hergestellt. Die Proben wurden wie unter 2.5.2.2 beschrie-
ben aufgearbeitet und die EO-Konzentrationen bestimmt. Als Maf3 fiir die Prazision
wurde der Variationskoeffizient aus dem Mittelwert und der Standardabweichung
der Messwerte berechnet (siehe 2.5.7). Die Ergebnisse sind in Tab. 3.2 und Tab. 3.3
zusammengefasst.

Die Nachweisgrenze, definiert als die dreifache Hohe des Hintergrundrauschens,
betrug 10nmol EO pro Liter Blut unter Verwendung von 4-5ml Blutvolumen und
Trocknung von 20ml Gasprobe in Gasprobenbeuteln. Die Konzentrationen der ge-
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Tabelle 3.2 Wiederfindung von EO im Blut. 1 Aufarbeitung nach Verfahren fiir Inhalationsexperimente.
2 Aufarbeitung nach Verfahren fiir Infusionsexperimente (vgl. 2.5.2.2).

Aufarb.  EO im Blut [umol/ll, EO im Blut [pmol/ll, WF [%] MW =+ SD [%]

theoretisch gefunden
1 0,83 0,683 82,3 86,6 £ 9,7
0,83 0,632 76,1
0,83 0,740 89,2
0,83 0,820 98,8
2 2,7 2,480 91,9 106 £ 13,6
2,7 2,905 108
2,7 3,213 119

WF Wiederfindung, MW Mittelwert, SD Standardabweichung

Tabelle 3.3 Reproduzierbarkeit der Quantifizierung von EO im Blut. 1 Aufarbeitung nach Verfahren fiir
Inhalationsexperimente. 2 Aufarbeitung nach Verfahren fiir Infusionsexperimente (vgl. 2.5.2.2).

Aufarb.  EO im Blut [umol/l] MW SD CV [%]

1 0,683 0,719 0,08 11,13
0,632
0,740
0,820

2 2,480 2,866 0,199 6,68
2,905
3,213

MW Mittelwert, SD Standardabweichung, CV Variationskoeffizient

maf3 2.5.2.2 aufgearbeiteten Blutproben von gegen EO exponierten Ratten lagen stets
deutlich iiber der Nachweisgrenze; fiir diese Methode wurde diese daher nicht be-
stimmt.

3.1.3.2 Quantitative Auswertung

Wie in 2.5.2.2 beschrieben, wurdenzur Quantifizierung des EO im Blut d4-EO als in-
terner Standard verwendet und die charakteristischen Ionen m/z 15 (EO) und m/z
48 (d4-EO) herangezogen. Die Berechnung beruhte auf dem ermittelten Peakflachen-
verhdltnis von 6,4 zu 1 (6,43 £+ 0,18; n = 4, m/z 48 zu m/z 15) bei gleicher Konzen-
tration von EO und d4-EO im Blut. UNter Berticksichtigung der Peakfldche und der
bekannten Konzentration des internen Standards d4-EO konnte aus der ermittelten
Peakfliche von EO die EO-Konzentration berechnet werden.
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Tabelle 3.4 Beobachtete Fragmentierung von 6-OH-CZZ.

Masseniibergang Fragment

184 — 148 M - HCIl~
184 — 120 [M - HCIl - COJ~

3.1.4 Quantifizierung von 6-Hydroxy-Chlorzoxazon durch LC-MS/MS

Zur Bestimmung der Aktivitdt von CYP2E1 wurde die fiir dieses Isoenzym spezifi-
sche enzymatische Umsetzung CZZ zu 6-OH-CZZ genutzt (siehe Abb. 3.14).

HO
© CYP2E1 ©
/>—OH > />—OH
Cl N cl N

Abbildung 3.14 Enzymatische Umsetzung von CZZ zu 6-OH-CZZ durch CYP2ET.

Das nach Inkubation entstandene 6-OH-CZZ wurde unter den in 2.5.3.4 beschrie-
benen Bedingungen mittels LC-MS/MS-Messung quantifiziert. Aus der Menge des
innerhalb von 10 Minuten gebildeten Reaktionsprodukts konnte dann die Enzymak-
tivitdat berechnet werden.

Die Messmethode wurde in Anlehnung an Anari et al. (2003), Walsky und Obach
(2004) und Kim et al. (2005) erstellt. Die Optimierung der Spannungen und Quellen-
parameter am API4000 erfolgte wie in 3.1.5 beschrieben.

Zur Quantifizierung von 6-OH-CZZ wurde der intensivste Masseniibergang 184 —
120 herangezogen (vgl. Tab. 3.4). Der Ubergang 184 — 148 wurde als Qualifier ver-
wendet; seine Intensitdt betrug etwa ein Drittel der des Quantifiers. Die Quantifizie-
rung erfolgte iiber eine externe Kalibrierung und durch Vergleich der Peakflachen der
Inkubationsproben mit denen der Kalibrierproben. Eine beispielhafte Kalibriergerade
ist in Abb. 3.15 gezeigt. Abb. 3.16, zeigt im Rahmen eines Experiments aufgenomme-
ne Chromatogramme fiir 6-OH-CZZ. Die Retentionszeit der 6-OH-CZZ-Signale von
2,65 £ 0,02 min war tiber die gesamte Dauer einer Messreihe stabil.

Die Reproduzierbarkeit der 6-OH-CZZ-Messungen war gut, wie sich aus dem Va-
riationskoeffizient ergab, der zwischen 2 und 5 % lag (siehe Tab. 3.5).

3.1.5 Quantifizierung von S-(2-hydroxyethyl)glutathion durch LC-
MS/MS
Um das entstandene GS-EO zu quantifizieren, wurden alle in den Expositionen ge-

wonnenen Rattenlebern nach 2.5.4 aufgearbeitet. Hierbei musste jedoch auf eine mog-
lichst vollstandige Fillung der Proteine geachtet werden, um eine Verstopfung der



3.1 Charakterisierung der analytischen Methoden 55

12000000 -

8000000 -

Peakflache

4000000 A

0 100 200 300 400 500
6-OH-CZZ [umol/l]

Abbildung 3.15 Kalibriergerade zur Quantifizierung von 6-OH-CZZ im Konzentrationsbereich zwischen
4 und 500 pmol/I fir den Massenlbergang 184 — 120. Symbole: Mittelwert & SD (n=4). Die Stan-
dardabweichungen sind teilweise zu klein, um graphisch dargestellt werden zu kénnen. Die Geraden-
gleichung lautet y = 3814 x; 2 = 0,995. Die Messungen wurden gemif der Beschreibung in 2.5.3.4
durchgefiihrt.

Tabelle 3.5 Reproduzierbarkeit der Messungen von 6-OH-CZZ in Matrix. Bei jeder Konzentration wurden
vier Messungen durchgefiihrt.

6-OH-CZZ in Matrix [pmol/ll  CV [%]

3,96 4,20
19,78 5,10
98,92 2,01
496,60 4,73

CV Variationskoeffizient

HPLC-Sédule zu vermeiden. Durch Verwendung eines internen Standards, der zu Be-
ginn der Aufarbeitug der Leberprobe vor der Homogenisation zugegeben wurde,
konnte eine sehr genaue Quantifizierung von GS-EO erreicht werden.

Bei der Herstellung der im Rahmen der Methodenentwicklung benétigten GS-EO-
Losung (vgl. 2.5.4.3) wurden gute Ausbeuten erzielt. Nach 24-stiindiger Inkubation
der Losungen von GSH, EO und GST wurden stets 98 bis 99 % des eingesetzten GSH
zu GS-EO umgesetzt. Dies wurde durch Quantifizierung des GSH vor und nach der
Inkubation sowie von GSSG gezeigt. GSSG konnte in keinem der verwendeten Inku-
bationsansdtze nachgewiesen werden.

Im Rahmen der Methodenentwicklung erfolgte die Optimierung der MS-Parame-
ter im ersten Schritt ohne HPLC-Kopplung. Dabei wurden zundchst Losungen jeder
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Abbildung 3.16 LC-MS/MS-Chromatogramme von 6-OH-CZZ. A Kalibrierprobe, c(6-OH-
CZZ)=3,96 ymol/l, Masseniibergdnge 184 — 120 (intensiverer) und 184 — 148, tg=2,65min. B
Chromatogramm von 6-OH-CZZ in Leberprobe, c(6-OH-CZZ)=7,92 umol/l, Masseniibergdnge
184 — 120 (intensiverer) und 184 — 148, tg=2,65min; cps: counts per second. Die Messungen
wurden gemaf der Beschreibung in 2.5.3.4 durchgefiihrt.

Substanz mit einer Infusionspumpe bei konstanter Geschwindigkeit in das Massen-
spektrometer geleitet, die charakteristischen Ionen ermittelt und die MS-Spannungen
optimiert (DP, EP, CE, CXP). Anschlieflend wurden im Modus der flow injection ana-
lysis (FIA), also der Injektion der Proben durch den Autosampler ohne die Zwischen-
schaltung einer Sdule, die Quellenparameter optimiert (z. B. CUR, CAD, IS, Tempera-
tur). Nachdem diese Schritte fiir alle Analyten (GS-EO, GSH-EE) durchgefiihrt wor-
den waren, wurden die ermittelten Parameter in den massenspektrometrischen Teil
der Messmethode integriert und anschliefiend nach Einbau der Saule die fliissigkeit-
schromatographischen Bedingungen getestet.

Es wurden unterschiedliche Sdulen und Laufmittelzusammensetzungen zur Er-
mittlung der optimalen HPLC-Bedingungen getestet. Als Sdule wurde zunéchst ei-
ne ,,Synergi Hydro-RP” (150 x 2 mm, 4 1) von Phenomenex verwendet, die durch ihr
polares ,Endcapping” fiir gute Retention und Auftrennung sowohl hydrophober als
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Tabelle 3.6 Zur Quantifizierung von GS-EO und GSH-EE verwendete Masseniibergiange und zugehdrige
Massenfragmente.

Analyt  Masseniibergang Fragment

GS-EO 352 — 223 M = Glu]*
352 — 188 M = Glu = NH;3 — H,O*
352 — 206 M — Glu - NH;]*
352 — 120 [M—-Glu-Gly-CO "

GSH-EE 336 — 207 M = Glul™
336 — 104 [M - Glu - Cys]*

Glu Glutaminsdure, Gly Glycin, Cys Cystein

auch polarer Komponenten sorgen soll. Mit dieser Sdule war zwar die Retention des
GS-EO zufriedenstellend, bei GSH-EE kam es jedoch zu starkem Tailing. Mit der Lu-
na C18(2)-Saule (150 x 2mm, 5p) und einer Laufmittelzusammensetzung von 25 %
Acetonitril und 75 % Ammoniumacetatlosung (5 mmol/1) wurden zufriedenstellende
Retentionszeiten und Peakformen fiir beide Analyten erhalten.

Im MRM-Modus wurden fiir jede Substanz mindestens zwei Massentiiberginge ge-
messen, die im Rahmen der Methodenentwicklung ermittelt worden waren (siehe
Tab. 3.6, Abb. 3.17 sowie 2.5.4.2). Fiir GSH-EE wurde der intensivere Ubergang 336
— 104 als Quantifier und 336 — 207 als Qualifier verwendet. Fiir S-(2-hydroxye-
thyl)glutathion wurden stets vier Masseniibergénge aufgezeichnet, wobei hier der
Ubergang 352 — 188 zur Quantifizierung diente. Die Uberginge 352 — 223, 352 —
206 und 352 — 120 dienten als Qualifier zur sicheren Identifizierung des Addukts
und konnten im Falle des Auftretens von Storsignalen in der Quantifier-Massenspur
ebenfalls zur Quantifizierung genutzt werden. Ein Produktionenspektrum von GS-
EO ist in Abb. 3.18 gezeigt, Beispielchromatogramme fiir die Messung von GS-EO
sind in Abb. 3.20 zu sehen.

Die Nachweisgrenze fiir GS-EO, definiert als die dreifache Hohe des Hintergrund-
rauschens, betrug 0,08 nmol/g Leber (fiir die Massenspur 352 — 188). Die eindeutige
Identifizierung der Substanzen erfolgte iiber das Verhéltnis der Peakflichen der bei-
den Masseniibergdnge und iiber die Retentionszeit. Die Retentionszeit war innerhalb
einer Messreihe sehr stabil und betrug fiir GS-EO 1,02 £ 0,01 min und fiir den internen
Standard GSH-EE 1,58 + 0,007 min. Zur Quantifizierung des Addukts von EO an GSH
wurde in Vorversuchen (vgl. 2.5.4.3) das Verhéltnis der Peakflichen von GSH-EE zu
GS-EO bei gleicher Konzentration der Substanzen ermittelt. Uber dieses Peakfldchen-
verhiltnis konnte dann die Konzentration von GS-EO in der Leberprobe berechnet
werden. Die ermittelten und zur Auswertung herangezogenen Peakfldchenverhalt-
nisse sind in Tab. 3.7 aufgefiihrt.

Zur Uberpriifung der Linearitit der Detektorantwort fiir GS-EO bei der LC-MS/MS-
Messung wurden Losungen mit sechs unterschiedlichen Konzentrationen von GS-EO
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Abbildung 3.17 Beobachtete, zur Quantifizierung verwendete Fragmentierungen von A GSH-EE und B
GS-EO . Die Differenz der Massen der Massenfragmente 104, 207 und 223 zu den in der Abbildung
dargestellten Strukturen ergibt sich durch die zusétzliche Addition von Wasserstoff.
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Abbildung 3.18 Produktionenspektrum von GS-EO (Mutterion m/z 352), CE 20V. Die Messung wurde
gemal der Beschreibung in 2.5.4.2 durchgefihrt.
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Abbildung 3.19 Produktionenspektrum von GSH-EE (Mutterion m/z 336), CE 20V. Die Messung wurde
gemal der Beschreibung in 2.5.4.2 durchgefiihrt.
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Abbildung 3.20 Typische LC-MS/MS-Chromatogramme von GSH, GSSG und GS-EO aus einer Leberpro-
be einer iber 3 Stunden gegen 4,2 pmol EO / ml Kochsalzlésung exponierten Ratte. A Totalionen-
chromatogramm (Retentionszeiten: GSH 1,05 min, GSSG 1,05 min, GS-EO 1,02 min, GSH-EE (inter-
ner Standard) 1,58 min). Pro Analyt wurden jeweils zwei Masseniibergénge aufgezeichnet (s. Tab. 3.6,
Tab. 3.9). B Massenspur 308 — 179 von GSH; C Massenspur 613 — 355 von GSSG, D Massenspur 352
— 188 von GS-EO. Die Messungen wurde gemal der Beschreibung in 2.5.4 bzw. 2.5.5 durchgefihrt.



60 3 Ergebnisse

Tabelle 3.7 Peakflichenverhéltnisse von GSH-EE zu GS-EO bei gleicher Analytenkonzentration.

Ubergang GSH-EE  Ubergang GS-EO  Verhiltnis GSH-EE / GSH-EO

336 — 104 352 — 223 0,43 /1
336 — 104 352 — 188 1,30/1
336 — 104 352 — 206 0,85/ 1
336 — 104 352 — 120 1,75 /1
2000000 1
L 4
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i@©
3
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Abbildung 3.21 Linearitdt der Detektorantwort fiir GS-EO in Lebermatrix. Die Geradengleichung lautet
y = 151842 x; > = 0,995. Pro Konzentration wurden zwei Proben gemessen, die Unterschiede der
Peakflachen sind zu gering, um graphisch dargestellt werden zu kénnen. Die Messungen wurde gemaf
der Beschreibung in 2.5.4.2 durchgefiihrt.

in Leberhomogenat von Kontrolltieren hergestellt und mittels LC-MS/MS vermes-
sen. Es zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwischen der GS-EO Konzentration
und der erhaltenen Peakfldche (Abb. 3.21). Ohne Zusatz von GS-EO-Losung konnte
im Leberhomogenat der Kontrolltiere kein GS-EO detektiert werden.

3.1.5.1 Wiederfindung und Prazision

Zur Bestimmung der Wiederfindung und Uberpriifung eines eventuellen Matrixein-
flusses wurde eine Losung von GS-EO (8,17 bzw. 9,11 pmol/1) in Ammoniumacetat-
16sung (5 mmol/1) hergestellt. Zu einer zweiten Probe wurden statt Ammoniumace-
tatlosung 850 ul Leberhomogenat von Kontrolltieren gegeben. Beide Proben wurden
mittels LC-MS/MS vermessen und das enthaltene GS-EO quantifiziert. Die in Ammo-
niumacetatlosung gefundene Menge an GS-EO wurde als 100 % definiert. Die Wie-
derfindung ergibt sich somit aus dem Verhiltnis der Konzentration von GS-EO in der
Leberprobe zur Konzentration in der Ammoniumacetatprobe und hat einen mittleren
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Tabelle 3.8 Wiederfindung (WF) von GS-EO.

GS-EO in Puffer [umol/l] ~ GS-EO in Homogenat [pmol/ll  WF [%]

8,17 6,59 80,7
9,11 6,86 75,3
) 178,9
100 161.9
T 751
T
923 50 -
£
2 5] 130 253
1159|1439 |170 245 2913082
29| 117 2152|245 2732 | U1
0 — ' L r
120 160 200 240 280
m/z

Abbildung 3.22 Produktionenspektrum von GSH (Mutterion 308), Kollisionsenergie 25 V.

Wert von 78 % (siehe Tab. 3.8).

Zur Bestimmung der Prdzision wurden acht Leberstiicke eines iiber 3 Stunden
gegen 300 ppm ET exponierten Tiers verwendet und nach 2.5.4.1 aufgearbeitet. An-
schlieflend wurde mittels LC-MS/MS die GS-EO-Konzentration in den Leberproben
bestimmt. Als Mafs fiir die Prazision diente der Variationskoeffizient, der aus Mit-
telwert und Standardabweichung (c (GS-EO) = 0,91+ 0,06 pmol/1 ) berechnet wurde
(siehe 2.5.7). Er betrug fiir die acht Messungen 7 % .

3.1.6 Quantifizierung von reduziertem und oxidiertem Glutathion
durch LC-MS/MS

GSH und GSSG wurden wie in 2.5.5 beschrieben quantifiziert. Abb. 3.22 zeigt das bei
einer Kollisionsenergie von 25V aufgenommene Produktionenspektrum von GSH,
in dem die beiden intensivsten, als Qualifier und Quantifier genutzten Masseniiber-
gange (308 — 179 und 308 — 162) zu erkennen sind. Abb. 3.23 zeigt das bei einer
Kollisionsenergie von 60 V aufgenommene Produktionenspektrum von GSSG.

Abb. 3.20 (B, C) zeigt typische Chromatogramme von GSH und GSSG in der Le-
berprobe einer iiber 3 Stunden gegen 4,2 ymol EO / ml Kochsalzlosung exponierten
Ratte. Die Zuordnung der beobachteten Massenfragmente findet sich in Tab. 3.9 und
Abb. 3.24.
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Abbildung 3.23 Produktionenspektrum von GSSG (Mutterion 613), Kollisionsenergie 60V (Massbank,
2010).

Tabelle 3.9 Zur Quantifizierung von GSH und GSSG verwendete Massenibergdnge und zugehérige Mas-
senfragmente.

Analyt  Massenlibergang Fragment

GSH 308 — 179 M - Glul*
308 — 162 M — Glu—NH3;]*

GSSG 613 — 355 M — Glu—7y-Glu]*
613 — 484 M - Glul™

Glu Glutaminsaure

Zur Uberpriifung der Linearitit der Detektorantwort fiir GSH und GSSG bei der
LC-MS/MS-Messung wurden Losungen mit jeweils vier unterschiedlichen Konzen-
trationen von GSH bzw. GSSG in Leberhomogenat (hergestellt nach 2.5.4.1) von Kon-
trolltieren hergestellt und mittels LC-MS/MS vermessen. Es zeigte sich fiir beide Ana-
lyte ein linearer Zusammenhang zwischen der Konzentration von GSH bzw. GSSG
und der erhaltenen Peakfldche (vgl. Abb. 3.25 und Abb. 3.26).
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Abbildung 3.24 Beobachtete, zur Quantifizierung verwendete Fragmentierungen von A reduziertem und
B oxidiertem Glutathion. Die Messungen wurde gemal} der Beschreibung in 2.5.5 durchgefihrt. Die
Differenz der Massen der Massenfragmente 179, 355 und 484 zu den in der Abbildung dargestellten
Strukturen ergibt sich durch die zusatzliche Addition von Wasserstoff an die Aminogruppen bei den
Fragmentierungsreaktionen.
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Abbildung 3.25 Linearitdt der Detektorantwort fiir GSH in Lebermatrix. Jeder Punkt entspricht dem Mit-
telwert + SD aus zwei Messungen. Die Geradengleichung lautet y = 198023 x; r> = 0,9875. Die
Messungen wurden gemald der Beschreibung in 2.5.5 durchgefiihrt.
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Abbildung 3.26 Linearitdt der Detektorantwort fiir GSSG in Lebermatrix. Jeder Punkt entspricht dem Mit-
telwert + SD aus zwei Messungen. Die Geradengleichung lautet y = 553352 x; 2 = 0,9964. Die
Messungen wurden gemal’ der Beschreibung in 2.5.5 durchgefiihrt.
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3.2 Expositionen

3.2.1 Expositionen gegen initiale Konzentrationen von Ethylen

Es wurden jeweils fiinf CD-, bzw. zwei oder fiinf F344-Ratten in einem geschlossenen
Expositionssystem gegen ET exponiert (siehe 2.4.1). Zu Beginn jeder Exposition wur-
de eine definierte Menge an gasformigem ET in das Expositionssystem injiziert. Im
Anschluss wurden wéhrend der jeweiligen Exposition wiederholt die Konzentratio-
nen von ET in der Kammeratmosphire mittels GC/FID bestimmt. In Abb. 3.27 sind
die erhaltenen Konzentrations-Zeit-Verldufe fiir ET in Abhédngigkeit von der jewei-
ligen Anfangskonzentration von ET semilogarithmisch dargestellt. Die Konzentrati-
ons-Zeit-Kurven fallen bis zum Ende der Expositionen nach maximal 6 Stunden li-
near ab. Die bei gleichen ET-Anfangskonzentrationen unterschiedlichen Steigungen
der Kurven fiir F344- bzw. CD-Ratten ist auf die unterschiedliche Zahl der exponier-
ten Tiere zurtickzufiihren (fiinf CD-Ratten vs. zwei F344-Ratten). Bei beiden Ratten-
stimmen ist mit steigender ET-Konzentration ein Abflachen der Konzentrations-Zeit-
Kurven zu beobachten (Abb. 3.27). Dies ist charakteristisch fiir eine Sattigungskinetik.

Der Konzentrationsabfall von ET ldsst sich eindeutig auf metabolische Eliminati-
on des ET durch die exponierten Ratten zuriickfiihren: Wurde eine definierte Menge
an ET in einen Exsikkator gegeben, in dem sich keine Tiere befanden, blieb die ET-
Konzentration konstant (Daten nicht dargestellt).

Bei linearer Auftragung des ET-Konzentrations-Zeitverlaufes einer 2-stiindigen ET-
Exposition (Anfangskonzentration 970 ppm ET) von 5 Ratten in einer Expositions-
kammer von 6,31 zeigte sich ein zweiphasiger Kurvenverlauf (Abb. 3.28). Der steile
Konzentrationsabfall in der ca. 15 Minuten dauernden anfanglichen Verteilungsphase
ist hauptsédchlich auf eine Anreicherung von ET im Organismus zuriickzufiihren. Der
danach folgende Konzentrationsabfall liegt in der metabolischen Eliminierung des ET
begriindet. Dies wird durch Vergleich mit dem in Abb. 3.29 gezeigten Konzentrations-
Zeit-Verlauf von ET deutlich, der bei CD-Ratten erhalten wurde, deren CYP-abhangi-
ger Metabolismus durch Vorbehandlung mit einer Dithiocarbamatlosung gehemmt
worden war. Nach Abschluss der Verteilungsphase kam es hier zu keinem weiteren
Abfall der ET-Konzentration. Wahrend der gesamten Expositionsdauer konnte hier
kein EO detektiert werden: Der Metabolismus war vollstindig inhibiert. Daraus kann
gefolgert werden, dass sowohl der Metabolismus von ET als auch die Bildung von EO
CYP-vermittelt ist.
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Abbildung 3.27 Konzentrations-Zeit-Verldufe von ET in der Gasphase geschlossener Expositionssysteme
(Volumen ca. 6,3 I); semilogarithmische Darstellung. A Exposition von jeweils zwei F344-Ratten gegen
unterschiedliche Konzentrationen von ET. B Exposition von jeweils fiinf CD-Ratten gegen unterschied-
liche Konzentrationen von ET. Die Messungen wurde gemafs der in 2.5.1 gegebenen Beschreibung
durchgefiihrt.
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Abbildung 3.28 Konzentrations-Zeit-Verlauf von ET in der Gasphase eines geschlossenen Expositionssys-
tems (Volumen ca. 6,3 1) bei knapp zweistiindiger Exposition von flinf CD-Ratten gegen ET (Anfangs-
konzentration 970 ppm ). Symbole: Messwerte; gestrichelte Linie: Ende der Verteilungsphase; durchge-
zogene Linie: optische Anpassung. Jeder Punkt stellt das Ergebnis einer Messung dar. Die Messungen
wurden gemaf der in 2.5.1 gegebenen Beschreibung durchgefiihrt.
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Abbildung 3.29 Konzentrations-Zeit-Verlauf von ET in der Gasphase eines geschlossenen Expositions-
systems (Volumen ca. 6,3 1) bei Exposition von flinf CD-Ratten gegen ET (Anfangskonzentration ca.
420ppm ) nach Vorbehandlung mit Dithiocarb. Der initiale Konzentrationsabfall ist bedingt durch
Anreicherung im Organismus (siehe oben). Symbole: Messwerte. Linie: berechnete Regressionsgerade
zwischen 39 und 164 min (nach Abschluss der Verteilungsphase). Die Messungen wurden gemals der
Beschreibung in 2.5.1 durchgefihrt.
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Abbildung 3.30 Konzentrations-Zeit-Verldufe von EO im Blut von F344-Ratten bei Infusionen von EO-
Losungen unterschiedlicher Konzentrationen (0,44, 2,53, 4,54 pmol/ml) in physiologischer Kochsalzl6-
sung (pH 6,5) mit konstantem Infusionsfluss (1 ml/h). Jedes Symbol entspricht einem Messwert (untere
und obere Kurve) bzw. drei Messwerten ( mittlere Kurve, Mittelwert £SD). Der Nullwert wurde an 5
Kontrolltieren ermittelt. Die Linien wurden durch Anpassungen von Gl. 2.8 (Seite 41) erhalten. Daraus
ergab sich der Wert fiir die Geschwindigkeitskonstante der gesamten EO-Elimination k.. Die Messun-
gen wurden gemdal der Beschreibung in 2.5.2.2 durchgefiihrt.

3.2.2 Ethylenoxid im Blut und S-(2-hydroxyethyl)glutathion in der
Leber nach Exposition gegen Ethylenoxid

3.2.2.1 Ethylenoxid im Blut

Minnlichen F344-Ratten wurden drei Stunden lang Losungen von EO in physiolo-
gischer Kochsalzlosung infundiert (siehe 2.4.3.2). Durch die gewdhlten Infusionsbe-
dingungen wurden dhnliche EO-Blutkonzentrationen erreicht, wie sie auch bei ET-
Expositionen gemessen wurden (vgl. 3.2.3.2).

Die EO-Konzentrationen in den Infusionslosungen betrugen 0,44, 2,53 und 4,54
pmol/ml, die Infusionsgeschwindigkeit 1 ml/h. Wahrend der Expositionen wurden
nach 30 Minuten, einer Stunde, zwei Stunden und drei Stunden jeweils 0,5 ml Blut ent-
nommen und nach 2.5.2.2 die EO-Konzentration im Blut mittels GC/MSD bestimmt.
Wie aus Abb. 3.30 ersichtlich, wurde bei allen untersuchten EO-Infusionsraten schnell
ein Plateau der EO-Blutkonzentration erreicht. Uber die in Abb. 3.30 gezeigten An-
passungen wurde, wie in Kapitel 2.5.6 beschrieben, die Geschwindigkeitskonstante
der EO-Elimination kg = 3,11 + 0,096 h~! errechnet.

Die beobachteten Konzentrationsplateaus von EO im Blut waren jeweils propor-
tional zur Infusionsrate (Abb. 3.31 A), so dass sich hieraus eine lineare Kinetik, eine
konstante Clearance der Elimination und somit kein Hinweis auf eine Induktion der
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EO-metabolisierenden Enzyme ergab.

3.2.2.2 S-(2-hydroxyethyl)glutathion in den Lebern

Nach Ende der dreistiindigen EO-Expositionen wurden von den exponierten Tiere
und von 5 unbehandelten Kontrollratten die Lebern zur GS-EO-Bestimmung ent-
nommen (vgl. 2.5.4). Die EO-Belastung der Leber (gemessen als GS-EO) verhielt sich
gleichsinnig wie die EO-Konzentration im Blut (Abb. 3.31). Es wurde ndmlich eben-
falls eine lineare Korrelation zwischen der EO-Expositionskonzentration und dem GS-
EO Gehalt gefunden (Abb. 3.31 B). Bei den Kontrolltieren war kein GS-EO nachweis-
bar.

3.2.3 Ethylenoxid- und S-(2-hydroxyethyl)glutathionbildung bei
Exposition gegen Ethylen
3.2.3.1 Abatmung von Ethylenoxid

Es wurden jeweils fiinf CD- bzw. zwei F344-Ratten etwa 6 Stunden lang in einem
geschlossenen Expositionssystem gegen konstante Konzentrationen von ET exponiert
(vgl. 2.4.1). Die ET-Konzentration wurde wéahrend der gesamten Expositionsdauer
mittels GC/FID kontrolliert und gegebenenfalls ET nachdosiert. Abb. 3.32 zeigt die
wihrend der Expositionen gegen ET beobachteten Konzentrations-Zeit-Verldaufe von
EO. Das EO entstand allein durch den Metabolismus von ET; dies wurde dadurch
gezeigt, dass kein EO in der Atmosphére nachgewiesen werden konnte, wenn in einen
mit Ratten besetzten Exsikkator kein ET vorhanden war.

Bei Betrachtung der Konzentrations-Zeit-Verldufe von abgeatmetem EO (Abb. 3.32)
fallt auf, dass die Kurven bei hohen ET-Konzentrationen anders verlaufen als bei nied-
rigen. ET-Expositionskonzentrationen von <130 ppm fiihrten zu kontinuierlichem
Ansteigen der EO-Konzentrationen bis zu Plateaus, die nach etwa 100 min erreicht
sind. Die maximale Plateaukonzentration von etwa 0,4 ppm EO wird bei einer ET-
Expositionskonzentration von 130 ppm ET erreicht (beide Tierstimme). Bei Expositi-
on gegen ET-Konzentrationen von >300 ppm sind die Konzentrations-Zeit-Verldufe
von EO sehr dhnlich. Es ist zundchst ein steiler Anstieg der EO-Konzentration zu be-
obachten, die nach ungefdhr 45 Minuten (CD-Ratten) bis 90 Minuten (F344-Ratten)
ein Maximum erreicht. Danach kommt es bei beiden Rattenstimmen zu einem rela-
tiv schnellen Abfall der EO-Konzentration, die sich nach 120-150 Minuten einem Wert
von 0,4-0,5 ppm annéhert. Die EO-Konzentrationen am Maximum betragen ca. 1 ppm
bei CD- und F344-Ratten. Die bei beiden Rattenstimmen unterschiedliche Dauer bis
zum Erreichen der Maximalkonzentration (tmax) ist auf die unterschiedliche Anzahl
der exponierten Tiere und die unterschiedlichen Volumina der Gasraume zurtickzu-
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Abbildung 3.31 EO-Konzentrationen im Blut von F344-Ratten (A) am Ende 3-stiindiger Infusionen von
EO-haltigen Kochsalzldsungen und resultierende GS-EO-Gehalte in den Lebern dieser Tiere (B) in Ab-
hangigkeit von der EO-Infusionsgeschwindigkeit. Die Messungen bei den Infusionsgeschwindigkeiten
von 0,44 und 4,54 ymol/h wurden an jeweils einem Tier und die bei der EO-Infusionsgeschwindigkeit
von 2,53 umol/h an drei Tieren vorgenommen. Der Nullwert wurde an 5 Kontrolltieren ermittelt. Die
Balken stellen die Standardabweichungen dar. Die Geraden wurden durch lineare Regression durch
den Ursprung erhalten. Die Geradengleichungen lauten: Ay = 1,8x,72 = 0,999, By = 2,2x,7*> = 0,94.
Die Messungen wurden gemdl$ den Beschreibungen in 2.5.2.2 (A) bzw. 2.5.4 (B) vorgenommen.
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Abbildung 3.32 Konzentrations-Zeit-Verlaufe von EO in der Gasphase geschlossener Expositionskam-
mern (Volumen ca. 6,3 1) bei der Exposition von A jeweils zwei F344-Ratten, exponiert gegen konstante
ET-Konzentrationen zwischen 1 und 10000 ppm, bzw. von B jeweils fiinf CD-Ratten, exponiert gegen
konstante ET-Konzentrationen zwischen 130 und 10000 ppm. Jede Farbe symbolisiert ein einziges Ex-
positionsexperiment; jeder Punkt stellt das Ergebnis einer Messung dar. Die Messungen wurden gemaf
der Beschreibung in 2.5.1 durchgefiihrt.
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Tabelle 3.10 Mittlere ET-Konzentrationen in der Atmosphire wahrend der Expositionen von F344-Rat-
ten (n=3 fir jede Konzentration, Uiber die Zeit gemittelt) gegen ET in der Expositionskugel gemafs der
Beschreibung in 2.4.1.2.

ET-Sollkonzentration [ppm]  gemessene ET-Konzentration [ppm]

(MW=SD)

30 30,3£1,5
130 129-+8,4
300 297418
1000 998+41

Tabelle 3.11 Vergleich der FlieBgleichgewichts-Konzentrationen von EO im Blut von F344- und CD-
Ratten nach 6-stiindiger Exposition gegen ET, MW =+ SD (aus mindestens drei Messwerten)

ET [ppml] EO im Blut [umol/I]
CD-Ratten F344-Ratten

30 0,28 + 0,05 0,29
130 n.b. 0,56 &= 0,07
300 0,77+ 0,11 1,08 + 0,07
1000 0,69 1,10 £ 0,07

n.b. = nicht bestimmt

fiihren. Bei ET-Konzentrationen von >1000 ppm unterscheiden sich die Konzentrati-
ons-Zeit-Verlaufe von EO kaum.

3.2.3.2 Ethylenoxid im Blut

Es wurden ménnliche CD- und F344-Ratten gegen konstante Konzentrationen von
ET tiber unterschiedlich lange Zeitraume exponiert (gemafs 2.4.1). Wahrend jeder Ex-
position wurde die ET-Konzentration in der Atmosphére des Expositionssystems in
regelméafiigen Abstanden kontrolliert und, wenn nétig, ET nachdosiert (siehe Tab. 3.10
und Abb. 3.33).

Die Expositionskonzentrationen von ET betrugen 30, 130 (nur F344-Ratten), 300 und
1000 ppm, die Expositionszeiten 10, 30, 60, 180 und 360 Minuten. Am Ende der Expo-
sitionen wurde mit der in 2.5.2.2 beschriebenen neu entwickelten GC/MSD-Methode
die Konzentration von EO im Blut der Tiere bestimmt.

Bei gegen ET exponierten F344-Ratten war bei Exposition gegen 30 ppm ET ein An-
stieg der EO-Konzentration bis auf eine Plateaukonzentration von ca. 0,4 pmol/1 zu
beobachten, die nach 60 Minuten erreicht wurde. Exponierte man F344-Ratten gegen
130 ppm ET kam es ebenfalls zu einem raschen Anstieg der EO-Konzentration auf ca.
0,7 pmol/1 Blut nach spéatestens 180 Minuten. Bei der Exposition gegen 300 ppm ET
stieg die EO-Konzentration im Blut der F344-Ratten zunédchst an und erreichte nach 30
Minuten einen maximalen Wert von 1,97 pmol/1. Anschliefsend folgte ein Abfall der
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Abbildung 3.33 A Konzentration von ET in der Expositionskammer wahrend der Exposition von 3 F344-
Ratten gegen 1000 ppm ET (mittlere ET-Konzentration 998 ppm). B Konzentration von ET in der Expo-
sitionskammer wahrend der Exposition von 3 F344-Ratten gegen 30 ppm (Symbol Kreis, mittlere ET-
Konzentration 30,3 ppm), 130 ppm (Symbol Raute, mittlere ET-Konzentration 129 ppm) und 300 ppm
ET (Symbol Dreieck, mittlere ET-Konzentration 297 ppm). Die Schwankungen ab ca. 330 min sind auf
das Offnen der Kugel zur Entnahme einzelner Ratten zuriickzufiihren. Symbole: Messwerte; Linie: mitt-
lere ET-Konzentrationen (liber die Zeit gemittelt).
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EO-Konzentration auf ca. 1,1 pumol/1 Blut nach 6-stiindiger Exposition. Bei Exposition
von F344-Ratten gegen 1000 ppm ET wurde das Maximum der EO-Konzentration von
2,38 umol/1 EO nach 60 Minuten erreicht. Die Konzentration fiel anschliefSend ab und
ereichte nach 6 Stunden einen Wert von 1,1 umol/1 (Abb. 3.34 A).

Bei CD-Ratten zeigten sich vergleichbare Konzentrations-Zeit-Verldufe im Blut: bei
einer Expositionskonzentration von 30 ppm ET stieg die EO-Konzentration im Blut
bis zu einer Plateaukonzentration von ungefahr 0,3 pmol/1 an. Bei Exposition gegen
300 ppm ET wurde ein Anstieg der EO-Konzentration im Blut bis auf 1,31 umol/I
nach 60 Minuten beobachtet. Danach erfolgte ein Abfall der EO-Konzentration auf
0,8 umol/1 nach 180 Minuten. Bei einer ET-Konzentration von 1000 ppm zeigte sich
zundchst ein rascher Konzentrationsanstieg von EO im Blut. Nach 30 Minuten war
die maximale Blutkonzentration von 1,98 pmol/1 erreicht. Es folgte ein steiler Abfall
der Konzentration auf 0,63 pmol/1 nach 60 Minuten. Danach erfolgte ein geringfiigi-
ger Anstieg der EO-Konzentration auf 0,7 pmol/1 (Abb. 3.34 B).

Es stellte sich die Frage, ob das metabolisch gebildete EO, das in der geschlossenen
Expositionsapparatur nach Abatmung wieder eingeatmet werden konnte, zu einer
Erhohung der EO-Konzentration im Blut fiihrte. Nach Filser et al. (2007) sollte dieser
Effekt vernachlassigbar sein, da der Verteilungskoeffizient von EO zwischen Blut und
Luft einen Wert von tiber 50 hat. Um die Richtigkeit dieser Behauptung zu tiberprii-
fen, wurde in drei Experimenten jeweils eine F344-Ratte im dynamischen Expositions-
system 6 Stunden lang gegen 1000 ppm ET exponiert, unmittelbar anschliefSend die
EO-Konzentration im Blut bestimmt und mit den EO-Blutkonzentrationen von im ge-
schlossenen System exponierten Tieren verglichen (vgl. 2.4.2). Die Ergebnisse zeigen
sehr dhnliche Blutkonzentrationen von EO. Bei Exposition gegen jeweils 1000 ppm
ET fanden sich EO-Konzentrationen im Blut von 1,10+0,07 pmol/l im geschlossenen
System und 1,1940,05 pmol /1 im dynamischen System (jeweils n=3).

Generell dhneln bei Exposition gegen ET sowohl bei CD- als auch bei F344-Ratten
die Konzentrations-Zeit-Verldufe von EO im Blut denen von EO in der Ausatemluft
(vgl. Abb. 3.32 und Abb. 3.34, s. auch Abb. 3.35). Beim quantitativen Vergleich der
Gleichgewichtskonzentration von EO im Blut von CD- und F344-Ratten zeigten sich
dhnliche Werte fiir ET-Konzentrationen von 30, 300 und 1000 ppm in beiden Tierstam-
men (siehe Tab. 3.11). Bei Auftragung der Plateaukonzentrationen von EO im Blut ge-
gen die entsprechenden in der Luft (Abb. 3.35) ergibt sich fiir die Steigung der errech-
neten Regressionsgerade ein Wert von 55,52, der sehr nahe am in vitro gemessenen
Blut-zu-Luft-Verteilungskoeffizienten von 61 liegt (Csanady et al., 2000). Dies bedeu-
tet, dass bei den Plateaukonzentrationen das Verteilungsgleichgewicht zwischen EO
im Blut und EO in der Atemluft der ET-exponierten Tiere erreicht war.

Mit dem ermittelten Faktor von 55,52 wurde aus den gemessenen Plateaukonzen-
trationen von EO in der Ausatemuft die EO-Belastung im Blut berechnet. Zur Ermitt-
lung der Plateaukonzentrationen von EO in der Ausatemluft wurden das zeitlich ge-
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Abbildung 3.34 Konzentrations-Zeit-Verldufe von EO im Blut. A Exposition von F344-Ratten gegen ET
(n=2 flir 30 ppm ET, Zeitpunkt 360 min, 130 ppm ET, Zeitpunkt 60 min, 300 ppm ET, Zeitpunkt 60 min;
n=1 fiir 300 ppm ET, Zeitpunkt 180 min; fir alle anderen Zeitpunkte n=3), B Exposition von CD-Ratten
gegen ET (n=1 fir 1000 ppm ET, Zeitpunkt 360 min; n=2 fiir 300 ppm ET, Zeitpunkt 30 min; n>3 fir
alle anderen Zeitpunkte). Symbole: Mittelwert + SD (falls mindestens drei Messwerte). Alle Messwerte
finden sich im Anhang (Tab. A.1 (Seite 97) und Tab. A.2 (Seite 98)). Linien: direkte Verbindungen der
Mittelwerte.



76 3 Ergebnisse

EO im Blut [ppb]
= = N N w
o 6] o (6] o

(63}
1

O ) ) ) ) ) 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

EO in der Ausatemluft [ppm]

Abbildung 3.35 Auftragung der Plateaukonzentration von EO im Blut gegen die Plateaukonzentration in
der Ausatemluft von gegen ET exponierten Ratten (vgl. Abb. 3.32 und Abb. 3.34). Symbole: Quadrat:
30 ppm, Raute: 130 ppm, Dreieck: 300 ppm, Kreis: 1000 ppm, jeweils Mittelwert + SD. Die Geraden-
gleichung lautet y = 55,52 x; r> = 0,8772.

wichtete Mittel (fiir F344-Ratten ab ca. 140-180 min, fiir CD-Ratten ab ca. 120 min bis
Expositionsende) der EO-Konzentrationen berechnet (vgl. Abb. 3.32). Die so ermittel-
te Konzentration wurde nach der Umrechnung in die Konzentrationseinheit nmol/1
mit dem Faktor von 55,52 multipliziert. Die so ermittelte EO-Belastung im Plateau
strebt mit zunehmender ET-Expositionskonzentration gegen einen Maximalwert (vgl.
Abb. 3.36). Dieses Bild ist mit der Sattigungskinetik von ET in Ubereinstimmung.

3.2.3.3 S-(2-hydroxyethyl)glutathion in den Lebern

Nach Expositionen gegen ET wurden die Lebern der exponierten CD- bzw. F344-Rat-
ten und der Kontrolltiere entnommen (gemafs 2.4.1). Ein Leberstiick wurde zur Quan-
tifizierung des gebildeten GS-EO verwendet (vgl. 2.5.4), der {ibrige Teil zur Herstel-
lung von Mikrosomen und anschlieffender Bestimmung der CYP2E1-Aktivitat (vgl.
2.5.3). Die Konzentration von GS-EO in der Rattenleber in Abhdngigkeit von ET-Kon-
zentration und Expositionsdauer ist in Abb. 3.37 dargestellt. Auffallend ist die Ahn-
lichkeit der Konzentrations-Zeit-Verldufe von GS-EO in der Leber zu denen von EO
in Blut und Ausatemluft nach Exposition gegen ET (vgl. Abb. 3.32 und Abb. 3.34).
Ein Kurvenverlauf mit Anstreben eines Plateaus, jedoch ohne anfangliches Maxi-
mum, war fiir beide Rattenstimme bei Exposition gegen 30 und 130 ppm (nur F344-
Ratten) ET zu beobachten. Bei Exposition gegen 30 ppm ET lag die Plateaukonzen-
tration von GS-EO bei CD-Ratten zwischen 0,3 und 0,5nmol/g Leber und bei F344-
Ratten bei ca. 0,5nmol/g Leber. Eine GS5-EO-Plateaukonzentration von ca. 1,6 nmol/g
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Abbildung 3.36 Auftragung der Expositionskonzentrationen von ET gegen die berechneten Plateaukon-
zentrationen von EO im Blut (vgl. Abb. 3.32). Symbole: Quadrat: CD-Ratten, Raute: F344-Ratten.

Leber stellte sich bei Exposition von F344-Ratten gegen 130 ppm ET ein. Bei einer ET-
Konzentration von 300 ppm wurde nach ca. 30 Minuten ein Maximum der Addukt-
konzentration von 2,02nmol/g (F344-Ratten) erreicht; die Konzentration fiel dann
auf eine Plateaukonzentration ab. Bei Exposition von CD-Ratten gegen 300 ppm ET
ist im Konzentrations-Zeit-Verlauf des GSH-Addukts kein Maximum zu erkennen
(vgl. Abb. 3.37 B). Bei Exposition gegen 1000 ppm wurde bei beiden Rattenstimmen
das Auftreten eines anfidnglichen Konzentrationsmaximums nach 30 bis 60 Minuten
und ein anschlieffender Konzentrationsabfall beobachtet. Insgesamt sind beziiglich
des GSH-Addukts quantitative Unterschiede zwischen den Rattenstimmen zu beob-
achten, was auf eine niedrigere GST-Aktivitdt oder eine schnellere Elimination des
GS-EO bei CD-Ratten im Vergleich zu F344-Ratten hindeutet.

3.2.4 Aktivitit von Cytochrom P450 2E1 nach Exposition gegen Ethylen

Nach der Exposition von Ratten gegen ET im geschlossenen Expositionssystem wur-
den die Lebern der Tiere entnommen (vgl. 2.4.1). Aus jeweils einem Teil jeder Leber
wurden Mikrosomen hergestellt und in Anlehnung an Walsky und Obach (2004) die
Aktivitat von CYP2E1 durch enzymatische Umsetzung von CZZ zu 6-OH-CZZ be-
stimmt (vgl. 2.5.3).

Obgleich bei der Enzymaktivitdt der nicht exponierten Kontrolltiere eine starke
Streuung der Werte zu beobachten war, kann nach Exposition gegen 1000 ppm ET
sowohl in F344- als auch in CD-Ratten eine Inhibition der hepatischen mikrosomalen
CYP2E1-Aktivitat festgestellt werden. Nach einer Expositionsdauer von 6 Stunden



78 3 Ergebnisse

—— 1000 ppm
—&— 300 ppm
—— 130 ppm
—e— 30 ppm

GS-EO [nmol/g Leber]

0 ) ) ) ) ) 1
0 60 120 180 240 300 360
Zeit [min]
B
3,5 - —&— 1000 ppm
—&— 300 ppm
3 —e—30 ppm

T 25 -
)
-
2 2 -
©
S
= 1,5 4
o]
LIIJ 4
") -
o 1

05 ]

H

0 60 120 180 240 300 360

Zeit [min]

Abbildung 3.37 Konzentrations-Zeit-Verldufe von GS-EO in Rattenlebern wahrend Expositionen von Rat-
ten gegen ET. A F344-Ratten (n=3 flir 130 ppm ET, Zeitpunkte 30, 60 und 360 min, fir alle anderen
Zeitpunkte n=1). B CD-Ratten (n=3 fiir 30 ppm ET, Zeitpunkte 60 und 360 min, 300 ppm ET, Zeitpunkte
30, 60, 180 und 360 min, 1000 ppm ET, Zeitpunkte 60 und 360 min; n=2 fiir 30 ppm ET, Zeitpunkte
30 und 180 min, 1000 ppm ET, Zeitpunkt 30 min; n=1 fiir 30 ppm ET, Zeitpunkt 10 min, 300 ppm ET,
Zeitpunkt 10 min, 1000 ppm ET, Zeitpunkte 10 und 180 min). Symbole: Mittelwert = SD (SD wurde ab
einer Anzahl von drei Messwerten berechnet). Alle Messwerte finden sich im Anhang (Tab. A.3 (Seite
98) und Tab. A.4 (Seite 99)). Linien: direkte Verbindungen der Mittelwerte.
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fand sich ein Abfall der Aktivitdt von CYP2E1 auf ca. 30 bis 40 % der initialen Wer-
te (beide Rattenstimme). Nach Exposition gegen eine ET-Konzentration von 30 ppm
(CD-Ratten) wurde keine Anderung der Enzymaktivitiat beobachtet. Bei 130 (F344-
Ratten) bzw. 300 ppm (CD und F344) kann allenfalls ein Trend zur Abnahme der En-
zymaktivitdt vermutet werden. Vor Expositionsbeginn wurde zum Zeitpunkt 0 bei
CD-Ratten (1,954+0,27 nmol/min/mg Protein) im Mittel eine hohere CYP2E1-Akti-
vitdt als bei F344-Ratten (0,8540,20 nmol/min/mg Protein) gemessen (vgl. Tab. 3.12
und Tab. 3.13).
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Tabelle 3.12 Enzymaktivitdt von Cytochrom P450 2E1 nach Exposition von CD-Ratten gegen ET (MW +
SD, n = Anzahl der Tiere). Die Messungen wurden gemaf$ der Beschreibung in 2.5.3 durchgefihrt.

ET-Konz. Exp.dauer Enzymaktivitat Enzymaktivitat; n
[ppml] [min] [nmol/mg/min]  Vgl. zu Kontollen [%]

30 0 1,67 £ 0,43 100 3

10 2,15 £0,35 129 3

30 1,75 £ 0,25 105 3

60 1,38 £ 0,25 83 4

180 1,46 + 0,41 87 4

360 2,20 £ 0,62 132 3

300 0 1,98 £ 0,50 100 3

30 1,78 £ 0,61 90 2

60 1,89 £ 0,12 95 3

180 1,47 + 0,93 91 3

360 1,16 + 0,11 80 3

1000 0 2,21 £0,85 100 3

10 2,55 +£ 0,66 115 3

30 2,50 £ 0,89 113 3

60 2,01 + 0,27 91 3

180 0,39 + 0,13 33 3

360 0,26 £ 0,21 40 3

Tabelle 3.13 Enzymaktivitdt von Cytochrom P450 2E1 nach Exposition von F344-Ratten gegen ET (MW
+ SD, n = Anzahl der Tiere). Die Messungen wurden gemal’ der Beschreibung in 2.5.3 durchgefiihrt.

ET-Konz. Exp.dauer Enzymaktivitdt Enzymaktivitat; n
[ppml] [min] [nmol/mg/min]  Vgl. zu Kontollen [%]

130 0 0,63 + 0,01 100 3

10 0,47 + 0,20 74 3

30 0,50 £0,17 79 3

60 0,50 £ 0,01 79 2

180 0,43 + 0,00 69 2

360 0,28 £ 0,08 44 4

300 0 0,89 £0,36 100 3

30 0,77 £0,48 87 2

360 0,51 £0,26 57 3

1000 0 1,02 +£ 0,40 100 3

30 1,50 + 0,09 147 2

360 0,29 £ 0,05 28 3




4 Diskussion

4.1 Analytische Methoden

4.1.1 Bestimmung von Ethylenoxid im Blut mittels GC/MSD

In der Literatur finden sich nur wenige Methoden mit direkter Quantifizierung von
EO im Blut. Brugnone et al. (1986) beschreiben eine auf GC/FID basierende Methode
zur Bestimmung von EO in menschlichem Blut. Sie untersuchten Blut von EO-expo-
nierten Arbeitern eines Sterilisationsbetriebes und verwendeten zur Quantifizierung
von EO eine Headspace-Methode. Nach Inkubation der Blutprobe wurde 1ml der
Gasphase in einen GC/FID injiziert. Die gemessenen EO-Konzentrationen lagen zwi-
schen 4,0 und 103,7 png/1 (entspricht 0,1 bis 2,36 pmol/1), die Nachweisgrenze betrug
0,05ng/1.

Ebenfalls auf GC/FID und Headspace-Analyse beruht eine von Brown et al. (1996)
beschriebene Methode zur EO-Bestimmung. Die Autoren exponierten Mduse und
Ratten 4 Stunden lang gegen 100 ppm bzw. 330 ppm EO und quantifizierten EO
im Blut der Tiere. Die detektierten Konzentrationen lagen zwischen 0,3 und 3,9 ng
EO pro g Blut (6,8 bis 88,6 ymol/1). Diese Methode wurde auch in einer Publika-
tion von Fennell et al. (2004) angewandt, die wihrend der Entstehung der vorlie-
genden Doktorarbeit veroffentlicht wurde; sie befasst sich ebenfalls mit der EO-Bil-
dung bei ET-exponierten Ratten. Die niedrigsten von den Autoren quantifizierten
EO-Blutkonzentrationen lagen bei 0,02 pg/ml (0,45 umol/1) im Blut von gegen ET ex-
ponierten Ratten quantifizierten.

In zwei Veroffentlichungen wird die Quantifizierung von EO im Blut mittels
GC/MSD-Messung beschrieben. Maples und Dahl (1993) exponierten Ratten gegen
600 ppm ET bzw. 5 ppm EO und bestimmten am Ende der Exposition die Konzen-
tration von EO im Blut. Dazu unterzogen sie die entnommenen Blutproben zunéchst
einer mehrstufigen Gefrierdestillation, um die fliichtigen Komponenten abzutrennen.
Nach Erwidrmen der fliichtigen Phase auf Raumtemperatur wurde die dann gasfor-
mige Probe direkt in das GC/MSD injiziert. Die niedrigste quantifizierte EO-Konzen-
tration lag bei 0,04 pg/g Blut (0,9 nmol/1; Maples und Dahl, 1993). Auch Brown et al.
(1998) nutzten die Detektion mittels MSD zur Quantifizierung von EO nach Expositi-
on von Ratten gegen EO. Nach Inkubation der Blutproben wurden 200 pl der Gaspha-
se direkt in den GC/MSD injiziert (Headspace-Methode). Brown et al. verwendeten
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d4-EO als internen Standard und mafien nach Exposition gegen die niedrigste ver-
wendete EO-Konzentration von 50 ppm eine Blutkonzentration von 0,33 ug EO/ml
Blut (entspricht 7,5 pmol/1).

Die zitierten Veroffentlichungen beschreiben hauptsédchlich die Quantifizierung
von EO nach Exposition gegen EO. Nur Maples und Dahl (1993) sowie Fennell et al.
(2004) fiihrten auch Expositionen von Ratten gegen ET durch, wobei die niedrigste
verwendete ET-Konzentration 300 ppm betrug. Da in der vorliegenden Arbeit EO bei
sehr viel niedrigeren ET-Expositionskonzentrationen (bis hinab zu 30 ppm) zu bestim-
men war, musste eine sehr empfindliche Methode fiir die EO-Analytik erarbeitet wer-
den. Wegen der im Allgemeinen hoheren Selektivitit und Sensitivitat von GC/MSD
im Vergleich zu GC/FID basierte das in dieser Arbeit entwickelte Detektionsverfah-
ren auf GC/MSD.

Bei einer wie beispielsweise von Brown et al. (1996) verwendeten Headspace-Me-
thode wird eine Gasprobe aus dem Luftraum eines geschlossenen Probenraums, in
dem sich auch die fliissige Phase befindet, analysiert. Mit Hilfe des vorher ermittelten
Verteilungskoeffizienten wird dann die Analytkonzentration in der fliissigen Phase
berechnet. Aufgrund der bevorzugten Anreicherung von EO in der Blutphase (Vertei-
lungskoeffizient At/ ust = 61; Csanddy et al., 2000) und der folglich erwarteten sehr
geringen Konzentration von EO in der Gasphase war ein reines Headspace-Verfahren
nicht sensitiv genug.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb eine Extraktionsmethode entwickelt. Hier
wurde nicht nur EO aus der Gasphase entnommen, sondern auch Luft durch die Fliis-
sigphase gezogen, wodurch auch im Blut gelostes EO in die Gasphase tiberfiihrt wur-
de, das zusammen mit dem vorher in die Probe applizierten internen Standards d4-EO
in den GC/MSD injiziert wurde. Durch die Verwendung eines stabil markierten in-
ternen Standards und dessen Zugabe ind geschlossene Headspacegefafs unmittelbar
nach der Blutentnahme wurden Fehler durch nicht vollstindige EO-Extraktion oder
Hydrolyse von EO ausgeschlossen. Die Glutathion-S-Transferase-Aktivitat war durch
Zugabe von Diethylmaleat inhibiert, wodurch der GST-vermittelte metabolischen Ab-
bau von EO verhindert wurde. Durch das entwickelte Verfahren konnten auch sehr
geringe Konzentrationen von EO bis zu 0,01 pmol /1 bei Verwendung von ca. 4 ml Blut
noch zuverldssig quantifiziert werden.

Die neu entwickelte Methode ist im Gegensatz zu den von Brugnone et al. (1986)
und Brown et al. (1996) entwickelten, auf GC/FID basierenden Methoden spezifisch
und durch die Verwendung eines internen Standards genauer. Aufierdem ist das Ver-
fahren erheblich schneller und weniger aufwandig als das von Maples und Dahl
(1993) entwickelte. Im Vergleich zu den ebenfalls auf GC/MSD beruhenden Metho-
den von Brown et al. (1998) und Maples und Dahl (1993) wird eine um Faktor 10
niedrigere Nachweis- und Bestimmungsgrenze erreicht.
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4.1.2 Bestimmung von S-(2-hydroxyethyl)glutathion in Rattenlebern

In der Literatur ist keine Methode zur quantitativen Bestimmung von GS-EO be-
schrieben. Es finden sich jedoch Arbeiten zur Quantifizierung von reduziertem (GSH)
und oxidiertem Glutathion (GSSG) in biologischen Proben mittels LC-MS/MS (z. B.
(Guan et al., 2003; Steghens et al., 2003)). Steghens et al. bestimmten GSH bzw. GSSG
in Vollblut; Guan et al. quantifizierten GSH, Cystein, Homocystein und die Disulfide
dieser Substanzen in biologischen Gewebeproben nach Derivatisierung mit Ellmanns
Reagenz (5,5’-Dithio-bis-2-nitrobenzoesdure) und verwendeten als internen Standard
den Glutathionethylester (GSH-EE).

Aufgrund der erforderlichen hohen Sensitivitdt und Selektivitdt wurde zur Bestim-
mung von GS-EO in Rattenlebern ebenfalls eine auf LC-MS/MS basierende Methode
entwickelt. Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden zunéchst wie in 3.1.5 be-
schrieben die Einstellungen des Massenspektrometers optimiert. Da GSH eine Ami-
no- und zwei Carboxygruppen aufweist, wurde die Optimierung sowohl im positiven
als auch im negativen Modus durchgefiihrt. Die hohere Sensitivitdt wurde im positi-
ven Modus erreicht. Als interner Standard wurde in Anlehnung an Guan et al. (2003)
das strukturanaloge GSH-EE verwendet. Zur eindeutigen Identifizierung der Analy-
ten wurden unter anderem die fiir GSH-Addukte charakteristische Abspaltung von -
Glutaminsdure und weitere charakteristische Fragmente verwendet (Baillie und Da-
vis, 1993; Loughlin et al., 2001; Rubino et al., 2006).

Mit der entwickelten Methode kéonnte zusatzlich noch oxidiertes und reduziertes
Glutathion quantifiziert werden, wobei allerdings die Gefahr der Oxidation von GSH
zu GSSG wihrend der Probenaufarbeitung bestiinde. In den untersuchten Lebern
wurden hohe Konzentrationen an GSSG gefunden, was jedoch nicht an Oxidation
wiahrend der Aufarbeitung lag, sondern eher auf die zum Teil lange Lagerung der
Lebern zuriickzufiihren ist. Um GSH und GSSG zuverldssig zu quantifizieren, wird
deshalb empfohlen, frisch praparierte oder nur kurz tiefgefrorene Lebern zu verwen-
den.

4.1.3 Bestimmung der Aktivitit von Cytochrom P450 2E1

Ein ideales Substrat zur Bestimmung von Enzymaktivitdten zeichnet sich dadurch
aus, dass es in einem Metabolismusschritt selektiv durch ein einziges Enzym zu einem
empfindlich und einfach nachweisbaren Produkt umgesetzt wird. Der Aktivitatstest
sollte moglichst einfach und schnell durchzufiihren und das Substrat auSerdem kom-
merziell verfiigbar sein.

Zur Bestimmung der Aktivitit von CYP2E1 werden in der Literatur hauptséch-
lich folgende Methoden verwendet: Die Demethylierung von N,N-Dimethylnitrosa-
min mit colorimetrischer Bestimmung des gebildeten Formaldehyds (z. B. Yang et al.,
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1990), die Hydroxylierung von p-Nitrophenol mit photometrischer Quantifizierung
des Produkts (z. B. Reinke und Moyer, 1985), die Hydroxylierung von Chlorzoxazon
(CZZ, z.B. Amato et al., 1998) und die Hydroxylierung von Laurinsdure (Dodecansdu-
re, z.B. Amet et al., 1994). Amato et al. (1998) fithrten Untersuchungen zur Spezifitat
verschiedener Assays zur CYP2E1-Aktivitdtsbestimmung mit Affenlebermikrosomen
durch und verglichen die Substrate Anilin, CZZ, N,N-Dimethylnitrosamin und p-Ni-
trophenol. Sie kamen zu der Schlussfolgerung, dass p-Nitrophenol und CZZ, deren
Umsetzung sich durch CYP2E1-Antikérper um 60 bis 80 Prozent hemmen lief3, die
geeignetsten Substrate zur Aktivitdtsbestimmung von CYP2E1 sind. Auch die Indus-
trie und Zulassungsbehérden kamen im Jahr 2000 darin iiberein, CZZ als bevorzugtes
Substrat zur Aktivitdtsbestimmung von CYP2E1 zu verwenden (Tucker et al., 2001).
Als akzeptable Substrate benannten sie Laurinsdure und p-Nitrophenol.

Ein kritischer Punkt bei der Verwendung von Enzymaktivitatstests ist die Selekti-
vitdt des verwendeten Assays. Die Hydroxylierung von Laurinsdure beispielsweise
geschieht an der w-Position durch CYP4A und CYP3A und an der (w-1)-Position vor
allem durch CYP2E1 (Clarke et al., 1994). Aufier CYP2E1 sind noch weitere Enzyme
an dieser Reaktion beteiligt (Funae und Imaoka, 1993; zitiert in Clarke et al., 1994).
Inhibitionsstudien mit dem Substrat p-Nitrophenol ergaben die Beteiligung von wei-
teren Cytochrom-P450-Enzymen zusétzlich zu CYP2E1, zum Beispiel CYP2A6 und
CYP2C19 (Monostory et al., 2004) sowie Enzymen aus der Gruppe CYP3A (Zerilli
et al., 1997). Da nach Behandlung von Mikrosomen mit Phenobarbital, einem starken
Induktor fiir CYP3A (Forth et al., 1996) und CYP2B (Dekant und Vamvakas, 1994), der
Umsatz von p-Nitrophenol stark gesteigert wurde, vermuten auch Reinke und Moyer
(1985) und Lucas et al. (1990) eine Beteiligung weiterer Enzyme neben CYP2E1 an der
Umsetzung dieses Substrats.

Bei der enzymatischen Umsetzung von CZZ wird als einziges Produkt 6-OH-CZZ
gebildet (Conney und Burns, 1960; Yuan et al., 2002), was den Assay sehr spezifisch
macht. An der Reaktion von CZZ zu 6-OH-CZZ ist hauptsdchlich CYP2E1 beteiligt.
So fanden Peter et al. (1990) eine 80%ige Hemmung der Umsetzung durch Antikorper
gegen CYP2E1 und eine gute Korrelation der Umsatzrate mit dem Gehalt von im-
munochemisch detektiertem CYP2E1. Carriere et al. (1993) und Yamazaki et al. (1995)
stellten eine Beteiligung von CYP1A1 fest, welches jedoch vor allem extrahepatisch
exprimiert wird und so mit Lebermikrosomen durchgefiihrte Aktivititstests nicht be-
einflusst. Gorski et al. (1997) stellten bei Inhibitionsstudien mit chemischen Inhibitoren
und Antikoérpern nur eine 50%ige bis 65%ige Hemmung des CZZ-Umsatzes fest und
vermuteten eine Beteiligung von CYP3A an der Reaktion. Einen nur geringen Einfluss
von CYP3A auf die Umsetzung von CZZ in menschlichen Lebermikrosomen hinge-
gen postulierten Lucas et al. (1999), die nach Hemmung von CYP2E1 einen Riickgang
der CZZ-Umsetzung um 93 % fanden.

Auch CYP1A2 ist an der Reaktion beteiligt, wie von Ono et al. (1995) gezeigt wur-
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de. Die Autoren untersuchten auflerdem einen Einfluss der Substratkonzentration
auf die Selektivitit anhand der Ky;-Werte der an der Umsetzung beteiligten Enzy-
me: Bei hoheren Substratkonzentrationen (500 pmol/1) ist die Umsetzung spezifischer
fiir CYP2EL. Diese hohere Spezifitdt bei hohen Substratkonzentrationen wurde von
Jayyosi et al. (1995) und Yuan et al. (2002) bestatigt.

Beim Vergleich der Sensitivitdt der Assays mit den Substraten CZZ und p-Nitro-
phenol ergibt sich eine ungefdhr zehnmal hohere Empfindlichkeit bei der Reaktion
mit CZZ (Koop, 1992). Auflerdem hat die Verwendung von CZZ den Vorteil, dass so-
wohl Substrat als auch Produkt nicht toxisch oder kanzerogen sind, weshalb der CZZ-
Assay auch als nicht-invasiver in-vivo-Test fiir die CYP2E1-Aktivitdt verwendet wer-
den kann (Peter et al., 1990; Koop, 1992; Orellana et al., 2005; Lee et al., 2006). Aufgrund
der hoheren Sensitivitat und Spezifitit des CZZ-Assays und der Moglichkeit, das Sub-
strat auch bei zukiinftigen in-vivo-Untersuchungen einsetzen zu konnen, wurde CZZ
als Substrat zur Bestimmung der Aktivitdt von CYP2E1 gewahlt.

Zur Quantifizierung des gebildeten 6-OH-CZZ werden in der Literatur verschiede-
ne Verfahren beschrieben. Neben der Verwendung von HPLC mit UV- oder Fluores-
zenzdetektion (z. B. Peter et al., 1990; Guengerich et al., 1991) werden auf LC-MS/MS
beruhende Methoden beschrieben (z.B. Anari et al., 2003; Walsky und Obach, 2004;
Kim et al., 2005). Das gebildete 6-OH-CZZ wurde in der vorliegenden Arbeit in Anleh-
nung an letztere Methoden quantifiziert, da durch die Verwendung von LC-MS/MS
zur Quantifizierung des Reaktionsprodukts im Vergleich zu UV- oder Fluoreszenzde-
tektion eine sehr viel hohere Selektivitdt und Sensitivitét erreicht werden konnte.

4.2 Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Ethylen und
Ethylenoxid

4.2.1 Konzentrations-Zeit-Verlauf von Ethylen in der Ausatemluft bei
Exposition gegen Ethylen

Die Konzentrations-Zeit-Verldufe von ET nach initialer Gabe von ET in den Luftraum
eines geschlossenen Expositionssystems (Abb. 3.27) sind nahezu identisch mit denen
von Bolt et al. (1984) gemessenen. Die mit zunehmender ET-Konzentration flacher
werdende Steigung der Konzentrations-Zeit-Kurven bei semilogarithmischer Auftra-
gung weist auf eine Sattigungskinetik hin, wie auch von Andersen et al. (1980) und
Bolt et al. (1984) interpretiert. Eine Sattigungskinetik ergab ebenfalls die Analyse von
Csanddy et al. (2000), welche die Daten von Bolt et al. (1984) mittels eines PBPK-Mo-
dells untersuchten.

Bei Ratten liegt die maximale Metabolismusgeschwindigkeit bei 8,51mol/(kg-h)
(Andersen et al., 1980; Csanady et al., 2000); im Vergleich zu anderen Olefinen
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ist dies sehr langsam (Vmax Butadien 220 umol/(kg-h) (Bolt et al., 1984), Propylen
40,4 umol/ (kg-h) (Osterman-Golkar et al., 1984), Styrol 100-224 umol/(kg-h) (Ander-
sen et al., 1984; Ramsey und Andersen, 1984; Filser et al., 1993; Csanddy et al., 1994).
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zur Hemmung des ET-Metabolis-
mus durch Dithiocarb sowie die Hemmversuche von Bolt et al. (1984) zeigen aufler-
dem, dass sich ET im Organismus kaum anreichert; der Verteilungskoeffizient Blut-
zu-Luft betragt 0,48 fiir die Ratte und 0,22 fiir den Menschen (Csandady et al., 2000).
Bolt et al. (1984) erhielten nach vollstandiger Inhibierung des ET-Metabolismus einen
Wert von 0,7 fiir das thermodynamische Verteilungsgleichgewicht Tier-zu-Atmospha-
re. Csanddy et al. (2000) berechneten diesen Koeffizienten als gewichtetes Mittel der
jeweiligen Verteilungskoeffizienten Gewebe-zu-Luft unter Beriicksichtigung des Ge-
wichts der einzelnen Gewebefraktionen und erhielten einen Wert von 0,65. Diese sehr
geringe maximal mogliche Anreicherung macht verstandlich, dass in der Arbeit von
Bolt et al. (1984) mit nur zwei Ratten in einem Expositionssystem keine initiale Anrei-
cherungsphase zu beobachten war.

Durch die Exposition von fiinf statt zwei Ratten in einem Expositionssystem von
6,31 konnte in der vorliegenden Arbeit die initiale Verteilungsphase gezeigt werden
(Abb. 3.27). Diese initiale Phase stellt vermutlich nicht nur die Anreicherung von ET
im Gewebe und Metabolismus durch CYP2E1 dar, sondern auch ET-Metabolismus
durch eine weitere CYP-Spezies, wie im Folgenden diskutiert wird.

4.2.2 Konzentrations-Zeit-Verlauf von Ethylenoxid bei Exposition gegen
Ethylen

Filser und Bolt beschrieben 1984 das Auftreten eines komplexen Konzentrations-
Zeit-Verlaufs von EO in der Atmosphére eines geschlossenen Expositionssystems
nach Exposition von CD-Ratten gegen ET-Konzentrationen von tiber 1000 ppm (siehe
Abb. 1.2, Seite 10). Bei diesen hohen ET-Konzentrationen wurde zunéchst wie erwar-
tet ein steiler Anstieg der EO-Konzentration beobachtet, es folgte dann aber nach Er-
reichen eines Maximums ein rascher Abfall, und das Plateau lag bei nur einem Dirittel
des von den Autoren erwarteten EO-Levels.

Die in dieser Arbeit durchgefiithrten Messungen von EO in der Ausatemluft be-
statigen die Ergebnisse von Filser und Bolt (1984). Bei Expositionen von CD-Rat-
ten wird bei hohen ET-Konzentrationen eine maximale EO-Konzentration von ca.
0,8 ppm nach etwa 45 Minuten erreicht; Filser und Bolt mafien, ebenfalls mit mannli-
chen CD-Ratten, maximale EO-Peakkonzentrationen von ca. 0,7 ppm. Die in der vor-
liegenden Arbeit gemessene Konzentration im Fliefigleichgewicht lag bei 0,4 ppm und
war damit ebenfalls nur geringfiigig hoher als bei Filser und Bolt, die EO-Konzen-
trationen von ca. 0,3 ppm fanden. Die EO-Konzentrations-Zeitverldufe bei gleichen
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ET-Expositionskonzentrationen (> 1000 ppm) waren bei beiden Rattenstimmen sehr
dhnlich.

Die vorliegende Arbeit zeigte eine Korrelation der Konzentrations-Zeit-Verldufe
von EO in Blut und Ausatemluft. Die geringe zeitliche Verzogerung des EO-Maxi-
mums in der Luft im Vergleich zum Blut riihrt daher, dass bei der EO-Bestimmung
in der Luft nicht im zentralen, sondern in einem peripheren Kompartiment gemessen
wurde. Die EO-Blutkonzentrationen im Fliefigleichgewicht konnen aus den EO-Kon-
zentrationen in der Luft unter Verwendung des Verteilungskoeffizienten recht genau
vorhergesagt werden. Dies beweist, dass Messungen in der Ausatemluft zur Vorher-
sage von Stoffkonzentrationen im Blut durchaus geeignet sind.

Den komplexen Konzentrations-Zeit-Verlauf von EO beobachteten auch Maples
und Dahl (1993) und Fennell et al. (2004) im Blut von F344-Ratten bei Expositionen ge-
gen ET (die Veroffentlichung (Fennell et al., 2004) wurde wihrend der Entstehung der
vorliegenden Arbeit publiziert). Bei den Untersuchungen von Maples und Dahl war
bei einer ET-Expositionskonzentration von 600 ppm das EO-Maximum von 3ug/g
Blut (68 umol/1) bereits nach 8 Minuten erreicht. Die Konzentration fiel dann auf
0,5pg/g nach 12 Minuten ab (11 pmol /1) und blieb fiir den Rest der 60-mintitigen Ex-
position konstant. Fennell et al. (2004) beobachteten bei Exposition gegen die niedrigs-
te von ihnen gewdhlte ET-Expositionskonzentration von 300 ppm kein scharfes EO-
Maximum im Blut: Die EO-Konzentration stieg bis auf 0,08 ng/ml an (1,8 pmol/1) und
tiel danach langsam ab. Bei Exposition gegen 600 ppm ET stieg bei Fennell et al. die
EO-Konzentration rasch bis auf ein Maximum von 0,122 pg/ml (2,77 pmol /1) nach 60
Minuten an, fiel dann auf 0,08 ng/ml (1,8 pumol /1) nach 120 Minuten und 0,06 ng/ml
(1,36 pmol/1) nach 360 Minuten ab. Wahrend der Exposition gegen 1000 ppm ET be-
obachteten Fennell et al. kein EO-Maximum, sondern einen kontinuierlichen Anstieg
der EO-Konzentration auf ein Plateau (ca. 0,15 ng/ml bzw. 3,41 pmol/1)

Beim Vergleich der hier erhaltenen Ergebnisse mit den Daten von Maples und Dahl
(1993) ist prinzipiell ein dhnlicher EO-Verlauf erkennbar. Es zeigen sich jedoch Unter-
schiede hinsichtlich der EO-Konzentration und des Zeitpunkts des EO-Maximumes.
Die grofien Konzentrationsunterschiede lassen sich eventuell auf die Methodik der
EO-Quantifizierung von Maples und Dahl zuriickfiihren, die keinen internen Stan-
dard zur Quantifizierung und aufierdem ein sehr komplexes Verfahren der Proben-
aufarbeitung verwendeten. Das sehr frithe Auftreten des EO-Maximums (8 min bei
Maples und Dahl vs. 30-60 min in der vorliegenden Arbeit) kann nicht erklart wer-
den.

Der von Fennell et al. beschriebene Kurvenverlauf wiahrend der Exposition gegen
300 ppm ET wird durch die hier vorgelegten Ergebnisse bestitigt; Fennell et al. messen
jedoch geringfiigig hohere EO-Konzentrationen. Warum die Autoren nur bei 600 ppm
ET, nicht jedoch bei 1000 ppm ein EO-Maximum fanden, ist nicht nachvollziehbar. In
der vorliegenden Arbeit wurde nach Exposition gegen 1000 ppm ein klares EO-Ma-
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ximum gefunden, was sich auch gut mit den durchgefiihrten EO-Messungen in der
Ausatemluft und den Daten von Filser und Bolt (1984) deckt. Die Unterschiede der
hier vorgelegten Ergebnisse zu denen von Fennell ef al. (2004) konnen nichts mit dem
eingesetzten Rattenstamm zu tun haben, da in dieser Arbeit der gleiche Stamm ver-
wendet wurde. Im Unterschied zu der vorliegenden Arbeit fithrten Maples und Dahl
(1993) sowie Fennell et al. (2004) , nose-only“-Expositionen der Ratten in offenen Sys-
temen durch. Diese Differenz in der Methodik hat jedoch ebenfalls keinen Einfluss auf
die EO-Konzentration im Blut, wie in der vorliegenden Arbeit experimentell nachge-
wiesen wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Daten zur Blutkonzentration von EO
bei Exposition gegen niedrige ET-Konzentrationen (bis 30 ppm ET) erhoben. Aus den
Konzentrations-Zeit-Verldufen von EO in Blut und Ausatemluft der Ratte wahrend
der Exposition gegen ET wird ersichtlich, dass bei ET-Expositionskonzentrationen un-
terhalb von 130 ppm die resultierende EO-Belastung fiir die Ratte relativ niedriger ist
als bei ET-Konzentrationen oberhalb von 300 ppm, bei denen kurz nach Expositions-
beginn ein EO-Peak auftritt.

Die an CD- und F344-Ratten erhaltenen Ergebnisse sind sehr dhnlich. Bei F344-Rat-
ten sind etwas hohere Spiegel von EO im Blut und GS-EO in der Leber nach Exposi-
tion gegen ET zu erkennen als bei CD-Ratten. Dass quantitative Unterschiede beziig-
lich des Fremdstoffmetabolismus zwischen CD- und F344-Ratten vorliegen konnen,
wird auch in der Literatur beschrieben. So fanden Dent et al. (1980) insbesondere
beim Metabolismus von Epoxiden und polyzyklischen Kohlenwasserstoffen quan-
titative Unterschiede bei in-vitro-Untersuchungen mit CD- und F344-Rattenlebermi-
krosomen. Newton et al. (1983) ermittelten in den Lebern von F344-Ratten einen ge-
ringftigig hoheren CYP-Gehalt als in den Lebern von CD-Ratten. Hissink et al. (1997)
untersuchten Lebermikrosomen verschiedener Spezies und Rattenstimme und zeig-
ten vergleichbare metabolische Umsetzung bei F344- und Wistarratten, hingegen eine
geringere Aktivitat fiir CD-Ratten. Der nur geringfiigig unterschiedliche CYP-Gehalt
der Rattenstimme reichte nicht aus, um diese Unterschiede zu erkldaren. Das Metabo-
litenmuster der verschiedenen Rattenstimme war bei den Untersuchungen von His-
sink et al. vergleichbar. Auch beim Menschen werden inter-individuelle Unterschiede
beziiglich des Metabolismus durch CYP2E1 beschrieben (Bolt et al., 2003).

4.3 Mechanismus der Bildung und des Metabolismus von
Ethylenoxid

Wie oben ausfiihrlich dargelegt, zeigte bei hohen ET-Expositionskonzentrationen der
Konzentrations-Zeit-Verlauf von EO ein komplexes Muster. Bei Expositionen gegen
niedrige Konzentrationen bis ca. 130 ppm ET wird kein initialer EO-Peak beobachtet.
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Hier steigen die EO-Konzentrationen jeweils stetig bis zu einem Plateau an, dessen
Konzentration proportional zur ET-Konzentration ist.

Prinzipiell kann der Konzentrations-Zeit-Verlauf von EO bei hohen ET-Expositi-
onskonzentrationen tiber zwei Wege erkldart werden. Zum einen kénnte durch EO
der CYP-abhidngige ET-Metabolismus zu EO gehemmt werden. Auch vorstellbar ist
ein vermehrter EO-Abbau bei gleichbleibender EO-Bildung, also eine Induktion der
EO-metabolisierenden Enzyme Glutathion-S-Transferase und /oder Epoxid-Hydrola-
se (EH). Beide Enzyme sind durch Chemikalien induzierbar (Talalay, 2000). Nach ei-
ner 4-stiindigen Exposition von Wistar-Ratten gegen 1300 ppm EO sahen Katoh et al.
(1991) eine Zunahme der GST-Aktivitdt und eine erhohte Expression der GST-Gene
(bestimmt als m-RNA) in der Leber. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit,
die bei EO-Infusionen eine lineare Beziehung zwischen der Infusionsrate von EO und
der Konzentration von EO im Blut sowie zwischen der Blutkonzentration von EO
und der Konzentration des hepatischen GS-EO zeigen, ergeben sich keine Hinweise
auf eine verdanderte Aktivitdt von GST oder anderen EO metabolisierenden Enzymen;
offensichtlich waren die fiir ET-Expositionen charakteristischen EO-Belastungen zu
niedrig fiir eine GST-Induktion. Somit musste die Ursache fiir die reduzierte Biover-
fiigbarkeit von EO bei hohen ET-Konzentrationen in einer Verdnderung der EO-Bil-
dung zu suchen sein.

Ortiz de Montellano et al. (1980; 1981) fanden sowohl in vivo bei mit Phenobarbital
vorbehandelten Ratten als auch in vitro in Rattenlebermikrosomen, dass lineare Ole-
fine wie Ethylen eine Inaktivierung von CYP bewirken. Die Autoren beobachteten
die Bildung eines griinen Pigments in der Rattenleber und in den Lebermikrosomen.
Sie identifizierten es als Hydroxyethyladdukt eines Porphyrins, das aus dem pros-
thetischen Him des CYP gebildet wurde. Fennell et al. (2004) untersuchten die En-
zymaktivitdt von CYP2E1 bei Exposition gegen ET mit dem Substrat p-Nitrophenol.
Bei allen ET-Konzentrationen (300, 600 und 1000 ppm) kam es zu einem Absinken der
Enzymaktivitdt ab einer Expositionsdauer von 2 Stunden. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Aktivitdt von CYP2E1 mit dem Substrat CZZ untersucht. Die Aktivitdt von
CYP2E]1 fiel bei ET-Expositionen von 300 und 1000 ppm im Laufe einiger Stunden auf
einen Minimalwert ab. Neueste Ergebnisse von Li et al. (2008) aus in-vitro-Inkubatio-
nen von Leber- und Lungenmikrosomen aus Médusen und Ratten deuten auf eine sehr
schnelle Inaktivierung einer ET-metabolisierenden CYP-Spezies hin.

Aus dem Konzentrations-Zeit-Verlauf von ET nach initialer Gabe von ET ergibt sich
kein Hinweis auf eine vom normalen Sittigungsverhalten abweichende Kinetik. Die
Ursache dafiir, dass die Inaktivierung aus dem Konzentrations-Zeit-Verlauf von ET
nicht ersichtlich wird, liegt moglicherweise darin, dass ET iiber mehrere CYP-Spezi-
es metabolisiert wird. Dass aufier CYP2E1 auch andere CYP-Spezies am Metabolis-
mus von Olefinen beteiligt sein konnen, wurde z.B. an Styrol (Nakajima et al., 1994;
Carlson, 2003) und Butadien (Csanady et al., 1992; Duescher und Elfarra, 1994; El-
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farra et al., 1996) gezeigt. Eine der ET zu EO umsetzenden CYP-Spezies wird wahr-
scheinlich sehr schnell inhibiert werden. Diese Hemmung findet vermutlich wahrend
der anfanglichen Verteilungsphase statt. Da die Aufnahme von ET durch Inhalation
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, lasst sich zu Expositionsbeginn nicht
zwischen Metabolismus und Verteilung unterscheiden. Die Inaktivierung von CYPs
durch Chemikalien oder Wirkstoffe erfolgt hdufig selektiv (Murray, 1997; Hollenberg
et al., 2008).

Trotz der allm&hlichen Hemmung des CYP2E1 wird EO weiter gebildet, was durch
die iiber mehrere Stunden hinweg konstante Plateaukonzentration von EO deutlich
wird. Ein moglicher Grund hierfiir konnte in einer unvollstindigen Hemmung des
CYP2Elliegen. Auch die Neusynthese oder gar eine Induktion von CYP2E1 ist als
Ursache fiir die konstanten EO-Plateaukonzentrationen denkbar. Die Induktion von
CYP2E1 kann, in Abhingigkeit des Induktors, auf mehreren Mechanismen beruhen.
So wurde fiir dieses Isoenzym Induktion durch vermehrte Transkription, mRNA-Sta-
bilisierung, Anstieg der Translationsrate und post-translationale Proteinstabilisierung
gezeigt (Ionescu und Caira, 2005). Wie unter anderem bei Koop und Tierney (1990)
oder Yang et al. (1990) beschrieben, induzieren exogene Chemikalien CYP2E1 primaér
durch Stabilisierung des Proteins. Dadurch wird der Abbau des Proteins bei gleich-
bleibender Synthese gehemmt und es kommt zu einem Anstieg der Enzymkonzentra-
tion. Im Gegensatz zur Enzyminduktion durch Anstieg von Transkription oder Trans-
lation wird der Effekt der Proteinstabilisierung schon innerhalb kurzer Zeit sichtbar.
Die formale Beschreibung des Metabolismus von ET durch eine Sittigungskinetik
konnte also auch durch die Verfiigbarkeit von CYP2E1 (niedrige, maximale Umsatz-
geschwindigkeit von ET) bei hohen ET-Konzentrationen und die Verfiigbarkeit von
ET bei niedrigeren ET-Konzentrationen bedingt sein. Der komplexe Konzentrations-
Zeit-Verlauf von EO wiére somit erkldarbar: Bei hohen ET-Konzentrationen fiihrt eine
schnelle initiale ET-Metabolisierung zum beobachteten EO-Peak. Schon nach kurzer
Zeit kommt es durch Hemmung einer oder mehrerer CYP-Spezies zu dem gemesse-
nen drastischen Abfall der EO-Belastung, deren Hohe dann im weiteren Zeitverlauf
von der Verfiigbarkeit von CYP abhédngt. Wenn bei niedrigen ET-Konzentrationen der
ET-Metabolismus allein von der ET-Verfiigbarkeit abhidngt, ist (wie ebenfalls beobach-
tet) auch kein initialer EO-Peak zu erwarten.

Die Hemmung des ET-Metabolismus und der EO-Bildung durch DTC, die auch in
dieser Arbeit gezeigt wurde, spricht nicht gegen eine Beteiligung weiterer Enzyme
neben CYP2E1 , da DTC nicht spezifisch CYP2E1 hemmt, sondern auch CYP-Enzyme
der A-Familie (u.a. Eagling et al., 1998; Halpert et al., 1994). Auch die Induktion des ET-
Metabolismus durch Aroclor (Conolly und Jaeger, 1977; Guest et al., 1981) spricht kei-
neswegs gegen die Beteiligung weiterer Enzyme, da Aroclor nicht spezifisch CYP2E1
induziert, sondern auch Cytochrome der A-Familie (Dubois et al., 1996; Dostalek et al.,
2007).
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4.3.1 Ethylenoxidbelastung als Basis fiir eine Risikoabschatzung

Das von ET ausgehende genotoxische Risiko wurde von Bolt und Filser (1984, 1987)
basierend auf der EO-Belastung von Ratten abgeschétzt. Da zu diesem Zeitpunkt noch
keine EO-Konzentrationen fiir ET-Konzentrationen unterhalb von 1000 ppm vorla-
gen, gingen die Autoren bei ihrer Abschdtzung von Expositionen von CD-Ratten ge-
gen hohe ET-Konzentrationen (> 1000 ppm) aus und extrapolierten auf den fiir den
Menschen relevanten niedrigen Konzentrationsbereich unter Heranziehung einer Sit-
tigungskinetik fiir ET. Zieht man jedoch in Betracht, dass der schon von Filser und
Bolt (1984) beobachtete EO-Peak zwar bei etwa 1000 ppm ET sein Maximum erreicht,
das im Anschluss folgende EO-Plateau sein Maximum aber schon bei ca. 130 ppm ET
erlangt und dass bei noch niedrigeren ET-Konzentrationen kein EO-Peak auftritt, so
wird offensichtlich, dass die von Bolt und Filser (1984, 1987) fiir ET vorgenommene
Risikoabschitzung dringend einer Uberarbeitung bedarf, welche die hier vorgelegten,
neuen Ergebnisse berticksichtigt, die auch bei ET-Konzentrationen im arbeitsplatzre-
levanten Bereich erhoben wurden.

Die vorliegende Arbeit zeigte eine gute Korrelation zwischen den EO-Werten in
Blut und Ausatemluft. Die Blutkonzentrationen von EO im Fliefigleichgewicht kon-
nen aus den EO-Konzentrationen in der Luft unter Verwendung des Verteilungskoef-
fizienten Blut/Luft gut vorhergesagt werden. Daher kann z. B. beim ET-exponierten
Menschen die EO-Belastung sehr wohl aus Messungen in der Ausatemluft ermittelt
werden.



5 Ausblick

Zusitzlich zu den in dieser Arbeit durchgefiihrten Expositionen von Ratten gegen
ET und der Messung von EO in Ausatemluft und Blut sollten entsprechende Expe-
rimente auch an Mdusen vorgenommen werden, um eventuelle Speziesunterschiede
aufzukldren. Dies wiirde eine Extrapolation auf den Menschen erleichtern.

Zur weiteren Aufklarung des Mechanismus sollte in kiinftigen Arbeiten insbeson-
dere die Zeitabhdngigkeit der CYP-Hemmung durch in-vitro- und in-vivo-Experimen-
te ermittelt werden. Ob andere Enzyme aufler CYP2E1 am ET-Metabolismus beteiligt
sind, konnte durch Experimente mit Madusen, bei denen das Enzym CYP2E1 nicht
mehr aktiv ist (sogenannte Knock-out-Méuse), getestet werden.

Als Basis fiir eine zuverldssige Risikoabschdtzung muss auch am Menschen die ET-
bedingte EO-Belastung untersucht werden. Expositionen sollten gegen niedrige ET-
Konzentrationen vorgenommen und EO in der Ausatemluft bestimmt werden. Hier-
zu muss die verwendete GC-MS-Methode unter Umstdnden weiterentwickelt wer-
den. Eventuell ldsst sich durch Umstellung des Ionisierungsverfahrens von Elektro-
nenstofiionisation (EI) auf chemische Ionisation (CI) eine Steigerung der Sensitivitit
erreichen.
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6 Zusammenfassung

Ethylen (ET) ist eine bedeutende Industriechemikalie, die vorwiegend zur Herstel-
lung von Polyethylen verwendet wird. Im Sauger wird ET tiber mischfunktionelle
Cytochrom-P450-abhiangige Monooxygenasen (CYP) zu Ethylenoxid (EO) metaboli-
siert, das in vitro und in vivo mutagen und bei Maus und Ratte kanzerogen ist. Fiir ET
wurde deshalb ein kanzerogenes Potential abgeleitet.

Bei hoher, konstanter ET-Belastung von Ratten war ein komplexer Konzentrations-
Zeit-Verlauf des metabolisch gebildeten EO beobachtet worden, dessen Ursache bis-
lang nicht gekldrt werden konnte. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb die
Untersuchung des diesem Befund zugrundeliegenden Mechanismus. Aufierdem war
die EO-Belastung der Ratte bei niedrigen, humanrelevanten ET-Expositionskonzen-
trationen unbekannt. Deshalb sollten auch bei solchen ET-Konzentrationen die Zu-
sammenhange zwischen ET-Exposition und resultierender EO-Belastung bei der Rat-
te untersucht werden.

Zur quantitativen Bestimmung geringer EO-Konzentrationen im Blut musste eine
Methode erarbeitet werden, die auf der gaschromatographischen Analyse mit mas-
senselektiver Detektion (GC/MSD) beruht. Die neue Methode beinhaltet die Extrak-
tion von EO aus Blut mittels Luft, Injektion der EO-haltigen Luft in die Kiihlfalle eines
GC/MSD und anschlieflenden massenselektiven Nachweis. Die Nachweisgrenze fiir
EO liegt bei 10 pmol/ml Blut. Als Parameter fiir die Aktivitdt der EO-eliminieren-
den Glutathion-S-Transferase wurde das Konjugat von EO mit Glutathion (GS-EO) in
Rattenlebern gewdhlt. Zur quantitativen GS-EO-Analyse musste ebenfalls ein neues
Verfahren entwickelt werden, in dem GS-EO mittels Fliissigkeitschromatographie ge-
koppelt mit Massenspektrometrie (LC-MS/MS) bestimmt wird. Die Nachweisgrenze
der Methode liegt bei 0,08 nmol/g Leber.

Nach Etablierung beider Methoden wurden méannliche CD- und F344-Ratten ge-
gen einen grofien Konzentrationsbereich von ET in geschlossenen Kammern expo-
niert. Zum einen wurde ET nur anfinglich einmal in die Expositionskammern inji-
ziert, zum anderen wurden die ET-Konzentrationen durch wiederholte Injektionen
in die Expositionskammern wéhrend der Expositionsdauern konstant gehalten. Die
Konzentrations-Zeit-Verldufe von ET und dem metabolisch gebildeten, exhalierten
EO wurden mittels bereits vorliegender GC/FID-Verfahren verfolgt. Einige der gegen
konstante ET-Konzentrationen exponierten Tiere wurden zu bestimmten Zeitpunkten
getotet und EO direkt im Blut sowie GS-EO in den Lebern gemessen. Es wurden zu-
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sdtzlich Lebermikrosomen gewonnen und die Aktivitdt des ET metabolisierenden En-
zyms CYP2E1 mittels einer bekannten LC-MS/MS-Methode tiber die Dauer einzelner
Versuche ermittelt. Um zu untersuchen, ob die Aktivitit der Glutathion-S-Transfera-
se abhédngig von Dauer und Hohe der EO-Belastung ist, wurde einzelnen Ratten EO
mit konstanten Infusionsraten intravends verabreicht und EO im Blut quantifiziert;
zu Versuchsende wurde GS-EO in den Lebern bestimmt.

Es ergab sich folgendes Bild: Die Metabolismusgeschwindigkeit von Ethylen war
konzentrationsabhdngig und folgte formal einer Sattigungskinetik. Die anhand von
Messungen der EO-Konzentration in der Kammeratmosphére berechneten EO-Blut-
konzentrationen der Tiere stimmten mit direkt im Blut gemessenen Konzentrationen
tiberein. Mit zunehmender ET-Expositionskonzentration dnderte sich der Konzentra-
tions-Zeit-Verlauf des metabolisch gebildeten EO: Bei ET-Konzentrationen <130 ppm
stieg die EO-Belastung der Tiere jeweils kontinuierlich bis zu einem Plateau an. Bei ho-
heren ET-Konzentrationen zeigte EO in Atemluft und Blut zunéchst schnelle Anstiege
bis zu Maximalkonzentrationen, gefolgt von einem Absinken zu einem Plateau, das
unabhdngig von der ET-Expositionskonzentration jeweils die gleiche Konzentration
aufwies wie diejenige, die bei 130 ppm ET erreicht wurde. Die Glutathion-S-Trans-
ferase-Aktivitdt blieb unabhédngig von der EO-Belastung konstant. Die Aktivitat von
CYP2E]1 fiel jedoch bei ET-Expositionen von 300 und 1000 ppm im Laufe einiger Stun-
den auf einen Minimalwert ab.

Aus den Untersuchungsergebnissen wurde gefolgert, dass ET wahrscheinlich von
mehreren CYP-Spezies metabolisiert wird, von denen zumindest eine durch den ET-
Metabolismus sehr schnell inhibiert wird. Der bei hohen ET-Konzentrationen beob-
achtete, langsame Aktivitdtsverlust von CYP2E1 konnte durch einen der Hemmung
dieses Enzyms entgegenlaufenden, im Vergleich zu Normalbedingungen verlang-
samten Abbau von CYP2E1 hervorgerufen werden.

Schliefllich wurde noch auf die Bedeutung der in dieser Arbeit erstmals bei niedri-
gen ET-Konzentrationen gemessenen EO-Belastungen als Basis fiir eine Abschédtzung
des von ET ausgehenden Tumorrisikos eingegangen.



7 Abkiirzungen

AD
C
CAD

CD-Ratte
CE

CI

cps
CUR
Ccv

CXP
CYP2E1
CzzZ
DEM
DP

EH

EI

ET

EO

EP

GC
GC/FID
GC/MSD
GSH
GSH-EE
GS-EO
GSSG
GST
HPLC

HPRT

Auflendurchmesser

Konzentration

Collisionally Activated Dissociation Kollisionsinduzierte Dissozia-
tion

Sprague Dawley-Ratte

Collision energy Kollisionsenergie [V]

Chemical ionisation chemische Ionisation

Counts per second Signalintensitét

Curtain gas Gasvorhang

Variationskoeffizient

Cell exit potential Ausgangspotential der Kollisionszelle [V]
Cytochrom-P450-Monooxygenase des Typs 2E1
Chlorzoxazon

Diethylmaleat

Declustering potential [V]

Epoxidhydrolase

Electron impact ElektronenstofSionisation

Ethylen

Ethylenoxid

Entrance potential Eingangspotential [V]
Gaschromatograph

Gaschromatograph mit Flammenionisationsdetektor
Gaschromatograph mit massenselektivem Detektor
Glutathion, reduzierte Form

Glutathionethylester

S-(2-hydroxyethyl)glutathion

Glutathion, oxidierte Form
Glutathion-S-Transferase

High Performance Liquid Chromatography
(Hochleistungs-Fliissigchomatographie)
Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
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IARC International Agency for Research on Cancer
ID Innendurchmesser
IS Ion Spray Voltage Spannung an der Elektrospraynadel [V]
v intravends
ke Geschwindigkeitskonstante der EO-Elimination
LC Fliissigkeitschromatographie
LC-MS/MS Fliissigkeitschromatographie gekoppelt
mit Tandem-Massenspektrometrie
LOD Limit of detection Nachweisgrenze
LOQ Limit of quantification Bestimmungsgrenze
MeOH Methanol
MG Molgewicht [g/mol]
MRM Multiple Reaction Monitoring
MS Massenspektrometer oder Massenspektrometrie
MSD massenselektiver Detektor
MW Mittelwert
m/z Verhiltnis Masse zu Ladung
NADH Nicotinamidadenindinukleotid
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
6-OH-CZZ 6-Hydroxy-Chlorzoxazon
p-a. pro analysi
PC Polycarbonat
PFTBA Perfluortributylamin
PP Polypropylen
ppb parts per billion (10~%)
ppm parts per million (107©)
PPO Polyphenyloxid
PTFE Polytetrafluorethylen
PVDF Polyvinylidenfluorid
Q1 Quadrupol 1
Q3 Quadrupol 3
SD Standardabweichung
SIM Single Ion Monitoring
TIC Total ion chromatogram Totalionenchromatogramm
tr Retentionszeit
U Units
\Y Volumen
WF Wiederfindung



Anhang

Tabelle A.1 EO-Konzentration im Blut von F344-Ratten nach Exposition gegen ET im geschlossenen Ex-
positionssystem, vgl. Abb. 3.34 (Seite 75). Die Messungen wurden gemaf der Beschreibung in 2.5.2.2
durchgefiihrt.

ET-Konz.  Exp.dauer EO [umol/l]

[ppml] [min] Tier1 Tier2 Tier3 MW  SD
30 30 0,14 0,11 0,11 0,12 0,02
60 0,47 0,42 0,37 0,42 0,05

180 0,44 0,52 0,43 0,46 0,05

360 0,23 0,35 0,29 n.b.

130 10 0,32 0,40 0,37 036 0,04
30 0,39 0,55 0,51 0,48 0,08

60 0,44 0,43 0,44 n.b.

180 0,81 0,87 063 0,77 0,13

360 0,48 0,61 0,58 0,56 0,07

300 30 1,94 2,05 1,91 1,97 0,08
60 1,81 1,85 1,83 n.b.

180 1,17 1,17  n.b.

360 1,15 1,06 1,01 1,08 0,07

1000 30 1,85 1,85 1,83 1,84 0,01
60 3,09 2,08 1,96 2,38 0,62

180 1,40 1,41 1,40 1,40 0,01

360 1,10 1,04 1,177 1,10 0,07

n.b. = nicht berechnet
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Tabelle A.2 EO-Konzentration im Blut von CD-Ratten nach Exposition gegen ET im geschlossenen Expo-
sitionssystem, vgl. Abb. 3.34 (Seite 75). Die Messungen wurden gemif der Beschreibung in 2.5.2.2
durchgefiihrt.

ET-Konz.  Exp.dauer EO [pmol/l]

[ppm] [min] Tier1 Tier2 Tier3 Tier4 Tier5 Tiero MW  SD
30 10 0,13 0,22 0,14 0,16 0,05
30 0,18 0,21 0,21 0,2 0,02

60 0,18 0,16 0,15 0,13 0,18 0,2 0,17 0,02

180 0,65 0,46 0,35 0,31 0,44 0,15

360 0,23 0,28 0,34 0,28 0,05

300 10 0,85 1,04 1,37 1,09 0,26
30 1,00 1,30 1,15 n.b.

60 1,27 1,33 1,32 1,31 0,03

180 0,66 0,96 0,83 0,82 0,15

360 0,86 0,82 0,64 0,77 0,11

1000 10 1,28 1,63 1,58 1,5 0,19
30 1,98 2,16 1,81 1,98 0,18

60 0,61 0,64 0,66 0,63 0,03

180 1,05 0,98 0,78 0,84 0,74 0,74 085 0,13

360 0,69 0,69 n.b.

n.b. = nicht berechnet

Tabelle A.3 Konzentration von S-(2-hydroxyethyl)glutathion (GS-EO) in Lebern von CD-Ratten nach Ex-
position gegen ET, vgl. Abb. 3.37 (Seite 78). Die Messungen wurden gemaf$ der Beschreibung in 2.5.4
durchgefiihrt.

ET-Konz. Exp.dauer GS-EO [nmol/g]

[ppml] [min] Tier1 Tier2 Tier3 MW SD
30 10 0,05 0.05 n.b.
30 0,12 0,15 0,14 n.b.

60 0,27 029 034 030 0,04

180 0,32 0,32 0,32 n.b.

360 0,47 0,42 0,49 0,46 0,04

300 10 0,19 0,19 n.b.
30 045 054 059 0,53 0,07

60 0,73 0,74 069 0,72 0,03

180 0,72 1,05 094 0,90 0,17

360 1,22 0,41 0,84 0,82 0,41

1000 10 0,40 0,40 n.b.
30 1,98 1,04 1,51 n.b.

60 1,24 1,47 1,8 1,5 0,28

180 0,97 0,97 n.b.

360 1,29 1,14 0,7 1,04 0,31

n.b. = nicht berechnet
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Tabelle A.4 Konzentration von S-(2-hydroxyethyl)glutathion (GS-EO) in Lebern von F344-Ratten nach
Exposition gegen ET, vgl. Abb. 3.37 (Seite 78). Die Messungen wurden gemaf8 der Beschreibung in

2.5.4 durchgefiihrt.

ET-Konz. Exp.dauer GS-EO [nmol/g]

[ppml] [min] Tier1 Tier2 Tier3 MW SD
30 30 0,51 0,51 n.b.
60 0,54 0,54 n.b.

180 0,53 0,53 n.b.

360 0,54 0,54 n.b.

130 10 0,19 0,19 n.b.
30 0,45 0,54 0,59 0,53 0,07

60 0,73 0,74 069 0,72 0,03

180 1,39 1,39 n.b.

360 1,49 1,74 1,99 1,74 0,25

300 30 2,02 2,02  n.b.
60 1,57 1,57 n.b.

180 1,81 1,81 n.b.

360 1,55 1,55 n.b.

1000 30 3,25 3,25 n.b.
60 3,05 3,05 n.b.

180 1,71 1,71  n.b.

360 2,28 2,28 n.b.

n.b. = nicht berechnet
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