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K urzzusammenfassung

Die vorliegende Arbeit zielte zum einen auf die Erarbeitung und Validierung von Methoden
zur  experimentellen Messung von  Blut-Gewebe-Verteilungskoeffizienten  und
Extraktionseffizienz-Koeffizienten zur Beschreibung der Vertellung von 2,3,7,8-
Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD). Diese Parameter finden Eingang in physiologisch
orientierte pharmakokinetische Modelle (Physiologically based pharmakokinetic models,
PBPK) und werden meist rechnerisch durch Kurvenanpassung ermittelt. Der verfolgte Ansatz
zielte dabei auf die Simulation des Verhatens der Gewebe als Summe des Verhatens der
Gewebekonstituenten mit ahnlichen physikochemischen Eigenschaften (Proteine, Lipide,
wéal¥rige Kompartimente). Eingangs wurde die Verteilung von TCDD im Blut von Mensch
und Ratte auf die Lipid-, Protein- und Zell-Fraktionen untersucht, und ene lineare
Abhangigkeit von der in der jeweiligen Fraktion vorhandenen Gesamtmenge an Cholesterin,
Cholesterinestern und Fettsaureestern beobachtet. Diese Ergebnisse wurden jedoch
nachtraglich durch die Entdeckung in Frage gestellt, da? der verwendete *H-markierte TCDD-
Standard zu ca. 30 % mit Addukten aus der Reaktion des Zerfallsprodukts von *H-TCDD mit

dem Losungsmittel verunreinigt war.

Zum anderen wurde die Ausscheidung unterschiedlicher Dosen von TCDD durch Ratten unter
dem Einflul der Beimischung von Cholestyramin und Hexadekan zum Futter untersucht.
Cholestyramin ist in der Lage, die Resorption polarer Verbindungen zu verhindern, und kann
damit u.a die enterohepatische Zirkulation von Metabolismusprodukten unterbrechen.
Hexadekan erhoht den lipophilen Charakter des Darminhalts, und kann so die Ausscheidung
unpolarer Verbindungen erhdhen. Ratten wurde eine unterhalb der Schwelle fiir die Induktion
von P4501A1-Aktivitét in der Leber liegenden Dosis (8 ng TCDD/kg Korpergewicht) bzw.
einer nicht-letalen, aber voll enzym-induzierenden Dosis (2 ug TCDD/kg Kdrpergewicht) oral
verabreicht, und die Ausscheidung mit Urin und Fazes Uber einen Zeitraum von 21 Tagen
beobachtet. Die Halbwertszeit der Ausscheidung zeigte sich dabel stark dosisabhéangig,
zunehmend mit abnehmender Dosis. Zusatz von 4 Gew.% Cholestyramin zum Futter hatte
keinen EinfluR auf die Ausscheidung von TCDD. 5 Gew.% Hexadekan im Futter hingegen
beschleunigten die Ausscheidung einer nicht enzym-induzierenden Dosis signifikant, blieb
aber ohne Effekt bei der P4501A1-induzierenden Dosis. Daraus kann geschlossen werden,
dal3d TCDD seinen Metabolismus selbst induziert, und dal3 die Ausscheidung bei Dosen
unterhalb der Schwelle fur die Autoinduktion des Metabolismus durch die Diffusion in das
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Darmlumen, oberhalb dieser Schwelle durch die Geschwindigkeit des Metabolismus limitiert
ist.
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1 Einflhrung

Polyhal ogeni erte Dibenzo-p-dioxine (PCDD) und —furane (PCDF; in der Summe mit PCDD/F
bezeichnet) besitzen selbst keine Anwendbarkeit und gehdren doch zu den am intensivsten
untersuchten Stoffklassen der letzten Jahrzehnte. In den Brennpunkt des offentlichen
Interesses gerieten sie nach einem Industrieunfall in der norditalienischen Stadt Seveso im
Jahre 1976. In einer Anlage der Firma ICMESA fur die Produktion des Herbizids 2,4,5-
Trichlorphenoxyessigsaure (2,4,5-T) kam es zur Uberhitzung des Reaktionsgemischs und
nachfolgend zu einer Explosion. Dabei wurde eine Wolke von Gas und Partikeln freigesetzt,
mit der geschéatzte 300 — 2000 g der Substanz 2,3,7,8- Tetrachl ordibenzo-p-dioxin (TCDD) auf
einer Flache von etwa 2,8 km? verteilt wurden®. In der Folge starben Tausende von Haus- und
Wildtieren, die Einwohner mufdten evakuiert werden, und einige der am starksten
kontaminierten Areale sind weiterhin gesperrt?. In den letzten 40 Jahren ereigneten sich
weltweit mindestens zehn vergleichbare Unfalle®, doch erst der Unfall von Seveso gab den
Anstol3 fUr eine breit angelegte und systematische Beschéftigung mit diesen Substanzen in
Politik und Wissenschaft.

Abbildung 1-1 zeigt die chemische Struktur von TCDD, des Vertreters der PCDD/F mit der
hochsten Toxizitédt und, seit dem Seveso-Unfal, auch dem hochsten Bekanntheitsgrad.
Insgesamt gibt es 75 sich nur durch Anzahl und Stellung der Chloratome unterscheidende
PCDD- und 135 PCDF-Kongenere. Diese Substanzen werden nur in kleinen Mengen und
ausschliefdich fur wissenschaftliche Zwecke hergestellt, dennoch sind die im Vergleich zu
diessm Produktionsvolumen grof3en in der Umwelt nachzuweisenden Mengen fast
ausschliefdlich anthropogenen Ursprungs’. Sie entstehen u.a. al's unerwiinschte Nebenprodukte
bel der Produktion vieler industriell verwendeter Chemikalien, insbesondere wenn
chlorhaltige aromatische Verbindungen als Vorstufen, Zwischen- oder Endprodukte am

Produktionsprozef} beteiligt sind. AufRerdem entstehen diese Verbindungen unter geeigneten

Cl_: O s ~Cl
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Cl— ">~ ~07 ' ~ClI

Abbildung 1-1: Struktur von 2,3,7,8-T etrachlor dibenzo-p-dioxin



Bedingungen bei nahezu allen Verbrennungsprozessen in Anwesenheit von anorganisch oder

organisch gebundenem Chlor.

Die oben erwéhnten Chemikalien, bei deren Produktion PCDD/F entstehen konnen, besitzen
oder besal’en einen breiten Anwendungsbereich, der von Herbiziden und Fungiziden (z.B.
chloriete  Phenole und Phenoxybenzole) und Antiseptika (Hexachlorophen) zu
Warmetauschermedien und Flammhemmern (halogenierte Biphenyle) reicht®>. Mit dem
grof¥flachigen Einsatz dieser Chemikalien wurden lange Zeit auch die PCDD/F in die Umwelt
eingetragen. So war 2,4,5,-T Bestandteil des im Vietnamkrieg im Kilotonnen-Mal3stab
eingesetzten Entlaubungsmittel ,,Agent Orange*. Wegen der langen Halbwertszeit fir die
Zersetzung von einigen der PCDD/F im Boden (ca. 10 Jahre fir TCDD®) werden hohe
Konzentrationen noch heute in den betroffenen Regionen nachgewiesen. Metallverarbeitende
Betriebe (z.B. Eisenverhittung, Aluminiumverhittung), Mullverbrennungsanlagen und die
Papierindustrie (,Chlorbleiche”) haben weiter zu der ubiquitéren Vertellung dieser
Verbindungen beigetragen, die heute auch in so abgelegenen Regionen wie der Arktis
nachgewiesen werden konnen®"#°. Nachdem bei vielen industriellen Verfahren in den letzten
Jahren der Ausstof3 an Dioxinen mit diversen Mitteln verringert wurde, ricken nun
Kleinfeuerungsanlagen, private Hausmillverbrennung und Brénde, z.B. auf Mulldeponien, as

Dioxinquellen in den Vordergrund™.

Die toxikologischen Eigenschaften der PCDD/F sind qualitativ weitgehend identisch, es gibt
jedoch grof3e Unterschiede hinsichtlich ihrer Wirkungsstéarke. Insbesondere 2,3,7,8-tetrachlor
—substituierte Kongenere zeigen hohe Toxizitdt und werden nur sehr langsam metabolisiert.
DaTCDD das Kongener mit der htchsten Toxizitét ist, wurde es in vielen Untersuchungen als
Modellverbindung fur die Gruppe der PCDD/F verwendet. TCDD, dem teratogene,
hepatotoxische, neuroendokrine, und immunotoxische Effekte sowie die Auslésung von
Verhaltensstorungen und negative Einflisse auf die Fortpflanzungsféhigkeit in Labor- und
Wildtieren nachgewiesen werden konnten, zéhlt zu den am starksten toxischen bekannten
anthropogenen Substanzen™. Sowohl in vitro as auch in vivo zeigten diese Wirkungen sich
stark speziess und gewebeabhdngig, und auch zwischen gleichen Endpunkten in
verschiedenen Stdmmen einer Spezies und zwischen verschiedenen Endpunkten eines
bestimmten Stammes wurden grof3e Unterschiede hinsichtlich der K onzentrationsabhangigkeit
gefunden’. Insbesondere hinsichtlich der akuten Letalitdt stellt der Mensch eine
vergleichsweise resistente Spezies dar, hier ist Chlorakne die einzige eindeutig auf PCDD/F-

Exposition zurlickzuftihrende akute gesundheitliche Folge. Epidemiologische Untersuchungen



zu Langzeitfolgen der PCDD/F-Exposition, z.B. in Vietnam-Veteranen, erbrachten teilweise
widersprichliche Resultate, ein eventueller Zusammenhang zwischen PCDD/F-Exposition
und einer erhdhten relative Haufigkeit von Krebserkrankungen wird noch immer kontrovers
diskutiert™.

Die weite Verbreitung und hohe Toxizitét der PCDD/F hat eine noch andauernde Diskussion
in der Offentlichkeit und bei den zustandigen Behdrden tiber M 6glichkeiten der Abschétzung
und Minimierung des Risikos fur Umwelt und Gesundheit in Gang gesetzt. Nach wie vor
bestehen grof3e Unterschiede zwischen den als ,,sicher* eingestuften Expositionsszenarien in
verschiedenen Léndern, basierend auf unterschiedlichen Modellen der Toxizitdt und ihrer
Ubertragung auf den Menschen®®. Das noch mangelnde Verstandnis fiir viele Aspekte der
Wirkung der PCDD/F erlaubte bisher keine eindeutigen Antworten auf die Fragen einer um
Gesundheit und Umwelt besorgten Offentlichkeit. Den Anstol? zu der vorliegenden Arbeit gab

der Wunsch, zu einer verbesserten Risikoabschatzung und —minimierung beizutragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde TCDD als Modellsubstanz fur das Verhalten der PCDD
untersucht, und sein Verhalten in Ratten wird als Modell fir Séugetiere allgemein und den
Menschen im besonderen herangezogen. Daher liegt das Hauptaugenmerk der folgenden

Einflhrung auf dieser Substanz bzw. den Spezies Ratte und Mensch.
11 Physikalisch-chemische Eigenschaften von TCDD

TCDD ist physikalisch-chemisch stabil und inert. Seine Wasserldslichkeit ist extrem gering,
und die hohe Neigung zur Adsorption an Oberflachen erschwert die Messung. Die
zuverlassigsten Angaben liegen im Bereich von 8 — 19 ppt (ng/kg; im folgenden beziehen sich

Angaben in ppt stets auf Gew./Gew.)™ ™.

Die Ergebnisse von Messungen des
Octanol :Wasser-V erteilungskoeffizienten liegen zwischen 9x10° und 4x10° (log Koy =
5,95 —6,64)'°Y. Auch die Loslichkeit in organischen Losungsmitteln ist vergleichsweise
gering. In Methanol, Azeton, Chloroform und Benzol fanden sich Loslichkeiten von jeweils
10, 110, 370 bzw. 570 mg/I*®. TCDD ist mit einem Dampfdruck von 1 —2 x 10" Pabei 25 °C
extrem schwerflichtig®'®. TCDD beginnt bei etwa 305°C zu schmelzen®®?!. Sein
Siedepunkt konnte bisher nicht bestimmt werden; indirekte Abschéatzungen liegen zwischen
421 und 447°C*%. Die thermische Stabilitit von TCDD ist beachtlich, erst bei

Temperaturen oberhalb 800 °C findet vollstandige Zersetzung statt®*?.



1.2 Toxizitat von TCDD

1.2.1 Mechanismus der Toxizitat

Wie weiter unten ausgefihrt, bewirkt TCDD eine Vielzahl mikro- und makroskopischer
Veranderungen in Zellen, in Versuchstieren und im Menschen, wobei jedoch die fir das
Auftreten eines bestimmten Endpunktes der Toxizitét ndtigen Mengen je nach betrachtetem
System um mehr as vier GroRRenordnungen differieren kénnen (z.B. LDsy: 2 pg/kg in
M eerschweinchen®, >7200 pg/kg in Kuopio-Han-Wistar Ratten®’). Man ist noch weit davon
entfernt die zugrundeliegenden Mechanismen der Wirkungen von TCDD im einzelnen fir die
Vielzahl der Endpunkte zu verstehen. Es wird jedoch immer wieder postuliert, da? TCDD
seinen Einflul auf zelluldre Vorgange Uber die Wechselwirkung mit einem einzigen

zytosolischen Rezeptorprotein und die von diesem Rezeptor vermittelten Prozesse ausiibt®.

Die Existenz dieses sogenannten aryl hydrocarbon oder Ah-Rezeptors wurde zuerst im
Rahmen von Studien Uber halogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe (HAK), wie die
PCDD/F, und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK), wie 3-
Methylcholanthren, postuliert®**°. Ah-Rezeptor-Orthologe wurden in unterschiedlichsten
Spezies (z.B. Fisch, Ratte, Mensch) identifiziert, und der Rezeptor wird differentiell in vielen
Geweben exprimiert**2. Der bzw. die endogenen oder natiirlichen Liganden dieses Rezeptors
sind nach wie vor nicht zweifelsfrei identifiziert. Diskutiert werden Tryptophan und seine
Metaboliten®, Bilirubin und Biliverdin® sowie aromatische Verbindungen, die mit der
Nahrung aufgenommen werden®. Weiterhin gibt es Anhaltspunkte fir einen von der Zelle
selbst produzierten Liganden, der Tell eines Regulationsmechanismuses fir die Uber den Ah-
Rezeptor induzierte Monooxigenase Cytochrom P450 1A1 (CY P1A1) ist®®.

Alle bisher charakterisierten Liganden, die mit hoher Affinitét an den Ah-Rezeptor binden,
sind planare, hydrophobe Molekile. Wahrend die Affinitdt der PAK meist im hohen
nanomolaren bis mikromolaren Bereich liegen, zeigen die HAK gewohnlich deutlich hdhere
Affinitdten bis in den pikomolaren Bereich, und dieser Unterschied zeigt eine positive
Korrelation mit den beobachteten Unterschieden in der toxischen und biologischen Potenz
dieser Verbindungen. Lange Zeit wurde daher eine solche Struktur als Voraussetzung fur die
Ah-Rezeptor vermittelte Genaktivierung postuliert. Jedoch wurde eine solche Aktivitét in
letzter Zeit auch fur eine grofe Zahl von Verbindungen ermittelt, die nicht eine dem
»Klassischen” Ah-Rezeptor-Liganden entsprechende Struktur besitzen, und welche die

Expression der Ah-Rezeptor assoziierten Gene aktivieren konnen ohne mit hoher Affinitét an



den Rezeptor zu binden (keine kompetitive Verdrangung eines hochaffinen Liganden). Die
verflgbaren Bindungsstudien legen nahe, dal3 die Bindungsstelle im Ah-Rezeptor in ihrer
Struktur wandelbar ist und damit einer grof3en Anzahl von Verbindungen den Zutritt zu

ermoglichen vermag®’.

Der Ah-Rezeptor liegt in der Zelle als Komplex mit zwel Molekilen HSPO0 (Heat Shock
Protein der Molekilmasse 90 kD) sowie einem Molekil eines bisher nicht identifizierten
Proteins der Molekiilmasse 43 kD vor. Der Bindung eines Liganden an diesen Komplex folgt
die Dissoziation der HSP90 sowie des 43 kD Proteins und anschliefiend die Assoziation des
Rezeptor-Liganden-Komplexes mit einem weiteren Molekil, dem ARNT-Protein (Ah
receptor nuclear translocator protein). Dabei erfdhrt das ARNT-Protein  eine
Konformationséanderung, wodurch der gesamte Komplex stabilisiert wird. Der terndre
Komplex kann nun in den Zellkern gelangen, wo er spezifisch an bestimmte
Nukleinsduresequenzen (DRE bzw. XRE, dioxin bzw. xenobiotic response element) bindet

und die Expression der mit den DRE korrelierten Gene beeinflu®.

Die Gesamtheit der Gene, in deren Regulation TCDD auf diese Weise eingreift, ist bis heute
nicht bekannt. Die grof3e Zahl der bekanntermal3en durch TCDD inihrer Aktivitét veranderten
Genprodukte vermittelt jedoch bereits einen Eindruck von dem tiefen Eingriff in die
Homdostase der Zelle, den TCDD zu bewirken vermag (fir eine Zusammenstellung siehe *).
Eine Reithe der von TCDD verstarkt aktivierten Gene kodiert Proteine, die fur den
Metabolismus endo- wie exogener Substanzen verantwortlich sind. Hierzu gehdren die
Monooxigenasen CYP1A1 und CYP1A2 wie auch Glutathion-S-Transferase, DT Diaphorase
und UDP-Glucuronosyl-Transferase. Wahrend die verstérkte Produktion dieser metabolisch
aktiven Enzyme normalerweise dem Schutz der Zelle vor Fremdsubstanzen dient, indem sie
deren Verstoffwechselung beschleunigt, greift dieser Mechanismus bei TCDD nicht. Obwohl
TCDD hochaffin an CYP1A2 bindet, kann dieses Enzym die Verbindung nur sehr langsam
metabolisieren®®. Bisher ist kein Enzym in Saugetierzellen isoliert worden, welches die
Zersetzung des hochstabilen TCDD effektiv katalysieren konnte. Diese Stabilitét gegentiber
Biotransformation ist, wie oben erwéhnt, in mehr oder weniger ausgepragtem Mal3e allen

PCDD/F mit mindestens vier Chloratomen an den Positionen 2,3,7 und 8 gemein.

TCDD beschleunigt aber nicht nur den Abbau von Fremdsubstanzen, sondern auch
korpereigene Substanzen kénnen verstarkt metabolisiert werden. So wird beispielsweise das

Thyroidhormon Thyroxin (T4) von UDP-Glucuronosyl-Transferase konjugiert, wonach es



ausgeschieden wird. Die kontinuierliche Erhthung der Produktion der UDP-Glucuronosyl-
Transferase durch TCDD fuhrt dabei zu einer Absenkung der Konzentration von T4 im Blut
von Versuchstieren, worauf deren Hypophyse mit erhohter Ausschittung des Thyroid
stimulierenden Hormons (TSH) reagieren sollte. Die fortgesetzte Stimulierung der
Schilddrise mit diesem Hormon kann wiederum zur Tumorbildung fihren, und stellt
tatséchlich einen empfindlichen Endpunkt der Toxizitét von TCDD in Osborn-Mendell-Ratten

darl3

Die Fahigkeit von TCDD zu einer breiten Aktivierung metabolisch wirksamer Enzyme bei
seiner gleichzeitigen Resistenz gegeniber Abbau fihrt in der Summe zu einer lang
anhaltenden Veranderung im Metabolismus der Zelle. Eine Reihe der fur TCDD typischen
Endpunkte der Toxizitét lassen sich in @nlicher Weise auch dadurch hervorrufen, dal3 man
PAK mit hoher Affinitdt zum Ah-Rezeptor durch wiederholte Dosierung Uber lange Zeit
kontinuierlich einwirken 1&3%“. Dies verdeutlicht das Zusammenwirken der hohen Affinitét
von TCDD zum Ah-Rezeptor mit seiner hohen biologischen Persistenz zum

Wirkungsspektrum dieser Verbindung.

Die Induktion von CYP1Al und CYPlA2 ist die am besten untersuchte Folge der
Wechselwirkung zwischen Ah-Rezeptor und TCDD. Neben den metabolisch aktiven
Enzymen werden aber auch eine ganze Reihe anderer Vorgange Ah-Rezeptor-abhangig
beeinflut. So wird beispielsweise die Zahl der Rezeptoren an der Zelloberflache fir
Ostrogen, Epidermal Growth Factor (EGF) und Glucocorticoide erniedrigt. Transforming
Growth Factor (TGF) a und [3; werden vermindert produziert, die Produktion von TGF [3,

wird erhoht®”.

Neben den wohl noch lange nicht in ihrer Gesamtheit charakterisierten Ah-Rezeptor-
vermittelten Wirkungen von TCDD gibt es auch Hinweise auf weitere, Ah-Rezeptor-
unabhangige Wirkmechanismen*'. Die relative Bedeutung der Ah-Rezeptor-vermittelten und
der davon unabhangigen Mechanismen wird seit langem kontrovers diskutiert®.
Zusammenfassend |3t sich sagen, dal3, auch wenn die Genese einzelner Endpunkte in ihren
biochemischen Ursachen geklért sein mag, das Zusammenwirken der vielen verschiedenen
Wirkungen von TCDD noch zu wenig erforscht ist, um eine umfassende Beschreibung der

zugrundeliegenden Mechanismen der Toxizitdt von TCDD zu erlauben.



1.2.2 Akute und chronische Aspekte der Toxizitét

Die Toxikologie unterscheidet in der Regel zwischen akuten und chronischen Effekten, also
Effekten unmittelbar folgend der Verabreichung einer oder weniger hoher Dosen gegentiber
Effekten, die nach Verabreichung vieler geringerer Dosen Uber einen langen Zeitraum
auftreten. Diese Unterscheidung ist bei TCDD, wie auch bei anderen Kongeneren,
problematisch. In Versuchstieren ist das Auftreten toxischer Effekte, abgesehen von leichten
Unterschieden hinsichtlich der Vollstandigkeit der Resorption, unabhangig vom Wege der
Exposition (orale, peritoneale, und subkutane Dosierung fuhren zu vergleichbarer Resorption
von 50 — 85 % der Dosis; nur intramuskulére und perkutane Gabe sowie die Resorption von
an Partikeln gebundenem TCDD aus der Luft ergibt geringere Bioverfiigbarkeit'; siehe hierzu
auch 1.3.1) und der Dosierungsrate (z.B. einfache Dosis gegeniiber wiederholter téglicher
Dosierung). Viemehr zeigt sich ein direkter Zusammenhang mit der resorbierten
Gesamtmenge®. Die Halbwertszeit von TCDD in Ratten betragt zwischen 12 und 31
Tagen'**. Die be einer so langsamen Ausscheidung stattfindende Akkumulation der
verabreichten Mengen zusammen mit der hohen Bioverflgbarkeit fuhrt zu einer quasi-
Unabhangigkeit vom Expositionsszenario. Daher konzentriert sich das Folgende auf

Wirkungen, die bei akuter und chronischer Gabe in jeweils ausreichenden Mengen auftreten.
1.2.3 Auszehrungssyndrom (Wasting Syndrom)

Die am meisten beachtete, aber dennoch immer noch nicht ganz in ihrer Pathogenese
verstandene toxische Wirkung von TCDD in Saugetieren, nicht aber beim Menschen, besteht
in dem sog. Auszehrungssyndrom (engl. wasting syndrom). Charakteristisch ist dabel, dal3 die
Tiere ihre Futteraufnahme reduzieren und stark an Gewicht verlieren, bis nach 2 - 5 Wochen
und einem Gewichtsverlust von ca. 40 % bei totaler Aufzehrung der Speicherfette der Tod
eintritt. Die gastrointestinale Absorption von Nahrstoffen wird durch TCDD nur geringfiigig
beeinfluft und kann als Ausléser ausgeschlossen werden®. Vielmehr gibt es Hinweise darauf,
da3 TCDD diese Wirkung erreicht, indem es den ,, Sollwert* des Korpergewichts reduziert,
den die Tiere durch Regulierung ihrer Futtereinnahme zu halten bzw. zu erreichen suchen.
Die hormonelle Steuerung der Futteraufnahme ist ausgesprochen kompliziert, und der Einfluf3
von TCDD hierauf nicht im Detail gekléart.

Die fur das Ausdlésen des Auszehrungssyndroms notwendige Dosis ist, wie oben erwahnt,
stark speziesabhangig und wird dartber hinaus leicht vom Expositionsweg beeinflufd. In
Sprague-Dawley Ratten betrégt die LDsq beispielsweise 43 pg/kg nach oraler®’, 60 pg/kg nach



intraperitonealer® und 25 pg/kg nach intravendser Administration®. Diese Unterschiede
beruhen vermutlich auf unvollsténdiger Resorption, und der nach intravendser Administration

ermittelte Wert sollte in allen Spezies als Referenz gesehen werden®.
1.2.4 Thymusatrophie

Der Thymus besteht zum grofdten Teil aus lymphoidem Gewebe und ist der Ort der Reifung
von T-Zellen. Nichtletale Dosen von TCDD rufen in alen untersuchten Tierarten
Thymusatrophie hervor. Diese ist charakterisiert durch eine ausgeprégte Depletion an
Lymphozyten im Cortex des Thymus™®. Der Thymus spielt eine untergeordnete Rolle im
Immunsystem erwachsener Sauger, ist jedoch kritisch fur die normale Entwicklung des
Immunsystems nach der Geburt®™. Tatsachlich gibt es keine Korrelation zwischen
Thymusatrophie und Verénderungen des Immunstatus in TCDD-behandelten erwachsenen
Mausen oder Ratten®>*. Dahingegen sind Neugeborene und Jungtiere sensitiver gegentiber
Thymusatrophie nach TCDD-Exposition, und die Behandlung mit TCDD fuhrt bel diesen

Tieren zu einer dosisabhéngigen Immunsuppression®>>,
1.25 Chlorakne

Chlorakne ist eine schwere Form zystischer Akne, gekennzeichnet von hyperplastischen und
hyperkeratotischen Verdnderungen der Haut und Abweichungen der Pigmentierung, die
soweit bekannt nur durch HAK-Exposition, sowohl systemisch als auch dermal, ausgel 6st
wird. Die Keratinisierung der Talg-produzierenden Zellen fuhrt zur Bildung eines Keratin-
haltigen, harten Talgs, der die ausfuhrenden Gange der Talgdrisen verstopft. Es kommt zum
Platzen der Drusen und dem Auftreten von Mitessern und Pusteln, die sich entziinden und
eitern konnen®. Chlorakne wurde bei Menschen, Affen, haarlosen Méusen und an
Kaninchenohren beobachtet, wo sie nach Expositionen mit hohen Dosen der HAK auftritt.
Die Diagnose ist insbesondere bei Heranwachsenden oft schwierig und muf3 unter
Heranziehung aller bekannten Faktoren, wie Alter, Expositionsverlauf, etc., geschehen.

Dennoch war siein einigen Fallen ein niitzlicher Indikator der Exposition mit TCDD*,
1.2.6 Hepatotoxizitat

Hepatotoxizitdt wird speziesibergreifend beobachtet, dennoch ist das Ausmal? der Symptome
stark speziesabhéngig. Veranderungen der Leber sind vermutlich ursichlich an der Letalitét
von TCDD in Ratten und Kaninchen beteiligt, wohingegen sie bei Meerschweinchen und

Hamstern eine untergeordnete Rolle spielen. Hepatomegalie, hervorgerufen durch Hyperplasie



und Hypertrophie von parenchymalen Zellen, wird bel den meisten Spezies beobachtet. In
Ratten werden aulRerdem degenerative und nekrotische Lésionen, begleitet von der Infiltration
durch Fibroblasten, Makrophagen und Lymphozyten, dem Auftreten von multinukleierten
vergroflerten Hepatozyten und intrazytoplasmatischen Fetttropfchen, sowie erhohter
Konzentrationen von Markern fir mitotische Aktivitdt, beobachtet. Assoziiert mit
mikrosomaler Enzyminduktion findet man eine Vermehrung des endoplasmatischen
Retikulums, und die Serumkonzentrationen einiger typischer Indikatoren fur
Leberschadigungen sind erhoht®. Beim Menschen wurde eine Beeintrachtigung der

Leberfunktion in einigen Fallen kurz nach der Aufnahme hoher Dosen beobachtet® .
127 Immuntoxizitét

TCDD zeigt eindeutig immuntoxische Wirkung in Versuchstieren, und diese ist in den letzten
Jahren eingehend studiert worden. Ein klar umrissenes Bild in Form eines TCDD-induzierten
Immuntoxizitdtssyndroms hat sich dabel jedoch nicht ergeben. Die Spezies, deren
Immunsystem am empfindlichsten auf TCDD-Exposition reagiert, ist dabei die Maus. Eine
einzelne Dosis von 10ng/kg Korpergewicht erhohte die Mortdité in Mausen nach
Inokulation mit Influenza-Viren signifikant; dies entspricht der niedrigsten Dosis, bei der ein
toxischer Effekt von TCDD beobachtet wurde®®. Auch gegen andere Pathogene zeigen
TCDD-behandelte Mause eine konstant verminderte Resistenz (z.B. ***°). TCDD-exponierte
Kinder aus Seveso (Italien), zeigten hingegen nur geringfiigige und voribergehende
Anderungen nichtspezifischer immunologischer Parameter™. In Sprague-Dawley Ratten
konnte gezeigt werden, dal3 die zellul&re Immunantwort durch niedrige Dosen von TCDD
zunichst aktiviert, mit weiter steigender Dosis dagegen zunehmend supprimiert wird®.
Insgesamt zeigten sich die immuntoxischen Effekte von TCDD stark abhangig von der
betrachteten Spezies, Dosis, dem betrachteten Antigen sowie dem Expositionsszenario, und
fir den Menschen &% sich zum gegebenen Zeitpunkt nicht eindeutig sagen, ob TCDD

immunsuppressiv oder -aktivierend wirkt.
1.2.8 Schéadigungen der Fortpflanzungsorgane

TCDD reduziert speziestbergreifend Fruchtbarkeit, Anzahl der Nachkommen pro Wurf, und
Gewicht des Uterus, und fuhrt zu erniedrigter Spermienzahl, Verdnderungen der Morphologie
der Hoden und Abnahme des Gewichts der Hoden®-%%%3%4% |n mannlichen Arbeitern aus
einer Produktionsanlage fur 2,4,5-T wurden erhdhte Serumwerte fir gonadotrope Hormone

(Follikel  stimulierendes Hormon, FSH; Luteinisierendes Hormon, LH) sowie erniedrigte
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Serum-Testosteronkonzentrationen gefunden, wobei die Erh6hung bzw. Erniedrigung dieser
Parameter mit der Serumkonzentration von TCDD korrelierten®. Ahnliche Befunde treten bei
Versuchstieren erst ab einer Dosis, die bereits zum Einsetzen der Symptome des
Auszehrungssyndroms fiihren, auf®’. Hier scheint der Mensch empfindlicher auf TCDD zu
reagieren als viele andere Saugerspezies. Die Abnahme der Spermienzahl in Mannern aller
Gesellschaftsschichten von ca. 50 % Uber die letzten 30 Jahre ist mit der ubiquitéren
Belastung der Umwelt mit TCDD in Verbindung gebracht worden, diese Interpretation der
Ergebnisse der zugrundeliegenden Studie sind aber seither verschiedentlich in Zweifel
gezogen worden*®%°, Die Mechanismen hinter diesen Veranderungen sind bisher nicht im
Detail bekannt, diskutiert werden jedoch sowohl eine erhéhte Metabolisierung der Hormone

als auch die Reduzierung der Zahl der Rezeptoren fiir die Hormone™,
1.29 Teratogene Effekte und EinflUsse auf Wachstum und Entwicklung

TCDD wirkt in vielen Spezies teratogen und schadigend auf Wachstum und Entwicklung™.
Bereits bei einer Dosis, die zu keinen mef3aren Effekten bei der Mutter fuhrten, kam es zur
Entwicklung von Gaumenspalten und Hydronephrosen in Mausen sowie signifikanten
Veranderungen der Sexualorgane und des Sexualverhaltens bei den méannlichen Nachkommen
in Ratten und Hamstern™#"3, Bei den Kindern der einer Mischung aus HAK ausgesetzten
Muttern aus Yusho, Japan, trat eine Gruppe von Symptomen, in ihrer Gesamtheit mit
Ektodermaler Dysplasie bezeichnet, auf, die zumindest teilweise auf die Wirkung des in der
Mischung enthaltenen TCDD  zuriickgefihrt  wurden™®.  Aufgrund  vorlaufiger
Untersuchungen kam die WHO zu dem Schluf3, dal’ die Schadigungen durch plazentalen
Transfer, nicht jedoch durch postnatale Ubertragung mit der Muttermilch, in der TCDD
angereichert vorliegt, ausgel6st werden. Dies veranlaldte die WHO zu ihrer Empfehlung an
Mitter, trotz der erhthten TCDD-Konzentration in der Muttermilch ihre Kinder zu stillen, die
sie im Zusammenhang mit der kurzlich erfolgten Neufestsetzung der tolerierbaren taglichen

Dosis aussprach™.
1.2.10 Kanzerogene Wirkung

TCDD ist ein potentes Karzinogen in Versuchstieren: 19 Studien in vier verschiedenen
Spezies, in denen TCDD Krebs in mehreren Organen/Geweben in beiden Geschlechtern

ausloste, belegen dies eindrucksvoll ™

. Seine Wirkungsstéarke im Menschen scheint dabei
geringer zu sein, das relative Risiko fur alle Tumorarten bel den am héchsten exponierten

Subkohorten lag bei etwa 1,4>. TCDD ist nicht mutagen und bildet keine DNA-Addukte™ "’
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zeigt aber stark tumorpromovierende Wirkung’®. Ob man fir diese Wirkung einen unteren
Schwellenwert ansetzen kann, und wo dieser anzusetzen ware, wird immer noch

diskutiert*>°.
1.3 Toxikokinetik von TCDD

131 Resorption

Die Resorption von TCDD und verwandten Kongeneren aus dem gastrointestinalen Trakt ist
variabel, unvollstandig, abhangig vom Vehikel und Kongener-spezifisch. Spezies-spezifische
Unterschiede in der Resorption aus dem Magen-Darm-Trakt wurden bisher nicht gefunden.
Die verfugbaren Daten deuten auf die MolekilgrofRe und die Loslichkeit als begrenzende
Faktoren fur die Aufnahme aus dem Darmlumen, insbesondere der hoher chlorierten
Kongeneren, hin. Dies manifestiert sich in einer signifikant niedrigeren Aufnahme von Hepta-
und Octa-CDD. Uber die Mechanismen der Aufnahme sind nur unzureichend erforscht™.
Wegen der extremen Schwerléslichkeit in Wasser sind Resorption und Transport jedoch nur

in Assoziation mit Proteinen und/oder Lipiden denkbar™®.

Bel oraler Gabe von in Speisedl gelostem TCDD an die Ratte, die Maus, den Hamster und, in
einem Selbstversuch an einem Individuum, den Menschen wurden dosisunabhangig hohe
Aufnahmeraten von 70 —90 % festgestel|t*081828384 Djesa |ieRen sich in Mausen durch
Vorbehandiung mit TCDD noch weiter steigern®. Geringere Aufnahmeraten, die in einigen
Studien berichtet wurden, lassen sich in der Mehrzahl auf das experimentelle Design
zuriickfiihren™. Intraperitoneale und intravendse Verabreichung ergaben im Wesentlichen
ahnliche Verteilungen wie die orae Gabe in Experimenten mit TCDD alleine. Signifikante
Unterschiede waren jedoch bei der Verabreichung von Kongeneren-Gemischen zu
beobachten. Die Aufnahme nach subkutaner Injektion ist stark vom Ldsungsmittel abhéngig.
Bel der Verwendung einer Mischung von DMSO und Toluol im Verhdtnis 1:2 ist die
Resorption jedoch der bei oraler Gabe vergleichbar®. Intramuskulérer und perkutaner Eintrag
hingegen resultierten in sehr geringen Aufnahmeraten. Fur eine umfassende Diskussion sei

auf die Literatur verwiesen™.
132 Verteilung von TCDD auf Organe und Gewebe

Unabhangig vom Expositionsweg geschieht die Verteilung von in den Korper
aufgenommenen Substanzen grofdtenteils Gber das Blut. Sehr lipophile Verbindungen wie die

PCDD oder polychlorierten Biphenyle (PCB) werden im Blut groftenteils in Assoziation mit
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Proteinen oder Lipoproteinen gefunden®®" %% Die Bindung korperfremder, hochlipophiler
Substanzen an diese Proteine ist dabei in den meisten Fallen nicht-spezifisch. Ein in
menschlichen Leukozyten aufgefundenes, TCDD spezifisch bindendes Protein ist im
Mengenvergleich nicht signifikant. Dieses Protein wurde von den Autoren als im Blut
befindliche Form des Ah-Rezeptors identifiziert™. Weiter wurde eine spezifische Bindung
zwischen TCDD und Praabumin postuliert, welches im Blut jedoch ebenfalls nur in sehr

geringen Mengen vorkommt™.

Bel der Untersuchung der Verteilung von TCDD in menschlichem Blut wurden 80 % mit
Lipoproteinen, 15 % mit Proteinen und 5% mit den zelluléren Bestandteilen des Blutes
assoziiert gefunden®. Diese Studie ging jedoch nicht nsher auf die Zusammensetzung der
Blutfraktionen oder die Bindungseigenschaften von TCDD an Lipoproteinen und Proteinen
ein. Allgemein ist wenig tber die nicht-spezifische Bindung von TCDD an die Komponenten
des Blutes bekannt. Eine strukturelle Selektivitét wie im Fall der P4A50-Enzyme ist fur die
Bindung an Albumin oder Lipoproteine nicht zu erwarten. Ausgehend von seinen
physikalisch-chemischen Eigenschaften, wie z.B. der denen der PCB (log(Kow) = 6,7 - 7,7%)
vergleichbare Octanol/Wasser-V erteilungskoeffizient, kann jedoch angenommen werden, dal3
es sich hinsichtlich seiner Bindungs- und Transporteigenschaften in Blut dahnlich wie diese
besser untersuchten hochlipophilen Substanzen verhdt. Beispielsweise wurden die
Dissoziationskonstanten fur die Bindung von 2,4,5,2',4',5'-Hexachl orbiphenyl an Albumin und
Lipoprotein niedriger Dichte (LDL) zu 1,9x10° bzw. 7,2x10° fir 1 bzw. 30
Bindungsstellen/mol Substanz bestimmt®. Die relative Verfiigbarkeit dieser Bindungsstellen
im Plasma betragt ca. 10:1. Damit wird die Verschiebung der adsorbierten Konzentration von
der Lipidphase zur Albuminfraktion verstandlich, die nach einer Injektion von PCB in
Emulphor auftrat®. Andere, im Kérper haufiger vertretene Proteine besitzen vermutlich
geringere Bindungsaffinitéten als Albumin, dessen physiologische Funktion in dem Transport

lipophiler Substanzen (Fettséuren, Bilirubin) besteht.

Lief3e sich die Bindungsaffinitét von LDL auf die Bindung im Fettgewebe Ubertragen, stiinde
dieses mit seiner wesentlich héheren Masse in alleiniger Konkurrenz um die Bindung der
PCB. Tatsachlich finden sich jedoch nach intraventser Injektion von PCB in Ratten zunéachst
50% der Dosis in der Leber. Dies kann vermutlich auf die schnelle Aufnahme von
Abbauprodukten von Chylomikronen und LDL in der Leber zurlickgefuhrt werden. Im
Verlauf von 6 Wochen findet aber ein Umverteilungsprozel statt, an dessen Ende 75 % der

Dosis im Korperfett gefunden werden. Dieser Anteil veréndert sich im weiteren Verlauf nicht
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mehr, die Substanz ereicht im Fettgewebe eine ihrer Loéslichkeit entsprechende
Gleichgewichtskonzentration welche einer irreversiblen Bindung an Protein gleichkommt. In
Ratten, in denen die absolute Masse an Fettgewebe durch Diét konstant gehalten wird, fallt
dieser Anteil nach 280 Tagen von anfénglich ebenfalls 70 % auf 38 % ab. Die Autoren dieser
Untersuchung folgerten daraus, dal3 die scheinbare irreversible Bindung im Fettgewebe auf
der fehlenden Mobilisierung des einmal angesammelten Fettes aufgrund stets ausreichender

Versorgung mit Triglyzeriden aus der Nahrung beruht™.

Ebenso wie bei PCB lassen sich 8 h nach intravendser Injektion von TCDD in Emulsion
zunéchst ca. 50 % in der Leber von Ratten nachweisen. 15 % der Dosis scheinen sich dabei
anfangs auf Lunge und Milz zu verteilen. Dieser Anteil wird jedoch innerhalb 24 h auf die
Leber und das Fettgewebe verteilt. Die Fetttropfchen der Emulsion sind vermutlich kurz nach

der Dosierung zu grof3, um die feinen Kapillarsysteme dieser Organe passieren zu kdnnen®.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 die Aufnahme von TCDD nach oraler Dosierung unter
Umgehung der Leber durch den Transport mit den Chylomikronen im Lymphsystem erfolgt™.
Die anschlief®ende Abnahme der Konzentration im Blut wird charakterisiert durch zwei
Halbwertszeiten (0,81 min, 30 min) die in etwa den Halbwertszeiten der Aufnahme von
Chylomikronen im peripheren Gewebe und der ihrer Abbauprodukte in der Leber
entsprechen®®*. Chylomikronen konnen die KapillargefaRe in Lunge und Milz ungehindert
passieren, eine anfangliche Stauung in diesen Geweben trat nicht auf. Dies erlaubte die
Beobachtung, dal? die Konzentration im Fettgewebe zwar ebenfalls innerhalb der ersten 24 h
zunahm, die Leber jedoch schon nach 2 h, entsprechend vier Halbwertszeiten der langsameren
Komponente der Abnahme im Blut, die maximale Konzentration erreicht hatte und bereits
wieder mit der Ausscheidung begann. Dies konnte durch Verstoffwechselung und
Ausscheidung in den Darm oder durch Ausscheidung in den in der Leber synthetisierten
Lipoproteinen sehr geringer Dichte (VLDL) zusammen mit Triglyzeriden erklart werden.
Diese werden anschliefend von Muskeln und Fettgeweben aufgenommen, wobel in den
Muskeln im Gegensatz zum Fett kein geeignetes Milieu fir die Lagerung vorhanden ist. Der
beobachtete zeitliche Verlauf der Aufnahme von TCDD im Fettgewebe (0-2 h: Zunahme;
2-8 h: Abnahme; 8-24 h: Zunahme) findet in der priméren Aufnahme aus Chylomikronen und
gpateren sekundaren Aufnahme aus von der Leber ausgeschiedenen VLDL eine mégliche

Erklarung”.
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In den ersten 24—-48h nach der Exposition zeigt die Verteilung von TCDD soweit
Ahnlichkeit mit der von PCB. Im Unterschied zu den PCB ist der weitere Verlauf der
Verteilung jedoch unmittelbar von der Dosis abhéngig. Bel der Untersuchung der Verteilung
verschiedener subkutaner Dosen von TCDD (3 — 3000 ng/kg K érpergewicht) in Wistar Ratten
zeigte sich ein klarer Anstieg des Verhdltnisses der TCDD-Konzentrationen im Fettgewebe
und in der Leber einhergehend mit der zunehmenden Induktion von CYP1A2%. Die hohe
Affinitdt von CYP1A2 sowie die Zunahme des in der Leber befindlichen Fettes (viele
Versuchstierspezies entwickeln dosisabhéngig eine Fettleber) sind angefihrt worden um
dieses Phdnomen zu erklaren. Die verfiigbaren Informationen ergeben jedoch kein eindeutiges
Bild™. Jedenfalls tritt diese Umverteilung nur auf, wenn die Veranderungen in der Leber
einsetzen, bevor die Verteilung des TCDD auf die lipophilen Kompartimente abgeschlossen
ist. Eine spatere Umverteilung von TCDD vom Fettgewebe zur Leber findet nur als Folge
einer Abnahme des Fettgewebes statt*.

Das Auszehrungssyndrom ist, wie oben erwédhnt, mit einem vollstandigen Verlust der
Speicherfette verbunden, was sich in einem verdnderten Verteilungsverhalten der Substanz
nach einer letalen gegenliber einer nicht-letalen Dosis bemerkbar macht. Durch Mobilisierung
von anfangs im Fettgewebe abgelagerten TCDD beginnt 4-5 Tage nach der Dosierung die
Konzentration in allen Geweben anzusteigen. Die Ausscheidung mit den Fézes erhoht sich
dabel jedoch nur unmerklich. Dies steht im Einklang mit der von anderen Autoren
postulierten Kontrolle der Ausscheidung mit der Verstoffwechselung der PCDD. Dies lieRe

sich jedoch auch mit der Abnahme des Fazes-Flusses erklaren®.

Im Vergleich zur Gesamtdosis geringe Mengen, aber dennoch relativ hohe Konzentrationen
finden sich noch in einigen anderen Organen, in denen eine toxische Wirkung von TCDD
beobachtet werden kann. Zu nennen sind in diesem Zusammenhang Braunfett, Nebenniere,
Schilddruse und Pankreas. Geringe Konzentrationen, aber aufgrund des hohen Anteils am
Korpergewicht merkliche Anteile der Dosis, binden in den Muskeln und der Haut. Dies ist
insbesondere deswegen Uberraschend, da die Haut mit der Entwicklung von Chlorakne das
primére Ziel der akuten Toxizitat von TCDD im Menschen darstellt. Wahrscheinlich ist dieses
Symptom ein Sekundéreffekt zur systemischen Wirkung von TCDD®. Trotz des hohen
Lipidgehalts im Gehirn finden sich in diesem Organ nur vernachldssigbare Mengen. Mit
einem Molekulargewicht von 322 ist TCDD noch nicht in seiner Diffusion durch die Blut-
Gehirn-Schranke gehindert, wie auch durch Injektion einer Lésung von TCDD direkt ins

Gehirn und dem anschlief3enden Nachweis einer Konzentrationszunahme in der Leber gezeigt
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werden konnte®. Dieser Umstand wird daher vielmehr der hoheren Polaritét der im Gehirn
dominierenden Phospholipide im Vergleich zu den Neutralfetten der Fettgewebe

zugeschrieben®.
133 Ausscheidung von TCDD

Die Ausscheidung von TCDD erfolgt zum grofdten Teil mit den Fézes, das Mengenverhéltnis
von TCDD in Fazes zu TCDD in Urin (einschliefdlich Metaboliten) ist in den meisten Spezies
>3, >10 in Ratten und Meerschweinchen'’. Im Urin finden sich nahezu ausschlieRlich
Metaboliten, in den Fézes hingegen vergleichsweise hohe Anteile an nicht metabolisiertem
TCDD (10— 80 %)™. DaR enterohepatische Zirkulation fiir die Ausscheidung der Metaboliten
von TCDD keine Rolle spielt, wurde fir Ratten anhand eines Vergleichs der bilidren and

fakalen Konzentrationen dieser Metabolite gezeigt”’.

Die experimentell bestimmten Halbwertszeiten fir die Elimination von TCDD in Ratten lagen
im Bereich zwischen 11 und 31 Tagen, die einzige kontrollierte Studie in Menschen ergab
eine Halbwertszeit von 5,8 Jahren'. Dieser Studie konnte jedoch notwendigerweise die
Ausscheidung nur Uber einen Bruchteil einer Halbwertszeit verfolgen, neuere Erkenntnisse
deuten auf eine noch deutlich léngere terminale Halbwertszeit der Ausscheidung hin
(7 - 10 Jahre™).

Es wurde vorgeschlagen, dal3 der Metabolismus von TCDD in der Leber den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Ausscheidung mit den Fézes darstelIt™. Eine
weitere Studie kam zu dem Schlul3, dal3 dies nur bei niedrigeren Dosen der Fall ist, wahrend
bei hoheren, nicht-letalen Dosen gréfere Mengen unmetabolisertes TCDD direkt durch die
Darmwand ausgeschieden werden, und bei letalen Dosen durch die abnehmende

Nahrungsaufnahme die ausgeschiedene Menge Fazes limitierend wirkt*.

In diesem Zusammenhang wurde ebenfalls diskutiert, ob TCDD in der Lage ist, seinen
eigenen Metabolismus zu induzieren. Die in der Literatur wiedergegebenen Ergebnisse hierzu
sind widerspriichlich**. Isolierte Hepatozyten aus mit TCDD vorbehandelten Ratten und
Hamstern waren in der Lage, TCDD schneller zu metabolisieren as solche aus nicht-
vorbehandelten Tieren. Dies gelang jedoch nur bei Substratkonzentrationen >0,1 puM. Dies
entspricht einem Vielfachen der nach Gabe einer letalen Dosis in der Leber von Ratten
gefundenen Konzentration'®*®. In zwei weiteren Studien wurde einmal innerhalb von 8 h

nach Administration von TCDD kein Unterschied, andererseits innerhalb von 72 h ein kleiner
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aber signifikanter Unterschied in der bilidgren Elimination von TCDD durch mit TCDD
vorbehandelten gegeniiber nicht vorbehandelten Ratten festgestel [t*1%,

14 Experimentelle Bestimmung von Parametern flr die

M odellier ung des toxikokinetischen Verhaltensvon TCDD

14.1 Einfuhrung in pharmakokinetische Modelle auf physiologischer Basis
(physiologically based pharmakokinetic oder PBPK-Modelle)

Allgemein wird deutlich, dal3 trotz der intensiven Forschung in den letzten Jahrzehnten der
Wissenstand Uber die Wirkmechanismen, aber auch Uber Transport und Verteilung von
TCDD und seinen Kongeneren, noch llckenhaft ist. Die grofden Speziesunterschiede in der
Dosisabhéngigkeit der meisten Endpunkte der Toxizitdt zusammen mit der mangelnden
Kenntnis der fur Transport und Verteilung Ausschlag gebenden Parameter erschweren die
Ubertragung der Ergebnisse zwischen den Spezies, insbesondere auf den Menschen™.
Toxikologische Untersuchungen in Versuchstieren sind zeitaufwendig, kostspielig und zudem
in der breiten Offentlichkeit unpopuldr. Letzteres um so mehr, je néher die
Versuchstierspezies dem Menschen phylogenetisch steht. Dennoch verlangt gerade diese
breite Offentlichkeit eine wissenschaftlich fundierte Aussage Uber die gesundheitlichen
Risken, die mit einer gegebenen Exposition verbunden sind, und die Festlegung
entsprechender Grenzwerte. Dem gegenlber stehen die Interessen und Bedurfnisse der
Industrie, fir welche die Vermeidung oder Reduzierung von Emissionen prohibitiv teuer sein
kann. Es wurden auch von den verschiedenen behordlichen Stellen der industrialisierten
Nationen Grenzwerte oder Grenzwertempfehlungen auf der Basis der verflgbaren
Erkenntnisse erlassen. Diese betonen jedoch immer wieder die Vorlaufigkeit dieser
Grenzwerte, und dal eine stetige Uberprifung anhand der neuesten Erkenntnisse vonnéten

:10,1
sai 0, 3,59.

Physiologisch orientierte pharmakokinetische Modelle sind heute ein anerkanntes Werkzeug
in der Ermittlung von Risikofaktoren im Zusammenhang mit umweltrelevanten Substanzen.
Ihre Eignung zur Vorhersage der Verteilung von Fremdsubstanzen im Korper von Saugetieren
und die nutzbringende Anwendung dieser Eigenschaft konnte fir verschiedene Chemikalien
gezeigt werden'®1941% AuRerdem koénnen diese Modelle verwendet werden, um Hypothesen
zu  Wirkungsmechanismen und/oder zu moglichen  Vertellungswegen  sowohl

pharmakologisch aktiver wie auch gesundheitsschadlicher Verbindungen zu priifen3341%,
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung der Kompartimentstruktur a) enes
klassischen pharmakokinetischen Modells, und b) eines Modells basierend auf
physiologischen und anatomischen Gegebenheiten (PBPK-Modell) (¢ Konzentration
eines Stoffes im i-ten Kompartiment, cu(t) Konzentration des Stoffes im arteriellen
Blut, cyenj Konzentration des Stoffes im ventsen Blut aus dem i-ten Kompartiment, Q;
Blutflu3 in das i-te Kompartiment, kj; Geschwindigkeitskonstante des Stofftransports
von Kompartiment i in Kompartiment j, fi,(t) Funktion, Dosierung beschreibend, M(t)
Metabolismusterm; aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nicht alle in PBPK-
Modellen verwendeten Parameter angegeben)

Die fruhesten pharmakokinetischen Modelle wurden zur Dosisoptimierung fur
pharmazeutische Produkte angewendet und waren wenig mehr als Kurvenanpassungen an im
Blut von Versuchstieren gemessenen Konzentrationen in Abhangigkeit von der Dosis. Dies
entspricht der Behandlung des Korpers als ein Reservoir oder Kompartiment mit je einem
Zuflu® und einem Abflul3. Diese Betrachtungsweise erbringt jedoch nur in solchen Féllen
sinnvolle Ergebnisse, wo die Einstellung der Konzentrationsgleichgewichte zwischen Blut
und den Geweben sehr viel schneller ist als der Transport mit dem Blut und die an
Metabolismus und Elimination beteiligten Prozesse. Um die Behandlung von Substanzen zu
ermdglichen, fir welche diese Voraussetzung nicht erfallt ist, wurden weitere Kompartimente

je nach Notwendigkeit hinzugefigt (,Klassisches pharmakokinetisches Modell). Diese
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besal3en zunachst keine physiologische Entsprechung, doch bereits 1937 wurde von Teorell
vorgeschlagen, die Dimensionierung der Kompartimente und den Transport zwischen

K ompartimenten den anatomischen und physiol ogischen Gegebenheiten anzupassen™®”.

Die Losung der grofien Zahl von Differentialgleichungen, die ein solches System mit sich
bringt, wurde jedoch erst mit der Einfuhrung entsprechend schneller Computer méglich, und
so datieren die ersten echten Anwendungen dieses Prinzips aus den 60er Jahren dieses
Jahrhunderts™®. Abbildung 1-2 zeigt je ein Beispiel fir die Kompartimentstruktur in einem
klassischen Modell und einem PBPK-Modell fur die orale Dosierung einer lipophilen

Substanz, die nur durch Metabolismus in der Leber eiminiert wird.

Ein PBPK-Modell besteht aus einer Reihe von Differentiagleichungen, welche die
Massenbilanz der betrachteten Substanz beim Transport mit dem Blut durch die Gewebe als
Funktion der Konzentrationen der Substanz in den Kompartimenten beschreiben. Diese
erhalten die allgemeine Form'®

W C10)

gy - Q [ (©) = Coans O] - M, (1) Gleichung 1

wobel V; fur das Volumen des i-ten Organs, Q; fur den Blutflul? zum i-ten Gewebe, ci(t) fur
die Konzentration des betrachteten Stoffes im i-ten Gewebe, cu(t) fir die Konzentration des
Stoffesim arteriellen Blut, c,eni(t) fir die Konzentration des Stoffesim vendsen Blut desi-ten
Gewebes und M;(t) fur die vom i-ten Gewebe metabolisierte bzw. eliminierte Menge stehen.
Streng genommen ist auch cu(t) fir einzelne Organe spezifisch, jedoch kann der Verlust von
geloster Substanz auf den unterschiedlich langen Wegen vom Herzen zu den Organen meist
vernachlassigt werden. Ebenso werden Unterschiede zwischen ein- und ausgehendem Blutflul3
Qiat bzw. Qiven, z.B. durch Verdunstung an der Hautoberflache, in diesem Ansaiz

vernachlassigt.

Vi und Q; firr Ratten, Mé&use und Menschen finden sich in der Literatur tabellarisiert™'. ca(t)
und ¢;(t) werden meist fir einige Zeitpunkte t experimentell bestimmt. c,en(t) ist jedoch in der
Regel nur schwierig zu messen. Daher wird der Term (Cat(t) - Ceni(t)) Oft durch einen
Ausdruck ersetzt, welcher die Aufnahme der Substanz in das i-te Gewebe physikalisch
beschreibt. Der am haufigsten verwendete Formalismus besteht in der Einfuhrung von
Verteilungskoeffizienten zwischen Blut und dem i-ten Gewebe Rgu;, fur die gilt

Ci,ce(t) = Raiut,iCvenii,ca(t), oder
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_ Cics(l)

P Cven,i,GG (t)

R Gleichung 2

wobei ¢ g(t) und Cenica(t) flr die Konzentration im i-ten Gewebe bzw. im vendsen Blut des
i-ten Gewebes zur Zeit t im thermodynamischen Gleichgewicht stehen. Die Anwendung
dieses Formalismus setzt die Annahme voraus, dal3 die Einstellung des
Konzentrationsgleichgewichts zwischen Gewebe und Blut sehr viel schneller ist als der
Blutflul3, und sich damit das Gewebe stets im Gleichgewicht mit dem ventsen Blut befindet
(Blutfluz-limitiert). Es gilt dann Cat(t) - Cyeni(t) = Cat(t) - (Gi(t)/Raiut,i)-

Um auch Félle modellieren zu kénnen, in denen diese Voraussetzung nicht gilt, kénnen
Extraktionskoeffizienten & eingefiihrt werden'™*. Diese geben den Bruchteil der im Blut
enthaltenen Konzentration an, der bel der einfachen Passage eines Organs fir den
Stofftransport in das i-te Gewebe zur Verfligung steht. Wahrend V erteilungskoeffizienten das
Konzentrationsverhalten einer Substanz zwischen Organen und Blut im Gleichgewicht
darstellen, konnen Extraktionskoeffizienten zur Beschrelbung der Dynamik des
Austauschprozesses dienen. Sowohl unvollkommene Gleichgewichtseinstellung aufgrund zu
kurzer Verweilzeiten des Blutes im Gewebe wie auch Sequestrierung durch aktive
Transportvorgange lassen sich durch die Einfuhrung dieses Parameters modellieren. Dies
kann insbesondere fir stark proteingebundene Substanzen, die nur langsam von ihrem Trager

dissoziieren, und solche mit geringer Lodlichkeit in der waldrigen Matrix gelten.

Damit erhdlt man

de@®] _ . ~2 . _c®O .
V, a1 —siQigm(t) Rmm% M, (1) Gleichung 3

Um ein PBPK-Modell zu berechnen, werden fur alle Gewebe i eine Gleichung entsprechend
Gleichung 3 aufgestellt. Dabel wird man Gewebe, die sich gegeniliber der betrachteten
Substanz dhnlich verhalten, zur Vereinfachung gruppieren (z.B. ,, Rumpf* oder , Extremitéten”
in Abbildung 1-2b).

1.4.2 Struktur eines Modells fur die Verteilung von TCDD und Methoden zur

Bestimmung der Konzentrationen von TCDD in Blut und Geweben

Eine Voraussetzung fr die Aufstellung eines solchen Gleichungssystems ist die Kenntnis der
einflieffenden Parameter, wie die Rgy; und € fur ale i sowie die in M;(t) eingehenden

Prozesse bzw. deren mathematische Beschreibung. In der Literatur zu PBPK-Modellen findet
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sich mehrfach der Versuch, Daten aus in vitro Experimenten in diese Modelle mit
einzubeziehen. Meist wurden dabei Geschwindigkeitskonstanten von Stoffwechsel reaktionen
zur Beschreibung der Eliminierung aus Organkompartimenten oder Bindungsaffinitéten an
Plasma- und Gewebeproteine ermittelt und in Modelle inkorporiert'*>*3, Hierbei wird
zumeist die Annahme zugrunde gelegt, dal3 der an Plasmaproteine gebundene Teil einer
Chemikalie nicht an der Einstellung von Verteilungsgleichgewichten beteiligt ist. Es finden
sich jedoch immer mehr Hinweise dafir, dal3 in manchen Félen die Substanz in ihrer
gebundenen Form eine wesentliche Rolle bei der Aufnahme in z.B. Leber, Herz oder Gehirn
spielen kann. Der zugrundeliegende Mechanismus ist noch nicht gekléart und kann sehr wohl
unterschiedlich firr verschiedene Materialien und Organe sein'****>. Zudem kann oft die
Bindung in Geweben nicht allein anhand einfacher hydrophober Wechselwirkungen, die aus
dem Verteilungsverhalten in organischen Losungsmitteln ermittelt werden konnen, erklart

werden.

Uber die Festlegung der Rgy; fir eine gegebene Substanz existiert bisher keine
Ubereinstimmung in der Literatur'®. Eine Vielzahl von Methoden und Formalismen sind
beschrieben worden, um Werte fir Rgui zu errechnen'®®1”  Blut-Gewebe-
Verteilungskoeffizienten kénnen rechnerisch aus pharmakokinetischen Daten in vivo oder
durch experimentelle Messung in Modellsystemen in vitro abgeschétzt werden. Beide Ansdtze
sind erfolgreich in verschiedenen Systemen angewendet worden™® 118 Mathematische
Modelle fur die Berechnung von Vertellungskoeffizienten sind fur verschiedene
V ersuchsbedingungen erarbeitet worden: Konstante Infusion und intravendse Injektion in das
lebende Tier'™®, Perfusion der isolierten Leber'® und Gleichgewichtsdialyse''?. Der Vergleich
von in perfundierten Lebern gemessenen Verteillungskoeffizienten mit Werten, die mittels
Gleichgewichtsdialyse erhalten wurden, zeigt gute Ubereinsimmung™’. Die Autoren

verwenden dabel das Ergebnis der Leberperfusionen als "wahren" Referenzwert.

Extraktionskoeffizienten wurden bisher nur rechnerisch durch Kurvenanpassung
parametrisierter Funktionen an experimentelle Daten erhaten. Eine mogliche Alternative, bei
der die zugrundeliegenden Vorgange modelliert werden konnten, stellen Zellkulturen dar. Die
Geschwindigkeit der Diffusion wie auch aktive Transportprozesse lassen sich in diesem
Modell beobachten. Frisch isolierte Zellen sind zu diesem Zweck Permanent-Zelllinien
vorzuziehen™. In eéinem Organ wie der Leber, bei dem BlutzufluR und -abfluR nur tiber je ein
Blutgefal’ stattfinden, lief3en sich die errechneten Werte durch Vergleich der Aufnahme des

perfundierten Organs mit aus Gleichgewichtsdialyse erhaltenen Daten verifizieren.
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Eine Reihe von PBPK-Modellen ist vorgeschlagen worden, um die Konzentrationsverlaufe im
Korper von Saugetieren nach TCDD-Exposition zu simulieren'?. Bei dem Versuch, das
Verhalten von TCDD zu modellieren, missen insbesondere die Veradnderungen, welche die
TCDD-Exposition im Korper des exponierten Saugetiers auslost, berticksichtigt werden. Die
Hepatomegalie, die in Ratten ein typisches Zeichen der Toxizitdt von TCDD igt, fihrt dazu,
dal’ Ve in der Folge einer Exposition mit TCDD nicht konstant ist. Die VergrofRerung des
Lebervolumens ist dabel grofdtenteils auf eine Zunahme des Volumens der Fetttropfchen in
den Leberzellen zurickzufihren. Dies bedingt gleichzeitig eine Zunahme des lipophilen
Charakters dieses Gewebes, und damit eine Veradnderung des Verteilungsverhaltens fur TCDD
zwischen Blut und Leber. Weiterhin nimmt bei der Gabe einer letalen Dosis mit dem
Fortschreiten des Auszehrungssyndroms das Speicherfett ab, was eine Veranderung des
Verteilungsverhaltens zwischen Blut und Fettgewebe bedingt. Fir die Simulation in einem
PBPK bedeutet dies, dal3 die Parameter V; und R; fir einige Gewebe nicht wie sonst Gblich as

K onstanten behandelt werden konnen.

Ein Modell fur die Verteilung von TCDD in Ratten, welches diese Veranderungen zu
berticksichtigen versucht, wurde von Prof. Dr. Rozman und Mitarbeitern am Medical Center
der University of Kansas ausgearbeitet und in Teilen publiziert™*. Dieses Modell enthalt ein
komplettes Untermodell des Transport- und Depot-Verhaltens der Neutralfette, welches
entwickelt wurde, um den Veranderungen im Fettstoffwechsel von mit TCDD behandelten
Tieren Rechnung zu tragen™®. In letzterem Modell wird das Kompartiment Blut unterteilt in
mehrere Unterkompartimente, die den Lipoproteinspezies Chylomikronen, deren Reste nach
Einwirkung der Lipoprotein-Lipase, VLDL, LDL und HDL entsprechen. Diese werden teils
aktiv von verschiedenen Gewebearten aufgenommen, diesem Umstand konnte im Modell aber
nicht Rechnung getragen werden, da die Verteilung von TCDD auf die verschiedenen
Plasmakomponenten nur unzureichend bekannt ist®®. Zudem benutzte das Modell im
wesentlichen Werte fur die TCDD-spezifischen Parameter Rg; und €, die mittels
Kurvenanpassung erhalten wurden. Die Aussagekraft dieses Modells wirde wesentlich
erhodht, wenn eine mathematische Beschreibung des Verteillungsverhaltens zur Verfigung
stinde, sowie durch die experimentelle Bestimmung der in das Model eingehenden

Parameter.

Um das Verteilungsverhalten von TCDD zwischen Blut und Geweben mittels experimentel|
zu bestimmender GroRen zu beschreiben, kann ein neuer Ansatz verwendet werden, welcher

im Rahmen diesar Arbeit entwickelt wurde. Die Konzentration von TCDD in enem
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beliebigen Gewebe oder in Blut |&3t sich als Summe der Konzentrationen der an Blut- bzw.

Gewebebestandteilen gebundenen und der freien Substanz schreiben.

¢ (t) = > ,[S; ~TCDD] +[TCDD]; Gleichung 4

Dabel steht [TCDD]; fur die Konzentration des freien TCDD im i-ten Gewebe oder in Blut
und [S-TCDD] fur die Konzentration des Komplexes von TCDD mit dem j-ten Substrat im i-
ten Gewebe oder im Blut. Die Bindung von TCDD an die verschiedenen Komponenten in
Blut oder Geweben |&3t sich im Sinn einer Langmuir-lsothermen als die Summe von Termen

schreiben, die der Bindung an je eine Komponente entsprechen:

n,K,[S,][TCDD]
1+K,[TCDD]

zj[sj -TCDD] = ZJ Gleichung 5
wobei n; und K; fir die Anzahl der Bindungsstellen und die Dissoziationskonstante am j-ten
Substrat stehen. Kénnen n; und K; fir die unterschiedlichen Komponenten bestimmt werden,
so kann das Bindungsverhalten in einem Kompartiment vollsténdig beschrieben werden. Die
Verteilung zwischen zwei in Wechselwirkung stehenden Kompartimenten i und k ergibt sich
dann durch Gleichsetzung der Konzentrationen des freien Liganden [TCDD]; k. Bei diesem
Formalismus muf3 jedoch zusétzlich der Austausch gebundener Substanz, z.B. die Aufnahme
von an LDL gebundenes TCDD durch Endozytose der LDL, zwischen Blut und Gewebe
berticksichtigt werden. Dies bedeutet, dal3 die Berechnung der Verteilung zwischen Blut und
Geweben in zwe Schritten erfolgen mufR. Zunachst wird der Austausch der
Plasmabestandteile bzw. der vom Gewebe sekretierten Komponenten zwischen Blut und
Gewebe mit evtl. daran gebundener Substanz simuliert. In einem zweiten Schritt werden die
Konzentrationen der frelen Substanz in Gewebe und Blut gleichgesetzt, unter
Berlicksichtigung der Konzentrationen spezifischer und unspezifischer Bindungspartner in
den beiden Kompartimenten nach dem Stoffaustausch im ersten Schritt. Es ertibrigt sich damit
eine Bestimmung von Verteilungskoeffizienten fir jedes einzelne Organ in verschiedenen
Stadien der Toxizitét von TCDD.

Es gibt nur wenige spezifische Bindungspartner fir TCDD im Korper von Saugetieren,
namentlich der Ah-Rezeptor und CYP1A2. Es sollte angenommen werden, dal3 sich mit
diesen Ausnahmen die Bindung an Gewebebestandteile in zwel Substrattypen, Proteine und
Lipide, unterteilen 183, fir welche die Konstanten nj und K; sich vermutlich nur wenig

zwischen verschiedenen Geweben unterscheiden dirften. Diese Annahme wird unterstiitzt
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durch den Tatsache, dal} eine starke Korrelation der Bindung an Muskelgewebe von
verschiedenen Tierarten und der Bindung an verschiedene Gewebe (Niere, Lunge, Muskel) einer
Tierart gefunden wurde (d.h. wenn sich die Bindung im Muskelgewebe der Ratte und des
Menschen verhielten wie 1:2, und die Bindung im Muskelgewebe und der Lunge der Ratte
verhidt wie 1:4, so verhielt sich die Bindung im Muskelgewebe und der Lunge des Menschen
wie 2:8)'%, Liesse sich dieser Befund weiter erhérten, erdffnete sich ein bedeutendes Potential
fur die Ubertragung von Modellergebnissen basierend auf dieser Methode zwischen Tieren und

dem Menschen'?®.

Die Bestimmung der Konstanten n; und K; erfolgt gemeinhin durch Diayse einer Lésung des
Liganden gegen Losungen, die das Substrat in verschiedenen Konzentrationen enthalten. Die
aulBerst geringe Wasserlddlichkeit von TCDD und seine starke Tendenz, an Apparateteilen zu
haften, machen dieses Verfahren im vorliegenden Fall nahezu unmdglich. Es wurde daher eine
Alternative erarbeitet. Werden die Lésungen zweier makromolekularer Substrate S; und S,
deren eine den Liganden L enthdlt, gegeneinander dialysiert, so verhalten sich nach Einstellung
des Gleichgewichts die Gesamtkonzentrationen des Liganden [Lo] auf beiden Seiten in erster

N&herung wie:

n,[S,]K, -[L,]K, = Lo+ nl[[fl]?l (LaalR) Gleichung 6

Sind die Bindunskonstanten n; und K fur S; bekannt, so lassen sich np und Kz nach dieser
Gleichung durch Variation der Substratkonzentration [S;] und Messung der resultierenden [Lg 1]
und [Lgo] ermitteln. Dies bietet den Vorteil, dal3 durch Wahl eines geeigneten Substrats S, auf
beiden Seiten der Dialysemembran mef3bare K onzentrationen auch von im reinen Ldsungsmittel

sehr schwerl6dichen Liganden erreicht werden kénnen.

Rinderserum-Albumin bietet sich hier als Referenzsubstrat an. Daher mufd zundchst die
Dissoziationskonstante von TCDD an Albumin, Kp, fir die esin der Literatur keine Angaben
gibt, bestimmt werden. Unter der Annahme, dal3 wie bei PCB (siehe oben) nur ein Molekdil
TCDD pro Molekil Albumin adsorbiert wird (d.h. na = 1), 18/ sich Kp durch Inkubation von
Losungen verschiedener Albuminkonzentration [A] in Gegenwart eines Uberschusses von
TCDD (d.h. es mul3 ein ungeltster Bodenkorper verbleiben) erhalten. Unter diesen
Umstanden wird in Gleichung 5 die Konzentration des freien Liganden [TCDD] gleich der

Lodlichkeit des Liganden im reinen Losungsmittel, Lrcpp. Die Gesamtkonzentration des
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Liganden, [TCDDyg], ergibt sich dabei aus der Summe Uber die Konzentration des Albumin-
TCDD Komplexes, [A-TCDD], und der Loslichkeit Lcpp. Damit ist

_ KpLqep [A]

[Ly]=[A -TCDD ]+ Ly = 1+ K oL rop *+ L roop Gleichung 7

Mit zunehmender Substratkonzentration nimmt die durch Bindung ans Substrat in Losung

gebrachte Menge des Liganden zu. Ableitung der Gleichung 7 nach der Albuminkonzentration

ergibt
d([Lg]) - KoLt d([A]) + dL TCDD  — KoL reon Gleichung 8
d([A]) 1+Kpleep d([A])  d([A])  1+KpLqenp
Durch Auflésen von Gleichung 8 nach Kp erhét man mit d([Lg])/d([A]) = A
Ky = a Gleichung 9
L TCDD (1 - A)

Aus der Steigung A einer Auftragung der gemessenen Konzentration [Lg] gegen die
eingesetzten Albuminkonzentrationen [A] ergibt damit sich die Bindungskonstante nach
Gleichung 9. Der Achsenabschnitt dieser Auftragung entspricht dabel der Léslichkeit von
TCDD im verwendeten Puffer, Ltcpp. Diese kann jedoch auch aus unabhangigen Messungen
bestimmt und durch Vergleich mit Literaturwerten fir die Loslichkeit in Wasser Uberprift

werden. Sie sollte sich von der Lodlichkeit in reinem Wasser nicht stark unterscheiden.

Zur Vaidierung des Ansatzes sollten Verteilungen zwischen Lésungen von Rinderalbumin
und Homogenaten einiger sich in ihrer Zusammensetzung stark unterscheidender Organe
untersucht werden. Ein Vergleich von Leber-, Weil3fett- und Muskelgewebe wirde diesem
Anspruch gerecht. Lief3e sich das Verteilungsverhalten von TCDD unter diesen Bedingungen
durch den oben beschriebenen Ansatz hinreichend genau beschreiben, so lief3e sich annehmen,

daid auch alle anderen Gewebe analog reprasentiert werden kénnen.

Der hier aufgezeigte, neuartige Ansatz fir die Modellierung des toxikokinetischen Verhaltens
von TCDD, der auch auf andere Substanzen Ubertragbar wére, konnte eine deutliche
Vereinfachung bei der Entwicklung von PBPK-Modellen mit sich bringen. Insbesondere
koénnte er die Ermittlung gewebespezifischer Parameter fir solche Modelle vereinheitlichen,
und die Ubertragung der Ergebnisse einer solchen Modellierung zwischen verschiedenen

Spezies erleichtern.
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15 Stimulierung der Ausscheidung von TCDD durch

Nahrungszusétze

Aufgrund ihrer hohen Lipophilie, geringen Wasserloslichkeit, und hohen chemischen
Bestandigkeit weisen die Polychlordibenzo-p-dioxine (PCDD) und -furane (PCDF) extrem
lange Halbwertszeiten der Ausscheidung im Koérper von Saugetieren, besonders aber im
menschlichen Korper (5 - 10 Jahre), auf. Das breite Spektrum von Verénderungen, das diese
Substanzen in beinahe allen molekularbiologischen Testsystemen hervorzurufen im Stande
sind, lassen eine Minimierung der menschlichen Exposition auf jeden Fall wiinschenswert
erscheinen. Fir Individuen, die in der Vergangenheit hohen Dosen ausgesetzt waren, ist eine
Reduktion der Exposition aufgrund der langen Halbwertszeiten jedoch nicht ausreichend um
eine potentielle Schadigung abzuwenden. In solchen Falen muf3 die Erhéhung der

Ausscheidung erreicht werden.

Eine Stimulierung der Ausscheidung hochlipophiler Xenobiotika im Korper von Saugetieren
kann durch geeignete Futtermittel zusétze erzielt werden. So konnten die Halbwertszeiten der
Ausscheidung von Hexachlorbenzol, Hexabrombiphenyl und der Insektizide DDT und Mirex
in mehreren Versuchstierspezies durch Zusatz von Hexadekan zum Futter signifikant
reduziert werden'*12>126127128 * K hnich wirkt der Zusatz des Harzes Cholestyramin auf die
Ausscheidung von Hexabrombiphenyl in Rhesusaffen, und eine Kombination von
Cholestyramin mit Reisspelzen erhthte die Ausscheidung von PCDF und polychlorierten
Biphenylen (PCB) in einigen, aber nicht alen untersuchten Yusho- und Yu-Cheng-

Patient eanS, 129,130

Unter Umsténden besteht die Moglichkeit, eine hohe Belastung mit PCDD evtl. auch in
Menschen durch entsprechende Nahrungszusédtze zu reduzieren. Um diese Moglichkeit zu
prufen, kann die Stimulation der Ausscheidung einer nicht-letalen Dosis von TCDD in Ratten
durch Zusatz von Hexadekan oder Cholestyramin modellhaft untersucht werden. Eine solche
Untersuchung wurde bereits durchgefiihrt, wobei eine Erhdhung der Ausscheidung von 14 %
auf 39 % innerhalb von 10 Tagen durch die Gabe von Hexadekan beobachtet wurde. Jedoch
waren die verwendeten Dosen (60 pg TCDD/kg Korpergewicht) so hoch, dald sie zu einer 60 —
100 %igen Letalitét in den eingesetzten Rattengruppen wahrend der 50tagigen V ersuchsdauer
fihrte. Die Gabe von Hexadekan erhdhte dabei die Letalitét von 60 % auf 100 %",
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Um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen zu gewahrleisten, muf? aber den
Unterschieden zwischen Mensch und Ratte Rechnung getragen werden. Bisher wurden alle
Untersuchungen zur Ausscheidung von TCDD in Ratten bei Dosen durchgefihrt, die zu
deutlicher Induktion der Enzymaktivitét in hepatischen Mikrosomen fihren. Eine leichte
Induktion (30 %) wird bereits bel Dosen Uber 3 ng/kg Kdrpergewicht beobachtet, und die
Induktion erreicht ihr Maximum (5500 %) bel ca. 1pg/kg Korpergewicht in weiblichen
Wistar Ratten®®. Wie oben erwahnt ist nicht einwandfrei geklart, ob diese erhdhte
enzymatische Aktivitét effektiv einer Auto-Induktion des Metabolismus von TCDD in Ratten
entspricht, und ob und bei welchen Dosen der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Ausscheidung der Metabolismus von TCDD oder die Ausscheidung durch die Darmwand ist.
Jedenfalls wurde eine der in Ratten festzustellenden Enzyminduktion vergleichbare Erhthung
der metabolischen Aktivitat im Menschen bisher nicht beobachtet. In diesem Punkt, wie auch
hinsichtlich der Verteilung von TCDD zwischen Leber und Fettgewebe, verhédlt sich TCDD

im Menschen so wie in einer mit einer nicht-enzyminduzierenden Dosis behandelten Ratte.
16 Aufgabenstellung

Eine Voraussetzung fur eine wissenschaftlich fundierte Abschéatzung des Gesundheitsrisikos
fur den Menschen ist die Verflgbarkeit eines geeigneten Modells. Wéahrend sich Modelle
finden lassen, die bezlglich einzelner Endpunkte der Toxizitét ein dhnliches Verhalten zeigen
wie das im Menschen beobachtete, wurde doch noch kein System identifiziert, welches die
vielen Aspekte der Toxizitat der PCDD/F im Menschen umfassend zu modellieren vermocht
hétte. Die grofRen und in vielen Aspekten noch unzureichend aufgeklérten Unterschiede
zwischen den Spezies in den Konzentrationsabhangigkeiten vieler Endpunkte haben ale

bisher vorgeschlagenen Tiermodelle al's unzureichend erscheinen lassen™?.

Die Prozesse, die bei der Ausbildung der toxischen Effekte der PCDD/F eine Rolle spielen,
sind vielschichtig. Unterschiedliche enzymatische Aktivitdten, Transportprozesse,
Erndhrungsgewohnheiten und andere Gegebenheiten erschweren den speziesiibergreifenden
Vergleich der Vorgange in belasteten Individuen. Die grof3e Anzahl der zu berlicksi chtigenden
Parameter ist im Laborversuch kaum noch erfal3bar, und so sind einige Versuche
unternommen worden, in silico Modelle zu konstruieren, mit deren Hilfe Hypothesen getestet

und Speziesunterschiede geklart werden konnen'®31341%°,

Diese Computermodelle
berlicksichtigten notwendigerweise physiologische Details, um Speziesvergleiche zu

ermoglichen. Bedingung fir die Erstellung von solchen physiologisch basierenden
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pharmakokinetischen oder PBPK-Modellen ist die Verfugbarkeit von numerischen Werten fir
die den physiologischen Prozessen zugrundeliegenden physikalischen Konstanten. Hierzu
gehoren zuverlassig dokumentierte Grofden, wie der durchschnittliche Anteil des Fettgewebes
am Gesamtgewicht in verschiedenen Spezies™®. Eine Vielzahl anderer GrofRen muR jedoch
meist abgeleitet, abgeschétzt oder auf andere Weise ermittelt werden. Besondere Bedeutung
erlangen hierbei Verteilungskoeffizienten und Extraktionskoeffizienten, die den Transport
zwischen verschiedenen Kompartimenten eines Modells beschreiben. Verschiedene,
theoretische wie experimentelle, Methoden fir eine Abschéatzung dieser Parameter sind in der
Literatur beschrieben™"**®. Diese eignen sich jedoch nur begrenzt oder nicht fiir Substanzen
mit einem physikalischen Eigenschaftsprofil vergleichbar dem der PCDD/F, da insbesondere
deren geringe Wasserl0dlichkeit, hohe Lipophilie und die Tendenz, an Oberflachen zu haften,
mit den beschriebenen Methoden nicht zu handhaben sind. Es war daher eine Aufgabe der
vorliegenden Arbeit, Methoden fur eine solche Bestimmung zu erarbeiten, um diese Grof3en
fur TCDD ds Stellvertreter fur die PCDD/F in Ratten, wiederum stellvertretend fir
Sdugetiere, zu bestimmen. Vorbereitend sollte es unternommen werden, fur ein bereits
bestehendes PBPK-Modell, in dem mehrere Unterkompartimente in Blut berticksichtigt
werden, eine auf experimentellen Daten beruhende mathematische Beschreibung der

Verteilung von TCDD auf diese Unterkompartimente zu finden.

Ein weiterer Aspekt der Aufgabenstellung bestand in der Untersuchung der limitierenden
Faktoren fur die Eliminierung der PCDD/F aus dem Korper von Sdugetieren und deren
mogliche Beeinflussung. Die Halbwertszeiten fur die Eliminierung der PCDD/F in
Séugetieren sind extrem hoch, entsprechend hoch ihre Tendenz zur Bioakkumulation™.
Individuen, die z.B. bei Unfédllen groRen Mengen dieser Substanzen ausgesetzt wurden,
konnen diese so gut wie nicht mehr eliminieren, da die Ausscheidung auch hoher Dosen nur
wenig Uber der taglichen Aufnahme mit der Nahrung liegt. Es sollte daher untersucht werden,
welche Faktoren die Eliminierungsrate bestimmen und ob diese durch entsprechende
Mal3nahmen erhoht werden konnte. Auch hier sollte die Untersuchung anhand des Verhaltens
von TCDD in Ratten modellhaft fur Saugetiere durchgefiihrt und die Ergebnisse in ihrer

Ubertragbarkeit auf andere Spezies diskutiert werden.
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2 M aterial und M ethoden:

2.1 Vorbemerkung

Nach ersten Verdachtsmomenten zu Beginn der Arbeit (die scheinbare Loslichkeit des
Standards in reinem Wasser lag Giber den Angaben fir die Loslichkeit von TCDD in walrigem
Milieu in der Literatur) wurde der *H-TCDD-Standard, mit dem die Mehrzahl der
beschriebenen Experimente durchgefuhrt wurden, mittels GC/MS auf seine Reinheit
Uberpruft. Aufgrund eines Kommunikationsfehlers wurde der Standard dabei jedoch nur auf
das Vorliegen von Tetra- und hoherchlorierten Dibenzodioxinen untersucht und far rein
befunden. Erst nach zweijahriger Arbeit mit der benutzten Charge des *H-TCDD-Standards
wurde festgestellt, dal? dieser, vermutlich durch radiolytische Zersetzung, eine radiochemische
Reinheit von nur 70 % besal’. Aus diesem Grund wird bel den mit diesem ungereinigten

Standard durchgefiihrten Versuchen die Bezeichnung ,, ungereinigtes *H-TCDD* verwendet.

Auf Mengenangaben in g bzw. mol wird verzichtet und ausschliefflich die verarbeitete Menge
an Radioaktivitédt in uCi angefuhrt. Wo es zu Vergleichszwecken sinnvoll ist, wird jedoch der
Zusatz ,ca. X g bezogen auf die reine Substanz” in Klammern beigefugt. Bei mit TCDD oder
14C-TCDD isotopenverdiinntem ungereinigtem *H-TCDD werden diese Angaben genannt, da

durch die Verdinnung der Verunreinigungsgrad jewells < 2 % betrug.

Fals nicht anders vermerkt, wurden bei alen beschriebenen Messungen

Doppel bestimmungen durchgefihrt.
2.2 L abor gerate und Hilfsmittel

Die experimentellen Arbeiten wurden teills am The University of Kansas Medical Center,
Kansas City, KS, USA, teils am Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit, Neuherberg,
durchgefiihrt. Die etwas unterschiedliche Ausstattung der jeweiligen Laboratorien machte in
einigen Fallen den Einsatz unterschiedlicher Methoden fir die Messung desselben Parameters
unumganglich. Die folgenden Methodenbeschreibungen sind daher, wo angebracht, nach dem

Ort ihrer Durchfihrung gegliedert.

221 Geréte, welche bei in Kansas City, USA, durchgefihrten Versuchen Verwendung

fanden

Szintillationszéhler: 1900 CA, Packard Instrument Co., Meriden, CT, USA



Zentrifugen

Rotoren:

Zentrifugenbehdlter:

Vorrichtung zur

Blutfraktionierung:

Analyseroboter:

Gel-Elektrophorese-
Gerdét:

Densitometrie:
Gefriertrockner:

Fluoreszenz-

spektrometer:

UV/VIS-Spektrometer:

Horizontal schittler:

Gewebehomogenisator:

29

Tischzentrifuge TJ-6 (bis 5000 x g), Ultrazentrifugen L-65 (5000 —
288.000 x g), TL 100 (288.000 — 412.000 x g), , alle Beckman
Instruments, Palo Alto, CA, USA

SWA41.Tl (288.000 x g), 50.2 TI (10.000 x g, 100.000 x g) fir
Einsatz in L7-65, TLA100.3 (412.000 x @) fur Einsatz in TL100,
ale Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA

13 x 89 mm Polyallomer-Zentrifugenréhrchen in SW41.Tl, 13 x 64
mm Polycarbonat-Zentrifugenréhrchen in 50.2 Tl; 13 x 51 mm
Polycarbonat-Zentrifugenrdhrchen in TLA100.3, alle Beckman
Instruments, Palo Alto, CA, USA

Hoefer Scientific FS101 Gradient Tube Fractionator, Hoefer
Scientific, San Francisco, CA, USA, verbunden mit FC80
Fraktionssammler Uber Minipuls 2 Peristaltic Pump, beide Gilson
Medical Instruments, Middleton, WI, USA

CobasMira Automatical Analyzer, Roche Analytical Instruments
Inc., Nutley, NJ, USA

Model H5 Horizontal Gel Electrophoresis Apparatus, submarine
Konfiguration, Gibco BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD,
USA

CS9000 Flying Spot Scanner, Shimadzu Co., Kyoto, Japan
Labconco Freeze dryer, Labconco Corp. Kansas City, MO, USA

Spectrofluorophotometer RF-540 mit Data Recorder DR-34, beide
Shimadzu Co., Kyoto, Japan

Spectrophotometer RF-160, Shimadzu Co., Kyoto, Japan

Reciprocal Shaker R3506; LAB-LINE Instruments Inc.; Melrose
Park, IL, USA

Potter S, Braun Melsungen; Glasgefal¥/Teflonpistill
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222 Geréte, welche bei in Neuherberg durchgeftihrten Versuchen Verwendung fanden
Szintillationszéhler: 1600 TR, Packard Instrument GmbH, Dreieich
Verbrennungsautomat:  B306, Packard Instrument GmbH, Dreieich

Zentrifugen: Biofuge 22R, Heraeus Sepatech, Osterode

Rotoren: HFA 1494 (1.500 g, 4.000 g) fur Einsatz in Biofuge 22R, Heraeus
Sepatech, Osterode

HPLC: Saule: Bakerbond PAH 16-PLUS, 250 x 3.0 (Lange xi.D.), J.T.
Baker B.V., Deventer, Niederlande; Pumpe: LC10AD, Shimadzu
Corp., Kyoto, Japan; UV-VIS-Detektor: L3000 Photo Diode Array
Detector, Hitachi, Tokyo, Japan; XY -Schreiber: SE120, Bachofer
Laborgeréte, Reutlingen

Gefriertrockner: Beta 1-16, Martin Christ Gefriertrocknunsanlagen, Osterode

Horizontal schiittler: K S250, IKA-Labortechnik, Staufen

2.3 Chemikalien
231 Chemikalien, welche bei in Kansas City, USA, durchgefihrten Versuchen
Verwendung fanden

Ungereinigtes *H-TCDD (spez. Aktivitat 40 Ci/mmol, radiochemische Reinheit 97 % laut
Angabe des Herstellers, Referenzdatum Okt. 1987) und TCDD (chemische Reinheit >98 %,
bestimmt durch GC/MS) stammten von Cambridge Isotope Lab., Woburn, MA, USA; *Cs-
TCDD (spez. Aktivitéat 0,122 Ci/mmol, radiochemische Reinheit >98 % laut Angabe des
Herstellers, Referenzdatum April 87, chemische Reinheit >97 %, bestimmt durch GC/MYS)
Angaben im Text zur Aktivitét beziehen sich jeweils auf die Aktivitdt zur Zeit der
Durchfihrung eines Versuchs. Die Kombination aus Soluene 350 fir das Losen von Geweben
mit Hionic Fluor Szintillationscocktail wurde wegen der geringen Chemolumineszenzneigung
gewdhit. Toluol OptimaGold grade sowie alle anderen Lésungsmittel der Reinheit HPLC
grade wurden von Fisher Scientific, St. Louis, MO, USA, bezogen. Chemikalien ohne
gesonderte Angabe stammten von Fisher Scientific, St. Louis, MO, USA, oder Sigma
Chemicals, St. Louis, MO, USA.
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Kommerziell erhdltliche Analysesets fanden Verwendung bei der Bestimmung von
Cholesterinen (Cholesterin + Cholesterinester; Cholesterol/HP, Boehringer Mannheim,
Mannheim), Phospholipiden (Phospholipids B, Wako Pure Chemica Industries, Richmond,
VA, USA), Triglyzeriden (Sigma Procedure #337, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), freiem Glyzerin (Sigma Procedure #337A, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
und Proteinen in Plasma (Sigma Procedure #540, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
oder Lipoproteinfraktionen (Sigma Procedure #611, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA). Die Implementierung dieser Analysemethoden auf einem Analyseroboter erfolgte nach

Angaben desjeweiligen Herstellers.

Fur die Agarosegel-Elektrophorese wurde Agarose Medium EEO (Geltemperatur 35-45 °C,
Gelstarke >1000 g/cm?, EEO-Mr. 0,16-0,19, Fisher Biochemistry Products, Fisher Scientific,
St. Louis, MO, USA) verwendet. Diethylbarbitursdure (DEBS), Na-diethylbarbiturat und
Calciumlactat wurden von Dr. T.L. Pazdernik, Dept. of Pharmacol., Toxicol., Therap., The
University of Kansas Medical Center, zur Verfigung gestellt. Alle weiteren fir die
Elektrophorese verbrauchten Materialien der Reinheitsstufe Biochemical grade stammten von
Fisher Scientific, St. Louis, MO, USA.

Die Bezeichnung Phosphatpuffer stent im folgenden fur eine wal¥ige LoOsung der
Zusammensetzung: 10 mM NaH,PO4/NaHPO,, 0,137 M NaCl, 2 mM Ethylendiamin-
tetraessigsaure (EDTA), 2,7 mM KCI, 1 mM NaN3z, pH 7,4 bel 25 °C. Diese wurde durch
Zugabe entsprechender Mengen NaNs und Na-EDTA zu aus kommerziell erhdltlichen
Tabletten (Phosphate buffered saline, Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) hergestelltem
Puffer dargestellt. Sukrosepuffer bezeichnet eine wéldrige Losung der Zusammensetzung:
0,32 M Sukrose, 10 mM N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-ethansulfonsaure (HEPES), 1 mM
EDTA, pH 7 bei 25 °C.

232 Chemikalien, welche bei in Neuherberg durchgefiihrten Versuchen Verwendung

fanden

Eine kleine Menge (100 pCi) des in Kansas eingesetzten ungereinigten *H-TCDD wurde nach
Neuherberg transportiert. Wenn nicht anders vermerkt kamen Losungsmittel des
Reinheitsgrades zur Ruckstandsanalyse (z.RA.) der Firma Promochem, Wesel, zum Einsatz.
Die Materidien fur die Sdulenchromatographie stammten von Promochem, Wesel (Na,SOy,
Florisil), ICN Biomedicals, Eschwege (Alumina, Silica) und Merck, Darmstadt (Seesand,
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H,S0.). Konz. H,SO,4 und konz. HCl wurden von Merck, Darmstadt, bezogen. Monophase S

von Canberra Packard GmbH, Dreieich, wurde a's Szintill ationscocktail verwendet.
24 Umgang mit TCDD-haltigen L 6sungen

TCDD besitzt eine hohe Neigung an Oberflachen aller Art zu haften. Dieser Umstand machte
sich immer wieder in Form niedriger Wiederfindungsraten bemerkbar. Besonders stark haftet
TCDD dabei an Kunststoffoberfléchen, eine Ausnahme bilden hierbei nur die fluorierten
Kunststoffe. Beim Umgang mit TCDD-haltigen L&sungen wurden daher wo immer mdglich
Teflon-, Glas- oder Metallwerkstiicke eingesetzt. Der Umgang mit TCDD wurde durch das
Protokoll "Procedural descriptions of the handling of 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin
(TCDD) and its higher chlorinated congeners (PCDDs)" im Einvernehmen mit dem Safety
Office der University of Kansas Medical Center (Kansas City, KS, USA) geregelt bzw. durch
die Standard Operating Procedure D0002 ,,V orsichtsmal3nahmen Sonderlabor Dioxine" des
Sonderlabors Dioxine am Intituts fur Okologische Chemie, GSF Forschungszentrum fir

Umwelt und Gesundheit, Neuherberg.
2.5 Bestimmung von Radioaktivitatsgehalten

251 Radioaktivitéatsbestimmung in Kansas City, USA
2511 Allgemeine Methoden

20 ml Szintillationsglaser aus Borosilicatglas stammten von Fisher Scientific, St. Louis, MO,
USA. Farblose Proben in geringen Mengen waéldrigen Mediums oder organischen
Losungsmittels wurden mit 10 ml Szintillationscocktail vermischt und im Szintillationszahler
vermessen. Der Gehalt des jeweiligen Nuklids wurde aus Zahlrate und Quenchfaktor
errechnet. Der Quenchfaktor wurde aus dem Quench der Probe durch Vergleich mit einer
durch Interpolation zwischen 10 gequenchten Standards ermittelten Quenchkurve bestimmit.
Die Berechnungen wurden mit enem vom Hersteller des Gerdts bezogenen
Computerprogramm durchgefihrt. Die geguenchten Standards wurden ebenfalls vom
Hersteller des Szintillationszéhlers bezogen. Dabel wurde vorausgesetzt, dald in diesen
Proben, wie auch in den Standards, im wesentlichen der gelGste Sauerstoff as quenchendes

Agens wirkte.

Durch geeignete Kontrollexperimente (Messung der Aktivitét in einer Losung vor und nach

Zugabe verschiedener Probenvolumina) konnte gezeigt werden, dal3 dies fur Plasmaproben
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(bis 500 pl), Urinproben (bis 1 ml) sowie Proben wéal¥riger Protein- (z.B. Rinderserumalbumin
(RS-Albumin)) oder Salzlésungen (z.B. NaBr) glltig war, trotz der fir Plasma und Urin
ublichen leichten Gelbférbung bzw. der bei Plasma, Protein- und SalzlGsungen beim Zusatz
von Szintillationscocktail auftretenden farblosen Niederschlage. Fur ale Proben, welche die
obige Voraussetzung nicht erfullten (z.B. stark geféarbte Proben; die Emissionswellenlange des
Fluoreszenzfarbstoffs im Szintillationscocktail liegt im Bereich des sichtbaren Lichts),
wurden eigene Quenchkurven erstellt. Dazu wurden gleiche Volumina einer das Nuklid
enthaltenden Lésung in Toluol in 13 Szintillationsglaser pipettiert. Jeweils 3 dieser Proben
wurden ohne weitere Behandlung zur Bestimmung des Gehalts wie oben vermessen, den
verbleibenden 10 Proben wurden unterschiedliche Mengen des zu untersuchenden Materials
zugesetzt und gegebenenfalls der fur das Material vorgesehenen Behandlung unterzogen.
Diese wurden anschlief3end unter Angabe des tatséchlichen Gehalts an Radioaktivitat zur

Aufnahme einer Quenchkurve verwendet.

2512 Messung der Radioaktivitét in Proben von Vollblut oder isolierter
Blutzellfraktionen

Proben von Vollblut oder isolierter Blutzellfraktionen wurden mit H,O, entférbt. Dazu
wurden 100-150mg der Probe in en Szintillationsglas pipettiert, 1ml einer
Gewebel 6ser/Isopropanol-Mischung (Vol.-Verhdltnis 1:1) zugegeben, das Glas verschlossen
und 15 min auf 50 °C erwarmt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur (RT) wurden unter
Schitteln 0,5ml 30 %iges H,O, in 10 Portionen a 50 ul zugegeben. Das Glas wurde
anschlief3end unter gelegentlichem Schwenken unverschlossen 15 min bei RT, 15 min bei
50 °C und wieder 30 min bei RT stehengelassen. Dann wurden 10 ml Szintillationscocktail
zugegeben und das Glas nhochmals unverschlossen bei 30 min stehengel assen. Diese Methodik
wird vom Hersteller des Szintillationszéhlers empfohlen. Schon leichte Abweichungen von
diesem Protokoll fuhrten haufig zu einer dunklen Eintriibung, die eine Auswertung unmaoglich

machte.
2513 Messung der Radioaktivitédt in Agarosegel stiicken

Fur die Bestimmung von Radioaktivitdt in Agarosegel-Streifen wurden zwel Methoden
erprobt:

a. Zerstorung des Gels durch wiederholtes Gefrieren/Auftauen, und

b. Schmelzen des Gelsim Mikrowellenofen.
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Fur die Methode a. ergab sich in einem Kontrollexperiment eine Wiederfindungsrate von
89+ 3%, fur Methode b. 87 + 3%. Der geringere Zeitaufwand gab den Ausschlag fur die
Wahl der Methode b. Dazu wurden die Gelsticke mit 0,5ml Phosphatpuffer in
Szintillationsglaser Uberfuhrt und in einem Mikrowellenofen erhitzt bis das Gelstiick nicht
mehr zu erkennen war und sich in der Lésung Blasen zu bilden begannen. Der heif3en Losung

wurden sofort 10 ml Szintillationscocktail zugegeben.
2514 Bestimmung von Radioaktivitatsgehalten in Geweben

Tierische Gewebe wurden entsprechend oder in leichter Abwandlung der vom Hersteller des
Szintillationszahlers empfohlenen Methoden vorbehandelt: Eine Probe des jeweiligen
Gewebes (Leber, Nieren: 80- 100 mg; Fettgewebe: 150 - 200 mg; Haut: 300- 400 mg;
Muskel: 350 - 500 mg) wurde in einem Szintillationsglas zerkleinert. Nach Zusatz von 3 ml
Gewebel6ser wurde das Gefald fest verschlossen und unter gelegentlichem Schwenken bel
50 °C bis zur vdlligen Auflosung des Gewebes inkubiert (12 —24 h). Anschlief3end wurden
15 ml Szintillationscocktail zugesetzt.

2515 Abschétzung des Gehalts an Radioaktivitét in Rattenfazes im Szintillationszahler
Fur Proben getrockneter Fazes wurden drel alternative Behandlungsmethoden geprift:

a. Quellen von 15-20mg getrockneter Fazes mit 0,1 ml Wasser (30 min), Anlésen der
organischen Bestandteile mit 1 ml Gewebeldser (60 min, 40 °C), Zugabe von 0,5 ml
Isopropanol, Oxidation farbiger Bestandteile mit 0,2 ml 30 %igem H,0O,; (10 min, RT;
2 h, 40 °C), Zugabe von 10 ml Szintillationscocktail;

b. 60-100 mg Fazes, Oxidation farbiger Bestandteile mit 1,5 ml konz. HCIO4/30 %igem
H,O, (Vol.-Verhdtnis 1:1; 60 min, 50 - 70 °C), Kuhlen im Eisbad, Zugabe von 15 ml

Szintillationscocktail ;

c. 40-50mg Fazes, Oxidation farbiger Bestandteile mit 1,5ml 1 N H,SO,4 in 10 %igem
Ethanol/1 ml NaOCI, (kurz schitteln, lose verschlief3en, 60 min, 50 °C), Zugabe von
15 ml Szintillationscocktail.

Methode a. wird vom Hersteller des Szintillationszahlers empfohlen, b. und c. wurden der
Literatur entnommen'®. Methode a erwies sich aufgrund der geringen einsetzbaren
Substanzmenge als zu unempfindlich, Methode c. konnte den Quench der Proben nicht

ausreichend reduzieren. Bel Methode b. trat eine dstarke, zeitlich abhangige
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Chemolumineszenz auf. Dennoch war diese geeignet, eine Abschéatzung der zu erwartenden
Ergebnisse zu erhaten, wenn zwischen der Behandlung der Proben mindestens 14 Tage, auf
jeden Fall aber eine konstante Zeitspanne fur die zu vergleichenden Proben, verstrich. Die
endgultige Auswertung der Fézes muldte unter Verwendung eines Verbrennungsautomaten in

Neuherberg vorgenommen werden.
252 Radioaktivitétsbestimmung in Neuherberg

20 ml Szintillationsglaser aus Polyethylen stammten von Canberra Packard GmbH, Dreieich.
Der Szintillationscocktail Monophase S wurde spezifisch fur die Verwendung mit tritiierten
Substanzen in Verbrennungsautomaten entwickelt. Da eine Standardreihe gequenchter Proben
fUr diesen Szintillationscocktail nicht erhdtlich war, mufite eine solche Quenchkurve erstellt
werden. Dazu wurden gleiche Volumina einer das Nuklid enthaltenden Losung in Toluol in 13
Szintillationsglaser pipettiert. Jeweils 3 dieser Proben wurden mit 15ml Optima Gold
(Canberra Packard GmbH, Dreeich) versetzt und in einem Szintillationszahler (Abteilung
Technischer Strahlenschutz des GSF-Forschungszentrums fir Umwelt und Gesundheit), auf
dem ene Quenchkurve fur diesen Szintillationscocktail implementiert war, auf ihren
Radioaktivitéatsgehalt bestimmt. Den verbleibenden 10 Proben wurden je 12 ml Monophase S
und anschlieffend verschiedene Mengen (0-6ml) mit Sauerstoff gesdttigten Wassers
zugegeben. Mit den so erstellten unterschiedlich gequenchten Proben wurde dann eine
Quenchkurve ermittelt. Diese wurde im Folgenden auf alle zu messenden Proben angewendet.
Proben, fur deren Messung eine so erstellte Quenchkurve nicht angemessen erschien (z.B.

Vollblut, Fézes) wurden im Verbrennungsautomaten in °H,0 bzw. **CO; tiberfiihrt.

2.6 Bestimmung der Proteinkonzentrationen in mikrosomalen

Suspensionen und hochver dinnten waldrigen Albuminldsungen

Die Bestimmung der Poteinkonzentration der Proben wurde mit der Methode nach Bradford
durchgefiihrt, einerseits wegen der héheren Empfindlichkeit der Methode (hochverdinnte
waldrige Albuminlésungen: Detektionsimit 1 mg/l gegeniber 10 mg/l bei der Methode
Sigma Procedure 611), andererseits well diese Vorgehensweise die Vergleichbarkeit mit den
Ergebnissen anderer Experimentatoren in demselben Labor sicherstellte (mikrosomale
Suspensionen)'®. Eine Eichkurve wurde mit Hilfe eines Standards (0,2 g RS-Albumin/l;
Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA) erstellt. Hierzu wurden jeweils 20, 40, 60, 80 und
100 pl des Standards mit Sukrosepuffer auf 100 pl aufgefillt. Je 20 pl dieser Losungen
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wurden mit 1 ml einer Coomassie-Blau-Losung (Pierce, Chemical Co., Rockford, IL, USA)
vermischt. Nach 2 Minuten wurde die Extinktion bei 595 nm auf einem UV/VIS
Spektrometer gemessen und aus den Mel3werten eine Eichkurve erstellt. Je zwei Aliquot von
50 pl der zu bestimmenden Probe wurden vor der Messung mit je 650 pl Sukrosepuffer
verdinnt, je 20 ul der verdinnten Losungen zu 1 ml Coomassie-Blau-LAsung gegeben und
wie oben vermessen. Die Absorption wurde vom Gerdt anhand der Eichkurve selbsttétig in

die entsprechende Proteinkonzentration umgerechnet.

2.7 Unter suchungen zum Verteilungsver halten von TCDD in Blut

von Mensch und Ratten
271 M ethodenentwicklung
27.1.1 Entnahme und K onservierung von Blut- bzw. Plasmaproben

Blut wurde freiwilligen gesunden mannlichen Spendern (Alter 19-—49 Jahre) aus einer
Oberarmvene bzw. méannlichen Sprague-Dawley Ratten unter CO,-Anasthesie aus der vena
cava jeweils nach 12stindigem Fasten entnommen. Die evakuierten 10ml
Blutentnahmerohrchen enthielten 14 mg (38 umol) EDTA. Die Proben wurden bis zur
weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. Plasma wurde durch Zentrifugation (1400 x g, 15 min
bei 4°C) isoliert. Um Verdnderungen des Plasmas wahrend der Aufbewahrung und der
Durchfihrung der Experimente zu minimieren, wurden dem Plasma je 10 pl einer waldrigen
Losung der Zusammensetzung 37,1 mM Thimerosal, 0,2 M NaN3; und 0,3 mM Glutathion
sowie 10upl 0,2M Phenylmethansulphonsdurefluorid in Isopropanol jeml Plasma
tropfenweise unter leichtem Schwenken zugesetzt'*. Da auch die Zugabe der genannten
Konservierungsmittel den enzymatischen wie auch den oxidativen Abbau der Lipoproteine nie
ganz verhindern koénnen, wurde die Isolierung der Lipoproteinfraktionen und die
anschlieffende Bestimmung der Lipid-, Protein- und Radioaktivitatsgehalte stets so schnell
wie moglich nach der Blutentnahme begonnen und jeder Versuch innerhalb hdchstens 72 h

abgeschlossen.
2.7.1.2 Inkubation von Vollblut bzw. Plasma mit ungereinigtem *H-TCDD/TCDD

Inkubationen wurden stets innerhalb von 6 h nach Entnahme der Blutproben vorgenommen.
Ungereinigtes *H-TCDD bzw. ungereinigtes, isotopenverdiinntes *H-TCDD/TCDD, gelést in
Toluol oder Azeton, wurde in ein Glasgefald eingebracht und das Lodsungsmittel im
Stickstoffstrom vertrieben. Es fanden entweder Glasgefél3e aus Braunglas Verwendung, oder
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Tabelle 2-1: Mengen NaBr zur Einstellung von Losungen definierter Dichte ausgehend
von 0,15 M NaCl

Zugabe Eingestellte Dichte Brechungsindex
[g NaBr/1 0,15 M NacCl] [g/ml] [n}) ]
0 1,006 1,3340
17,6 1,016 1,3364
82,2 1,063 1,3444
* 1,210 1,3699
371 1,231 1,3734

*Losungen der Dichte d = 1,21 wurden durch Zugabe von 10,3 ml 0,15 M NaCl-Lsung (d = 1,006 g/ml) zu
100 ml Lésung der Dichte d = 1,231 hergestellt

das Gefdl wurde mittels Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt. Danach wurde Vollblut oder
Plasma zugegeben, das Gefd3 luftdicht verschlossen und 60 min bei RT auf einem
Horizontalschiittler leicht geschwenkt. Anschliefend wurde die Fliissigkeit in ein weiteres
Gefal3 tiberfiihrt und weitere 60 min bei RT zur Gleichgewichtseinstellung stehen gelassen.
Das Inkubationsgefd3 wurde durch schrittweises Spiilen mit Wasser, Methanol, Aceton sowie
Toluol gereinigt und die bei der Inkubation nicht aufgenommenen Menge an Radioaktivitit

aus den Spiilfliissigkeiten bestimmt.

2.7.1.3 Herstellung von NaCl/NaBr-Losungen definierter Dichte fiir die
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation

Die Vorbereitung der auf unterschiedliche Dichten eingestellten Losungen erfolgte nach
Vorschriften, die in den Lipid Laboratories des University of Kansas Medical Centers
erarbeitet wurden. Dazu wurde eine 0,15 M NaCl-Losung (d = 1,006 g/ml) hergestellt: 8,77 g
NaCl wurden in 750 ml deionisiertem Wasser aufgelost und zur Vermeidung bakterieller
Kontamination 0,13 g NaN3 (2 mmol) und 0,372 g Na,-EDTA (1 mmol) zugefiigt; der pH der
Losung wurde mittels 2 N NaOH auf 7,4 eingestellt und die Losung mit deionisiertem Wasser

auf ein Volumen von 1 I aufgefiillt.

Losungen hoherer Dichte wurden durch Zugabe von NaBr zu dieser Ausgangslosung erhalten,
mit Ausnahme der Losung der Dichte d = 1,21, die durch Zugabe von 10,3 ml 0,15 M NaCl-
Losung (d = 1,006 g/ml) zu 100 ml Losung der Dichte d =1,231 hergestellt wurde. Die

korrekte Einstellung der Dichte wurde anhand des Brechungsindex der Natrium D-Linie bei
20 °C (n},) liberpriift. Die zur Einstellung von Losungen hoherer Dichte eingesetzten Mengen

NaBr ing/100 ml der 0,15 M NaCl-Ausgangslosung sowie die korrespondierenden

Brechungsindizes sind in Tabelle 2-1 zusammengefaft'**.
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2714 Herstellung eines Dichtegradienten fur die Fraktionierung von Plasmadurch
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation

Zur Unterschichtung einer Plasmaprobe mit einer Salzlosung hoherer Dichte wurde die
Plasmaprobe in ein 13 x 89 mm Polyallomer-Zentrifugenrohrchen gegeben und in einer auf
einer Hebebiihne befestigten Halterung arretiert. Eine am Auslauf rundgefeilte Spinalnadel
war Uber eine peristaltische Pumpe mit einem Reservoir der zu unterschichtenden Salzl Gsung
verbunden. Die Pumprate der peristaltischen Pumpe wurde durch zweimalige Messung des
innerhalb 10 min  gepumpten  Volumens bestimmt. Die Hebebihne mit dem
Zentrifugenréhrchen wurde unter die lotrecht befestigte Spinalnadel gebracht und solange
angehoben, bis sich der Auslauf der Nadel gerade Uber dem Boden des Rohrchens befand.
Anschlief?end wurde die peristaltische Pumpe fir den sich aus dem zu unterschichtenden
Volumen mit der Pumprate ergebenden Zeitraum aktiviert. Durch vorsichtiges Absenken der
Hebebiihne wurde die Nadel zuletzt wieder entfernt.

Zur Uberschichtung einer in einem Zentrifugenrohrchen vorgelegten Probe mit einer
Salzl6sung geringerer Dichte wurde das Zentrifugenrohrchen wie oben auf einer Hebebiihne
befestigt. Die zu Uberschichtende Salzlésung wurde in eine 10 ml Birette eingefillt, an deren
Ausauf eine rundgefeilte und zum Halbkreis aufgebogene Spinalnadel befestigt war. Die
Hebeblihne mit dem Zentrifugenrohrchen wurde unter der Birette postiert. Durch Anheben
der Hebeblihne wurde anschlieffend die Nadel so in das Zentrifugenrohrchen eingefihrt, dal3
ihr Auslauf gerade am Meniskus der sich im Réhrchen befindenden Flissigkeit zu liegen kam.
Die zu Uberschichtende Losung wurde vorsichtig aus der Blrette einstromen gelassen, wobei
durch Absenken der Hebebihne der Auslauf der Nadel immer auf Hohe des Meniskus
gehalten wurde. Konnte eine Durchmischung der beiden Flissigkeiten erfolgreich vermieden
werden, fuhrte der dichtebedingte Unterschied in den Brechungsindizes zu einer sichtbaren
Grenzflache. Durch vorsichtiges Absenken der Hebebihne wurde die Nadel zuletzt wieder
entfernt und das Zentrifugenréhrchen in einen Ultrazentrifugenrotor Uberfihrt (zur

Dichtegradienten-Ultrazentrifugation siehe 2.7.1.8).
2.7.15 Fraktionieren von Proben nach Dichtegradienten-Ultrazentrifugation

Der Boden des den Dichtegradienten enthaltenden Zentrifugenréhrchens wurde durch
Einsetzen in den Fraktionator mit einer Nadel punktiert. Die Offnung der Nadel blieb dabei
knapp Uber dem Boden des Zentrifugenrohrchens. Das untere Ende der Nadel war mittels

zweier Schlauchstiicke aus Teflon PFA und einen dazwischengeschalteten Viton-
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Pumpenschlauch Gber eine peristaltische Pumpe mit einem Fraktionssammler verbunden. Die
Pumprate der peristaltischen Pumpe wurde jeweils vor der Fraktionierung einer Probengruppe
(6 Proben entsprechend dem Fassungsvermégens des SW41.TI Rotors) durch Messung des
innerhalb 10 min gepumpten Volumens bestimmt. Entsprechend der sich aus dem
gewlnschten Fraktionsvolumen mit der Pumprate ergebenden Pumpzeit wurde die Probe
durch Vorricken des Auslaufs am Fraktionssammler in Fraktionen unterteilt und in
vorgewogenen Reagenzglasern gesammelt. Das Gewicht der Fraktionen wurde durch
Ruckwiegen bestimmt. Vor der Bestimmung der Komponenten-Gehalte wurden die Ldsungen

auf einem Vortex-Mixer homogenisiert.

2.7.1.6 Ermittlung der Volumina von mittels Dichtegradienten-Ultrazentrifugation
erhaltenen Lipoproteinfraktionen aus deren Massen zur Berechnung des

Lipidgehalts aus der Konzentration

Zur Berechnung der Lipoprotein-Gehalte in unterschiedlichen Fraktionen in mg aus den
Lipoprotein-K onzentrationen war die Kenntnis der Fraktionsvolumina nétig. Bel Anwendung
der oben beschriebenen Methode werden jedoch nur die Massen, nicht aber die Volumina der
einzelnen Fraktionen bestimmt. Es war daher nétig, die Dichte der einzelnen Fraktionen zu
bestimmen. Abbildung 2-1 zeigt die mittels eines Pyknometers gemessenen Dichten einer
Reihe von 0,15 M NaCl-Losungen, die mit ansteigenden Mengen NaBr versetzt wurden,
gegen den Brechungsindex dieser Lésungen aufgetragen. Wahrend Abbildung 2-1 zeigt, dal3
die Brechungsindizes von NaBr-Losungen in 0,15 M NaCl im fraglichen Dichtebereich linear
von der Dichte der Losung abhangen und damit zu ihrer Bestimmung herangezogen werden
koénnen, kann diese Behandlung nicht auf mit NaBr versetztes Plasma angewendet werden.
Der Brechungsindex wird von den verschiedenen Plasmainhaltsstoffen (Lipide, Proteine,

Salze) in nicht reproduzierbarer Weise beeinflufit.

Es wurde daher eine Trennung wie unter 2.7.1.8.2 beschrieben durchgefihrt, bei der anstelle
von Plasma wdal¥rige 0,15 M NaCl als Probe diente. Die Dichte der einzelnen Fraktionen

konnte damit Uber die Brechungsindizes mittels der Gleichung der Regressionsgeraden aus
Abbildung 2-1 (d = -6,6367 + 5,728 x n3) bestimmt werden. Es wurde der Mittelwert der
Dichten der einzelnen Fraktionen aus drei Trennungen ermittelt, und mit den so gefundenen

Dichten die Volumina der Fraktionen bekannter Masse aus der Trennung von Plasmaproben

errechnet. Damit lief3en sich Protein- und Lipidgehalte aus den bekannten Konzentrationen in
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Abbildung 2-1: Dichte von Ldsungen von NaBr in 0,15 M NaCl dargestellt als Funktion
des Brechungsindex der Losung zur Bestimmung der Dichte aus dem Brechungsindex.
Lineare Regression liefert: d = -6,6367 + 5,728 x ny,

guter Naherung erhalten. Radioaktivitétsgehalte wurden direkt aus der Szintillationszahlung

eingewogener Proben der Fraktionen mit deren Masse bestimmit.
2717 Uberprifung der Reinheit der isolierten Lipoproteinfraktionen
27171 Lipoprotein-Elektrophorese mit Lipoprint LDL System

25 ul der zu untersuchenden Probe wurden nach Angaben des Herstellers (Quantimetrix Co.,
Hawthorne, CA, USA) auf einem 3 % Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch getrennt und die
Lipoproteine durch Anférben des Proteinanteils mit 7-[4-(Benzolazo)-naphthyl-1-azo]-2,2-
dimethyl-2,3-dihydropimeridin (Sudanschwarz) sichtbar gemacht.

2.7.1.7.2 Lipoprotein-Elektrophorese mit Electrophoresis System Lipoprotein Kit

1 pl der zu untersuchenden Probe wurden nach Angaben des Herstellers (Ciba Corning
Diagnostics, Medfield, MA, USA) auf einem Celluloseacetat-Gel elektrophoretisch getrennt
und die Lipoproteine durch Anférben des Lipidanteils mit Fettrot 7B sichtbar gemacht.

2.7.1.8 Trennung des Plasmas in Lipoproteinfraktionen
2.7.1.8.1 Trennung in einem Schritt

Plasma wurde auf die Dichte d = 1.24 g/ml durch Zugabe von 0,397 g NaBr/ml Plasma

eingestellt. Dann wurden 2 ml Aliquot des Plasmas nacheinander mit 4 Lagen waldriger
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Losungen, die mittels NaCl/NaBr auf unterschiedliche Dichten eingestellt waren, tberlagert:
3ml der Dichte d=1,231g/ml, 2ml der Dichte d=1,064g/ml, 25ml der Dichte
d=1,016 g/ml und 1 ml der Dichte d=1,006 g/ml. Nach Zentrifugieren bei 288.000 x g,
20 °C fur 24 h wurde die Probe in 32 Fraktionen zu je ca. 330 ul unterteilt. Alle Fraktionen
wurden elektrophoretisch auf ihren Gehat an HDL, LDL und VLDL sowie am

Analyseroboter auf ihren Proteingehalt untersucht.
2.7.1.82 Trennungin zwei Schritten

Plasma wurde auf die Dichte d = 1.23 g/ml durch Zugabe von 0,371 g NaBr/ml Plasma
eingestellt. Dann wurden 2,5ml Aliquot des Plasmas nacheinander mit 3 Lagen waldriger
Losungen, die mittels NaCl/NaBr auf unterschiedliche Dichten eingestellt waren, tberlagert:
1,5ml der Dichte d=1,064 g/ml, 3ml der Dichte d=1,016 ml und 45ml der Dichte
d =1,006 g/ml. Nach zentrifugieren bei 288.000 x g, 20 °C fur 2,5 h wurde die Probe in je
drel Fraktionen zu 3,2ml (Plasmaproteine und HDL), 1,6 ml (LDL) und 6,7 ml (VLDL)

unterteilt.

Zur Isolierung der HDL von den Plasmaproteinen wurde ein weiterer Trennungsschritt
durchgefuihrt. 1 ml der diese Komponenten enthaltenden Fraktion wurde mit einer Glas-
Tuberkulinspritze in ein vorgewogenes 13x51 mm Polycarbonat-Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt. Durch Zugabe von 55 - 65 mg NaBr wurde eine Dichte von ca. d = 1,25 g/ml
eingestellt. Anschlieffend wurde diese Lésung wie oben beschrieben mit 1,5ml einer
NaCl/NaBr-Losung der Dichte d = 1,21 g/ml Uberschichtet. Nach Zentrifugation bei
412.000x g, 2 h, 16 °C, wurde 1 ml der Lésung mittels einer Glas-Tuberkulinspritze von oben
abgesaugt. Dazu wurde eine auf eine Lange von 0,5 cm gekirzte, rundgefeilte Spinalnadel auf
die Spritze aufgesetzt und das in die Lésung eintauchende Ende der Nadel immer am
Meniskus der Flissigkeit gehalten. Diese die Lipide enthatende Fraktion wurde in en
vorgewogenes Reagenzglas Uberfuhrt und eine zweite Fraktion von 0,25 ml von oben
abgenommen. Diese Zwischenfraktion enthielt in der Regel sowohl einen geringen Anteil der
Lipide wie auch einen signifikant hoheren Proteinanteil (verglichen mit dem in HDL zu
erwartenden Protein/Lipid-Verhdltnis) und wurde als Mischfraktion nur zur Berechnung der
Wiederfindungsrate beriicksichtigt. Die im Zentrifugenréhrchen verbliebenen ca. 1,25 ml
wurden erneut mit 1,5 ml Saline der Dichte d = 1,21 g/ml Uberschichtet und das Verfahren

analog wiederholt. Die jeweiligen Lipid- und Mischfraktionen wurden mit denjenigen aus
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dem 1. Durchlauf vereinigt und alle Fraktionen auf einem Vortex-Mixer homogenisiert. Das

Gewicht der einzelnen Fraktionen wurde durch Riickwiegen bestimmit.

In alen Fraktionen sowie in einer Probe des unbehandelten Plasmas wurden auf dem
Analyseroboter die Konzentrationen von Proteinen, Cholesterinen, und Triglyzeriden, in

einigen Fallen auch von freiem Glyzerin und Phospholipiden, bestimmit.
2.7.1.9 Herstellung Lipoprotein-freien Plasmas

Je 2 ml Plasma von Mensch bzw. Ratte wurden durch Zugabe von 0,633 g NaBr auf die
Dichte d=1,23g/ml eingestellt und in 13x89 mm Polyallomer-Zentrifugenrohrchen
eingebracht. Diese wurden zundchst mit 3ml einer NaCl/NaBr-Losung der Dichte
d=1,21g/ml und anschliefend mit 6,5ml deionisiertem Wasser Uberschichtet. Nach
Zentrifugation fur 24 h bei 288.000 x g, 20 °C, wurde der Boden des Zentrifugenréhrchens
durch Einsetzen in den Fraktionator punktiert und 1ml Flissigkeit vom Boden des
Zentrifugenrohrchens abgepumpt. Diese Fraktion wurde dann gegen 2 ma 500 ml
Phosphatpuffer fur insgesamt 24 h dialysiert. Die resultierende Losung enthielt <2%
(unterhalb der Detektionsgrenze) des Lipidgehalts des urspringlichen Plasmas.

2.7.1.10  Elektrophoretische Trennung isolierter Plasmaproteine

Als Gelpuffer diente eine waldrige Losung der Zusammensetzung 45 mM Tris, 25 mM
Borsdure, 2 mM EDTA, pH 8,4 bel 20 °C, as Elektrodenkammerpuffer eine wéldrige Losung
der Zusammensetzung 13 mM Tris, 75 mM Borsaure, 6 mM EDTA, pH 8,4 bei 20 °C**. Zur
Herstellung der Fixierldsung wurden 12,5 g (55 mmol) Pikrinsdure in 830 ml Wasser gegeben
und unter leichtem Ruhren 24 h bel RT stehen gelassen. Anschlief3end wurde die kréftig gelbe
Losung filtriert und mit 170 ml Eisessig versetzt. Entfarberl6sung wurde durch Mischen von
450 ml Wasser mit 450 ml Methanol und 100 ml Eisessig hergestellt. Zum Anféarben der
Proteine diente ene 41 mM Lo6ésung von Dinatrium-8-amino-2-benzolazo-7-(4-

nitrobenzol azo)- 1-naphthol-3,6-disulfonsaure (Amidoschwarz) in Entférberl 6sung.

0,5 g Agarose wurden in einem 100 ml Erlenmeyerkolben eingewogen, mit 50 ml Gelpuffer
versetzt und der Erlenmeyerkolben mit Haushalts-Frischhaltefolie verschlossen. Die
Suspension wurde in einem Mikrowellenofen erwérmt bis eine klare Losung entstanden war
und sich erste Blasen zeigten. Unter leichtem Rihren wurde die Lésung auf ca. 60 °C
abkihlen gelassen. Sie wurde dann in eine 14 x 11 cm (L x B) Gelhalterung, deren offene

Seiten mit Tesafilm gegen Auslaufen gesichert waren, gleichméaliig ausgegossen. Ein quer zur
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Laufrichtung in etwa in der Mitte des Gels (67 mm vom kathodischen Rand) eingesetzter
Teflonkamm bewirkte die Aussparung von zwanzig 1 x5 mm (L x B) Probenkammern. Nach
Abkuhlen des Gels auf RT wurden die Tesafilmstreifen entfernt. Die Elektrophoresekammer
wurde mit 900 ml auf 4 °C gekihitem Elektrodenkammerpuffer gefillt, die Halterung mit
dem Gd in die mit Puffer geflllte Elektrophoresekammer eingesetzt und der Teflonkamm
vorsichtig entfernt. Die Elektrophorese wurde in einem auf 4°C gehaltenen Raum
durchgefthrt und das Gel vor der Probenaufgabe 5 min zur Einstellung des thermischen
Gleichgewichts im gekihlten Puffer belassen.

50 pl des zu untersuchenden Lipoprotein-freien Plasmas bzw. einer Lésung von 50 g/l
Human- oder Rattenserumalbumin (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) in Gelpuffer
wurden mit 0,1 pCi ungereinigtem *H-TCDD in einem 13x75 mm Reagenzglas unter
leichtem Schwenken 60 min inkubiert. Anschlieffend wurde die L6sung in en leeres
Reagenzglas Uberfuhrt, 60 min stehengelassen und schliefdlich weitere 50 pl einer Losung der
Zusammensetzung 1,2 mM 3,35 ,5"-Tetrabromphenol sulphonphthalein (Bromphenolblau)
und 33 mM Glutathion in Glyzerin/Wasser (2:1) zugegeben. Eine weitere 50 ul-Probe des
Lipoprotein-freien Plasmas bzw. der Albuminlésung wurde mit Ausnahme der Zugabe von
ungereinigtem >H-TCDD identisch behandelt. Je 5pl der ungereinigtes *H-TCDD-
enthaltenden Losung wurden in die Probenvertiefungen 3,5,7 und 9, je 5 ul der Kontrollésung
in die Probenvertiefungen 12, 14, 16 und 18 des Gels uberfuhrt. Von der radioaktiv
markierten Losung wurden zusétzlich je 3 mal 5 ul zur Bestimmung der Wiederfindungsrate

in Szintillationsglaser Uberfuhrt.

Nach der Probenaufgabe wurde die Trennung durch Einschalten der Spannungsversorgung in
Gang gesetzt. Nach ca 15min wurde ene Pumpe zugeschaltet, die den
Elektrodenkammerpuffer mit ca. 30 ml/min umwdélzte. Die dem Bromphenolblau
zuzuschreibende blaue Bande war zu diesem Zeitpunkt einige mm in das Gel vorgedrungen;
ein Ausschwemmen der Probe aus der Probenvertiefung durch Umwaélzen des Puffers sollte
so vermieden werden. Eine Spannung von 80 V (5,7 V/cm) wurde fur 5,5 h aufrechterhalten.
Nach Beendigung der Trennung wurde das Gel mit der Gelhalterung aus dem Gerdt
genommen und mit einem Skalpell in Laufrichtung der Bahnen zwischen den Bahnen 10 und
11 zerteilt.

Die Gelhalfte mit den Bahnen 11 - 20 (chne ungereinigtes *H-TCDD) wurde in einer mit

Fixierlosung gefullten Stahlwanne 15 min leicht geschwenkt. Das nun leuchtend gelbe Gel
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wurde zwischen zwel Papierfilter gelegt und unter leichtem Andruck (Auflegen einer
Glasplatte, ca. 250 g) zwischen zwel Stapeln Zellstoff weitestgehend von Uberflissiger
Fixierlosung befreit. Das feuchte Gel wurde dann in eine Stahlwanne verbracht und soviel der
das Farbreagenz enthaltenden Ldsung zugegeben, dal’ das Gel gerade bedeckt war. Nach
10 min unter leichtem Schwenken wurde die Losung des Farbreagenz gegen Entfarberl6sung
ausgetauscht, 10 min leicht geschwenkt und die Entfarberldsung nochmals gegen eine frische
Charge ausgetauscht. Nach weiteren 10min unter leichtem Schwenken war der
Gelhintergrund vallig klar. Das Gel wurde auf Zellstoff soweit wie moglich getrocknet, auf
GelBond Film (SpectraPor, Los Angeles, CA, USA) Ubertragen und unter Auflegen einer
Lage Filterpapier sowie einer Glasplatte Uber Nacht getrocknet. So konnte ein Aufwellen des
Gels wahrend der Trocknung verhindert werden. Eine semiquantitative Erfassung der
Verteilung der Proteine in den angeférbten Kontrollbahnen gelang durch Einlesen auf dem

Densitometer (Messung der Extinktion im Transmissionsmodus bei 595 nm).

Die Gelhélfte mit den Bahnen 1 - 10 wurde mittels eines Skalpells entlang der nicht benutzten
Bahnen 4, 6 und 8 in 4 Streifen geschnitten. Die so erhaltenen Streifen wurden auf einer mit
Millimeterpapier hinterlegten Glasplatte in Stiicke der Lénge 2,4 cm, 2cm, 2x 1 cm, 0,8 cm,
12x05cm und 08cm (beginnend vom kathodischen Ende) zerschnitten. Der
Radioaktivitétsgehalt in den Stlicken wurde nach Schmelzen im Mikrowellenofen bestimmit.
Die Wiederfindunsraten beliefen sich auf 41 + 9 % der eingesetzten Radioaktivitét.

Um die Plasmaproteine nach einer Trennung klassifizieren zu kénnen, wurden mit der hier
beschriebenen Methode, jedoch ohne Zusatz von *H-TCDD, zusétzlich je eine Trennung der
folgenden Lésungen durchgefihrt: Je eine Probe aus Human- bzw. Rattenplasma isolierter
Proteine, 50 g humanes Serumalbumin/l Gelpuffer, 50 g Rattenserumabumin/l Gelpuffer,
30g Immunglobulin (Cohn Fraktion 3; 13% a, 58% [, 29% vy)/l Gelpuffer, 30g
Immunglobulin (Cohn Fraktion 4; 23 % Albumin, 62 % a, 12 % [, 4 % y)/| Gelpuffer (ale
Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA; Zusammensetzung laut Angaben des Herstellers).

27111  Extraktion von *H-TCDD und Verunreinigungen aus VVollblut bzw. Plasma

Zur Bestimmung der Extraktionseffizienz der Methoden wurden 2ml  Vollblut,
Blutzellfraktion oder Plasma mit 0,1 puCi  ungereinigtem *H-TCDD inkubiert. Die
aufgenommene Aktivitdt wurde durch Szintillationszdhlung gewogener Proben bestimmt. Die

Proben wurden den unten beschriebenen Extraktionsverfahren unterzogen.
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2.7.1.11.1 Fest/Flussig-Kaltextraktion mit CH,Cl,/Cyclohexan bzw. CH,Cl,/Cyclohexan/
Azeton

Ca 150 mg Voallblut, Z€ellfraktion oder Plasma wurden mit Na,SO4/Seesand (Gew.-Verhdtnis
NaSO4/Blut 10:1 bzw. 100:1; NapSO4/Seesand 1:1) verrieben. Eine Chromatographiesaule
wurde mit 10 g NaSO, beschickt, das Gemisch darauf gegeben und weitere 59 NaSO,
dartiber geschichtet. Es wurde mit 150 ml CH,Cl,/Cyclohexan (Vol.-Verhdtnis 1:1) bzw.
CH,Cl,/Cyclohexan/Azeton (Vol.-Verhdltnis 1:1:1) extrahiert und das Eluens in einem
250 ml Rundkolben gesammelt. Der Extrakt wurde am Rotationsverdampfer auf ca. 3 ml
eingeengt. Zur Bestimmung der Extraktionseffizienz wurde die Lésung in ein
Szintillationsglas Uberfuhrt, der Rundkolben mit 3x1,5ml Toluol nachgesplilt und die
Waschfllssigkeiten mit dem Extrakt vereinigt. Die verbliebene Flissigkeitsmenge wurde im
Stickstoffstrom auf ca. 1 ml eingeengt und die Radioaktivitat durch Szintillationszahlung
bestimmt. Die durchschnittliche Extraktionseffizienz betrug 63+21% (n=3), 55+ 35%
(n=4) bzw. 61+ 7 % (n=3) bel der Extraktion von Vollblut, Plasma bzw Zellfraktion mit
CH.Cl,/Cyclohexan und 51+21% (n=3) be der Extraktion von Plasma mit
CHCl,/Cyclohexan/Azeton.

2.7.1.11.2 Heilextraktion von Plasma mit Toluol
Die Extraktion erfolgte analog 2.7.1.11.1 mit folgenden M odifikationen:

Ca. 150 mg Vollblut, Blutzellfraktion bzw. Plasma wurden mit N&SO4/Seesand
(Gew.-Verhaltnis. Na,SO4/Probe 100:1; NaxSO4/Seesand 1:1) verrieben. Das Gemisch wurde
in eine Soxhlethilse (33 x 90 mm; Schleicher + Schill, Dassel) tUberfihrt und 24 h mit 250 ml
Toluol unter Rickflu® extrahiert. Die durchschnittliche Extraktionseffizienz betrug 44 + 1 %
(n=2).

2.7.1.11.3 Hussig/Flussig-Extraktion von Plasma mit Toluol nach Denaturierung des

Plasmas

Ca. 150 mg Plasma wurden in einem 32 x 12 mm HPL C-Probengléschen (Merck, Darmstadt,
Schraubkappen mit Teflondichtung), vorgelegt und denaturierendes Agens zugegeben. Das
Gemisch wurde einer Temperaturbehandlung unterzogen und anschliefiend mit 4 x 0,5 ml
Toluol versetzt und ca. 2 min heftig per Hand geschiittelt. Zur vollsténdigen Phasentrennung
wurde das Gemisch 5 min bel 4000 x g zentrifugiert. Das Extraktionsmittel wurde dann mit

einer Pasteurpipette von der walrigen Losung abpipettiert und in einem 100 ml Spitzkolben
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bzw. zur Bestimmung der Wiederfindungsrate in einem Szintillationsglas gesammelt. Die in
der Urlésung verbliebene Aktivitdt wurde direkt oder nach Abfiltrieren etwaiger fester
Ruckstande (Glas Microfiber Filter, Whatman, Maidstone, GB) durch Szintillationszéhlung
bestimmt. Die auf dem Filter verbliebene Aktivitét wurde durch Verbrennung des Filters am
Verbrennungsautomaten bestimmt. Tabelle 2-2 zeigt eine Zusammenstellung der erprobten

denaturierenden Agentien sowie der Temperaturbehandlungen.

Die Extraktion nach Behandlung mit 10 N HCl, 14 h, 115 °C, erwies sich als die effizienteste
Methode und wurde daher fir die Extraktion von Plasma und Plasmafraktionen gewahit. Die
Extraktion groferer Volumina (Plasmafraktionen) erfolgte in 20 ml Zentrifugenglasern
(Schraubkappen mit
(Plasma:10 N HCl:Toluol 1,5:2,25:5) durchgefiihrt. Beim Einengen des Extrakts auf 10 ul for

Teflondichtung) unter Beibehaltung der Volumenverhéltnisse

die HPLC-Analyse fiel ein farbloser bis gelblicher, wachsartiger Niederschlag aus. Die
Extrakte wurden deshalb zunéchst durch Chromatographie an einer Sandwichséaule gereinigt.
Lag das zur Extraktion verwendete Toluolvolumen tber 3 ml, so wurde der Extrakt zunachst

im Stickstoffstrom auf ca. 3 ml eingeengt.

2.7.1.12  Chromatographie von Plasmaextrakten an der Sandwichsaule zur Vorbereitung

der Proben fir die HPLC

Die Chromatographiesaule wurde zur Halfte mit Hexan beflillt und nacheinander mit den

Tabelle 2-2: Flussig/Flussig-Extraktion von Plasma mit Toluol nach Denaturierung des
Plasmas: Verwendete denaturierende Agensund Temperatur behandlungen

Denaturierendes | Temperatur- Beobachtungen Extraktions-
Agens(Zugabeje | behandlung effizienz [%]
150 mg Plasma)
Unbehandelte unbehandelte Farbloser Niederschlag 674
Kontrolle Kontrolle
500 pl Soluene* 50°C/14h Emulsion 151
150 ul 9 N KOH 50°Cl/4h Emulsion 14+4
225 ul 10 N HCl 50°Cl/4h Farbloser bis grauer Niederschlag 8+3
150 pl 9N KOH 115°C/14h Klar, dunkelgelb; Niederschlag bei 51+0,3
Zugabe von Toluol
225 ul 10 N HCl 115°C/14h Schwarzer, flockiger Niederschlag 935+04

* Soluene Gewebel 6ser; Canberra Packard GmbH, Dreieich
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folgenden Materialien beschickt, die zuvor in Hexan aufgeschldammt worden waren: 5g
NaSOg, 2,59 Silica, 5 g Silical44 Gew.% konz. H,SO,, 2,59 Silica/33 Gew.% 1 N NaOH,
59 N&SO,. Danach wurde die Saule mit 40 ml Hexan und anschliefend mit 40 ml
Cyclohexan/CH.Cl; (Vol.-Verhdltnis 1:1) gespult. Der Plasmaextrakt in Toluol wurde auf die
NaSO4-Schicht aufgegeben und der Spitzkolben mit 3x1ml Toluol gespllt; die
Spulflissigkeiten wurden ebenfalls auf die Saule gebracht. Es wurde mit 150 ml
Cyclohexan/CH,Cl, (Vol.-Verhdltnis 1:1) eluiert (1 Tropfen/s). Das Eluat wurde in einem
250 ml Rundkolben aufgefangen, am Rotationsverdampfer auf ca. 3 ml eingeengt und in einen
Spitzkolben Uberfuhrt. Der Rundkolben wurde mit 3x1,5ml Toluol nachgespllt und die
Waschfllssigkeiten im Spitzkolben gesammelt. Das verbliebene Volumen wurde am
Rotationsverdampfer auf ca. 200 pl reduziert und anschlief3end mit einer Pasteurpipette in
100 pl Aliguot in eine 2 ml Rollrandflasche mit 200 pl-Mikro-Einsatz (Abimed Analysen
Technik, Langenfeld) transferiert. Nach jedem Aliquot wurde das Loésungsmittel bis fast zur
Trockne im leichten Stickstoffstrom vertrieben. Zuletzt wurde der Spitzkolben mit 3 x 100 pl
Toluol gespult und diese ebenfalls in den Mikro-Einsatz Uberfiihrt. Das Gesamtvolumen
wurde im leichten Stickstoffstrom bis auf etwa 10 pl reduziert und zur Einspritzung in die
HPLC verwendet.

2.7.1.13  Untersuchung der radiochemischen Reinheit von ungereinigtem *H-TCDD in

einer Standardl6sung oder in Plasmaextrakten mittels HPLC

In einem 500 ml Erlenmmeyerkolben wurden 255 ml deionisiertes Wasser mit 45 ml
Methanol gemischt und die Losung 30 min in einem Ultraschallbad entgast. Anschlief3end
wurde zum vollstandigen Entgasen fir 5 min Helium durch die Lésung stromen gelassen. Der
Erlenmeyerkolben wurde als Vorratsgefa an die HPLC-Apparatur angeschlossen und die
Pumpe mit einer FluRrate von 0,5 ml/min in Gang gesetzt. Nach ca. 30 min war die Extinktion

des reinen Elutionsmittels bel 250 nm am Detektor konstant.

Ein Volumen von 4,5 pl einer Losung von 31 nM TCDD in Toluol wurde in einer 20 pl
Hamiltonspritze (Hamilton Inc., Reno, NV, USA) aufgezogen. Weitere 2 ul wurden leer
aufgezogen, um eine kleine Luftblase in der Spritze zu erhalten. Dann wurden 10 pl des
ungereinigten *H-TCDD-Standards oder ein auf 10 pl eingengter gereinigter Plasmaextrakt
aufgezogen. Der den Plasmaextrakt enthaltende Mikro-Einsatz wurde mit ca. 3 ul Toluol
gespllt und diese ebenfalls in die Spritze gezogen. Das gesamte Volumen wurde in das

Injektionsventil eingespritzt und die Trennung durch das Offnen des Ventils gestartet. Das
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Offnen des Ventils startete gleichzeitig eine Zeituhr am UV/VIS-Detektor. Am Detektor

wurde die Extinktion des Elutionsmittels bei 250 nm gemessen.

Zur Charakterisierung der Verteilung des Radioaktivitdtsgehalts auf *H-TCDD und
Verunreinigungen wurde beginnend mit dem Offnen des Injektionsventils am Auslauf des
Detektors das Elutionsmittel in Szintillationsglésern fraktioniert gesammelt. Die Fraktionen
wurden per Hand gewechselt. Wahrend der ersten 20 min der Trennung wurden die
Fraktionen alle 5 min gewechselt, danach erfolgte der Wechsel mindtlich. Die Radioaktivitat
in den einzelnen Fraktionen wurde durch Szintillationszahlung bestimmt. Die Abbildung 2-2
zeigt die bei der Einspritzung des ungereinigten *H-TCDD-Standards gefundene Verteilung
der Radioaktivitédt als Funktion der Retentionszeit. Das auf die UV-Absorption des
unmarkierten TCDD zurlickzuftihrende Extinktionsmaximum trat stets zeitgleich mit dem

steilen Anstieg des Radioaktivitétsgehalts bel ca. 75 min auf.

2.7.1.14  Isolierung von reinem *H-TCDD sowie der in ungereinigtem *H-TCDD

enthaltenen Verunreinigungen

Zur Isolierung des reinen *H-TCDD bzw. der Verunreinigungen wurden 3 mal je 30 uCi des
ungereinigten *H-TCDD-Standards in je 20 ul Toluol ohne Zusatz von unmarkiertem TCDD
eingespritzt. Das Elutionsmittel wurde in 13x75 mm Reagenzgldsern am Audlauf in
Fraktionen zu je 2 min gesammelt. Zeitgleiche Fraktionen aus den drei Trennungen wurden
vereinigt und der radioaktive Gehalt in 10 pl-Proben durch Szintillationszéhlung bestimmt.
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Abbildung 2-2: HPLC-Chromatogramm des ungereinigten *H-TCDD-Standards.
Chromatographische Bedingungen: T =25°C; 1ml/min Methanol/Wasser (85/15
Vol./Vol.); Bakerbond PAH 16-PLUS, 250x3.0 (L xi.D.); Der Hauptpeak be
72-77min wurde durch Vergleich mit der Retention nicht markierten TCDD
(Detektion der UV-Absorption) als *H-TCDD identifiziert
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Die Verunreinigungen (28—34 min, 40—56 min) bzw. reines *H-TCDD (70— 80 min)
enthaltenden Fraktionen wurden in zwei 250 ml Rundkolben vereinigt, die Reagenzglaser mit
je 3x1,5ml Isopropanol nachgespilt und weitere 100 ml Isopropanol zugegeben. Das
Gemisch wurde am Rotationsverdampfer auf ca. 3 ml eingeengt, wobei das im Elutionsmittel
enthaltene Wasser als Azeotrop mit Toluol und Isopropanol (48,7 % Toluol, 38,2 %
Isopropanol, 13,1 % Wasser, Siedepunkt 76,3 °C bei 1013,25 hPa'*) zuerst iibergeht. Die
verbliebenen Lésungen wurden portionsweise unter wiederholtem Abblasen Uberschiissigen
Solvens im leichten Stickstoffstrom in 2ml HPLC-Probengléschen Uberfihrt und der
Rundkolben mit je 3 x 1,5 ml Toluol nachgespuilt. Bei der Einspritzung je eines 10 pl Aliquot
beider L6sungen fanden sich keine Verunreinigungen mehr im gereinigten *H-TCDD und kein
3H-TCDD in der Fraktion der Verunreinigungen. Fiir den Transport nach Kansas City wurde

das Losungsmittel im leichten Stickstoffstrom bis zur Trockne abgeblasen.
2.7.2 Experimenteller Ansatz

2721 Untersuchung der K onzentrationsabhangigkeit der Verteilung von *H-
TCDD/TCDD zwischen Lipoproteinen und Plasmaproteinfraktion

Das Plasma von mehreren menschlichen Spendern wurde vereinigt und je ein 2,9 ml Aliquot
mit

a 8,8 nCi ungereinigtem *H-TCDD, bzw.

b. 0,95 uCi ungereinigtem *H-TCDD, bzw.

c. 1,0pg (32nmol; 1,3uCi) isotopenverdinntem ungereinigtem *H-TCDD/TCDD

(Isotopenverhdltnis 1:70 bezogen auf die reinen Substanzen), bzw.

d. 32 pg (98 nmol; 0,69 uCi) isotopenverdiinntem *H-TCDD/TCDD (Isotopenverhaltnis
1:4120 bezogen auf die reinen Substanzen)

inkubiert. Das Plasma wurde in Plasmaproteine und die verschiedenen Lipoproteinfraktionen

aufgetrennt und der Radioaktivitatsgehalt in allen Fraktionen und im Plasma bestimmit.

2722 Untersuchung der Verteilung von ungereinigtem ®H-TCDD zwischen Zellfraktion

und Plasma

Je zwei 1 ml Aliquot Vollblut wurden mit 0,02 pCi ungereinigtem *H-TCDD inkubiert. Nach

der Gleichgewichtseinstellung wurde das Plasma von der Zellfraktion durch Zentrifugation
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abgetrennt. Die Zellfraktion wurde dreimal mit eiskalter isotonischer Kochsalzlésung
gewaschen und die Radioaktivitdt in der Zelfraktion, in Plasma und in den
WaschflUssigkeiten sowie die Konzentrationen von Proteinen, Cholesterinen und
Triglyzeriden im Plasma wurden bestimmt. Je 3 Individuen beider Arten (Mensch, Ratte)

wurden beprobt.

2.7.2.3 Untersuchung der Abhangigkeit der Verteilung von ungereinigtem *H-TCDD

zwischen Lipoproteinen und Plasmaproteinfraktion von der Verteilung der Lipide

Je 10 ml Plasma von einem menschlichen Spender bzw. aus einem Pool von 3 Ratten wurde
mit 0,18 pCi ungereinigtem *H-TCDD inkubiert. Drei Aliquot zu je 3 ml wurden entnommen,
in Plasmaproteine und die verschiedenen Lipoproteinfraktionen aufgetrennt und anfangs nur
die Gehalte an Radioaktivitét, Proteinen, Cholesterinen und Triglyzeriden in alen Fraktionen
und im Plasma bestimmt. In spéteren Versuchen (siehe 3.1.1) wurde zusétzlich der Gehalt an
Phospholipiden und freiem Glyzerin ermittelt. 6 Individuen (Mensch) bzw. 6 Pools aus je 3
Ratten wurden beprobt.

2.7.24 Untersuchung der Bindung von *H-TCDD an Plasmaproteine

Das zu untersuchende Plasma wurde aus Vollblutproben isoliert, die Lipoproteine abgetrennt,
und die Verteilung von ungereinigtem °*H-TCDD innerhalb der Plasmaproteine
elektrophoretisch charakterisiert. Je 5 Individuen beider Gattungen (Mensch, Ratte) wurden
beprobt. Die Ergebnisse wurden anschlief3end mit den unter Verwendung reinen Human-

(n=3) bzw. Rattenserumalbumins (n=3) gefundenen Verteilungen im Gel verglichen.

2.7.25 Validierung der Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Verteilung von TCDD in
Blut von Mensch und Ratte

2.7.251 Extraktion von mit *H-TCDD inkubiertem Plasmafraktionen und Quantifizierung
der Verunreinigungen mittels HPLC

Je 10 ml Plasma von einem menschlichen Spender bzw. aus einem Pool von 3 Ratten wurde
mit 1 pCi ungereinigtem *H-TCDD inkubiert. Diesen Proben wurden je drei Aliquot zu 3 ml
entnommen, in Plasmaproteine und die verschiedenen Lipoproteinfraktionen aufgetrennt und
die Gehalte an Radioaktivitdt, Proteinen, Cholesterinen und Triglyzeriden, Phospholipiden
und freiem Glyzerin in alen Fraktionen und im Plasma bestimmt. Die verbliebenen
Fraktionsmengen wurden in Probenglaschen verpackt nach Neuherberg transportiert und dort

je zwei der drei Fraktionsserien pro Spezies nach der Denaturierung mit 10 N HCI mit Toluol
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extrahiert. Dabei wurden zunéchst nur geringe Mengen des urspriinglich eingesetzten *H-
TCDD wiedergefunden, die Wiederfindungsrate lag bel 19+ 8% (n=22). Bel naherer
Untersuchung der zum Transport verwendeten Probengléaschen wurde festgestellt, dal3
Schraubkappen mit einer Kautschukdichtung zum Einsatz gekommen waren. Nach
HeilRextraktion der Schraubkappen mit Toluol fur 24 h analog 2.7.1.11.2 wurden die
eingeengten Extrakte mit den Extrakten der Plasmafraktionen vereinigt, die
Wiederfindungsrate betrug danach 83 + 12 % (n = 22). Die relativen Gehalte an reinem °H-
TCDD und den Verunreinigungen wurden mittels HPLC-Anayse in den vereinigten
Extrakten bestimmt.

2.7.25.2 Untersuchung der Verteilung von reinem *H-TCDD bzw. der isolierten
Verunreinigungen in Plasmafraktionen, Vergleich mit der Verteilung des

ungereinigten *H-TCDD-Standards

Reines *H-TCDD und die in dem *H-TCDD-Standard enthaltenen Verunreinigungen wurden
durch préparative HPLC getrennt isoliert. Je 10 ml Plasma von einem menschlichen Spender
wurden mit 2,63 ng (8,09 pmol; 0,2 uCi) gereinigtem *H-TCDD, 0,2 pCi der isolierten
Verunreinigungen bzw. 0,2 pCi des verunreinigten *H-TCDD inkubiert. Zwei Aliquot zu je
3 ml wurden entnommen, in Plasmaproteine und die verschiedenen Lipoproteinfraktionen
aufgetrennt und die Gehalte an Radioaktivitét, Proteinen, Cholesterinen, Triglyzeriden,

Phospholipiden und freiem Glyzerin in allen Fraktionen sowie im Plasma bestimmt.

2.8 Einleitende Versuche zur Bestimmung von Blut-Gewebe-
Verteilungskoeffizienten: Bestimmung der Adsor ptionskonstante
von *H-TCDD an Albumin bzw. Bestatigung der L 6slichkeit von
*H-TCDD in Puffer

28.1 Herstellung der RS-Albuminl ésungen

0,59 RS-Albumin wurden in einen 100 ml Messkolben gegeben, 50 ml Phosphatpuffer
zugegeben und die Losung bis zur volligen Auflésung des Feststoffs gertihrt. Anschlief3end
wurde mit Phosphatpuffer auf 100 ml aufgefillt, um eine Albuminldsung der Konzentration
5 g/l zu erhaten. Zur Herstellung verdinnterer Losungen wurden X ml dieser Lésung in einen
100 ml Erlenmeyerkolben Uberfuhrt, mit Phosphatpuffer auf 100 ml aufgefullt und wiederum
15 min gerthrt (ergibt Konzentration (X/200) g/l). Zuletzt wurden die Proteinkonzentrationen

auf einem Analyseroboter bestimmt.
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2.8.2 Inkubation von Proteinlsungen oder Puffer mit *H-TCDD als Bodenkérper

Ungereinigtes *H-TCDD bzw. mit TCDD isotopenverdiinntes ungereinigtes *H-TCDD in
Toluol wurde in 4 ml Probenglaschen mit Schraubverschluss (Wheaton Science Products,
Milville, NJ, USA) vorgelegt und das Losungsmittel im Stickstoffstrom vertrieben. 2 ml
Proteinldsung bzw. 2 ml Phosphatpuffer wurden zugegeben. Zum Schutz vor Licht wurde das
verschlossene Gléaschen fur die Dauer des Versuchs in eine grof3ere Braunglasflasche gestellt.
Die enthaltene Losung wurde auf einem Horizontalschittler in leichter Bewegung gehalten
(ca. 60 min). In definierten Zeitabstanden wurden Proben (20 — 50 pug) genommen und ihr
Radioaktivitéatsgehalt am Szintillationszahler bestimmt.

2.8.3 Inkubation von Proteinlsungen oder Puffer mit *H-TCDD unter Verwendung

einer Dialysemembran

Loésungen von ungereinigtem *H-TCDD, **C-TCDD und TCDD in Toluol, welche die
Komponenten in definierten molaren Verhatnisssen enthielten (Annahme: 100 %ige Reinheit
aller Komponenten), wurden hergestellt. Der Gehalt an radioaktiven Isotopen wurde durch
Szintillationszahlung bestimmt. Ein 4 - 5 cm langes Stlick eines zuvor 24 h in Phosphatpuffer
eingeweichten Dialyseschlauches (SpectraPor, Los Angeles, CA, USA; Molekulargewichts-
grenze 100.000 bzw. 1000 D) wurde an einem Ende mit einem Stick Aluminium-
Haushaltsfolie (Dicke ca. 0,5mm) verschlossen. Eine auf das einzusetzende RS-Albumin
abgestimmte Menge der TCDD-L6sungen wurde auf einen 40 x 10 mm Filterpapierstreifen
(Whatman, Maidstone, GB) oder in ein Aluminium-Mikrowéageschiffchen gegeben und an
Luft bis zur volligen Trockne stehen gelassen. Der Papierstreifen bzw. das Aluminium-
Mikrowageschiffchen wurde in den Dialyseschlauch eingefiihrt und der Dialyseschlauch mit
ca. 1 ml Wasser bzw. einer 0,82 uM RS-Albuminlésung gefillt. Danach wurde auch das
zweite Ende des Schlauchs mit Aluminiumfolie verschlossen und das Schlauchstiick in ein
13 x 80 mm Reagenzglas eingebracht. Dem Reagenzglas wurden 3 - 5 ml Phosphatpuffer bzw.
der entsprechenden RS-Albuminlésung zugesetzt, das Reagenzglas luftdicht verschlossen und
unter Lichtschutz auf einem Horizontalschilttler in leichter Bewegung gehalten (ca. 60 min™).
In  bestimmten Zeitabstanden wurden Proben (20—50pg) entnommen und ihr
Radioaktivitéatsgehalt am Szintillationszahler bestimmt. Nach Beendigung des Experiments
wurde die im Diayseschlauch befindliche Lésung, der Filterpapierstreifen bzw. das
Aluminium-Mikrowéageschiffchen sowie der Diayseschlauch auf geldste bzw. absorbierte
Radioaktivitét Uberpruift.
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2.9 Untersuchung der Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-
Dawley Ratten nach enzyminduzierenden und nicht-
enzyminduzierenden Dosen und ihrer Beeinflussung durch

Futterzusatze

29.1 Versuchstierhaltung

Als Versuchstiere wurden mannliche, geschlechtsreife Tiere der Gattung Rattus norvegicus,
Rasse Sprague-Dawley (Sasco, Omaha, Nebraska, USA) verwendet. Zum Zeitpunkt der
Lieferung betrug das Koérpergewicht der Tiere zwischen 200 und 220 g. Nach Angaben der
Lieferfirma entsprach dies einem Alter von etwa 50 Tagen. Die Unterbringung erfolgte in
einem klimakontrollierten Raum in den Stallungen der University of Kansas Medical Center,
Kansas City, KS, USA, bei 22°C, 40- 60 % Luftfeuchtigkeit und einem zwolfstindigen
Tag-Nacht-Rhythmus (Licht von 6.00-18.00 Uhr). Die Kontrolle der Klimaanlage erfolgte
durch einen Honeywell DeltaNet W1044 Computer (Honeywell, Minneapolis, MN, USA).
Jedes Tier wurde einzeln mit freiem Zugang zu Leitungswasser und Futter untergebracht. Das
Futter (Rodent Chow 5001, Ralston Purina, St. Louis, MO, USA) wurde in einer Futtermihle
gemahlen. Die Nahrungsaufnahme der Tiere wurde durch Wiegen der Futterbehdlter vor und
nach dem Befullen kontrolliert. Tiere, deren Fazes und Urin gesammelt werden sollte, wurden
in Metabolismuskafigen aus Kunststoff (Nalgene, Rochester, NY, USA) mit Stahlgitterboden
gehalten. Alle anderen Tiere wurden in Stahlkafigen mit Gitterboden (Shoreline, Kansas City,
MO, USA) gehadten. Die Kafige wurden jede Woche gegen frisch gespiilte und autoklavierte
Ké&fige derselben Bauart ausgewechselt. Bel der Spulung einiger Metabolismuskéfige mit
Methanol zeigte sich, dal? keine nennenswerten Verluste an Radioaktivitét z.B. durch Haften

an den Wanden der Ké&fige auftraten.

Alle Tiere wurden nach Lieferung fur die gesamte Dauer der Versuche taglich zwischen 12.00
und 15.00 Uhr gewogen sowie aulferlich begutachtet. Zeigte ein Tier auffaliges Verhalten
oder pldtzlichen Gewichtsverlust wurde zunéchst das Tierpflegepersonal der Animal Care
Facilities zu Rate gezogen; in besonderen Fallen stand ein Veterindr zur Verfigung. Die
Zahne der Tiere, die gemahlenes Futter erhielten, wurden in regelmaldigen Absténden gekirzt.
Grundlage der Tierhaltung und -behandlung waren die Richtlinien der Animal Care Facilities,
University of Kansas Medical Center, Kansas City, KS, USA, Protokollnummer: ACUP 89-
03-05-00.



29.2 Methoden
29.21 Zubereitung des Futters mit Futtermittel zusétzen

Das gemahlene Futter wurde in einer Stahlwanne eingewogen, mit der entsprechenden Menge
des Futtermittel zusatzes (Cholestyramin: 4 Gew.%; Hexadecan: 5 Gew.%) versetzt und innig

vermischt.
29.2.2 Herstellung der Dosierl6sungen

2 uCi ungereinigtes *H-TCDD, 6,15 pg (20,3 nmol,10 pCi) isotopenverdiinntes ungereinigtes
*H-TCDD/TCDD (Isotopenverhdtnis 1:49 bezogen auf die reinen Substanzen), 24,6 ng
(81,3pmol, 2 pCi) *H-TCDD oder 2puCi aus dem verunreinigten *H-TCDD isolierter
Verunreinigungen, gelost in Toluol, wurden in einem Szintillationsglas vorgelegt und das
Losungsmittel im Stickstoffstrom ausgetrieben. Nach Zugabe von 8 ml Maisdl wurde das
Szintillationsglas mit Aluminiumfolie vor Licht geschitzt und das Maisol fir 96 h mit eéinem
Teflonruhrfisch gertihrt. Anschliel?end wurde das Maisdl in einen Vorratsbehdlter aus
Braunglas Uberfihrt und weitere 24 h geriihrt. Der Radioaktivitdtsgehalt wurde durch
Szintillationszéhlung gewogener Proben bestimmt, mit der bekannten spez. Aktivitét des *H-
TCDD (unter Annahme von 100% radiochemischer Reinheit) auf den Gehalt in
g TCDD/g Maisdl und dann auf den Volumengehat (Dichte Maisdl: d = 0,92 g/ml) in
g TCDD/ml Maisdl umgerechnet. Die TCDD-Konzentration wurde zuletzt durch Zugabe
weiteren Maisols so eingestellt, dal3 4 ml der Dosierlésung gerade die zu applizierende Dosis

in g TCDD/kg K 6rpergewicht enthielten.
29.2.3 Dosierung der Tiere

Der Dosierung der Tiere ging stets eine einwoéchige Adaptationsphase voraus. ES wurden nur
jene Tiere verwendet, deren Korpergewicht in dieser Zeit im zu erwartenden Umfang zunahm.
Die Einteilung der Tiere in Dosisgruppen wurde so vorgenommen, dald in allen Gruppen

ahnliche mittlere Korpergewichte und Standardabwel chungen vorlagen.

Jedes Tier erhielt per Magensonde jeweils 4 ml/kg Korpergewicht der TCDD-LAsung in
Maisol, Kontrollen bekamen reines Maisol. Um Verletzungen der Tiere durch die Intubation
oder Dosierungsungenauigkeiten durch Ausspucken der applizierten Losung zu erkennen,

wurde jedes Tier nach Dosierung fir mindestens 10 min beobachtet.
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29.24 Urin- und Fazesprobennahme

Beginnend mit dem Tag der Dosierung wurden die Urin- und Fazesauffangbehélter der
Metabolismuskafige taglich zwischen 12:00 und 15:00 geleert und die Kafige von an den
Wanden haftenden Futter- und Fézesresten befreit. Das Urinvolumen konnte am
Auffangbehélter selbst abgelesen werden (+x 2 ml) und ein Aliquot von 5- 15 ml wurde zur
Bestimmung des Radioaktivitdtsgehalts in Szintillationsglésern aufbewahrt. Die gesamte
Fazesmenge eines Tages wurde in Polyethylen-Wageschalen Uberfihrt und 48 h an Luft in
einem Abzug trocknen gelassen. Die getrockneten Fézes wurde gewogen, in einer Kaffemthle
zerkleinert, und mit der unter 25.1.5b beschricbenen Methode der ungefahre
Radioaktivititsgehalt bestimmt. Fir die Uberfiihrung nach Neuherberg wurden Fazes in
Szintillationsglaser eingefiillt und bei 4 °C gelagert.

29.25 T6tung der Tiere und Entnahme von Gewebeproben

Nach Ende der festgesetzten Versuchszeiten wurden die Tiere durch Asphyxiation mit CO,
getotet. Der Abdominalraum wurde durch einen ventralen, sagittalen Schnitt eréffnet und
10 ml Blut aus der vena cava mit einer 20 ml Spritze entnommen. Das Blut wurde in 10 ml
Blutentnahmerohrchen mit 14 mg (38 pmol) EDTA Uberfihrt und nach Verschlief3en zur
vollstandigen Auflésung des EDTA mehrmals invertiert. Durch Zentrifugieren bei 1500 x g
bei 4°C wurde Plasma von den zelluld&ren Bestandteilen getrennt und der Gehalt an
Radioaktivitét durch Szintillationszéhlung von zwei 1 ml Aliquot bestimmt.

Zur Entnahme der Leber wurde sofort nach Gewinnung des Bluts das Organ von Gefal3en und
Bindegewebe befreit. Nach Spilung mit physiologischer NaCl-Losung (Baxter Heathcare
Corp., Deerfield, IL, USA) wurde das Gewicht bestimmt und anschlief3end 3 Proben von je
2 - 3 g abgetrennt, von denen zwel sofort in flussigem Stickstoff gefroren und bel -80°C zur
gpateren Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt aufbewahrt wurden. Jeweils 2 Proben von
1 - 2 g Fettgewebe wurden aus dem epididymalen Fett, Proben von 0,5 g Muskelgewebe aus
den Muskeln der Hinterlaufe genommen. Ca. 2 - 3 cm? Haut wurden aus dem Riicken des

Tieres prépariert; Unterhautfett wurde durch Kratzen mit einem Skalpell entfernt.

Nach Beendigung der Versuche wurden die Kadaver der mit TCDD belasteten Tiere
tiefgefroren und spéter in einem Hochtemperaturbrennofen (Rollins Waste Disposal, Kansas
City, MO, USA) vernichtet.
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29.26 Isolierung mikrosomalen Proteins aus Lebergewebe

Tiefgefrorene Leberproben (ca. 1 g) wurden in 3 Anteilen (Gewicht/Volumen) eisgekiihltem
Sukrosepuffer aufgetaut und sofort auf Eis homogenisiert (1200 Upm, 10 Durchgéange). Das
Homogenat wurde anschlief3end bei 10.000 x g, 4°C 30 min zentrifugiert. Das Prazipitat
wurde verworfen und der Uberstand eine Stunde bei 100.000xg zentrifugiert. Das
verbleibende Prazipitat wurde sofort in 3 ml eisgekiihlitem Sukrosepuffer resuspendiert und
auf Eis homogenisiert (1200 Upm, 4 Durchgénge). Proben zu je 500 pl wurden in 1,5 pl
Eppendorfgefél3e abgefullt und bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert. Die
Proteinkonzentration in je einer Probe wurde mittels der Methode nach Bradford bestimmt
(sehe2.3.1.1)

2927 Bestimmung der EROD-AKktivit&ten in mikrosomalen Suspensionen

Durch Verdinnen von 50 pl-Aliquot der zu untersuchenden Mikrosomensuspension mit
Sukrosepuffer wurde eine Proteinkonzentration von 0,7 g/l eingestellt und die Proben bis zur
weiteren Verwendung auf Eis gekihlt. Je 200 pl dieser Suspension wurden zu 750 pl eines
eisgekihlten, frisch zubereiteten Reaktionsgemisches der Zusammensetzung 0,13 M
KoHPO4/KH,PO,4, 3 mM MgCl,, 1,33 mM EDTA, 13,3 uM Ethoxyresorufin und 66,7 UM
Dicumarol (pH 7.4) gegeben. Zum Reaktionsstart wurden 50 pl eines NADPH
regenerierenden Systems (0,1 M Glukose-6-Phosphat, 20 kU/I Glukose-6-Phosphatdehydro-
genase, 20 MM NADP) eingebracht und sofort 6 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert
(Dubnoff Metabolic Shaking Incubator, Precision GCA Corporation, Winchester, VA, USA).
Anschlief3end wurde die Reaktion durch Ausfallen des Proteins mit 2 ml eisgekihlten Azetons
beendet. Fur Leerwerte wurde Azeton vor dem NADPH-regenerierenden System zugegeben.
Zur Erstellung einer Eichkurve wurde ein Gemisch aler in diesem Versuch bearbeiteten
Mikrosomensuspensionen als Probe mit einer Reaktionsddsung ohne Ethoxyresorufin
verwendet. Anstatt des Ethoxyresorufins wurden vor der Inkubation 0, 5, 10, 15 bzw. 20 ul
0,1 M Resorufin in Ethylenglycol zugesetzt. Alle Proben wurden abschlief?end bel 1400 x g
zentrifugiert und der Uberstand spektrofluorometrisch (Anregung bei 535 nm, Messung der
Fluoreszenz bei 595nm) gemessen. Die enzymatische Aktivitdt der EROD wurde

anschliefend mit Hilfe der Eichkurve berechnet!#>146:147.148
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293 Experimenteller Ansatz

2931 Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-Dawley Ratten nach enzyminduzierenden
und nicht-enzyminduzierenden Dosen und ihre Beeinflussung durch

Cholestyramin

Dreif3ig Sprague-Dawley Ratten wurden in 6 Gruppen zu je 5 Tieren unterteilt. Je zwel
Gruppen erhielten 2 pg (6,15 nmol, 3,2puCi) isotopenverdiinntes, ungereinigtes °H-
TCDD/TCDD/kg Korpergewicht, zwei weitere erhielten 0,65 uCi (ca. 8 ng bezogen auf die
reine Substanz) ungereinigtes *H-TCDD /kg Korpergewicht, die zwei letzten erhielten
Vehikel. Beginnend mit dem Tag nach der Dosierung wurde dem Futter je einer Gruppe pro
TCDD-Dosis 4 Gew.% Cholestyramin zugesetzt. Von den Tieren, die 2ug TCDD/kg
K orpergewicht erhalten hatten, wurde beginnend mit dem Tag der Dosierung fur 20 Tage Urin
und Fézes gesammelt. Der Radioaktivitatsgehalt in Urin wurde in Kansas City gemessen. Die
Fazesproben wurden archiviert und in Neuherberg am Verbrennungsautommaten vermessen.
Am 21. Tag wurden alle Tiere getétet und Gewebeproben enthommen. In allen Geweben
wurde der Radioaktivitdtsgehalt bestimmt; EROD-Aktividten wurden in  der

Mikrosomenfraktion von Leberhomogenaten gemessen.

29.3.2 Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-Dawley Ratten nach enzyminduzierenden

und nicht-enzyminduzierenden Dosen und ihre Beeinflussung durch Hexadekan
Die Untersuchung erfolgte analog 2.9.3.1 mit folgenden M odifikationen:

Die Ratten erhielten am Tag vor der Dosierung kein Futter, um die Resorption der Dosis zu
maximieren. Beginnend mit dem Tag nach der Dosierung wurde dem Futter je einer Gruppe
pro TCDD-Dosis 5 Gew.% Hexadekan zugesetzt. Alle mit TCDD dosierten Tiere wurden in
Metabolismuskafigen gehalten. Bei der Ermittlung der aufgenommenen Futtermenge wurde
verschittetes Futter gesammelt, gewogen und entsprechend berticksichtigt. Beginnend mit
dem Tag der Dosierung wurden von allen mit TCDD dosierten Tieren fur 20 Tage Urin und
Fazes gesammelt, der Radioaktivitatsgehalt im Urin in Kansas City bestimmt und die Fazes in
Neuherberg am Verbrennungsautomaten auf ihren Radioaktivitétsgehalt Uberprift. Die im
Urin der mit der niedrigen Dosis behandelten Ratten gemessene Radioaktivitét lag etwa ab
dem 12. —13. Tag unterhalb der Nachweisgrenze und konnte daher nicht Uber den gesamten
Verlauf des Versuchs beobachtet werden. Nur die bis zum 10. Tag erhaltenen Werte wurden

berlicksichtigt. Auf die Untersuchung von Proben der Nieren auf Radioaktivitét wurde in
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diesem Fall verzichtet, da die in diesem Organ im vorangegangenen Experiment gefundenen

Aktivitéten sehr nahe an der Nachweisgrenze lagen.

29.3.3 Validierung der Ergebnisse zu Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-Dawley
Ratten

Um den EinfluR der Verunreinigungen im *H-TCDD Standard auf die Ergebnisse der
Versuche zur Ausscheidung von TCDD in Sprague-Dawley Ratten unter Gabe von
Futterzusdtzen zu bestimmen, sollte der zeitliche Verlauf der Ausscheidung des ungereinigten
Standards mit dem des gereinigten Standards und der isolierten Verunreinigung verglichen
werden. Finfzehn Sprague-Dawley Ratten wurden in 3 Gruppen zu je 5 Ratten aufgeteilt. Je
einer Gruppe wurden 8 ng (24,6 pmol, 0,65 UCi) gereinigtes *H-TCDD/kg K &rpergewicht,
0,65uCi aus dem verunreinigten °H-TCDD-Standard isolierte Verunreinigungen/kg
K érpergewicht oder 0,65 PCi ungereinigtes *H-TCDD/kg Kdrpergewicht in Maisdl oral nach
einer 24stindigen Fastenperiode appliziert. Von alen Tieren wurde beginnend mit dem Tag
der Dosierung fur 10 Tage Urin und Fazes gesasmmelt. Der Radioaktivitétsgehalt in Urin
wurde in Kansas City gemessen, der Gehalt in getrockneten Fazes durch Verbrennung von
Fazesproben in Neuherberg. Am 11. Tag wurden alle Tiere getétet, die Lebern entnommen,
gewogen, und Gewebeproben eingefroren. Radioaktivitdtsgehalte in Lebergeweben sowie

EROD-Aktiviaten in der Mikrosomenfraktion von Leberhomogenaten wurden bestimmt.
2.10 Statistische Auswertung

Lineare Regressionsanalysen und Students t-Test wurden Mithilfe von in Microsoft Excel
(Microsoft Co., Redmond, WA, USA) implementierten Funktionen durchgefihrt.
Kurvenanpassung und Parameteroptimierung in nichtlinearen Systemen wurde mittels
Deltagraph 2.0 (Deltapoint Inc. und Microsoft Inc., Redmond, WA, USA) durchgefiihrt. Die

Signifikanz linearer Korrelationen wurde anhand der Beziehung

2 —
tzw/% Gleichung 10

untersucht, worin r fir den Pearson Produktmoment Korrel ationskoeffizienten steht und t mit

tabellierten Wahrscheinlichkeiten verglichen wurde'®®.
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3 Ergebnisse
31 Unter suchungen zum Verteilungsver halten von TCDD in Blut

von Mensch und Ratten

311 M ethodenentwicklung

Fur die Trennung der Lipoproteine fand eine Methode Anwendung, welche im Lipid
Laboratory des University of Kansas Medical Centers entwickelt wurde™. Diese Methode
berticksichtigt aber nicht die Trennung der HDL von Plasmaproteinen; zudem wurde sie zwar
fur die Trennung menschlicher Lipoproteine validiert, nicht aber fir Lipoproteine im Plasma
von Ratten. Zunachst mufte daher ein Weg gefunden werden, die Reinheit erhaltener
Fraktionen zu Uberprifen, um anschlie?end die Entwicklung eines HDL/Plasmaprotein-
Trennungsschritts und die Validierung der Methode fur Rattenplasma durchfihren zu kénnen.
Die von Naito et al. entwickelte Methode der Polyacrylamidgel-Diskelektrophorese, auf dem
das Lipoprint LDL System der Firma Quantimetrix beruht, erwies sich fir den Einsatz mit
Proben aus der Dichtegradientenzentrifugation ungeeignet™. Die dem Plasma zugesetzten
Antioxidantien verhinderten die Polymerisation der zum Auftragen der Probe dienenden
AcrylamidlGsung. Anstatt der zu erwartenden Lipoproteinbanden fanden sich nur breite

Verteilungen. Im Gegensatz dazu beeinflufdten die unterschiedlichen Salzgehalte der Proben

um. Ratten- | Hum. |Hum. |Hum. |Ratten- | Ratten- | Ratten-
lasma |plasma |HDL LDL VLDL |HDL LDL VLDL

Abbildung 3-1: Elektrophorese auf Celluloseacetat und Anfarben der fetthaltigen
Anteile mit Fettrot B von je einer Probe von humanem Plasma, Rattenplasma sowie den
daraus isolierten Plasmaproteinfraktionen; mit Ausnahme einer geringen
Verunreinigung der LDL aus Rattenplasma mit VLDL sind die isolierten Fraktionen
rein
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zwar die absoluten Migrationsraten der Lipoproteine im Celluloseacetatgel des Ciba Corning
Lipoprotein Electrophoresis Kit, nicht aber die Qualitét der Trennung. Der Einflud des
Salzgehalts auf die Migrationsraten zeigte sich linear, wobei hdherer Salzgehalt zu geringeren
Migrationsraten fuhrte, und die Identifizierung der Lipoproteinspezies gelang durch Vergleich
mit Plasmaproben, die auf einen dhnlichen Salzgehalt eingestellt wurden. Abbildung 3-1 zeigt
exemplarisch einen Vergleich zwischen den auf Celluloseacetat ermittelten Verteilungen der
Lipoproteine je einer menschlichen und einer Rattenplasmaprobe sowie der aus diesen mittels

Dichtegradientenzentrifugation erhaltenen Lipoproteinfraktionen.

Es wurde zunédchst versucht, eine alternative Methode zu implementieren, die eine
vollsténdige Trennung aller 4 Fraktionen (Plasmaproteine, HDL, LDL, VLDL) in einem

Zentrifugationsschritt erlaubt hatte'>

. Die Resultate waren jedoch nicht zufriedenstellend, die
Trennung von Plasmaproteinen, HDL und LDL gentgte nicht den Anforderungen der
durchzufiihrenden Versuche hinsichtlich Vollstandigkeit und Reproduzierbarkeit. Zudem
erfordert die Trennung der HDL von Plasmaproteinen sehr hohe Beschleunigungen oder
aternativ lange Zentrifugationszeiten, was zu strukturellen Veranderungen an den
Lipoproteinen niedriger Dichte (LDL, VLDL) fihren kann™®, Aus diesem Grund kam diese

Technik nicht zum weiteren Einsatz.

Die Isolierung der HDL von Plasmaproteinen erfolgte durch Einfihrung eines zweiten
Trennungsschritts. Mit diesem Vorgehen gelang es, 84 = 11 % der Cholesterine, 66 £ 11 %
der Triglyzeride und 75 + 7 % der Phospholipide in HDL aus Proben menschlichen Plasmas
zu isolieren. Aus Plasmaproben von Ratten wurden 83 + 5 % der Cholesterine, 33 = 14 % der

Triglyzeride und 49 * 4 % der Phospholipide in HDL isoliert.

Der besonders in Rattenplasma vergleichsweise hohe Anteil der in der Plasmaproteinfraktion
verbleibenden Triglyzeride Uberraschte zundchst. Bei der Entwicklung der Methode war nur
menschliches Plasma eingesetzt worden, wo dieser Effekt nur vermindert auftrat. Die auf dem
Analyseroboter implementierte enzymatische Mefl3methode fur Triglyzeride in Plasma mif3t
Glyzerin, welches bei der Lipolyse durch zugesetzte Lipoprotein-Lipase aus den Triglyzeriden
freigesetzt wird. Freies Glyzerin, dal3 bei einer Trennung im Dichtegradienten nicht in die
Uberschichtete Phase niedrigerer Dichte gelangt, 18 dabei den in der Bodenfraktion
verbliebenen Anteil der Triglyzeride zu hoch erscheinen. Es wurde daher bei einigen Proben
eine Messung des freien Glyzerins in beiden Fraktionen durchgefiihrt. Diese Messung beruht

auf der selben Methode wie die Messung der Triglyzeride, mit dem Unterschied dal3 keine
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Tabelle 3-1: Relative Verteilung von ungereinigtem *H-TCDD in Fraktionen von
menschlichem Plasma nach Inkubation von Plasma mit unterschiedlichen Mengen °H-
TCDD/TCDD und Auftrennung durch Dichtegradientenzentrifugation

Zugabe ungereinigtes *H-TCDD [uCi/ml 0,003 0,33 0,45 0,23
Plasma]
Zugabe TCDD [pg/ml Plasma] 0 0 0,34 11,0
Von Plasma aufgenommene M enge 60 50 10 4
ungereinigtes *H-TCDD (% der Zugabe)
Gesamt-Wiederfindungsr ate unger einigtes 66 71 77 81
3H-TCDD [% der Zugabe]

Plasmafraktion

Verteilung unger einigtes *H-TCDD auf
Plasmafraktionen [% der in Plasma

aufgenommenen Menge]

Proteine 8 6 11
HDL 7 7 8
LDL 59 59 62 53

VLDL 29 27 25 27

Lipoprotein-Lipase zugesetzt wird. Durch Korrektur fur freiles Glyzerin erhohte sich der
Anteil der von den Plasmaproteinen abgetrennten Triglyzeride von 54 + 2 auf 75+ 4 % bei
einer menschlichen Plasmaprobe und von 20+7 auf 76+6 % bel einer Probe von

Rattenplasma.

312 K onzentrationsabhangigkeit der Verteilung von *H-TCDD/TCDD zwischen

Lipoproteinen und Plasmaproteinfraktion

Tabelle 3-1 falt die Ergebnisse der Untersuchung der Verteilung von ungereinigtem °H-
TCDD bzw. isotopenverdiinntem ungereinigtem *H-TCDD bei Zugabe unterschiedlicher
Mengen dieser Substanz zusammen. Die Gesamt-Wiederfindungsrate bezogen auf
ungereinigtes *H-TCDD stieg mit der zugegebenen Menge deutlich an. Nur bei Zugabe von
11 pg TCDD/ml Plasma war eine leichte Verschiebung des Radioaktivitatsgehalts von LDL
zu Plasmaproteinen zu beobachten, bel geringeren Mengen zeigte sich die Verteilung

unabhéngig von der im Plasma vorliegenden Konzentration.
3.13 Verteilung von ungereinigtem *H-TCDD zwischen Zellfraktion und Plasma

Bei der Untersuchung der Verteilung von ungereinigtem *H-TCDD zwischen Zellfraktion und

Plasama konnte ein Zusammenhang zwischen der Verteilung der Substanz und dem
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Abbildung 3-2: Relativer Gehalt (in % des in Vollblut enthaltenen) an ungereinigtem
®H-TCDD in Blutzellfraktion und Lipoproteinen von Mensch und Ratte als Funktion
der Gesamtkonzentration an Cholesterinen und Triglyzeriden im Plasmaisoliert aus der
jeweiligen Vollblutprobe. Fir die lineare Regressionsanalyse der Gehalte in
Lipoproteinen wurde der Ursprung als Datenpunkt hinzugenommen (durchgezogene
Liniec Ausgleichsgerade fur Zellfraktion; gestrichelte Linie: Ausgleichsgerade fur
Plasma)

Lipidgehalt der Lipoproteine im Plasma dargestellt werden. Zwar fand sich keine
Proportionalitét der Verteilung der Radioaktivitdt mit dem Gehalt an Cholesterinen oder
Triglyzeriden, jedoch bestand néherungsweise ein linearer Zusammenhang zwischen
Radioaktivitdét und der Summe dieser Neutralfette in mg/ml Plasma. Abbildung 3-2
verdeutlicht diesen Zusammenhang graphisch. Der relative Gehalt in Plasmaproteinen ist in
Abbildung 3-2 aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt.

Die Regressionsanalyse ergab Achsenabschnitte von 4+ 4 % ungereinigtes *H-TCDD fiir
Lipoproteine (theoretisch 0%) und 55+ 3% fur die Zellfraktion (angegebene Fehler
représentieren die Standardfehler der geschétzten y-Werte fir alle x) sowie Steigungen von
17 % ungereinigtes *H-TCDD in Lipoproteinen/[mg (Cholesterine + Triglyzeride)/ml Plasma]
und - 9,3 % ungereinigtes *H-TCDD in der Zellfraktion/[mg (Cholesterine + Triglyzeride)/ml
Plasma]. Die Korrelationskoeffizienten von r> = 0,97 (Lipoproteine) bzw. r> = 0,98
(z€lIfraktion) belegten die Signifikanz dieser Beziehungen (p < 0,01). Die relative Menge der
aus dem Plasma isolierten Radioaktivitét war dem Lipidgehalt nicht proportional, liefd sich
aber mittels der fur Lipoprotein- und Zellfraktion ermittelten Gleichungen in guter Néherung

berechnen:
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Tabelle 3-2: Vergleich von experimentell gefundenen mit nach Gleichung 11
berechneten Radioaktivitats-Gehalten in der Plasmaproteinfraktion von Vollblutproben
von Mensch und Ratte

Probe Plasma-Lipidgehalt [mg | Gehalt Radioaktivitat in Plasmaproteinen
Chol. + Trigl./ml Plasma] [% der in Vollblut enthaltenen]
gefunden ber echnet
Mensch 1 39 14 12
Mensch 2 2,9 17 19
Mensch 3 3,3 13 16
Ratte 1 1 28 33
Ratte 2 2,4 30 23
Ratte 3 11 30 32
*Hp,, =100 (3, +b;x) = (a, +b,X) Gleichung 11
wobei 3Hp,pr_ fur den Gehalt an Radioaktivitdt in Plasmaproteinen in % der in Vollblut

enthaltenen Radioaktivitét, &, a, b; und b, fir die Achsenabschnitte (a) bzw. Steigungen (b)
der Ausgleichsgeraden fur Plasma (Subskript 1) bzw. Zelfraktion (Subskript 2) stehen.
Tabelle 3-2 zeigt einen Vergleich der experimentell bestimmten mit nach Gleichung 11
berechneten Gehalten.

314 Verteilung von ungereinigtem *H-TCDD zwischen Lipoproteinen und
Plasmaproteinfraktion in Plasmain Abhangigkeit von Menge und Verteilung der
Lipide
Aus der Verteilung des ungereinigten *H-TCDD auf die vier untersuchten Fraktionen
Plasmaproteine, HDL, LDL und VLDL lief3en sich wiederum zwei lineare Beziehungen
erschlief3en: 1. Der in den vereinigten Lipoproteinen lokalisierte Prozentsatz der in Plasma
vorliegenden Menge an >H-assoziierter Radioaktivitdt zeigte sich dem inversen der
Konzentration an Cholesterinen + Triglyzeriden proportional; 2. die Vertellung der
Radioaktivitéat auf die einzelnen Lipoproteinfraktionen der Vertellung von Cholesterinen +
Triglyzeriden auf diese Fraktionen direkt proportional war. Abbildung 3-3 veranschaulicht

diese Zusammenhange.
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Abbildung 3-3: Verteilung von ungereinigtem H-TCDD in Plasma: (a) Abhingigkeit
des in den vereinigten Lipoproteinfraktionen isolierten Anteils der Radioaktivitat von
oben erwihnt, stark speziesabhingig und wird dariiber hinaus lei Plasma vor
Fraktionierung; Ausgleichsgerade berechnet nur mit Daten aus menschlichem Plasma;
(b) Verteilung der Radioaktivitit auf die einzelnen Lipoproteinfraktionen in
Abhiingigkeit vom relativen Gehalt an (Chol. + Trigl.) in den Fraktionen

In Abbildung 3-3a wird dabei deutlich, daB die Verteilung des ungereinigten *H-TCDD auf
Plasma- und Lipoproteine in menschlichem Plasma deutlich besser mit der Lipidkonzentration

korrelierte als im Plasma von Ratten. In der Regel lagen die in den Lipoproteinfraktionen
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isolierten relativen Mengen an Radioaktivitdt niedriger als die im Plasma gemessene
Lipidmenge gemal’ der in menschlichen Plasma gefundenen Gesetzmaldigkeiten erwarten lief3.
Da die in Abbildung 3-3a aufgetragenen Werte fur die Lipidkonzentrationen im Plasma vor
der Fraktionierung gemessen wurden, 183 sich dieser Umstand auf die bereits beschriebene
Instabilitdt der Triglyzeride in Ratten-Lipoproteinen wahrend der Fraktionierung
zurlckfohren. Fir die Berechnung der Ausgleichsgeraden wurden daher nur die in
menschlichen Plasma ermittelten Daten verwendet. Der Achsenabschnitt von 99+ 1 %
ungereinigtes *H-TCDD in den Lipoproteinfraktionen lag dabei sehr nahe an der Theorie
(100 % bei ca. 10° (mg Chol. + Trigl./ml Plasma)™ entsprechend der maximal theoretisch
moglichen Menge der Lipide von ca. 960 mg/ml), die Steigung betrug -54 % ungereinigtes
®H-TCDD in den Lipoproteinfraktionen/(mg Chol. + Trigl/ml Plasma)®. bei einem
K orrel ationskoeffizienten von r? = 0,991

Abbildung 3-3b zeigt den Zusammenhang zwischen der Verteilung des ungereinigten °H-
TCDD und der Verteilung von Cholesterinen und Triglyzeriden auf die verschiedenen
Lipoproteinfraktionen. Die Steigungen der Ausgleichsgeraden aus der Auftragung des
relativen Lipidgehalts gegen den relativen Radioaktivitdtsgehalt je Fraktion in % des gesamten
in den Lipoproteinen vorliegenden Gehalts errechneten sich zu 1,01 bzw. 1,02 (% TCDD)/%
(Chol. + Trigl.) fur HDL und VLDL bzw. LDL, r2>0,99 in alen drei Falen. Wahrend die
Achsenabschnitte bei HDL und LDL mit 1 + 2 % bzw. 2 £ 2 % der Theorie entsprachen, fand
sich fir VLDL ein Achsenabschnitt von -7 £ 2 %. Dieser Umstand wurde jedoch erst nach

Tabelle 3-3: Vergleich der Verteilung *H-assoziierter Radioaktivitat aus ungereinigtem
®H-TCDD in Lipoproteinfraktionen mit der gemessenen Verteilung der Lipide
(Cholesterine + Triglyzeride) ohne und mit Korrektur fur freies Glyzerin

Proben- | Fraktion | Radioaktivitét in Lipidein Lipidein Fraktion kor-

her kunft Fraktion [%] | Fraktion [%] |rigiert f. freies Glyzerin [%]
Mensch HDL 17 14 15
LDL 43 42 45
VLDL 39 44 40
Ratte HDL 40 35 40
LDL 27 24 26
VLDL 33 41 34
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Durchfiihrung der Mehrzahl der Trennungen deutlich. Es wurde daraufhin bei der letzten von
den je sechs Proben der beiden untersuchten Spezies in den Fraktionen zusétzlich zu den
Lipiden auch freies Glyzerin gemessen. Wie Tabelle 3-3 zeigt, verschwand die Abweichung

nach Korrektur des Lipidgehalts fur freies Glyzerin.
3.15 Bindung von *H-TCDD an Plasmaproteine

Abbildung 3-4 zeigt exemplarisch die Ergebnisse je einer Trennung isolierter menschlicher
bzw. Ratten-Plasmaproteine mittels des unter 2.6.1.10 beschriebenen elektrophoretischen
Trennungsverfahren. Angedeutete Querlinien geben die Partitionierung der Gelstreifen
wieder, in denen die Verteilung des Radioaktivitatsgehalts bestimmt wurde. Aufféllig waren
zunachst die deutlichen Unterschiede in den Verteilungsmustern der Plasmaproteine von Ratte
und Mensch sowie die unter gleichen Bedingungen geringere Migrationsrate des
Serumalbumins aus Rattenplasma im Vergleich zu humanem Serumalbumin: 50 g/l humanes
bzw. Ratten-Serumalbumin, Tris-/Borsaure-/EDTA-Puffer; 55h; 5,7 V/em: unter diesen
Bedingungen migrierte humanes Serumalbumin 43 + 2 mm (n=20), Ratten-Serumalbumin
36+ 2 mm (n=20). Trotz einer leicht verringerten Migrationsrate der Serumalbumine in
lipidfreiem Plasma gegeniber den Referenzsubstanzen (humanes Serumalbumin in

lipidfreiem Plasma: 39 + 1 mm; Ratten-Serumalbumin in lipidfrelem Plasma: 30 £ 2 mm)

Ratten Serum-
Humanes Albumin

Serumalbumin

Abbildung 3-4: Elektrophorese Lipoprotein-freier Plasmaproteine isoliert aus a)
humanem Plasma, b) Rattenplasma auf Agarosegel; das Plasma in den gezeigten
Kontrollbahnen wurde nicht mit *H-TCDD inkubiert und die Proteine im Gel mit
Amido-Schwarz angefarbt; die parallel mitgelaufenen, mit *H-TCDD inkubiertem
Plasma enthaltenden Bahnen wurden statt dessen in einzelne Bahnen aufgeteilt und die
Bahnen entlang der eingezeichneten Linien zerschnitten, und abschlielend der
Radioaktivitatsgehalt in den so erhaltenen Stiicken bestimmt



67

a)
200 12 .
) — Proteinver-
F10 .
teilung
150 5
E A E Verteilung
E B . . . we
E 100- g Radioaktivitéat
T g 2
g
L2
50
_W_i_x_r__ .
O T T T T T -2
-40 -20 0 20 40 60 80
Entfernung vom Punkt der Auftragung [mm]
b)
200 12 .
Proteinver-
10 teilung
150 5
E (\ g Verteilung
'E 100 ° 5 Radioaktivitat
T g 2
W g
L2
50
Lo
. (j'l—L__J" 7_2

T T T T
-40 -20 0 20 40 60 80
Entfernung vom Punkt der Auftragung [mm)]

Abbildung 3-5: Vergleich der Verteilungen der Proteine (fett gezeichnet) und der
Radioaktivitat auf Agarosegelen nach Elektrophorese von mit *H-TCDD inkubierten
Plasmaproteinen isoliert aus a) humanem Plasma, b) Rattenplasma

lassen die bekannten Mengenverhdtnisse der Plasmaproteine keine andere Identifikation der
intensivsten Proteinbande zu. Mit Ausnahme der Serumalbumine gelang die Identifizierung
der einzelnen Plasmaproteine in humanem Plasma in den erhaltenen Verteilungsmustern
weder durch Vergleich mit Literaturangaben noch mit Referenzsubstanzen (Cohn Fraktion 3
bzw. 4) zweifelsfrel. Fur Plasmaproteine aus Rattenplasma standen keine Referenzsubstanzen

zur Verfugung.

In Abbildung 3-5a sind die Ergebnisse der densitometrischen Proteinbestimmung einer
Kontrollbahn sowie der Bestimmung der Radioaktivitétsverteilung in einer Versuchsbahn aus
der Trennung einer Probe menschlicher Plasmaproteine, in Abbildung 3-5b die einer
Rattenplasmaprotein-Probe exemplarisch dargestellt. Nur geringe Unterschiede fanden sich
zwischen den Ergebnissen einzelner Bahnen aus einer Probe. Auch zwischen Proben

unterschiedlicher Individuen derselben Spezies traten nur unwesentliche V erschiebungen auf.
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Tabelle 3-4; Verteilung von *H-TCDD-assozierter Radioaktivitdt nach Elektrophorese
von mit *H-TCDD inkubierten Plasmaproben bzw. Referenzlésungen

Elektrophoretisch untersuchte Probe
Position des Plasmaproteine | 50 g/l humanes Plasmaproteine 50 g/l Ratten-
Gelstlicks auf dem isoliert aus humanen |  Serumalbuminiin isoliert aus Proben | Serumalbuminin
Gel (mmvom Blutproben (n=5) | Gelpuffer (n=3) von Rattenblut (n=5) | Gelpuffer (n=3)
Kathodischen Rand [% der aus einem mit 5 pl Probe beladenen Gelstreifen zuriickgewonnenen
des Gels) Radioaktivitét]
0-24 1+£0,3 1+0,2 1+£0,3 1+£0,3
25-44 1+£0,2 1+£0,04 1+0,1 1+0,08
45-54 1+£0,3 1+0,1 04+0,2 1+£0,1
55-64 1+£0,3 1+0,1 1+£0,3 1+£0,1
65-72 (Probenauf- 7+1 4+1 11+3 8+1
gabe bei 67-68 mm)
73-77 3x04 21 5+1 4+04
78-82 305 21 4+1 4+0,3
83-87 4+04 2+01 5+2 2+0,1
88-92 4+03 2+0,1 8+4 2+0,1
93-97 4+1 21 307 6+2
98-102 5+1 3+04 18+8 15+5
103-107 18+ 6 16+9 62 33+2
108-112 3B+7 33x9 3x1 15+5
113-117 7+3 20+11 2+0.3 4+04
118-122 2+03 4+2 1+£0,2 2+0,1
123-127 1+£0,3 21 1+£0,2 3+x01
128-132 1+04 1+1 1+£0,2 1+£0,1
133-140 2+03 2+1 21 2+1

Tabelle 3-4 gibt die Gber 6 Individuen jeder Spezies gemittelten Verteilungen der aus den
Gelstreifen zurickgewonnenen Radioaktivitdét im Vergleich zu den Verteilungen bei
Verwendung reines humanen bzw. Ratten-Serumalbumins wieder. Lipidfreie Plasmaproteine
aus Mensch und Ratte verhielten sich dabel sehr ghnlich wie reines Serumalbumin, mit der
Ausnahme etwas erhohter Werte (22+6% gegeniber 15+4% der eingesetzten
Radioaktivitét) im Bereich zwischen dem Punkt der Probenaufgabe und der Serumalbumin-

Bande.
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3.16 Validierung der Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Verteilung von TCDD in
Blut von Mensch und Ratte

3.1.6.1 Extraktion von mit *H-TCDD inkubiertem Plasmafraktionen und Quantifizierung
der Verunreinigungen mittels HPLC

Bei der Untersuchung des ungereinigten *H-TCDD-Standards mittels HPLC zeigte sich, da3
dieser mindestens 4 weitere Verbindungen neben *H-TCDD enthielt. Diese eluierten unter den
gewdhlten chromatographischen Bedingungen bel relativen Retentionszeiten von
r=045+004 (Verunreinigung 1), 0,63+0,06 (Verunreinigung 2), 0,70%+0,05
(Verunreinigung 3) bzw. 0,78+ 0,06 (Verunreinigung 4; n = 9; Retentionszeit von H-
TCDD =1). Dadie Verunreinigungen 2 - 4 in den meisten Fallen nicht klar getrennt werden
konnten, wurde stets Uber sie summiert. Ein Versuch, die Verunreinigungen mittels GC/MS

zu identifizieren, mif3lang.

Bel der chromatographischen Trennung des °H-TCDD-Standards ergaben sich eine
durchschnittliche  Zusammensetzung von 15+1% Verunreinigung 1, 17+2%
Verunreinigung 2 —4 sowie 69 + 2 % *H-TCDD (n = 10). Wurde der Standard zunéchst auf
einer Sandwichsdule chromatographiert, fanden sich 12+ 1 % Verunreinigung 1, 19+ 0%
Verunreinigung 2 —4 sowie 66 + 1% H-TCDD (n = 2). Wurde der Standard hingegen mit
Plasma inkubiert, das Plasma extrahiert und der Extrakt nach Reinigung an der Sandwichsaule
chromatographisch untersucht, ergab sich ene Zusammensetzung von 12+1%
Verunreinigung 1, 14+ 7 % Verunreinigung 2 —4 sowie 75+ 8% *H-TCDD (n=6). Die
Wiederfindungsraten Uber den gesamten VVorgang der Reinigung an der Sandwichsaule und

Trennung mittels HPLC betrugen 86 + 11 % (n = 26).

Tabelle 3-5 gibt die Ergebnisse der Trennungen der Plasmaproben in Protein- und
Lipidfraktionen sowie der in diesen Fraktionen enthaltenen Radioaktivitét in *H-TCDD und
Verunreinigungen wieder. Die Verteilung der Gesamtradioaktivitét auf die Protein- und

Lipidfraktionen entsprach den in 3.1.4 beschriebenen Ergebnissen.

Die Analyse der Verteilungen von *H-TCDD bzw. der Verunreinigungen ergab ein
uneinheitliches Bild. Wéhrend sich in menschlichem Plasma eine Verschiebung der relativen
Gehalte zu hoherem *H-TCDD-Anteil von Protein zu VLDL-Fraktion andeutete, war ein
solches Verhalten in Rattenplasma nicht zu konstatieren. Bel menschlichen HDL sowie

Ratten-HDL und -LDL fanden sich jewells stark abweichende Verteilungen in den zwei
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Tabelle 3-5: Vertelung von °H-TCDD und der in ungereinigten *H-TCDD
vorliegenden Verunreinigungen auf Plasmafraktionen in Blut von Mensch und Ratte

Verunrei- | Verunrei- | °H-TCDD |Gesamtradio-| Chol. +
nigung 1 nigung2-4 | (%;n=2) aktivitét Trigl.
(%; n=2) (%; n=2) (;n=2)* | (% n=2)
Humanes Plasma 19+4 18+2 63+ 6 18+1
Plasmaproteine
Humanes Plasma 20+ 8 32+18 49 + 26 18+ 0 15+1
HDL-Fraktion (23 1)*
Humanes Plasma 11+0 17+0 72+1 3605 446+1
LDL-Fraktion (46 + 1)*
Humanes Plasma 10+£0 10+1 80+1 24+0,5 39+1
VLDL-Fraktion (31 1)*
Rattenplasma 11+1 15+3 754 47+ 0
Plasmaproteine
Rattenplasma 21+ 11 28+ 25 50+ 36 2312 30+2
HDL-Fraktion (46 + 4)*
Rattenplasma 19+12 30+ 25 52+ 37 5+£3 9+6
LDL-Fraktion (10 + 6)*
Rattenplasma 13+1 16+1 70+£2 22+ 2 43+ 3
VLDL-Fraktion (43 + 4)*

* Angaben in Klammern: Anteil der gesamten in Lipidfraktionen gefundenen Radioaktivitét

untersuchten Proben, so dal? hier keine klare Aussage moglich war. Jewells eine Probe enthielt

deutlich niedrigere relative Mengen an *H-TCDD, diese Proben waren gleichzeitig digjenigen,

bei denen die niedrigste Wiederfindungsrate nach dem Transport von Kansas City nach

Neuherberg zu verzeichnen war.

Ein Verlust der Probensubstanz beim Transport von Kansas City nach Neuherberg kann

ausgeschlossen werden, da alle Proben vor und nach dem Transport gewogen wurden, und bel

keiner Probe Gewichtsverluste >0,1 % gemessen wurden. Es fiel jedoch nachtraglich auf, dal3

die Versiegelung in den Schraubkappen der Proben, in denen die Unregelméaliigkeiten

auftraten, eine etwas unterschiedliche Farbung aufwies. Unter Umstdnden waren einige

Schraubkappen zur Anwendung gekommen, deren Versiegelung nicht Teflon-beschichtet war,
und ein Tell desin der Probe enthaltenen TCDD haftete selektiv an der Kunststoffoberflache.
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Die Unterschiede zwischen den Verteilungen in menschlichen Plasmaproteinen bzw.
menschlichen VLDL mit Ausnahme der hohen Konzentrationen von Verunreinigung 1 in
menschlichen Plasmaproteinen waren dabel dennoch nicht signifikant verschieden (p < 0,05)
von den Ergebnissen der Kontrollversuche, bei denen der Standard mit Plasma inkubiert, das
Plasma extrahiert und der Extrakt nach Reinigung an der Sandwichsdule chromatographisch
untersucht wurde. Die experimentellen Fehlerquellen summierten sich Uber den gesamten
Versuchsverlauf zu stark, um Unterschiede zwischen den Verteilungen noch feststellen zu
koénnen. Es wurde daher nach einer Methode gesucht, bei der ein solcher Vergleich mit

weniger fehlerbehafteten experimentellen Schritten erreicht werden konnte.

3.1.6.2  Vergleich der Verteilung von ungereinigtem *H-TCDD-Standard, reinem *H-

TCDD bzw. der isolierten Verunreinigungen in Plasmafraktionen

Tabelle 3-6 gibt die Verteilungen des *H-TCDD-Standards, der in ungereinigtem *H-TCDD
vorliegenden Verunreinigungen und des ungereinigten *H-TCDD-Standards auf die aus

humanem Plasma isolierten Fraktionen wieder und zeigt den Vergleich mit der aus der

Tabelle 3-6: Verteilung von *H-TCDD, der in ungereinigtem *H-TCDD vorliegenden
Verunreinigungen und des unger einigten *H-TCDD-Standards auf Plasmafraktionen in
Humanblut , Vergleich mit der aus der Zusammensetzung des ungereinigten *H-TCDD-
Standards errechneten Verteillung

Inkubation von humanem Plasma mit Berechnet aus
o : o
. [% der emgeﬁetztfan. Aktivitét] . 0.7 XA +
H-TCDD Verunreni- Ungereinigtem

(A) gungen (B) | °H-TCDD (C) 0,3xB*
Plasmaproteine 15+1 14+ 0 16+1 15
HDL-Fraktion 18+3 200 17+3 18
LDL-Fraktion 300 20+ 2 26+ 2 27
VLDL-Fraktion 31+1 42+1 377 34

[% der in Lipidfraktionen wiedergefundenen Verteilung von

Aktivitét] Chol. + Trigl.
auf
Lipidfraktionen
HDL-Fraktion 23+3 24+0 22+ 4 230
LDL-Fraktion 39+1 25+2 32+2 33+0
VLDL-Fraktion 39=x1 51+2 46+ 8 4+1

* Die Analyse des ungereinigten *H-TCDD ergab eine Zusammensetzung von 70% *H-TCDD und 30 %
Verunreinigungen
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Zusammensetzung des ungereinigten *H-TCDD-Standards (Annahme 70 % *H-TCDD, 30 %
Verunreinigungen) errechneten Verteilung. Die berechneten Werte stimmen gut mit der fir

den ungereinigten Standard gefundenen Verteilung tiberein.

Weiterhin fal3t Tabelle 3-6 die Verteilung der Radioaktivitéat auf diese Fraktionen bezogen auf
die aus den Lipidfraktionen isolierte Radioaktivitéat zusammen und stellt diese der Verteilung
von Cholesterinen und Triglyzeriden gegenliber. Der lineare Zusammenhang zwischen der
Verteilung der Radioaktivitéat auf die Lipidfraktionen und der Verteilung der genannten Lipide
wie in Abbildung 3-3 gezeigt, bestétigte sich dabei nur fir den ungereinigten *H-TCDD-
Standard.

3.2 Versuche zur Bestimmung von Blut-Gewebe-Verteilungs-
koeffizienten: Bestatigung der Wasser|éslichkeit von *H-TCDD
und Bestimmung der Adsor ptionskonstante von *H-TCDD an

Albumin

321 Inkubation von Proteinlsungen oder Puffer mit *H-TCDD als Bodenkérper

In einem einleitenden Versuch wurden je 2 ml aqua dest. und Phosphatpuffer sowie je 2 ml
von Albuminldsungen der Konzentration 0,1, 1, 3 bzw. 5 ¢/l (1,5, 15, 46 bzw. 77 umol/l) mit
je 250 nCi ungereinigtem *H-TCDD als Bodenkérper fiir 48 h inkubiert. Proben wurden nach
6, 12, 18, 24, 36 und 48 h entnommen. Die maximale Konzentration war nach 24 —36 h
erreicht. In agua dest. und Phosphatpuffer fanden sich daraufhin Aktivitdten von 5,3+ 0,1
bzw. 4,7 £ 0,5 nCi/ml entsprechend einer Loslichkeit von 66 bzw. 60 ppt bezogen auf die
reine Substanz. In der Literatur wird die Loslichkeit von TCDD mit 19 + 4 ppt entsprechend
6+ 1x10™ mol/l angegeben™. In der 0,1g Albumin/l enthaltenden Lésung fanden sich
27 = 1 nCi/ml nach 48 h. Bei der Inkubation mit AlbuminlGsungen hoherer Konzentration war
nahezu die gesamte eingesetzte Radioaktivitét in Lésung gegangen (1 g/l: 114 + 6 nCi/ml;
30/1:1126 £ 5 nCi/ml; 5 g/l: 132 £ 5 nCi/ml), so dal? eine Interpretation nicht moglich war.

Ausgehend von diesem Ergebnis wurde ein Versuch unternommen, bei dem Albuminlésungen
steigender Konzentration mit unterschiedlichen Mengen *H-TCDD unter sonst gleichen
Bedingungen wie oben inkubiert wurden. Tabelle 3-7 faldt die Ergebnisse dieses Versuchs

Zusammen.
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Abbildung 3-6: Ermittlung der Bindungskonstante von *H-TCDD an Albumin aus der
Gleichgewichtskonzentration von *H-TCDD in Albuminlésungen unterschiedlicher
K onzentration tiber einem Bodenkér per von *H-TCDD

Abbildung 3-6 zeigt eine grafische Auftragung der Ergebnisse aus Tabelle 3-7. Die
Berechnung der Ausgleichsgerade ergibt einen Achsenabschnitt von
(0,3 + 1) x 10° mol TCDD/I, entsprechend einer Loslichkeit von 90+ 330 ppt im reinen
Losungsmittel (entsprechend dem 4 —8fachen der Literatur™), sowie eine Steigung von
6,6 x 10 (mol TCDD/I)/(mol Albumin/l) bei einem Korrelationskoeffizienten von r? = 0,94.
Daraus ergibt sich mit Gleichung 9 eine Dissoziationskonstante fur die Bindung von TCDD
an Albumin von Kp = (0,4 + 1,5) x 10°. Unter Verwendung des mit geringerer Unsicherheit
behafteten Literaturwertes fur die Loslichkeit von TCDD in reinem Wasser ergibt sich mit

Gleichung 9 die Dissoziationskonstante zu (9 + 2) x 10 mol/I.

Tabelle 3-7 zeigt, dal? bei dem beschriebenen Versuch in allen Fallen weniger as die Halfte
des eingesetzten *H-TCDD in Lésung gingen. Dies kann al's Hinweis interpretiert werden, daf?
die Gleichung 9 zugrundeliegende Annahme, es liege eine geséttigte Losung Uber einem
Bodenkorper von *H-TCDD vor, gegeben war. Dennoch zeigte sich ein Trend zur
Abhéangigkeit der *H-TCDD Konzentrationen in Losung von der vorgelegten Menge bei

gleicher Albumin-Konzentration, wie ein Vergleich der Doppelbestimmungen bei den
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Tabelle 3-7: Aktivitdt in Albuminlésungen verschiedener Konzentration nach
Inkubation von je 2 ml der Albuminlésung mit einem UberschuB an ungereinigtem *H-
TCDD fir 48h

Calbumin 005,005/ 01|01 |03] 03] 05 ] 05 1 1
[g/l Phosphatpuffer]

Einsatz 115 | 118 | 120 | 124 | 253 | 283 | 757 | 545 | 1060 | 1347
ungereinigtes

3H-TCDD [nCi]

Aufnahmein 24 24 | 40 | 40 | 172 | 172 | 396 | 322 | 470 | 542
Loésung[nCi/2ml] |+£02| +2 | +02|/+08| =6 |[+08| +4 | +4 | +2 | +6

Konzentrationen von 0,5 bzw. 1 g Albumin/l belegt. Diese Beobachtung bestétigte sich in

einer Wiederholung des Experiments.

Die Affinitdt von TCDD, an allen Oberflachen zu haften, ist hinlénglich bekannt. Um
auszuschlief3en, dal? das beobachtete Phdnomen ein Resultat eines Gleichgewichts zwischen
der Bindung an der Oberflache der Glasréhrchen und der Bindung an Albumin war, wurde ein
weiterer Versuch durchgefiihrt, bei dem durch Vorlage eines groRen molaren Uberschusses
von isotopenverdinntem *H-TCDD die Abséttigung der Bindungsstellen am Glas erreicht

werden sollte.

Dazu wurden in je zwei Probenglaschen jeweils 23,1, 7,7, 2,6, 0,87 bzw. 0,29 ug TCDD in
Toluol vorgelegt und je 204 nCi ungereinigtes *H-TCDD in Toluol zugegeben und nach
Vertreiben des Losungsmittels mit waldrigen Losungen der Albumin-Konzentrationen
4900 + 300, 1670+ 40, 564+ 7, 178+ 2 bzw. 56+1 mg/l (72+5, 246+0,6, 7,7+ 0,1,
2,62 £ 0,03, 0,82 + 0,01 umol/l) fur 48 h inkubiert. Anschlief3end wurde die Radioaktivitét in
je 3 Proben zu jeweils 100 pul gemessen. Diese Messungen ergaben eine so hohe Variabilitét
(z.B. 6000 + 4000 dpm/100 uI bel ener dreifachen Beprobung der hdchsten
Albuminkonzentration), dal3 eine sinnvolle Auswertung nicht méglich war. Dieses Verhaten
bestétigte sich auch bei mehrfacher Wiederholung des Versuchs.

322 Inkubation von Proteinl 6sungen oder Puffer mit *H-TCDD unter Verwendung

einer schlauchférmigen Dialysemembran

Die Trennung des TCDD-Bodenkorpers von der Dialyseldsung durch eine Dialysemembran
sollte verhindern, dal3 TCDD bel der Inkubation und Probenahme kolloidal in Lésung ging.
Zunéchst wurde nur eine Dialysemembran mit einer Durchl&ssigkeit fir Molekulargewichte
<1000 D verwendet.
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In einem Vorversuch wurde sichergestellt, dal3 die zur Anwendung gebrachte Methode des
Abdichtens des Dialyseschlauchs mittels Aluminiumfolie den Schlauch dicht verschlof3: Ein
Stiick Dialyseschlauch wurde mit ca. 1 ml Albuminlosung der Konzentration 4900 mg/I
(72 pumol/l) gefillt, mit Aluminiumfolie verschlossen und in ein mit 5 ml agua dest. gefilltes
13 x 80 mm Reagenzglas gegeben. Nach 72 h sanftem Schitteln wurden der den Schlauch
umgebenden Flissigkeit Proben zu je 1 ml entnommen, am Lyophilisator getrocknet und die
Proteinkonzentration im Riickstand nach Bradford bestimmt'®’. Diese lag unterhalb des
Detektionslimits der Methode (1 mg/l).

Zunéchst wurde die Verwendbarkeit von Filterpapierstreifen als Trager fur TCDD fur die
Einbringung in den Dialyseschlauch untersucht. Hierzu wurden je zwei Filterpapierstreifen
mit 73, 145, oder 218 nCi ungereinigtem *H-TCDD bzw. mit 73, 145, oder 218 nCi im
Verhdtnis 360:1 mit TCDD isotopenverdiinntem °H-TCDD (310, 620 bzw. 930 ng,
entsprechend 0,96, 1,91 bzw. 2,87 nmol TCDD) in Toluol beladen. Die Filterstreifen wurden
in mit Phosphatpuffer (ungereinigtes *H-TCDD) bzw. 0,82 umol/l Albuminlésung
(isotopenverdiinntes *H-TCDD) gefiillte Stiicke des Dialyseschlauchs eingebracht und diese
mit 10 ml Phosphatpuffer (ungereinigtes *H-TCDD) bzw. 3 ml 0,82 pmol/I Albuminlésung
(isotopenverdiinntes *H-TCDD) equilibriert. Proben von 100 pl (ungereinigtes *H-TCDD)
bzw. 10 pl (isotopenverdiinntes *H-TCDD) wurden nach 24, 36, 48, 60, 72, 96 und 400 h
genommen. Nach 400 h betrug die maximal erreichte Konzentration im reinen Phosphatpuffer
4 ppt entsprechend 23 % der in der Literatur angegebenen Loéslichkeit in Wasser. In den
Albuminlésungen konnte auch nach 400 h keine Radioaktivitat nachgewiesen werden. Uber
90% der eingesetzten Radioaktivitéd wurden dabel adsorbiert an den Filterpapierstreifen

gefunden, dieses System wurde daher nicht weiter verwendet.

Nun wurde die Eignung von Aluminium-Wégeschiffchen anstelle der Filterpapierstreifen
untersucht. Je 100 nCi ungereinigtes *H-TCDD wurden in zwei Aluminium-Wageschiffchen
vorgelegt, diese in Dialyseschlauchstiicke eingebracht, und mit je 3 ml Phosphatpuffer
inkubiert. Proben zu je 50 pl wurden nach 44, 139, 192, 282, 402 und 715 h entnommen ihr
Radioaktivitétsgehalt untersucht. Tabelle 3-8 zeigt die hierbel erhaltenen Aktivitdten in der

umgebenden Losung.

Tabelle 3-8 zeigt deutlich, dal? auch nach 750 h ein Gleichgewichtszustand nicht ganz erreicht
war. Um dennoch eine Aussage Uber die erreichbare Gle chgewichtskonzentration zu erhalten,

wurde eine Gleichgewichtskonzentration aus dem Achsenabschnitt einer Ausgleichsgeraden
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Tabelle 3-8: Verlauf der Aktivitatszunahme in der Dialyseldsung (Phosphatpuffer) bel
Dialyse gegen eine geséttigte walrige Ldsung von ungereinigtem *H-TCDD, in der die
Konzentration des ungereinigten *H-TCDD durch iiberschiissigen Bodenkorper der
Substanz konstant gehalten wird; Grenze der Durchléssigkeit der Membran in
Abhangigkeit vom Molekulargewicht: 1000D

Inkubationszeit [h] 44 139 192 282 402 715
Aktivitdt im 0,18 0,55 0,80 1,0 1,3 1,6
Phosphatpuffer

[nCi/ml]

errechnet. Dabel wurde gemél3 der Gleichung (Zur Ableitung von Gleichung 12 siehe
Anhang 7.2):

- ~ _H1 g°H-TCDD]
["H-TCDD] =L 3 _rcop p20 H(V H t Gleichung 12

die in der waRkrigen Lésung ermittelte Aktivitdt [*H-TCDD] in nCi gegen [*H-TCDD]/t
aufgetragen. Fur die Parameter Lsy-tcpp,hzo, SO der Loslichkeit von 3H-TCDD im reinen
Losungsmittel, sowie k,, der Geschwindigkeitskonstante des Austauschs zwischen den
Kompartimenten, wurden 3,1 + 0,3 nCi/ml (entsprechend 36 + 3 ppt bezogen auf die reine

Substanz) und 1,59 x 10° s™ bei einem K orrel ationskoeffizienten von 0,78 gefunden.

Da der auf diese Weise ermittelte Wert fiir die Wasserldslichkeit von *H-TCDD nahe an den
in der Literatur angegebenen Werten lag, wurde diese Methode fir weitere Versuche gewahit.
Es wurde nun untersucht, welche Menge TCDD vorgelegt werden mul3, um alle nicht-
spezifischen Bindungsstellen an den Oberflachen im System abzuséttigen und damit die
Voraussetzung der Anwendbarkeit von Gleichung 9, namlich das Vorliegen einer geséttigten
Losung Uber einem festen Bodenkérper, zu garantieren. Hierzu wurden unterschiedliche
Mengen von ungereinigtem *H-TCDD und isotopenverdiinntem ungereinigtem *H-TCDD
bzw. isotopenverdinntem '*C-TCDD gelost in Toluol in  Aluminium-Wageschiffchen
eingebracht und das Losungsmittel durch Verdunsten bis zur Trockne entfernt: 1. 100 nCi
ungereinigtes *H-TCDD; 2. 1uCi ungereinigtes H-TCDD, 3. 620nCi ungereinigtes
®H-TCDD unter Zusatz von 45nCi **C-TCDD (120 ng, 0,37 nmol, entsprechend einem
molaren Verhaltnis **C-TCDD/*H -TCDD von 16:1 bezogen auf die reinen Substanzen), 4.
450 nCi ungereinigtes *H-TCDD unter Zusatz von 530 nCi **C-TCDD (1,41 pg, 4,35 nmol,
entsprechend einem molaren Verhatnis **C-TCDD/*H -TCDD von 250:1 bezogen auf die
reinen Substanzen) sowie 5. 1,42 uCi **C-TCDD (3,8 pg, 11,7 nmol) unter Zusatz von
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Tabelle 3-9: Maximale Konzentrationen in der Dialyseldsung bei der Dialyse von
waRrigen Losungen von ungereinigtem *H-TCDD, deren Konzentration durch einen
festen Bodenkorper konstant gehalten wird, gegen Phosphatpuffer bzw. wafrige

L dsungen von Albumin; Durchlassigkeit der Dialysemembran: bis 1000 D

Inkubations- Eingesetzte Aktivitat in Wiederfindungsraten
|6sung Radioaktivitat Dialyseldsung nach
750 h
[nCi] [nCi/ml] gesamt davon in Inku-
bationsl 6sung
(5ml)
Phosphat- 100 *H 0,04 + 0,01 °H 81+ 5% °H 0,20 %
puffer
0,82 uM 1000 *H 0,41 + 0,02 *H 71+ 1%°H 0,20 %
Albumin
0,82 uM 620 °H, 0,25 + 0,02 °H 94+ 1%°3H 0,20 % °H
Albumin 45*1C 0,01+0,005%C  95+1%%C 0,11 % *C
0,82 uM 450 3H, 0,14 + 0,01 °H 91+1%°3H 0,16 % °H
Albumin 530 *C- 0,09 + 0,01 *C 93+ 2% %C 0,08 % **C
0,82 uM 1420 ¥C 0,23 + 0,01 ¥C 83+1%MC 0,08 % “C
Albumin

12,4 pg TCDD (53,9 nmol, entsprechend einem molaren Verhétnis TCDD/**C-TCDD von
4,6:1 bezogen auf die reinen Substanzen). Die Aluminium-Wégeschiffchen wurden in
Dialyseschlauchstiicke eingebracht und mit je 5 ml Phosphatpuffer (1.) bzw. 0,82 umol/I
Albuminlésung (2. —5.; insgesamt 4,1 nmol Albumin, entsprechend molaren Verhatnissen
TCDD/Albumin von ca. 1:100, 1:10, 1:1 und 10:1 bezogen auf die reinen Substanzen)
inkubiert. Der Gehalt an Radioaktivitét in der Lésung wurde jeweils nach 50, 100, 220, 410,
610 und 750 h untersucht. Zwischen 610 und 750 h wurde kein weiterer Anstieg des
Radioaktivitétsgehalts in Losung mehr festgestellt.

Tabelle 3-9 fadt die nach 750h in der Dialyselosung ermittelten Konzentrationen an
radioaktiv. markiertem TCDD zusammen. Diese verhielten sich wie 1:10:55:470:5000
(berechnet aus der *H-TCDD-AKktivitét fir 1. und 2., aus der *C-TCDD-AKktivitét fir 3. - 5.).
Sieht man von dem Sprung zwischen den aus der *H-TCDD- und der **C-TCDD-Aktivitét
berechneten Werten ab, entspricht dieses Verhdtnis dem Verhdltnis der eingesetzten
Substanzen. Somit konnte eine Séttigung des Systems auf diesem Wege nicht erreicht werden.
Jedoch blieben die in der Dialyseltsung festgestellten Aktivitdten weit unter den bei dem

vorangegangenen Versuch beobachteten. Wie aus Tabelle 3-9 ersichtlich, belief sich die aus
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der gesamten Dialysel 6sung wiedergewonnene Aktivitdt nur auf einen sehr kleinen Bruchteil
der eingesetzten Aktivitét.

Der Versuch wurde analog wiederholt, wobel der Dialyseschlauch durch einen solchen mit
einer Durchlassigkeit fur Molekile bis Molekulargewicht 100,000 D ersetzt wurde, zum
Einsatz kamen: 1. 200 nCi ungereinigtes *H-TCDD; 2. 700 nCi ungereinigtes *H-TCDD,
3.420 nCi ungereinigtes *H-TCDD unter Zusatz von 30 nCi **C-TCDD (80 ng, 0,24 nmol,
entsprechend einem molaren Verhdltnis **C-TCDD/®H -TCDD von 16:1 bezogen auf die
reinen Substanzen), 4.270 nCi ungereinigtes *H-TCDD unter Zusatz von 320 nCi **C-TCDD
(0,85 g, 2,63 nmol, entsprechend einem molaren Verhdtnis **C-TCDD/*H -TCDD von
250:1 bezogen auf die reinen Substanzen) sowie 5. 291 nCi **C-TCDD (0,77 pg, 2,39 nmol)
unter Zusatz von 7,6 ug TCDD (23,5nmol, entsprechend einem molaren Verhdtnis
TCDD/*C-TCDD von 10:1 bezogen auf die reinen Substanzen).

Wie auch im vorangegangenen Versuch beobachtet, stieg die Aktivitét in der Ldsung
zwischen 500 h und 600 h nur noch wenig an, sie fiel jedoch in den mehr als der Halfte der
Versuchsansdtze deutlich ab, wobel gleichzeitig eine milchige Eintribung der

Dialysemembran festzustellen war. Dies kann vermutlich auf mikrobiellen Befall

Tabelle 3-10: Dialyse von wéaRrigen Losungen von °H-TCDD, deren Konzentration
durch eine festen Bodenkdrper konstant gehalten wird, gegen Phosphatpuffer bzw.
walrige L 6sungen von Albumin; Durchlassigkeit der Dialysemembran: bis 100,000 D

Inkubations-  Eingesetzte Aktivitét in Wiederfindungsraten
[6sung Radioaktivitat Dialyseldsung nach
600 h
[nCi] [nCi/ml] gesamt davon in Inku-
bationsl 6sung
(5ml)
Phosphat- 200 °H 1,08+ 0,01 °H 32+ 11 % °H 2,7%
puffer
0,82 UM 700 °H 13,0+ 1°H 43+ 4%°H 9,3%
Albumin
0,82 uM 420°°H, 145+004°H 103+ 12%°H 1,7%°H
Albumin 30 *C 0,10+ 0,005C = 64+16%YC 1,7%*C
0,82 uM 270 °H, 0,65+ 0,01 *H 135+ 8 % °H 0,24% °H
Albumin 320 *C- 0,48 + 0,04 “C 78 + 3% C 0,15 % **C
0,82 uM 291 C 0,29 + 0,01 *C 56+ 7 % ''C 0,1% **C
Albumin
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zuriickgefuhrt werden, trotz der Zugabe von NaN3 als Bakterizid zum Phosphatpuffer. Da sich
in den nicht eingetribten Ansdtzen keine Verdnderung der Aktivitdt in der Dialyseldsung
gegeniiber 600 h zeigte, wurden die nach 600 h ermittelten Aktivitdten ausgewertet. Tabelle
3-10 gibt die dabei erhaltenen maximalen Aktivitaten in der Dialysel 6sung wieder.

Tatsachlich stimmte nun die im Phosphatpuffer gefundene Aktivitdt umgerechnet auf die
Konzentration an reinem *H-TCDD mit 13 ppt sehr gut mit den Literaturwerten (iberein.
Zudem war der Anstieg der Gesamt-TCDD-K onzentrationen in Lésung mit 1:12:20:100:600
weniger deutlich abhangig von der vorgelegten Menge. Eine Séttigung des Systems konnte
aber dennoch nicht festgestellt werden. Weiterhin  machten die ungentigenden
Wiederfindungsraten in diesem Experiment die Ergebnisse zweifelhaft. Die Versuche wurden

an diesem Punkt nicht weitergefthrt.

Es bleibt zu bemerken, dal3 bei obigen Versuchen, immer wenn ein Bodenkorper von in
bekanntem Verhaltnis mit *C-TCDD isotopenverdiinntes *H-TCDD vorlag, in den walrigen
Losungen stets *H/*C-V erhaltnisse gefunden wurden, die teilweise deutlich vom eingesetzten
Verhdltnis abwichen. Dabel war das Verhdltnis immer grof3er as aufgrund der eingesetzten
Mengen *H/**C zu erwarten war, und die Abweichungen waren um so groRer, je kleiner das
eingesetzte *H/*C-Verhdtnis urspriinglich war. Mégliche Ursachen hierfiir werden im

Folgenden diskutiert.



80

3.3 Untersuchung der Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-
Dawley Ratten nach enzyminduzierenden und nicht-
enzyminduzierenden Dosen und ihrer Beeinflussung durch

Futterzusatze

331 Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-Dawley Ratten nach enzyminduzierenden
und nicht-enzyminduzierenden Dosen und ihre Beeinflussung durch

Cholestyramin

Tabelle 3-11 gibt die durchschnittliche Gewichtszunahme sowie Futteraufnahme der mit
®H-TCDD und Futter unter Zusatz von Cholestyramin behandelten Gruppen von je 5 Ratten
Uber die Dauer des Versuchs wieder. Die durchschnittliche Futteraufnahme pro kg
Korpergewicht und Tag wurde dabel fur jede Ratte aus der kumulativen aufgenommenen
Futtermenge dividiert durch die Summe Uber das taglich ermittelte Korpergewicht errechnet.
Die Daten scheinen zu belegen, dal3 bereits die Gabe von 2 pg TCDD/kg Koérpergewicht zu
einer Verminderung der Futteraufnahme fahrt; dieser Unterschied bleibt auch nach Korrektur

fur die geringere Gewichtszunahme signifikant. Hierzu muf3 jedoch bemerkt werden, dal3 in

Tabelle 3-11: Durchschnittliche Gewichtszunahme, kumulative Futteraufnahme und
tagliche Futteraufnahme pro kg Korpergewicht von Ratten (n =5 Ratten pro Gruppe)
innerhalb von 21 Tagen nach oraler Gabe von unterschiedlichen Mengen an
ungereinigten *H-TCDD bzw. isotopenverdiinntem ungereinigtem *H-TCDD unter
Fatterung mit normalem Futter oder mit Futter, dem 4 Gew.-% Cholestyramin
beigemengt wurden

Behandlung GewichtanTag21l | Kumulative Futter- Futteraufnahme
[% des Aus- aufnahmein 21 [g/kg Korpergewicht
gangsgewichts] Tagen und Tag]
[d]
2 ug TCDD/kg + 120+ 3 586 + 29 84+3
Cholestyramin
2 ug TCDD/kg 126+ 5 561 + 49 79+1
8 ng TCDD/kg + 133+ 7 861 + 36 118+ 6
Cholestyramin
8 ng TCDD/kg 139+ 4 877 + 43 114+ 5
Cholestyramin 131+3 862 + 30 116+ 2
Ohne 135+ 7 859+ 14 116+ 4
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Abbildung 3-7: Sigma minus Auftragung (In(1-kumulative Ausscheidung in Bruchteilen
der Dosis) gegen Zeit nach Dosierung) der Ausscheidung einer Dosis von 2 ug
isotopenver diinntem unger einigtem *H-TCDD mit den Fézes (B bzw. O) und dem Urin
(® bzw. <) durch Ratten ohne (I bzw. <) und mit (B bzw. €) Futterzusatz
Cholestyramin

diesem Versuch keine Korrektur fur verschittetes Futter vorgenommen wurde. Die in
M etabolismuskéafigen gehaltenen Tiere konnen aber aufgrund des Aufbaus der K&fige weniger
Futter verschiitten. Zweifellos festzustellen ist jedoch bei der mit 2 pug isotopenverdinntem
*H-TCDD und Cholestyramin behandelten Gruppe eine signifikant geringere Zunahme des
K orpergewichts gegentiber den Gruppen, welche weniger TCDD erhalten hatten.

Abbildung 3-7 stellt den zeitlichen Verlauf des im Korper verbliebenen Anteils der Dosis in
einer fur die Darstellung der Ausscheidung tbliche Sigma minus Auftragung (Sigma minus =
In(1 — kumulative Ausscheidung in Bruchteilen der Dosis) gegen Zeit nach Dosierung)
berechnet aus den in Fézes und Urin gefundenen Radioaktivitétsgehalten gemittelt Gber die
mit 2 pg/kg behandelten Tiergruppen dar. Bel dieser Art der Darstellung ergibt sich eine
Gerade, wenn die Ausscheidung einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung folgt. Die
Ausscheidung mit den Fazes wéhrend der ersten zwei Tage wich jedoch klar von einem
solchen Verhalten ab. In beiden Gruppen wurden zwischen 39 % und 62 % (50 = 7 %, n = 10)
der Dosis innerhalb von 48 h nach der Dosierung wieder ausgeschieden, wonach sich die

Ausscheidung verlangsamte. Wegen des augenscheinlich grofien Unterschiedes in der
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Resorption der Dosis wurden Fehlerbalken der besseren Ubersichtlichkeit halber in Abbildung
3-7 nicht eingefigt. Im Gegensatz zur Ausscheidung mit den Fézes ergab die Ausscheidung
mit dem Urin in der obigen Auftragung fur beide Gruppen in erster Naherung eine Gerade.
Die kumulative Ausscheidung mit dem Urin und den Fézes innerhalb von 20 Tagen beliefen
sich auf 3,6+0,4% und 73+2% in der mit Cholestyramin behandelten Gruppe bzw.
50+ 0,4% und 69+ 5 % in der Kontrollgruppe, wobei der Unterschied in der kumulativen
Ausscheidung mit dem Urin zwischen diesen Gruppen statistische Signifikanz erreichte
(p < 0,05). Mit den optimierten Parametern der in Abbildung 3-7 gezeigten Kurvenanpassung
errechnet sich eine Halbwertszeit fir die Ausscheidung von *H-TCDD mit den Fézes von
24+ 4 Tagen fur die mit Cholestyramin gefltterten Tiere, bzw. 24 £3 Tagen fur die

Kontrolltiere. Die Methode der Kurvenanpassung ist unter 3.3.3 beschrieben.

Tabelle 3-12 faldt die fur die Vertellung der Radioaktivitét in den Geweben gefundenen Werte
zusammen. Die prozentualen Angaben beziehen sich auf den Anteil der in den Geweben
verbliebenen Radioaktivitét von der urspriinglichen Dosis. Zwischen den mit Cholestyramin
behandelten Tieren und den Kontrollen einer Dosisgruppe ergaben sich, bedingt auch durch
die hohen Standardabweichungen innerhalb der Gruppen, keine signifikanten Unterschiede.
Die Unterschiede zwischen den Dosisgruppen erreichten hingegen mit Ausnahme der Niere in

allen Geweben statistische Signifikanz, insbesondere ist die Verschiebung der relativen

Tabelle 3-12: Ausscheidung von TCDD unter Verabreichung von Cholestyramin:
Gewebekonzentrationen 21 Tage nach der Dosierung

Dosis 2 ugkg 8 ng/kg Einheit
Gewebe Cholestyramin Kein Cholestyramin Ken
Cholestyramin Cholestyramin
L eber 6£2 51 3x1 2x1 Prozent der Dosisim
Organ
Niere 14+ 4 19+9 28+ 29 25+ 27 Prozent der Dosisim
Organ (x 1000)
Serum 46+0,7 5+1 22+05 3x1 Prozent der Dosis pro ml
(x 1000)
Muskeln 33+£09 4+ 2% 5+2 9+2 Prozent der Dosispro g
Gewebe (x 1000)
Haut 61 72 18+7 24+ 3 Prozent der Dosispro g
Gewebe (x 1000)
Fettgewebe| 0,07 £0,02 0,09 £ 0,03 0,24 £ 0,04 03+0,1 Prozent der Dosispro g
Gewebe

Die angegebenen Fehler représentieren Standardabwei chungen.




83

Belastung vom Fettgewebe zur Leber beim Ubergang von der niedrigen zur hoheren Dosis
beachtenswert. Die in der Niere gemessenen Aktivitéten lagen jedoch, insbesondere bei der
niedrigeren Dosis, nah an den in unbelasteten Proben gemessenen Hintergrund (ca. 0,6
Zahlereignisse pro Minute bei einstiindiger Messung im Szintillationszahler; bei Festlegung
einer Nachweisgrenze beim 3-fachen des Hintergrundes ergibt sich diese bel einer spez.
Aktivitat des ungereinigten *H-TCDD zum Zeitpunkt der Versuche von 26,5 Ci/mmol zu ca.

20— 100 fg bezogen auf die reine Substanz je nach Quench der Probe).

Die Bestimmung der EROD-Aktivitéten in der mikrosomalen Fraktion von homogenisierten
Leberproben ergab fur die beiden mit 2 pg/kg behandelten Gruppen Aktivitéten von
2200 £ 400 bzw. 1950 = 350 pmol/(mg x min) (Cholestyramin bzw. Kontrolle), fur die mit
8 ng/kg dosierten Tiere 140+ 40 bzw. 140+ 40 pmol/(mgx min) (Cholestyramin bzw.
Kontrolle) und fiar die nicht mit TCDD behandelten Tiere 150+20 bzw.
120 + 20 pmol/(mg x min). Letztere entsprechen den routinemal3ig fur unbehandelte Tiere

gemessenen Werte fUr diesen Parameter.

332 Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-Dawley Ratten nach enzyminduzierenden

und nicht-enzyminduzierenden Dosen und ihre Beeinflussung durch Hexadekan

Tabelle 3-13 gibt die durchschnittliche Gewichtszunahme sowie Futteraufnahme der mit
®H-TCDD und Futter unter Zusatz von Hexadekan behandelten Gruppen von je 5 Ratten tiber
die Dauer des Versuchs wieder. Die durchschnittliche Futteraufnahme pro kg Korpergewicht
und Tag wurde dabel wie unter 2.9.3.1 beschrieben errechnet. In diesem Versuch wurden nur
die nicht mit TCDD behandelten Tiere in Stahlkéfigen gehalten, und bei allen Tieren wurde
verschittetes Futter von der Futteraufnahme abgezogen. Der deutlich geringere Unterschied
zwischen einzelnen Gruppen hinsichtlich der Futteraufnahme im Vergleich zu dem
Experiment unter Verwendung von Cholestyramin als Futterzusatz zeigt den Einflul® der
Berlicksichtigung verschitteten Futters. Auch war kein signifikanter Unterschied in der

Gewichtszunahme der einzelnen Gruppen festzustel len.
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Tabelle 3-13: Durchschnittliche Gewichtszunahme, kumulative Futteraufnahme und
tagliche Futteraufnahme pro kg Korpergewicht von Ratten (n =5 Ratten pro Gruppe)
innerhalb von 21 Tagen nach oraler Gabe von unterschiedlichen Mengen an
ungereinigten *H-TCDD bzw. isotopenverdiinntem ungereinigtem *H-TCDD unter
Futterung mit normalem Futter oder mit Futter, dem 5 Gew.-% Hexadekan beigemengt
wurden

Behandlung Gewichtan Tag21 | Kumulative Futter- Futteraufnahme
[% des Aus- aufnahmein 21 [o/kg KOrpergewicht
gangsgewichts] Tagen und Tag]
[l
2 ug TCDD/kg + 143 + 13 537 + 64 80+4
Hexadekan
2 ug TCDD/kg 142+ 4 498 + 36 75+2
8 ng TCDD/Kkg + 139+ 9 586 + 75 84+8
Hexadekan
8 ng TCDD/kg 140 + 10 616 + 45 89+4
Hexadekan 145+ 5 683 + 47 98x4
Unbehandelt 150+ 9 662 + 66 91+9

Abbildung 3-8 zeigt den Verlauf des im Korper der Versuchstiere verbliebenen Dosis as
Funktion der Zeit in einer Sigma minus Auftragung. Wahrend sich nahezu identische
Halbwertszeiten (mit Hexadekan: 27 + 3 Tage; ohne Hexadekan: 25 + 3 Tage) mit der in 3.3.3
beschriebenen Kurvenanpassungsmethode fir die Ausscheidung mit den Fazes in den beiden
hoch dosierten Gruppen ergaben, fand sich bel den niedrig dosierten Gruppen ein deutlicher
Unterschied zugunsten der mit Hexadekan behandelten Gruppe (mit Hexadekan: 40 £7 Tage;
ohne Hexadekan: 71 + 12 Tage).

Die kumulative Ausscheidung belief sich auf 65 + 5 % bzw. 62 + 3 % der Dosis mit den Fézes
und 6 = 2 % bzw. 7 + 1 % der Dosis mit dem Urin mit bzw. ohne Hexadekan in den mit einer
hohen Dosis behandelten Gruppen sowie 55+ 3 % bzw. 49 £ 4 % der Dosis mit den Fézes
und 2,2+ 0,2 % bzw. 2,5+ 0,4 % der Dosis mit dem Urin mit bzw. ohne Hexadekan in den
mit einer niedrigen Dosis behandelten Gruppen. Nur die Ausscheidung mit den Fazes in den
mit einer niedrigen Dosis behandelten Gruppen ergab einen signifikanten Unterschied durch
die Zugabe von Hexadekan zum Futter. Hingegen waren sowohl die Ausscheidung mit den
Fazes wie auch mit dem Urin in den hoher dosierten Gruppen signifikant hoher als in den mit

8 ng TCDD/kg Korpergewicht dosierten Gruppen.
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a)
m 2 pgkkg, Hexadekan
o 2ug/kg; Kontrolle
+ 8 ngkg; Hexadekan
E o 8 ngkg; Kontrolle
b)

m 2 pgkkg, Hexadekan
o 2ugkg; Kontrolle
+ 8 ngkg; Hexadekan

< 8 ngkg, Kontrolle

Sigma minus

0,14 T T T 1
0 5 10 15 20
Tage nach Dosierung

Abbildung 3-8: Sigma minus Auftragung (In(1-kumulative Ausscheidung in Bruchteilen
der Dosis) gegen Zeit nach Dosierung) der Ausscheidung einer Dosisvon 2 ug (B bzw.
0) oder 8 ng (¢ bzw. <) isotopenverdiinntem ungereinigtem *H-TCDD durch Ratten
ohne (U bzw. ¢) und mit (Mbzw. €) Futter zusatz Hexadekan; a) Fazes; b) Urin

Tabelle 3-14 gibt die in diesem Versuch bestimmten Vertellungen der nach 21 Tagen noch
verbliebenen Belastungen mit *H-TCDD auf die Organe wieder. Obwohl das Fasten der

Ratten den gewtinschten Zweck, der Erh6hung der Resorptionsrate, erreichte (nur 37 + 6 %
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Tabelle 3-14: Ausscheidung von TCDD unter Verabreichung von Hexadekan:
Gewebekonzentrationen 21 Tage nach der Dosierung, korrigiert fur die Ausscheidung
nicht resorbierten Materialsin den ersten 48 h nach der Dosierung

Dosis 2 ug/kg 8 ng/kg Einheit
Gewebe Hexadekan [Kein Hexadekan| Hexadekan |Kein Hexadekan
Leber 51 61 2+1 3x1 Prozent der Dosisim
Organ
Serum 6+2 8x1 31 4+2 Prozent der Dosis pro ml (X
1000)
Muskeln 51 611 712 71 Prozent der Dosis pro g
Gewebe (x 1000)
Haut 12+ 4 161 34+11 40+ 10 Prozent der Dosispro g
Gewebe (x 1000)
Fettgewebe 0.19+0.03 0.18+0.01 0,7+0.2 0.8+0.3 Prozent der Dosispro g
Gewebe

Die angegebenen Fehler représentieren Standardabwei chungen.

wurden in den esten 48 h ausgeschieden), konnte ene Verringerung der
Standardabweichungen innerhalb einzelner Dosisgruppen nicht verwirklicht werden. Die
Verteilung der *H-TCDD assoziierten Radioaktivitat auf die isolierten Gewebe weist einige
Unterschiede zu der Verteilung auf, die in dem Experiment unter Verwendung von
Cholestyramin gefunden wurden. So ist zwar, wie im Vergleich mit Tabelle 3-12 ersichtlich,
der Anteil der Dosis in der Leber, in Serum und in Muskeln nahezu gleich, und auch die
Erhohung des Anteilsin der Leber mit der Dosis findet sich wieder. Die Gehalte in den stark
lipophilen Geweben, Haut und Fettgewebe, zeigen sich jedoch in etwa verdoppelt.

Die Bestimmung der EROD-AKktivitéten in der mikrosomalen Fraktion von homogenisierten
Leberproben ergab fur die beiden mit 2 ug TCDD/kg Kérpergewicht behandelten Gruppen
Aktivitaten von 3400 + 700 bzw. 2500 + 400 pmol/(mg x min) (Hexadekan bzw. Kontrolle),
fir die mit 8ngTCDD/kg Korpergewicht dosierten Tiere 138+26 bzw.
110 + 28 pmol/(mg x min) (Hexadekan bzw. Kontrolle) und fir die nicht mit TCDD
behandelten Tiere 129 + 40 bzw. 77 + 23 pmol/(mg x min) (Hexadekan bzw. Kontrolle). Der
Trend zu einer leichten Erhéhung dieses Werts in den mit Hexadekan behandelten Tieren

erreichte statistische Signifikanz nur in den Kontrolltieren.
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333 Validierung der Ergebnisse zu Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-Dawley

Ratten unter Gabe von Futterzusitzen

Das Gewicht der Ratten nach 10tagiger Versuchsdauer wurde zu 134 + 6 % bzw. 132+ 4%
bzw. 135 + 5 % des Ausgangsgewichts ermittelt. Die in den Lebern der Ratten nach 10t&giger
Versuchsdauer verbliebenen Mengen an Radioaktivitdt beliefen sich auf 23+ 10 % bzw.
1+ 0,05 % bzw. 18 = 3 % der Dosis, und EROD-Aktivitdten in mikrosomalen Fraktionen von
Leberhomogenaten wurden zu 83 + 35 pmol/(mg x min) bzw. 78 £ 37 pmol/(mg x min) bzw.
103 £ 22 pmol/(mg x min) nach Verabreichung des gereinigten Standards bzw. der isolierten

Verunreinigungen bzw. des ungereinigten *H-TCDD bestimmt.

Abbildung 3-9 stellt den zeitlichen Verlauf der Ausscheidung des ungereinigten Standards mit
dem des gereinigten Standards und der isolierten Verunreinigung verglichen in Form einer
Sigma minus Auftragung grafisch dar. Diese Daten wurden dazu verwendet, um mittels einer
parametrisierten Kurvenanpassungsroutine im Programm Deltagraph die Konstanten zu
ermitteln, welche die Ausscheidung der Komponenten des verunreinigten Standards

beschreiben.

Dazu wurde zunéchst angenommen, dai? die gesamte von den mit gereinigtem *H-TCDD
behandelten Ratten ausgeschiedene Radioaktivitat ausschlieRlich auf *H-TCDD bzw. dessen
Metaboliten zurtckzufuhren war. Damit kann die anféngliche schnelle Komponente der
Ausscheidung nur auf nicht resorbiertes Material zuriickzufthren sein. Damit kénnen aus den
fur die Ausscheidung des gereinigten °H-TCDD erhaltenen Werten die
Geschwindigkeitskonstanten der Ausscheidung von *H-TCDD mit den Fazes bei der
gegebenen Dosis von 8 ng *H-TCDD sowie die Geschwindigkeitskonstante der Ausscheidung
nicht resorbierten Materials ermittelt werden. Hierzu wurden die Parameter a, b und c einer

Gleichung der Form

o =In(axexp(-bxt) +(1—a) x exp(—cxt)) Gleichung 13

Minus,t

waobel Opinust fUr In(1-kumulative Ausscheidung in Bruchteilen der Dosis zur Zeit t), a fur den
nicht resorbierten Anteil der Dosis, b bzw. c¢ fiur die Geschwindigkeitskonstanten der
Ausscheidung von nicht resorbiertem bzw. von resorbiertem *H-TCDD und t fiir die Zeit nach
Dosierung in Tagen stehen, durch Minimierung der Quadrate der Abweichungen an die in
Abbildung 3-9 gezeigten Daten angepal’t. Die Optimierung dieser Parameter ergab Werte von
a=0,42, b=2,944 und c=0,01574 entsprechend einer Resorptionsrate des *H-TCDD von



88

m 3H-TCDD
¢ Standard

e Verumreinigungen

S
i

1
=
|

SIS minus

1

=

N
|

R
T

1
=
o
|

AN
(0]

Tage nach Doserung

Abbildung 3-9: Sigma minus Auftragung (In(1-kumulative Ausscheidung in
Bruchteilen der Dosis) gegen Zeit nach Dosierung) der Ausscheidung einer Dosis von
8 ng gereinigtem *H-TCDD (M) und aquivalenter Mengen bezogen auf *H-Aktivitat
von ungereinigtem *H-TCDD () bzw. der isolierten Verunreinigungen (®) mit den
Fézesin Sprague-Dawley Ratten

58 % und Halbwertszeiten von 5,7 h bzw. 44 Tagen fur nicht resorbiertes bzw. resorbiertes

Material.

Die im *H-TCDD-Standard enthaltenen Verunreinigungen bestanden zu etwa gleichen Teilen
aus der polareren Verunreinigung 1 sowie einer Gruppe von 3 chemisch dhnlichen weniger
polaren Verunreinigungen 2-4. Es lag daher die Vermutung nahe, dal3 die Ausscheidung der
Verunreinigungen in erster Naherung durch die drei Komponenten nicht resorbiertes Material,
Verunreinigung 1 sowie Verunreinigungen 2 — 4 beschrieben werden konnte. Die
Halbwertszeit von oral dosiertem und nicht resorbiertem Material sollte aber, unter den
gegebenen gut vergleichbaren Umsténden, unabhangig von der verabreichten Substanz sein.
Unter Verwendung der wie oben ermittelten Halbwertszeit fir nicht resorbiertes Material

wurden daher die Parameter d, e, f, g und h der Gleichung

Opins = IN(dx exp(-2,944x1) + exexp(-f x1) + gx exp(-h x ) Gleichung 14

Minus,t
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durch Anpassung an die in Abbildung 3-9 dargestellten Daten zu d=0,46 (Anteil nicht
resorbierten Materials), e = 0,29 (resorbierter Anteil der Dosis an vermutlich Verunreinigung
1), f=0971 (Geschwindigkeitskonstante der Ausscheidung von  vermutlich
Verunreinigung 1, entsprechend einer Halbwertszeit von 17 h), g = 0,25 (resorbierter Antelil
der Dosis an vermutlich Verunreinigungen 2 - 4) und h = 0,0253 (Geschwindigkeitskonstante
der Ausscheidung von vermutlich Verunreinigungen 2 — 4, entsprechend einer Halbwertszeit

von 27 Tagen) ermittelt.

Die so erhaltenen Konstanten wurden nun in eine Gleichung zur Beschreibung des Verhaltens
des ungereinigten *H-TCDD eingesetzt. Durch Optimierung der Parameter i und j in der
Gleichung

o =In(i xexp(—2,944 x t) + (1—i) x (0,69 x exp(—jx t) +

0,15xexp(—0,971x t) + 0,16 x exp(—0,0253 % t)))

Minus,t

Gleichung 15

wurden Werte von 1i=040 (Antell nicht resorbierten Materias) und j=0,1576
(Geschwindigkeitskonstante der Ausscheidung von >H-TCDD, entsprechend einer
Halbwertszeit von 44 Tagen) gefunden.

Gleichung 15 wurde daher verwendet, um mittels Parameteroptimierung die
Ausgleichskurven fur die Ausscheidung individueller Ratten zu berechnen und aus den damit
erhaltenen Werten Halbwertszeiten fir *H-TCDD unter den jeweiligen Bedingungen zu
ermitteln. Die in Abbildung 3-7 sowie Abbildung 3-8 eingezeichneten Kurven wurden mit den
jeweils Uber eine Gruppe gemittelten Parameter berechnet, die im Text angegebenen
Halbwertszeiten sind Uber die fur individuelle Tiere berechneten Halbwertszeiten gemittelt.
Auf diese Weise wurde der Einflul der starken Unterschiede in der Resorption der

Ausgangsdosis auf die Berechnung der Halbwertszeiten minimiert.
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4 Diskussion
4.1 Vorbemerkung

Die Instabilitit von *H-TCDD, und die eventuellen Konsequenzen fir experimentelle
Arbeiten mit *H-TCDD-Standards, finden in der Literatur Erwshnung™*. Dieser Bericht, wie
auch erste experimentelle Ergebnisse, die mit den theoretisch zu erwartenden nicht in
Einklang standen (z.B. hohere Wasserl6dlichkeit des radioaktiven Standards im Vergleich zu
der publizierten Loslichkeit von TCDD in Wasser), wurden zum Anla3 genommen, die
Reinheit des Standards mittels GC/MS zu prufen. Wie unter 2.1 erwahnt, wurde der Standard

dabei irrtimlicherweise fur rein befunden und fir alle weiteren V ersuche verwendet.

Die geringe Stabilitét des tritiierten TCDD, insbesondere im Vergleich mit der hochstabilen,
unmarkierten Verbindung, kann auf die Reaktion von Zerfallsprodukten des *H-TCDD mit
Molekilen aus der Umgebung sowie auf radiolytische Zersetzung in Ldsung zurickgefthrt
werden™. Das Produkt des p-Zerfalls eines *H-Atoms sind ein *He"-Atom und ein schnelles
Elektron. Das *He"-Atom besitzt eine hohe Tendenz zur Abspaltung vom aromatischen Ring
des TCDD, das verbliebene Carbokation ist ein starkes Elektrophil und kann mit
Losungsmittelmolekilen reagieren. Weiterhin kann insbesondere bei der hohen spezifischen
Aktivitdt des verwendeten Standards Die Kollision eines schnellen Elektrons mit einem
weiteren *H-markierten TCDD-Molekiil kann zur radiolytischen Abspaltung eines Chloratoms

und damit zu ®H-markierten Trichlordibenzo-p-dioxinen fihren.

Der verwendete Standard stammte aus derselben Produktionscharge wie jener in der von
Fernandez et a. beschriebenen Untersuchung analysierte, wurde ebenfalls seit 1987 in Toluol
gelagert, und die Analyse durch Fernandez et a. wurde in etwa demselben Zeitraum
durchgefiihrt wie die hierin beschriebenen Versuche™. Die Ergebnisse scheinen daher
weitgehend Ubertragbar, tatsachlich wurden die Gehalte an reinem *H-TCDD von den Autoren
ebenfals mit 62-75% angegeben. In dieser Untersuchung waren die dominierenden
Verunreinigungen (20-30% der Gesamtradioaktivita) die o, p- und m-
Anlagerungsprodukte von Toluol an das aus dem Zerfall resultierende Carbokation. Damit
koénnten die drei auf mittels HPLC nicht komplett auflésbaren Verunreinigungen 2 - 4 bei r
0,63 - 0,78, ihre Erklarung finden. Die gegeniber TCDD verringerte Retention auf der Cig-

Saule kann dabei eventuell auf die stark verringerte Symmetrie zuriickgefiihrt werden, welche
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Uber eine Herabsetzung der Gitterenergie im Kristall die Loslichkeit in allen Losungsmitteln
erhoht.

Verunreinigung 1 kann mit den Ergebnissen von Fernandez et al. jedoch nicht eindeutig
identifiziert werden. Die von Fernandez et a. gefundenen Gehalte an verschieden
substituierten Trichlordibenzo-p-dioxinen, welche in guter Ubereinstimmung mit theoretisch
berechneten standen, beliefen sich auf 2-8%. Es erscheint unwahrscheinlich, daf3 die
radiolytische Zersetzung in dem hierin verwendeten Standard um ein Mehrfaches hoher
gewesen sein sollte. Jedoch wurde der hierin verwendete Standard stets bei -20 °C gelagert,
und bei jedem Offnen konnte Wasser aus der Umgebung einkondensieren. Eventuell fihrte
dies verstarkt zur Reaktion des Carbokations Wasser zum 1-Hydroxy, 2,3,7,8-tetrachloro-p-
dioxin, fur das eine deutlich verringerte Retention im verwendeten Lésungsmittelsystem bei

der HPLC erwartet werden kann.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde fast ausschliefdlich in waldrigen Milieus gearbeitet.
Die erhohte Wasserl 6dlichkeit der Verunreinigungen machte eine Verifizierung des Einflusses
der Verunreinigungen auf die erhaltenen Ergebnisse unabdingbar. Die Diskussion der so

festgestellten Konsequenzen erfolgt separat fir die einzelnen Themenbereiche.
4.2 Vertellung von TCDD im Blut von Mensch und Ratte

Eine Untersuchung der Verteilung von TCDD auf Blutfraktionen im Blut von Menschen
wurde von Henderson und Patterson durchgefiihrt®®. Die Autoren berichten jedoch nur tber
durchschnittliche Verteilungen, ohne auf die Verteilung der Lipide bzw. des TCDD in
individuellen Testpersonen, oder eine mogliche Korrelation zwischen diesen Grofien,
einzugehen. Bel Menschen konnte eine gute Ubereinstimmung zwischen den K onzentrationen
von TCDD in Plasma und Fettgewebe bei Berechnung auf Basis der relativen Lipidgehalte die
festgestellt werden; auf dieser Tatsache beruht die heutige Praxis der Messung von PCDD-
K érperlasten durch Quantifizierung der Konzentrationen im Plasma®®. Es bestand daher der
begrindete Verdacht, dal3 sich auch ein Zusammenhang zwischen der relativen Verteilung der
Lipide auf die Blutfraktionen und der Verteilung von TCDD auf diese Fraktionen finden lief3e,
der eine mathematische Beschreibung der Verteilung von TCDD im Blut erlaubt. Die unter
1.3.2 erwéhnte geringe Affinitat fur phosphilipid-reiche Gewebe fihrten zu der Hypothese,
daid die TCDD-Verteilung mit der Verteilung der Cholesterine und Triglyzeride korreliert. Der
relative Anteil der unterschiedlichen Lipide an den Lipiden der drei Lipoproteinspezies ist
sehr unterschiedlich (Mensch: HDL 40 % Phospholipide (P), 50 % Cholesterine (C), 10 %
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Triglyzeride (T); LDL 25% P, 65% C, 10% T; VLDL 18 % P, 25% C, 57 % T, daher
sollte eine solche Korrelation leicht feststellbar sein. Erganzend eignet sich der Vergleich von
Mensch und Ratte besonders deswegen, weil durch die deutlich niedrigeren Blutfettgehalte in
Ratten ein groRer Bereich dieser Variablen abgedeckt werden kann™”.

4.2.1 M ethodenentwicklung

Die fur die Bearbeitung dieser Fragestellung entwickelten Methoden zeigten sich adaquat. Der
erste Schritt der zweistufigen Trennung der Lipid- und Plasmaproteinfraktionen ist ein an den
Zentren fir Erkrankungen des Lipidstoffwechsels der USA fir die Untersuchung
menschlichen Plasmas etabliertes Verfahren, die Plasmaipide werden dabel quantitativ
zuriickgewonnen™®, Die hohen Wiederfindungsraten von durchschnittlich >80 % des
eingesetzten TCDD in diesem mehrstufigen Prozef3 bestétigten die prinzipielle Anwendbarkeit
der Methode auf die zu untersuchende Fragestellung.

Ein prinzipielles Problem bei der Ubertragung des fir menschliches Blut entwickelten
Trennungsverfahrens auf Rattenblut bestand zunéchst in der, im Gegensatz zum Menschen,
unscharfen Trennung der Dichteverteilungen in den HDL und LDL der Ratten'™. Die in
Abbildung 3-1 offensichtliche leichte Verunreinigung der aus Rattenblut isolierten HDL mit
wenig VLDL beruht auf dieser Uberlappung, ist jedoch erstens quantitativ unbedeutend und
hat zweitens keinen Einfluf auf die hypothetisierte Korrelation. Einen grofReren Einfluf3 auf
die Ergebnisse hatte hingegen die im Vergleich zu menschlichen Lipoproteinen verminderte
Stabilitét der Ratten-Lipoproteine, insbesondere der Triglyzeride, gegentiber den hohen
Kréften, die bei der Dichtegradienten-Zentrifugation, speziell im zweiten Trennungsschritt bei
488.000 x g, auf die Lipoproteine wirken. Dieses Phdnomen war nicht bekannt und wurde
nach seiner Identifikation, wo moglich, durch Kompensation fir freies Glyzerin

berticksichtigt.

4.2.2 K onzentrationsabhéngigkeit der Verteilung von *H-TCDD/TCDD zwischen

Lipoproteinen und Plasmaproteinfraktion

Wie Tabelle 3-1 belegt, ist die Verteilung von TCDD auf die Lipoproteinfraktionen
weitgehend von der Menge des eingesetzten TCDD unabhdngig. Der untersuchte
Konzentrationsbereich Ubersteigt am oberen Ende die in belasteten Individuen typischerweise
gefundenen um mehrere Zehnerpotenzen. Die Abnahme der von den Plasmaproben

aufgenommenen Menge des radioaktiv markierten TCDD mit zunehmender Menge der
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vorgelegten Verbindung zeigt, dal? hier die Séttigungkonzentration von TCDD in Plasma
beinahe erreicht war. Die untere Grenze war durch die Nachweisgrenze fur die
Szintillationsmessung von *H-TCDD in waRrigen Losungen (ca. 0,5 fmol/ml in Abhangigkeit
von der spezifischen Aktivitat des *H-TCDD-Standards) gegeben. Dies entspricht in etwa den
Konzentrationen, die in den Versuchen mit Hexadekan und Cholestyramin im Serum der mit
8 ng/kg Korpergewicht behandelten Tiere 21 Tage nach Dosierung gefunden wurden. Da bel
diesen Versuchstieren keine Induktion der CYP1A1 festgestellt werden konnte, entspricht
diese Konzentration dem niedrigsten Bereich des Wirkungsspektrums von TCDD. Bei noch
deutlich darunter liegenden Konzentrationen konnten Bindungssysteme mit hoher Affinitét,
jedoch geringer Kapazitét, wie z.B. Préalbumin, zu einer Verschiebung der Verteilung flhren,

solch niedrige Konzentrationen wéren aber von geringer physiologischer Relevanz.

Der deutliche Anstieg der Wiederfindungsraten mit der zugegebenen Gesamtmenge TCDD
kann auf die Abséttigung aktiver Adsorptionsstellen auf den Oberflachen der verwendeten
Materialien zuriickzuftihren sein. Fir die leichte Verschiebung des Radioaktivitétsgehalts von

LDL zu Plasmaproteinen fand sich keine Erklarung.

4.2.3 Die Verteilung von ungereinigtem *H-TCDD zwischen Zellfraktion,

Plasmaproteinen und Lipoproteinen, und ihre mathemati sche Beschreibung

Die in Abschnitt 3.1.3 und 3.1.4 dargestellten Ergebnisse ermoglichen eine umfassende
naherungsweise mathematische Beschreibung des Verteilungsverhaltens von TCDD im Blut

von Menschen und Ratten mittels des Gleichungssystems

*H L gitradi on = 55 — 9,3%[Chol . + Trigl ] Gleichung 16
°H Pasmaprot eine = 100 = (55 =9,3x[Chol . + Trigl .]) = (4 +17 x[Chol . + Trigl .])

Gleichung 17
*H, o = (4+17%[Chol.+Trigl]) x[Chol. + Trigl.],;o, Gleichung 18
*H o, =(4+17x[Chol.+Trigl.]) x[Chol. + Trigl.], 5, Gleichung 19
*H,, o, = (4+17x[Chol.+ Trigl.]) x[Chol. + Trigl.], o, Gleichung 20

wobei °H; fir den prozentualen Gehalt an TCDD in der i-ten Fraktion am Gesamtgehalt an
TCDD in Blut, [Chol.+Trigl.] fur die Summe der Gehalte an Cholesterinen und Triglyzeriden
in mg/ml Plasma, und [Chol.+Trigl.]; fir den prozentualen Anteil an Cholesterinen und

Triglyzeriden in der i-ten Lipoproteinfraktion am Gesamtplasmagehalt dieser Lipide stehen.
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Die numerischen Werte in den obigen Gleichungen wurden aus Steigungen und
Achsenabschnitten der in Abbildung 3-2 gezeigten Ausgleichsgeraden erhalten, die Einheiten
sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit weggelassen. Die Steigungen bzw. Achsenabschnitte
der in Abbildung 3-3 gezeigten Ausgleichsgeraden wurden naherungsweise gleich 1 bzw.
gleich O gesetzt.

Dabel mul3 berticksichtigt werden, dal3 das obige Gleichungssystem nicht einer physikalisch
exakten Beschreibung der Bindung von TCDD an die verschiedenen, im Blut vorliegenden
Bindungsstellen entspricht, sondern einen rein empirisch ermittelten Zusammenhang
wiedergibt. Insbesondere kann dieses System nur bis zu einer Plasmakonzentration an Lipiden
von ca 5 mg/ml angewandt werden, da es der Tatsache nicht Rechnung trégt, daf3 ein
prozentualer Gehalt in Lipoproteinen >100 % bzw. ein negativer prozentualer Gehalt in
Plasmaproteinen nicht mdglich sind. Ein solcher Blutfettgehalt entspricht jedoch einer starken
Hyperlipidamie beim Menschen, und wird in Ratten nur unter extremen Bedingungen erreicht.
TCDD ist in der Lage, in Ratten eine Hyperlipidamie auszulésen, jedoch wurden keine den

Gliltigkeitsbereich des obigen Systems tiberschreitenden K onzentrationen beobachtet'®.

In dem obigen Gleichungssystem wurden weiterhin Chylomikronen nicht berticksichtigt,
welche den Transport von mit der Nahrung aufgenommen Lipiden, und auch von lipophilen
Substanzen wie TCDD, Uber das Lymphsystem in den Korper vermitteln, und dort schnell
vom Fettgewebe und der Leber aufgenommen werden™. Die Beriicksichtigung der
Chylomikronen hétte einen nicht vertretbaren zusétzlichen experimentellen Aufwand
bedeutet. Bezliglich der Zusammensetzung &hneln die Chylomikronen stark den VLDL, und
es ist kein grundsétzlicher Unterschied zwischen den Chylomikronen und den verbleibenden
Lipoproteinspezies bekannt, der eine Ubertragung der Ergebnisse nicht sinnvoll erscheinen
lielfe. Durch Hinzufligen einer den Gleichungen 18 —20 analoge Gleichung mit [Chol. +
Trigl.]i = [Chol. + Trigl.] chylomikronen li€f3e sich die Behandlung der Chylomikronen in einfacher

Weise einfihren.
4.2.4 Bindung von *H-TCDD an Plasmaproteine

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Bindung von *H-TCDD an Plasmaproteine bestétigen
die in der Literatur berichteten Befunde, unter Verwendung einer anderen Methodologie
erhalten wurden'™®. Auch bei der Trennung des lipidfreien Plasmas mittels

Saulenchromatographie  unter  Protein-denaturierenden  sowie  nicht-denaturierenden
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Bedingungen wurde der grofite Teil des TCDD aus der Fraktion isoliert, welche Proteine des
Molekulargewichts um 60 kD (Albumin ca. 64 kD) enthielt.

Albumin besitzt eine grofRe Zahl méglicher Bindungsstellen, die mit einer vergleichsweise
hohen Affinitdt bei niedriger Spezifitét eine breite Palette von Molekulen zu binden in der
Lage sind. Die hier beschriebenen Resultate sind daher wenig Uberraschend. Der Anteil des
TCDD, der zwischen dem Punkt der Auftragung und der Stelle auf dem Agarosegel, an die
Albumin migriert war, isoliert wurde, ist Grofdteils auf die Desorption des TCDD wahrend der
langsamen Migration zurickzufuhren. Die leichte Erhohung der in diesem Bereich
wiedergefundenen TCDD-Menge bei Verwendung von Serum gegeniber den Versuchen mit
gereinigtem Serumalbumin zeigt, dal3 nur geringe Mengen TCDD an die verbleibenden
Plasmaproteine gebunden vorliegen. Die vergleichsweise niedrigen Wiederfindungsraten
finden wahrscheinlich ebenfalls in der Desorption des anfangs an Proteine gebunden TCDD
Erklérung, da das desorbierte TCDD mit dem umgepumpten Puffer aus dem Gel geschwemmt

wird.

Es kann davon ausgegangen werden, dal3 fir eine Beschreibung des Verhaltens von TCDD in
einem PBPK-Modell in erster Naherung der an Plasmaproteine gebunden vorliegende Anteil
des TCDD im Blut als quantitativ an Albumin gebunden wiedergegeben werden kann. Dies
kann fir Mensch und Ratte gleichermal3en gelten.

4.25 Validierung der Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Verteilung von TCDD in
Blut von Mensch und Ratte

Um die Gultigkeit der oben diskutierten Ergebnisse nachzuweisen muf3te gezeigt werden, dal3
sich die Verunreinigungen in den untersuchten Blutfraktionen genauso verteilen wie TCDD
selbst. Da die bisherigen Ergebnisse die Vermutung zulief3en, dal3 die Verteilung des
ungereinigten *H-TCDD ausschliellich von der Lipophilie der Kompartimente abhing, war
ein solches Verhalten nicht unwahrscheinlich. Andererseits zeigten die grof3en Unterschiede
in den Retentionszeiten im System Methanol/Wasser deutliche Variationen in der
Wasserl6slichkeit zwischen TCDD und den Verunreinigungen. Die Volumina der wéldrigen
Losungen der bei der Trennung der Lipoproteine anfallenden Fraktionen sind sehr undhnlich,

und hierin kdnnte ein abweichendes Verhalten der Verunreinigungen begriindet sein.

Wie unter 3.1.6.1 aufgezeigt, waren die Resultate der HPLC-Messung der Verteilung von

Verunreinigungen und des *H-TCDD in isolierten Plasmafraktionen nicht geeignet,
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RickschlUsse Uber etwaige Einflisse des Vorliegens der Verunreinigungen im verwendeten
Standard zu ziehen. Im Unterschied hierzu |83t die Bilanz der Vertellungen von gereinigtem
®H-TCDD, Verunreinigungen und ungereinigtem Standard eine Beurteilung der Validitat der
mit dem ungereinigten Standard erhaltenen Ergebnisse zu. Die hier angewendete Methode
bedingte eine deutlich niedrigere Anzahl von Arbeitsschritten, die zu Substanzverlusten

fuhren konnten, und die erhaltenen Ergebnisse ergeben ein klares Bild.

Aus Tabelle 3-6 wird deutlich, da’ nur die Verteilung des verunreinigten Standards, aber
weder die Verteilung des gereinigten *H-TCDD noch die der Verunreinigungen, mit der
Verteilung der Lipoproteine korreliert. Hingegen ergibt die Berechnung der Verteillung des
ungereinigten Standards aus den Verteilungen des gereinigten °H-TCDD und der
Verunreinigungen unter der Annahme eines Gehaltes von 30 % Verunreinigungen und 70 %
®H-TCDD im ungereinigten Standard eine sehr gute Ubereinstimmung mit der tatsachlich
gefundenen Verteilung des ungereinigten Standards und mit der Verteilung der Lipide. Die
Verunreinigungen verteilen sich dabei dhnlich den Verhdtnissen der Volumina der dre
Fraktionen, die bei der Trennung der Lipoproteine erhalten werden (HDL 3,2 ml; LDL 1,6 ml;
VLDL 6,7 ml). vermutlich ein Ergebnis ihrer hoheren Wasserloslichkeit. Die gefundene
Verteilung ist aso insgesamt ein Ergebnis der Verteilung von vermutlich funf Substanzen
unterschiedlicher Lipophilie auf wal3rige Lésungen von Lipoproteinen mit unterschiedlichen
Lipidgehaten und Volumina. Damit war eine Rickrechnung der bereits mit dem
verunreinigten Standard erhaltenen Ergebnisse nicht moglich. Gleichzeitig zeigen diese
Resultate, dal3 bei einer Wiederholung dieser Untersuchungen die relativen waldrigen
Volumina und das Gleichgewicht der Verteilung von TCDD zwischen den Lipidphasen und
der wél¥rigen Phase trotz der hohen Lipophilie dieser Verbindung berlicksichtigt werden

mussen.

Zusammenfassend bleibt nur der Schlul3, dal3 die Validitdt des unter 4.2.3 diskutierten
Gleichungssystems durch diese Ergebnisse in Frage gestellt werden. Um eine weitergehende
Aussage zu treffen, mifdte die Gesamtheit der beschriebenen Versuche mit gereinigtem

*H-TCDD wiederholt werden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich war.
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4.3 Vorversuche zur Bestimmung von Verteilungskoeffizienten ftr

TCDD zwischen Rattenblut und -geweben

Historisch wurden Blut-Gewebe-V erteilungskoeffizienten zunéchst ausschliefdlich in vivo aus
Blut- und Gewebekonzentrationsverlaiifen bestimmt'®**°. Erst deutlich spater begann man
mit der in vitro Bestimmung dieser Parameter, wobel man sich zundchst der
Gleichgewichtsdialyse, Ultrafiltrationstechniken, sowie der sogenannten Headspace-Technik
fir leichtfllichtige organische Substanzen bediente*®12116117 et Ende der 80er Jahre wird
weiterhin versucht, Verteillungskoeffizienten in silico aus physikalischen Eigenschaften von
betrachteten Substanzen zu berechnen. Die Lodichkeiten der Substanzen in n-Octanol,
Speisedl, Wasser, und Saline sowie der Octanol-Wasser-V erteilungskoeffizient, Kow, und der
Verteilungskoeffizient zwischen Wasser und einer immobilisierten Membran sind hierfir
herangezogen worden'®"161162163164 " (jher die Beriicksichtigung der reversiblen Bindung an

H&moglobin wurde auch der EinfluR der Bindung an ein Protein mit betrachtet™®.

Die Besonderheit einiger der letztgenannten Ansétze besteht dabei in der Notwendigkeit bzw.
Moglichkeit, die Zusammensetzung eines Gewebes in die Berechnung mit
einzubeziehen'®"1%31641%5  Damit bietet sich die Gelegenheit, die Veranderungen in der
Zusammensetzung der Gewebe, die sich im Verlauf einer TCDD-Exposition ergeben, in ein
Modell einzubeziehen. Die genannten Methoden wurden jedoch fir niedermolekulare
leichtflichtige Substanzen entwickelt, die wenig spezifische Bindungen eingehen und die
schnell genug diffundieren um die Annahme einer BlutfluR—Limitierung zu rechtfertigen.
Zudem ergab sich zwar eine gute Ubereinsimmung mit experimentell bestimmten
Verteilungskoeffizienten flr moderat lipophile Substanzen, jedoch nahmen die Abweichungen
mit zunehmender Lipophilie der organischen Substanz zu. Fir TCDD mul3te daher ein neuer

Denkansatz gefunden werden.

Seine experimentelle Readlisierbarkeit vorausgesetzt, konnte der unter 1.4.2 entwickelte
Ansatiz die Anforderungen erflllen. Zu dessen Umsetzung mufdte zunachst die
Dissoziationskonstante von TCDD an Albumin bestimmt werden. Die dafir vorgeschlagene
Methode beruht auf zwei Annahmen: 1. Es existiert nur eine Bindungsstelle fir TCDD an
Albumin (na =1); 2. Durch Vorliegen eines Bodenkorpers wird die Konzentration des
ungebundenen TCDD konstant bei der Loslichkeit von TCDD im Losungsmittel gehalten. Die
unter 1. genannte Annahme scheint gerechtfertigt, da bei der Untersuchung der Bindung von

HCB an Albumin ebenfalls nur eine Bindungsstelle identifiziert wurde®. Damit die unter 2.
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genannte Annahme gilt, mul? TCDD im UberschuB vorgelegt werden, d.h. nur ein Teil des
vorgelegten TCDD darf in Lésung gehen. Dabei mul? auch die Adsorption von TCDD an den
Oberflachen der verwendeten Gerédte beriicksichtigt werden, d.h. der Uberschu? muR grof3
genug sein, um auch die Adsorption an diesen Oberflachen abzuséttigen. Andererseits darf es
aber nicht dazu kommen, dal3 TCDD kolloida in Lésung geht. Unter diesen V oraussetzungen
sollte die in Losung gehende Menge TCDD nur von der Albuminkonzentration abhangen,

jedoch von der vorgelegten Menge TCDD unabhangig sein.

Die in Tabelle 3-7 und Abbildung 3-6 aufgefiihrten Ergebnisse widersprachen dem zu
erwartenden Verhalten. Die in Lésung gegangene Menge *H-TCDD zeigte sich abhangig von
der Menge des vorgelegten *H-TCDD. Der Versuch, die Adsorption an den Glasoberflachen
als Ursache auszuschlieen, miRlang. Die Zugabe eines grolRen Uberschusses von
unmarkiertem TCDD fuhrte zu sehr grof3en Abweichungen zwischen Proben aus dem selben
Versuchsansatz. Die Ursache hierfir kann in der Bildung von kolloidal geléstem TCDD
gesehen werden. Die bei der Entnahme von Proben mit aufgenommene Menge kolloidal
gelosten TCDD ist zuféllig und von der gemdld des Lodlichkeitsprodukts in Lésung
befindlichen Menge unabhéngig.

Mit den unter 3.2.2 beschriebenen Versuchen unter Verwendung von Diaysemembranen
wurde es unternommen, kollidal gelostes Material aus den Albuminldsungen fernzuhalten.
Die Porengrof3e des verwendeten Diayseschlauchs (Durchlassigkeitsgrenze bei einem
Molekulargewicht von ca. 1000 D) sollte Aggregate mit mehr als 3 - 5 TCDD Molekilen
nicht mehr passieren lassen. Auch diese Versuche erbrachten keine Ergebnisse, die mit der
Theorie in Einklang gebracht werden konnten. Betrachtet man die hier beschriebenen
Versuche nachtréglich unter dem Gesichtspunkt der Tatsache, dal? der verwendete Standard zu
30 % mit Verbindungen verunreinigt war, die sich in Wasser besser |6sen als TCDD, so findet
dieses Verhalten eine einfache Erklarung. Der methodische Ansatz, einen Bodenkorper von
ungeldstem TCDD zu verwenden, potenziert den Einflul3 der Verunreinigungen dabei noch.
Die Abhangigkeit der in Losung nachgewiesenen Radioaktivitét von der vorgelegten Menge
des ungereinigten *H-TCDD-Standards wie auch der im Vergleich zu den vorgelegten
Molverhaltnissen zu hohe Anteil von °H gegeniiber **C in den Diayse-Experimenten ist mit
an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit auf diesen Umstand zurtickzufUhren. Die
naheliegende Vermutung, das Scheitern der Versuche sei auf Verunreinigungen im Standard
zurlickzufuhren, wurde auch diskutiert. Sie wurde jedoch in Anbetracht des Ergebnisses der

Untersuchung des *H-TCDD-Standards auf seine Reinheit mittels GC/MS, die eine Reinheit
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von Uber 98 % ergeben hatte, verworfen. Zu diesem Zeitpunkt war noch nicht bekannt, daf3
bei der GC/MS-Untersuchung nur hoherchlorierte Dibenzo-p-dioxine detektiert wurden. Die

V ersuche wurden an dieser Stelle beendet.

Abschlieffend bleibt an dieser Stelle zu bemerken, dal? der hier untersuchte Ansatz mit einer
weiteren Schwierigkeit behaftet ist. Die Behandlung der Verteilung von TCDD zwischen
verschiedenen Phasen wie oben beschrieben setzt ein idedles Verhalten von TCDD in
waldriger Losung voraus. Der obige Ansatz macht jedoch das Arbeiten mit konzentrierten
Losungen erforderlich, fur die ein ideales Verhalten nicht notwendigerweise angenommen
werden kann. Ob die Ergebnisse von diesem Umstand beieinflu®t wurden, wurde nicht

untersucht.

4.4 Untersuchung der Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-
Dawley Ratten nach enzyminduzierenden und nicht-
enzyminduzierenden Dosen und ihrer Beeinflussung durch

Futterzusatze

Cholestyramin und Hexadekan sind in der Vergangenheit mehrfach auf ihre Fahigkeit
untersucht worden, die Ausscheidung hochlipophiler toxischer Substanzen mit langen
Halbwertszeiten im menschlichen Korper zu stimulieren. Hinsichtlich der PCDD/F gab es
aber bisher nur einige Untersuchungen, bei der die Ausscheidung dieser Substanzen von
menschlichen Patienten mit den Fazes bei Gabe eines Gemisches von Cholestyramin und
Reiskleie beobachtet wurde'***°. Hier wurden jedoch nur zwei PCDF sowie PCB verfolgt,
und die Ergebnisse zeigten sich uneinheitlich. Eine solche Untersuchung, welche die
Beeinflussung der Ausscheidung von TCDD durch diese Substanzen unter kontrollierten

Bedingungen aufzeigt, fehlte bisher.

Cholestyramin ist ein Anionenaustauscherharz und wird weder resorbiert noch metabolisiert.
Esist in der Lage, mit der Galle ausgeschiedene, polare Metaboliten toxischer Verbindungen
im Darm zu binden, sie so der enterohepatischen Zirkulation zu entziehen und der
Ausscheidung mit den Fézes zuzufiihren. Dagegen beruht die Erhdhung der Ausscheidung
lipophiler Verbindungen durch die Gabe von Hexadekan auf der Erhohung der Lipophilie des
Darminhalts. Damit 18% sich das Verteilungsgleichgewicht der lipophilen Verbindung
zwischen Blut und Darminhalt zugunsten des Darminhalts verschieben, was zu einer erhdhten

Ausscheidung der Verbindung selbst im Gegensatz zu ihren Metaboliten fiihrt™*.
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Enterohepatische Zirkulation spielt fur die Ausscheidung von TCDD héchstens eine
untergeordnete Rolle”. Es stand daher zu erwarten, dal3 Cholestyramin keinen oder nur einen
geringen Effekt auf die Ausscheidung von TCDD haben wirde. Der Effekt auf Ausscheidung
durch Hexadekan hingegen ist als vom Anteill der unmetabolisierten Verbindung an der
ausgeschiedenen Menge abhangig zu sehen, da nur dieser Anteil von Hexadekan beeinfluf3t
wird. Je hoher dieser Anteil, desto groRRer die potentielle Erhdhung der ausgeschiedenen
Gesamtmenge durch die Gabe von Hexadekan. Die Bandbreite der Literaturangaben fir
diesen Anteil sind mit 20 —90 % so weit, dal3 eine Voraussage nicht getroffen werden kann.
Dies wird zusétzlich durch die Tatsache erschwert, dal3 bisher keine Einigung tber die Frage,

ob TCDD seine Metabolisierung autoinduziert, erreicht wurde.

44.1 Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-Dawley Ratten nach enzyminduzierenden
und nicht-enzyminduzierenden Dosen und ihre Beeinflussung durch

Cholestyramin

Das verminderte Wachstum, welches bei den mit 2 pg/kg Korpergewicht behandelten Tieren
beobachtet wurde, stellt bereits ein Symptom akuter Toxizitét dar und war nicht erwartet
worden. Es war beabsichtigt gewesen eine Dosis zu verabreichen, die zwar maximale
Induktion hepatischer Monooxigenasen aber keine akut toxischen Symptome hervorruft. In
der beobachteten Grofdenordnung ist dieser Effekt jedoch fir das Experiment unerheblich.

Der grol3e Anteil an nicht resorbiertem Material von durchschnittlich ca. 50 %, sowie die hohe
Variabilitét dieses Anteils an der Gesamtdosis, Uberraschten ebenfalls und konnten nicht
erklart werden, fanden sich aber bel alen durchgefihrten Experimenten. Erfahrungsgemald
werden bei oraler Gabe in Maisol meist deutlich hohere Anteile von bis zu 80 % der Dosis
aufgenommen™®®. Bei einer Halbwertszeit von 17 h firr Verunreinigung 1 (siehe 3.3.3) werden
innerhalb von 48 h ca. 7/8 der resorbierten Menge an Verunreinigung 1 wieder ausgeschieden.
Dies kann jedoch maxima 13—-15% der Dosis entsprechend dem relativen Gehalt an
Verunreinigung 1 ausmachen. Eine letzte Mdoglichkeit der Erkléarung liegt in der
unvollstandigen Lésung des TCDD im Maisol, so dal3 kolloidal gelostes TCDD nicht zur
Resorption zur Verfigung stand. Das verwendete Protokoll entspricht jedoch der bei
vergleichbaren Versuchen Ublichen Vorgehensweise, und nicht gelostes Material hétte zu
starken Schwankungen bei der Bestimmung des Radioaktivitdtsgehalts in Proben zu je 50 pl
des Maisols gefuhrt. Solche Schwankungen traten nicht auf.
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Die leichte Erniedrigung der kumulativen Ausscheidung mit dem Urin in der mit
Cholestyramin behandelten Gruppe bestétigt die theoretische Wirkungsweise dieser Substanz.
Mit dem Urin werden nur Metaboliten von TCDD ausgeschieden™’. Diese kénnen teilweise
von Cholestyramin im Darm gebunden werden und werden mit den Fazes ausgeschieden. Die
Grolenordnung des aufgezeigten Effekts (ca. 1 % der Dosis) bestétigt dabel die Angabe in der
Literatur, dal3 enterohepatische Zirkulation fir TCDD keine Bedeutung hat. Ob dieser Effekt
alerdings ganz oder teilweise auf die VVerunreinigungen zurtickzufihren ist, mul3 dahingestellt
bleiben. Die fur die beiden mit 2ug TCDD/kg Korpergewicht behandelten Gruppen
berechneten Halbwertszeiten der fékalen Ausscheidung von 24 Tagen liegen im Bereich der
Angaben die man in der Literatur findet (12 — 31 Tage). Ihre Ubereinstimmung zeigt, da3
zumindest bei den mit 2 ug TCDD/kg Kérpergewicht behandelten Gruppen kein Effekt der
Gabe von Cholestyramin beobachtet wurde. Es mul’ jedoch zu diesem, wie auch insbesondere
zu den im folgenden diskutierten Versuchen gesagt werden, da3 die Bestimmung der
Halbwertszeiten der Ausscheidung stets auf Datenreihen beruhten, die weniger als eine
Halbwertszeit ausmachten. Idealerweise sollte die Bestimmung einer Halbwertszeit
mindestens ein Vierfaches dieser Zeitspanne Ubergreifen. Dies ist jedoch bei der geforderten
niedrigen Dosis von 8ng TCDD/kg Korpergewicht nicht moglich, da hierbel die
Nachweisgrenze des ohnehin sehr empfindlichen Nachweises von *H-TCDD in Fazes uber

Szintillationszéhlung noch vor Ablauf einer Halbwertszeit unterschritten wirde.

Ursprunglich war es beabsichtigt gewesen, Unterschiede in der Ausscheidung zwischen den
mit und ohne Futterzusatz behandelten Gruppen anhand der in den enthommenen Geweben
nachzuweisenden Konzentrationen zu belegen. Darin, und in der mangelnden Verfugbarkeit
von Metabolismuskéfigen, lag der Grund fir die unterlassene Sammlung von Fazes und Urin
von den mit 8ng TCDD/kg Korpergewicht behandelten Tieren. Wegen der hohen
Standardabweichungen bei der Bestimmung der Gewebekonzentrationen, die unter anderem
auch ein Resultat der hohen Variabilitét des resorbierten Anteils der Dosis sind, hétte es
grofRer Unterschiede bedurft um Signifikanz zu erreichen. Eine eventuell durch die Gabe von
Cholestyramin bedingte geringfligig erh6hte Ausscheidungsrate in der niedrigeren
Dosisgruppe hétte daher anhand der Gewebekonzentrationen vermutlich nicht belegt werden

konnen.

Ein Vergleich zwischen den beiden Dosisgruppen hinsichtlich der Verteilung auf die Leber
und die Ubrigen Gewebe aufer Serum zeigt das erwartete Ergebnis. der in der Leber
wiedergefundene Anteil einer Dosis von 2 ug TCDD/kg Kérpergewicht ist deutlich hoher, der
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Antell in den Ubrigen Geweben, insbesondere im Fettgewebe, deutlich niedriger as die
jeweiligen Anteile einer Dosis von 8 ng TCDD/kg Korpergewicht. Dieses Verhalten ist in der
Literatur wiederholt dokumentiert und kann vermutlich auf die Induktion von mikrosomalen

Proteinen in der Leber zuriickgefiihrt werden, die TCDD spezifisch binden™.

Erwartungsgemal zeigte auch die Bestimmung der EROD-Aktivitéten eine etwa 15-fache
Erhohung in Leberproben der mit 2 ug TCDD/kg Kdrpergewicht behandelten Tiere gegentiber
den mit 8 ng TCDD/kg Korpergewicht dosierten Tieren und den Tieren, die kein TCDD
erhalten hatten. Die Annahme, dal3 die Dosis von 8 ng TCDD/kg Kdrpergewicht nicht zu
einem signifikanten Anstieg der EROD-AKktivitét flhren wirde, wurde dabei gleichzeitig
bestétigt.

4.4.2 Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-Dawley Ratten nach enzyminduzierenden

und nicht-enzyminduzierenden Dosen und ihre Beeinflussung durch Hexadekan

Die scheinbar deutlich bessere Futterverwertung, die beim Vergleich der kumulativen
Futteraufnahme sowie der Gewichtszunahme der Tiere wahrend des 21-tégigen Versuchs in
Tabelle 3-11 bzw. Tabelle 3-13 zu Tage tritt, hat drei Ursachen. Einerseits wurde
verschittetes Futter berticksichtigt, und damit die kumulative Futteraufnahme gesenkt.
Andererseits bezieht sich die Gewichtszunahme hier auf das Gewicht nach einer 24-stiindigen
Fastenperiode, wéahrend der die Ratten durchschnittlich 10 % ihres Koérpergewichts verloren.
Zuletzt waren die in dem Versuch mit Cholestyramin eingesetzten Tiere bei Anlieferung

bereits im Durchschnitt ca 5 % schwerer, was auf leichte Altersunterschiede hindeutet.

Die fur die mit 2 ug TCDD/kg Kérpergewicht behandelten Tiere erhaltenen Halbwertszeiten
der fékalen Ausscheidung unterscheiden sich nicht signifikant von den im Versuch mit
Cholestyramin erhaltenen und sind damit auch im Einklang mit der Literatur. Die
Halbwertszeiten der fékalen Ausscheidung durch die mit 8 ng TCDD/kg Korpergewicht
dosierten Tiere hingegen liegen deutlich Uber den in der Literatur angegebenen Werten.
Tatsachlich kamen jedoch in allen Studien, Uber die berichtet wurde, deutlich hohere Dosen
zum Einsatz'*. Die Beobachtung einer so starken Abhangigkeit der Ausscheidung von der
Dosis ist daher neu und spricht deutlich fir die Mdglichkeit der Autoinduktion des eigenen
Metabolismus in Ratten durch TCDD. Daflr spricht auch die Uberproportionae Erhéhung der
Ausscheidung mit dem Urin in den mit der hdheren Dosis behandelten Tieren (nahezu

verdreifacht).
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In dem Ausbleiben der Autoinduktion des Metabolismus kann auch einer der Ausldser fur den
nur bei der Dosis von 8 ng TCDD/kg Korpergewicht beobachteten Einflu? des Hexadekan
gesehen werden. Wenn der Metabolismus von TCDD der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Ausscheidung ist, so kann Hexadekan keinen Einflul3 auf die Ausscheidung
nehmen. Bel einer Dosis, bel welcher der Metabolismus aber noch nicht induziert wird,
koénnte hingegen die Ausscheidung durch die Darmwand der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt sein. Unter diesen Umstanden kann Hexadekan durch die Erhdhung der Lipophilie des

Darminhalts die Ausscheidung beschleunigen.

In der Literatur wird haufig der Metabolismus von TCDD as der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Ausscheidung zitiert™. Es wurde jedoch bereits
darauf hingewiesen, dal3 der geschwindigkeitsbestimmende Schritt auch von der Dosis
abhangig sein konnte. Vorgeschlagen wurde, dal3 der Metabolismus nur bei sehr geringen
Dosen der geschwindigkeitsbestimmende Schritt sei, wahrend mit dem Ansteigen der Dosis
die Ausscheidung durch die Darmwand eine immer stérkere Rolle spielt, bis schliefdlich bei
todlichen Dosen der reduzierte Fazesflul? limitierend fur die Ausscheidung mit den Fazes
wird, und durch Schédigungen der Niere die Ausscheidung mit dem Urin stark zunimmt®.
Das Ansteigen der Abhangigkeit von der Ausscheidung durch die Darmwand bei hohen
Dosen wird auch durch die Erhdhung der Ausscheidung einer letalen Dosis mit gleichen

Fazesmengen durch die Gabe von Hexadekan belegt’

. Die niedrigste bei diesen
Uberlegungen herangezogene Dosis belief sich auf 0,001 umol oder 324 ng TCDD/Kg
Korpergewicht in Fischer 344-Ratten. Diese Dosis entspricht etwa dem 40-fachen der in der
vorliegenden Untersuchung verwendeten Dosis, und eine vergleichbare Dosis induzierte die
hepatische EROD-AKktivitat um das 15-fache®. Es ist daher moglich, daR bei einer Dosis von
324 ng TCDD/kg Korpergewicht die Autoinduktion des TCDD-Metabolismus bereits

eingesetzt hat.

Die leichte Erhéhung der Resorptionsrate von ca. 50 % auf Uber 60 %, die mit der 24-
stundigen Fastenperiode erreicht wurde, konnte die Variabilitét der Gewebekonzentrationen
zwischen einzelnen Individuen nicht eliminieren. Es bleibt schwierig abzuschétzen, in wie
weit die beobachtete Variabilitdt auf die Unterschiede in der Resorption, den Verunreinigen
im *H-TCDD-Standard, sowie auf der allgemeinen Variabilitét biologischer Systeme fufit.
Vermutlich wére aber prinzipiell fir die Beobachtung der fékalen Ausscheidung die
intravendse Gabe des TCDD vorzuziehen gewesen™. Die erhdhten Konzentrationen in den

lipophilen Geweben kdnnten dabei ein Nebeneffekt der Fastenperiode sein. Es konnte gezeigt
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werden, dal3 die zuletzt in einer Fettzelle eingebauten Lipide auch die ersten sind, die sie
wieder verlassen'®’. Das TCDD gelangte mit dem Maisdl Uber den Transport mit
Chylomikronen in das durch die Fastenperiode entleerte Fettgewebe. Anschlief3end erhielten
die ausgehungerten Ratten wieder freien Zugang zu Futter. Dadurch konnten die mit dem
Futter in das Fettgewebe gelangenden Lipide die TCDD-haltigen, kurz zuvor eingelagerten

Lipide Uberschichten.

Bel den in Leberproben gemessenen EROD-Aktivitdten wurde wiederum eine Induktion um
das 15 — 25fache durch die Dosierung mit 2 pg TCDD/kg K érpergewicht festgestellt, wahrend
bei gleichem Futter kein Unterschied zwischen den mit der niedrigeren Dosis und den nicht
mit TCDD behandelten Gruppen auffiel. Es zeigte sich jedoch ein Trend zur Erhéhung dieses
Parameters durch die Behandlung mit Hexadekan, der aber nur in den nicht mit TCDD
behandelten Kontrollen Signifikanz erreichte. Die Werte in der vollig unbehandelten
Kontrollgruppe lagen allerdings deutlich unter den tblicherweise in vergleichbar behandelten
Tieren gefundenen Aktivitaten. Hierin kénnte jedoch eine weitere Moglichkeit der Erklarung
fir den Unterschied in der Ausscheidung von TCDD unter Gabe von Hexadekan liegen.
Hexadekan induziert die hepatische EROD-AKktivitdt hochstens in sehr geringem Mal3e. Ein
klarer Zusammenhang zwischen der Induktion der EROD-AKktivitéat und dem Metabolismus
von TCDD wurde bisher aber auch nicht identifiziert'. Unter Umsténden ist ein anderes,
bisher nicht beachtetes Enzym fir diese Funktion verantwortlich, welches durch TCDD und
Hexadekan induziert werden kann. Dies wirde ebenfalls das beobachtete Verhalten der
erhéhten Ausscheidung einer niedrigen TCDD-Dosis mit der Gabe von Hexadekan sowie des
Ausbleibens eines solchen Effektes bel einer hohen Dosis erkldren, kann jedoch as

unwahrscheinlich angesehen werden.

4.4.3 Validierung der Ergebnisse zu Halbwertszeiten von TCDD in Sprague-Dawley

Ratten unter Gabe von Futterzusitzen

Die unter 3.3.3 dargelegte Ableitung beruht auf mehreren Annahmen. Zunachst wurde
angenommen, dal3 bel der Untersuchung der Ausscheidung des gereinigten Standards die in
den Fézes gemessene ®H-Aktivitat nur auf die Ausscheidung von nicht resorbiertem bzw.
resorbiertem und wieder ausgeschiedenen *H-TCDD zuriickzufiihren war. Dies kann nur dann
nicht gelten, wenn der *H-TCDD Standard noch mit einer weiteren Komponente verunreinigt
gewesen ware, die mittels HPLC Trennung nicht von diesem separiert worden wére, was aber

nahezu ausgeschlossen werden kann.
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Weiterhin  mufte angenommen werden, dald die Geschwindigkeitskonstanten der
Ausscheidung nicht resorbierten Materials sowie der Verunreinigungen unter den gegebenen
Umstanden immer gleich waren. Sowohl bei dem Kontrollversuch wie auch dem Experiment
unter Zugabe von Hexadekan zum Futter wurde die Dosierung nach einer 24stiindigen
Fastenperiode durchgefiihrt, daher kann eine solche Ubereinstimmung in diesen beiden Fallen
fir die nicht resorbierte Komponente in erster Néherung gelten. Der Versuch mit
Cholestyramin wurde ohne eine solche Fastenperiode durchgefiihrt, hieraus konnten
Unterschiede resultieren. Weiterhin konnte die Behandlung mit Cholestyramin und/oder
Hexadekan die Ausscheidung der Verunreinigungen beeinflufd haben. Auch die etwas
unterschiedliche Gewichtsentwicklung der Rattengruppen zwischen den Versuchen kodnnte
diesen Parameter verdndert haben. Die durch diese Unbekannten in die Berechnung

einflief3ende Unsicherheit 183t sich nicht quantifizieren.

In dem 10tégigen Kontrollversuch wurde die Halbwertszeit der fakalen Ausscheidung einer
Dosis von 8 ng/ kg K érpergewicht des gereinigten *H-TCDD-Standards zu 44 Tagen ermittelt.
Sie liegt damit ndher bel dem Wert, der fur die hypothetisch beschleunigte fékale
Ausscheidung von TCDD unter Gabe von Hexadekan mit 41 Tagen bestimmt wurde, als bel
der in den nicht mit Hexadekan behandelten Tieren im gleichen Versuch erhatenen
Halbwertszeit von 71 Tagen. Hierzu ist zu sagen, da3 die Habwertszeit der fékalen
Ausscheidung bei allen durchgefihrten Versuchen stets mit der Dauer des Versuchs zunahm,
d.h. wenn in den Versuchen mit Hexadekan Halbwertszeiten nur unter Heranziehung von
Daten der Ausscheidung aus den ersten 10 Tagen berechnet wurden, deutlich niedrigere
Halbwertszeiten resultierten. Ein solches Verhalten 18 sich auch in der Literatur belegen™.
Dies bedeutet, dal3 die terminale Phase der Ausscheidung noch nicht erreicht ist. Der Grund
hierflr ist einerseits in der gegebenen Bestimmungsgrenze fur TCDD in Fézes zu sehen,
andererseits scheint es im Licht der Informationen zur Abhangigkeit der Halbwertszeit von
der Dosis unwahrscheinlich, dal3 die Halbwertszeit der Ausscheidung von TCDD (berhaupt
konstant genannt werden kann. Sie scheint vielmehr eine Funktion der im Korper

verbliebenen Restmenge zu sein.

Dennoch erscheint der gezeigte Ansatz geeignet, den Befund einer erh6hten Ausscheidung
durch Gabe von Hexadekan bei einer niedrigen Dosis sowie das Ausbleiben dieser Erhdhung
bei einer hoheren Dosis zu validieren. Die sehr gute Ubereinstimmung der in Abbildung 3-7
und Abbildung 3-8 gezeigten, nach Gleichung 15 berechneten Ausgleichskurven mit den

experimentellen Werten kann als Indiz fir die Validitét des Denkansatzes gesehen werden. Es
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kann zwar gesagt werden, dal3 eine Kurvenanpassung stets eine nahezu beliebig gute
Ubereinstimmung mit experimentellen Daten erreicht wenn nur gentigend Exponentialterme
verwendet werden. Tatséchlich enthdlt Gleichung 15 aber nur zwei frele Parameter,
namentlich den nicht resorbierten Anteil an der Dosis und die Halbwertszeit von TCDD unter

den Versuchsbedingungen.

Weiterhin bestétigt die Ahnlichkeit der mit Gleichung 14 durch Kurvenanpassung berechneten
Parametern e (0,29) und g (0,25), entsprechend den im verunreinigten *H-TCDD-Standard zu
ungefdhr gleichen Anteillen vorliegenden Verunreinigungen 1 (15% Anteil) und 2-4
(summiert zu 14 % Anteil) die Richtigkeit der Annahmen. Auch die innerhab des
Kontrollversuchs sehr gute Ubereinstimmung des mit Gleichung 15 aus der Ausscheidung des
verunreinigten Standards ermittelten Halbwertszeit (44 Tage) mit der sich aus der
Ausscheidung des gereinigten *H-TCDD durch Kurvenanpassung unter Verwendung von
Gleichung 13 ergebenden (44 Tage) zeigt wiederum die Validitat des Ansatzes.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund ihrer hohen Toxizitét, ihrer ubiquitéren Verbreitung, und ihres breiten
Wirkungsspektrums wird die Bedeutung der Polychlordibenzo-p-dioxine und -dibenzofurane
(PCDD/F) fur Mensch und Umwelt seit nunmehr tber 30 Jahren untersucht und diskutiert.
Dennoch bleiben viele Aspekte ihrer Toxizitét ungeklart und sind nach wie vor Gegenstand
weltweiter Forschungsbemihungen. Diese zielen gerade in letzter Zeit besonders auf den
Versuch, die mit der Verbreitung der PCDD/F verbundenen Risiken einschétzen und in
regulatorische Mal3nahmen einbinden zu koénnen. Auch sind bisher trotz der intensiven
Forschung keine allgemein giltigen Mal3nahmen bekannt, mit denen die gesundheitliche

Verfassung von mit PCDD/F vergifteten Individuen positiv beeinfluf3t werden kann.

Um eine redlistische Risikoabschétzung nicht nur fir den Menschen, sondern fur ganze
Okosysteme durchfiihren zu kénnen, bedarf es der gleichzeitigen Verfugbarkeit von Modellen
fur die toxische Wirkung der PCDD/F sowie der Kenntnis von Gesetzméal3igkeiten, welche die
Ubertragbarkeit der mit besagten Modellen erhaltenen Ergebnisse auf andere Systeme
erlauben. Solche Gesetzméldigkeiten lieffen sich bisher nur fur vereinzelte Endpunkte der
Toxizitdt der PCDD/F erkennen, im wesentlichen bleiben die grof3en Speziesunterschiede in
der toxischen Wirkung der PCDD/F ungeklart. Eine Anzahl von Indizien spricht dafir, daf3
die biophysikalischen Eigenschaften der PCDD/F, namentlich ihre hohe Resistenz gegentber
biologischem Abbau, ihre hohe Lipophilie und geringe Wasserloslichkeit sowie ihre
spezifischen Bindungseigenschaften an Proteine, einen groRen Anteill zu ihrem
Toxizitatsprofil und zu den diesbeziiglichen Speziesunterschieden beitragen. Diese bedingen
wesentlich das Verteillungsverhalten der Substanzen im Korper exponierter Individuen
(Toxikokinetik) und damit die am Wirkort bzw. Zielorgan wirksame Dosis. Die Ubertragung
des Einflusses dieser Grofen auf andere Spezies |at sich besonders gut in
Computersimulationen modellieren. Dazu mussen aber auch digjenigen Parameter bekannt
sein, welche die Wechselwirkung der PCDD/F mit den biologischen und biophysikalischen

Gegebenheiten einer Modellspezies beschreiben.

Auch wenn die Mechanismen der Toxizitdt und das mit einer bestimmten Dosis verbundene
Risiko bekannt ist, so ist mit diesen Aussagen hochexponierten Individuen, die z.B. bel einem
Industrieunfall mit grofRen Mengen der PCDD/F in Kontakt kamen, nicht geholfen. Gerade im

Menschen zeigen die PCDD/F eine lange Verweildauer, und wenn auch der Mensch
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gegenuber z.B. der letalen Wirkung der PCDD/F relativ unempfindlich erscheint, so ist die
Reduktion der Belastung mit PCDD/F doch oberstes Gebot fir jede Behandlungsmethode.

Die vorliegende Arbeit hatte daher zwei Ziele. Das erste Ziel bestand in der Fortftihrung und
Erweiterung bestehender Ansdtze zur Computermodellierung der toxischen Wirkung der
PCDD/F mit besonderer Berticksichtigung der Ubertragbarkeit auf andere Spezies. Dieses Zidl
wurde in zwel Phasen verfolgt: Zundchst wurde es unternommen fir ein bestehendes Modell
biophysikalische Parameter, namlich die Gesetzmaldigkeiten der Verteillung in Blut von
Mensch und Ratte, experimentell zu ermitteln. Diese waren in der Vergangenheit stets nur
indirekt Uber mathematische Verfahren erhalten worden. Anschlief3end wurde die Eignung
eines neuen theoretischen Ansatzes fir die Beschreibung des Verteilungsverhaltens innerhalb
des Saugetierkorpers mit besonderer Eignung fir die Ubertragung auf andere als die
untersuchte Spezies untersucht. Das zweite Ziel der Arbeit war die Priifung von Methoden,
mit denen die PCDD/F-Belastung von menschlichen Individuen reduziert werden konnte,
anhand eines tierischen Modells. Dabei wurden zugleich die bestehenden Hypothesen zu den
die Eliminierung der PCDD/F aus dem Korper der Modellspezies mal3geblich bestimmenden
Gesetzmaldigkeiten Uberpruft. Als Modellverbindung fur die Substanzklasse der PCDD/F
wurde deren Vertreter mit der hochsten Toxizitdt, Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD),
gewdhlt. Als Modellspezies dienten, wegen der ginstigen Verfligbarkeit von Literaturdaten

zur Toxizitét von TCDD in dieser Spezies und diesem Stamm, Sprague-Dawley Ratten.

Zu Beginn der Arbeit konnte tatséchlich ein mathematischer Zusammenhang zwischen der im
Blut von Mensch und Ratte vorhandenen Menge TCDD und der Zusammensetzung des Blutes
etabliert werden. Dabei wurde die Verteilung von TCDD a's abhéngig von der Verteilung der
Cholesterine und Triglyzeride auf die Lipoproteinfraktionen und von der im Blut vorhandenen
Gesamtmenge dieser Lipide gefunden. Dieser Zusammenhang steht im Gegensatz zu
Literaturangaben, in denen, ohne detaillierte Untersuchungen, eine von der Zusammensetzung

des Blutes unabhéangige Verteilung postuliert bzw. insinuiert wurde.

Weiterhin wurde ein theoretischer Ansatz fur die Beschreibung des toxikokinetischen
Verhaltens von TCDD, aber auch anderer Substanzen, erarbeitet, der sich besonders fir die
experimentelle Bestimmung der in ein computerimplementiertes PBPK-Modell eingehenden
Parameter eignet. Damit tréte die experimentelle Bestimmung solcher Parameter an die Stelle
der indirekten Ermittlung durch Kurvenanpassung an Literaturdaten, wodurch ein

wesentlicher Unsicherheitsfaktor in vielen Modellierungen eliminiert werden kénnte. Dieser
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Ansatz betrachtete Verteilungsgleichgewichte zwischen einer geséttigten Lésung von TCDD
in Wasser und wal¥rigen Losungen von Proteinen. Obwohl die experimentelle Umsetzung im
Rahmen dieser Arbeit durch die spéte Entdeckung der Verunreinigungen im verwendeten
TCDD-Standard behindert wurde, so erscheinen weiterfihrende Versuche zu seiner

Validierung doch lohnend.

Zuletzt wurde im Tiermodell etabliert, dal3 die Erhthung der Lipophilie des Darminhalts
mittels  Futterzusdtzen wie Hexadekan, wund damit die Verschiebung des
Verteilungsgleichgewichts fur fettlosliche Substanzen zwischen dem restlichen Koérper und
dem Darmlumen, die fékale Ausscheidung von TCDD unter bestimmten Umstanden erhéhen
kann. In der Literatur war bis dahin die Metabolisierung von TCDD als der limitierende
Schritt fur die Ausscheidung von TCDD bei niedrigen Dosen erachtet worden. Dabel wurden
jedoch nie Dosen unterhalb der Grenze fur die Induktion hepatischer Monooxigenasen
untersucht. Beim Einsatz einer Dosi's, welche die bekanntermal3en durch TCDD induzierbare
Monooxigenase-abhangige EROD-Aktivitdt in mikrosomalen Leberisolaten nicht erhohte,
wurde einerseits eine deutlich langsamere Ausscheidung von TCDD gefunden als bei Dosen,
welche die EROD-Aktivitdt induzierten. Gleichzeitig wurde insgesamt eine mef3bare
Beschleunigung der Ausscheidung von TCDD durch den Zusatz von Hexadekan zum Futter
festgestellt. Daraus kann zum einen geschlossen werden, dal3 in Ratten der Metabolismus von
TCDD schon bei niedrigen, namlich unterhalb der bisher untersuchten, Dosen induzierbar ist.
Dartber ist in der Literatur vielfach diskutiert worden. Zum zweiten bedeutet dies, dald die
Geschwindigkeit der Ausscheidung von TCDD durch Ratten bei Dosen unterhalb der fur die
Induzierung des Metabolismus notwendigen Dosis von der direkten Ausscheidung durch die
Darmwand ins Darmlumen limitiert wird, und damit durch Verdnderungen der physikalischen
Bedingungen im Darm beeinflul®t werden kann. Diese Situation entspricht aber im
wesentlichen der Situation im Menschen, der TCDD nur sehr langsam metabolisiert, und

eroffnet neue M6glichkeiten in der Behandlung hochbelasteter menschlicher Individuen.

Die Interpretation der in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse wurde dabel
unvorhergesehen und nachtraglich erschwert. Bel einem Grofdteil der durchgefihrten
Experimente fand ein °H,-markierter TCDD-Standard Verwendung, und wesentliche
Schiuffolgerungen basierten auf der Messung der Verteilung der °H-assoziierten
Radioaktivitét. Der Standard sollte zu Beginn der Arbeit auf seine radiochemische Reinheit
untersucht werden. Wegen eines Kommunikationsfehler wurde jedoch eine zu spezifische

Analysemethode verwendet, welche félschlicherweise fir den verwendeten Standard eine
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radiochemische Reinheit von 98 % bestétigte. Die tatsachlich Reinheit des Standards belief
sich aber, wie nachtréglich ermittelt, nur auf etwa 70 %. Damit erklarten sich insbesondere die
schwer interpretierbaren Ergebnisse der Versuche zur Bestimmung der biophysikalischen
Konstanten, welche die Verteilung zwischen Kompartimenten eines Modells beschreiben
sollten. Diese sollten auf Ergebnissen beruhen, deren Bestimmung aus
Losungsgleichgewichten von TCDD in wéal¥rigen Lésungen von Proteinen geplant war. Ein
solcher Ansatz ist aber besonders empfindlich fur den Einflul3 von Verunreinigungen, und die

dahingehenden Resultate konnten nicht zielgerecht interpretiert werden.

In der Folge dieser Feststellung wurde noch eine Reihe von Experimenten durchgefihrt,
welche die Validité der oben beschriebenen Ergebnisse und Schluf3folgerungen belegen
sollte. Dabel wurde zunéchst festgestellt, dal? der empirisch festgestellte mathematische
Zusammenhang zwischen der Verteilung der Cholesterine und Triglyzeride auf die
verschiedenen Lipoproteinfraktionen und der Vertellung von TCDD auf diese Fraktionen
vermutlich auf einer Kombination der Verteilung der *H-enthaltenden Verunreinigungen und
des ®H-markierten Standards zwischen lipidhaltigen waRrigen Phasen stark unterschiedlicher

Volumina beruhte. Diese Ergebnisse bedirfen daher weiterer Uberpriifung.

Im Gegensatz dazu konnten die Schluf3folgerungen hinsichtlich der Ausscheidung von TCDD
durch Ratten unter dem Einflul3 enzyminduzierender bzw. nicht-enzyminduzierender Dosen
von TCDD, welche aus den vor der Feststellung der Verunreinigung des Standards
durchgefiihrten Experimenten gezogen worden waren, weitgehend bestétigt werden. Obwohl
die getroffenen Aussagen durch weitere Experimente mit einem gereinigten TCDD-Standard
Uberprift werden sollten, wurde doch ein wichtiger Hinweis auf diesen Uberraschenden
Aspekt des Verhatens von TCDD gedliefert.
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6 Ausblick

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse sind geeignet als Grundlage
fir DenkanstofRe fur weitere Arbeiten. Diese sollten zu einer besseren Einschatzung des mit
der ubiquitdren Verteilung der PCDD/F verbundenen Risikos fur Mensch und Umwelt

beitragen.

Die beschriebenen Ansétze zu einer verbesserten Modellierung des Verhaltens von TCDD,
und insbesondere zur Verbesserung der Ubertragbarkeit der Modelle zwischen
Sdugetierspezies, konnten in dieser Arbeit nicht abschliefiend Uberprift werden. Eine
Wiederholung der gezeigten Versuche, deren Methodik hier bereits Grofiteils ausgearbeitet
und validiert wurde, mit einem reinen TCDD-Standard kénnte Kléarung bringen, ob sie den

erwarteten Beitrag zur Risokoabschéatzung erbringen werden.

Ebenso kann eine weiterfihrende Untersuchung zur Ausscheidung von TCDD in Ratten die
zugrundeliegenden Mechanismen weiter klaren helfen und eventuell gleichzeitig einen Weg
zur Verbesserung der Lebensgualitét von PCDD/F-exponierten menschlichen Patienten
aufweisen. Denkbar ist ein Reihenversuch, bei dem Gruppen von Ratten Dosen zwischen 5
und 500 ng TCDD/kg Korpergewicht appliziert werden, wobei je eine Gruppe pro Dosis

normal es Futter, eine weitere Futter vermischt mit einer Substanz erhalten wiirde.

Diese Substanz sollte so beschaffen sein, dald3 sie das Verteilungsverhalten von TCDD
zwischen Blut und Darmlumen zugunsten des Darmlumen beeinfluf3. Um dem gesteckten
Ziel der Prufung einer moglichen Entgiftungsmethode fir hochbelastete menschliche
Individuen nahe zu kommen, sollte diese Substanz gleichzeitig zum menschlichen Verzehr
geeignet und moglichst nicht resorbierbar sein. Beispielsweise konnten hierzu die als
Nahrungsmittelzusatz teilweise zugelassenen Polyfettsaureester (,Olestra’), die im Darm

nicht angegriffen werden, dienen.

Mit den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnissen 183t sich hypothetisieren, dal3 bei
einem solchen Versuch hohe Halbwertszeiten der fékalen Ausscheidung sowie eine
Beschleunigung der Ausscheidung durch die Zumischung der Substanz zum Futter bei
niedrigen Dosen zu beobachten sein sollten. Bel steigender Dosis sollten die Halbwertszeiten
der fakalen Ausscheidung, wie auch der Einflul® der Zumischung der Substanz zum Futter,
langsam abnehmen, bis hinsichtlich der Halbwertszeit der fakalen Ausscheidung ein Plateau

erreicht wird, auf dem die Substanz keinen Einfluld mehr zeigt. Damit wére endgultig
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bestétigt, dal} der Metabolismus von TCDD in Ratten autoinduzierbar ist, und dald der
autoinduzierte Metabolismus erst ab einer gewissen Dosis den limitierenden Schritt darstellt,
wédhrend bel niedrigeren  Dosen die Ausscheidung durch die Darmwand

geschwindigkeitsbestimmend wirkt.
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Abkurzungsver zeichnis

Physikalischen Einheiten vorgestellte Buchstaben verstehen sich als Multiplikatoren
(z.B. 1cm =102 m): k- (kilo-) = 10% c- (centi-) = 102 m- (milli-) = 10°%; p- (mikro-) = 10°%;
n- (nano-) = 10°; p- (piko-) = 102 f- (femto-) = 10,
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Rinderserumalbumin (FG 65.000)

Raumtemperatur

7-[4-(Benzol azo)-naphthyl-1-azo]-2,2-dimethyl-2,3-dihydropimeridin
(FG 456,6)

Tabelle

2-(Ethylmercurimercapto)-benzoesaure Natriumsal z

Triglyzeride

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (FG 121,1)

Unit, enzymatische Einheit

Umdrehungen pro Minute

Very Low Density Lipoproteins (Lipoproteine sehr niedriger Dichte)
von hundert bezogen auf Volumen

Zeichen der Multiplikation

zur Ruckstandsanalyse

2,4,5-Trichlorphenol

2,4-Dichlorphenol
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7.2 Ableitung der verwendeten physikalisch-chemischen
Beziehungen: Verlauf der Konzentrationen bel Dialyse einer
gesattigten Ldsung, in der die Konzentration des gelGsten Stoffes
durch Uberschissigen Bodenkor per des Stoffes konstant gehalten

wird, gegen reines L 6sungsmittel

Gegeben sai einem System bestehend aus einer semipermeablen Membran, auf deren einer
Seite (hier gekennzeichnet durch Suffix 1) sich eine geséttigte Losung befindet, in der die
Konzentration [A]1 des gelosten Stoffes A durch tberschiissigen Bodenkdrper des Stoffes
konstant gehalten wird, und auf deren anderer Seite (hier gekennzeichnet durch Suffix 2) sich
zur Zeit t=0 reines Losungsmittel B befindet. Unter der Voraussetzung, da3 die
Losungsgeschwindigkeit von A in B deutlich groRer ist als die Geschwindigkeit des
Stofftransports von A durch die Membran, gekennzeichnet durch die
Geschwindigkeitskonstante ky, ist [A];1 gleich der Loslichkeit von A in B, Lag, unabhangig
von der Zeit t. Damit lassen sich die Anderungen der Konzentrationen [A]; und [A]2 mit der

Zeit wie folgt beschreiben:

dA], dL dA
B =S _ g ABe _ i Al —k, (AL, =K, XLy =k, XA,
Gleichung 21
Umformung und Integration ergibt:
J dAly=fk, Ly gat=fk, <ALt Gleichung 22
Damit gilt:
[Al; =Lag ¥k, xt=[A], xk, xt Gleichung 23

Weiteres Umformen ergibt

1 HA
[A]z = LA,B - %E% Gleichung 24
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