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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Problemstellung

1,3-Butadien (Butadien, BD) ist eine wichtige Intglischemikalie, die in erster Linie bei der
Produktion von Kunststoffen Verwendung findet. Bi tauch ubiquitar in der Umwelt auf,
hauptsachlich als Nebenprodukt diverser Verbrenspimgesse. Die in der Umwelt
vorkommenden Konzentrationen sind allerdings um rerehGrof3enordnungen geringer als
am Arbeitsplatz. In Langzeitinhalationsstudien siah BD bei der Maus als starkes, bei der
Ratte hingegen als relativ schwaches Kanzerogeresew. Auf Grund vorliegender Daten
beurteilt die International Agency for Research on Cand@ARC) der World Health
Organization(WHO) die Substanz als karzinogen fur den Mens¢eappe 1).

Die kanzerogene Wirkung von BD wird auf die met&udl gebildeten reaktiven Epoxide
1,2-Epoxy-3-buten (Epoxybuten, EB), 1,2:3,4-Diedaxian (Diepoxybutan, DEB) und 3,4-
Epoxy-1,2-butandiol (Epoxybutandiol, EBD) zurlckigi@ft. Von diesen hat DEB die grofite
mutagene Potenz. Speziesunterschiede im BD-Mesabod werden flr die unterschiedliche

karzinogene Wirksamkeit von BD verantwortlich geiac

Um solche Speziesunterschiede zu erfassen, wurdB@Stoffwechseln vitro undin vivo
vielfaltig untersucht. Herausragende Relevanz hatgdiantitative Ermittlung demn-vivo-
Belastung durch die reaktiven Metaboliten nach Bkjmm gegen BD. Ziel der Bemihungen
ist eine Abschatzung des Kanzerogenitatsrisikas héenschen.

Da BD am Arbeitsplatz in niedrigen Konzentratiomglighen vorkommt, ist es fur eine
Risikoabschatzung essentiell, die Belastungen dsethe Epoxidmetaboliten, insbesondere
DEB, bei Exposition gegen entsprechende BD-Konaéntren zu kennen. Deshalb sollen im
Rahmen dieser Arbeit die Blutkonzentrationen vorBBipeziesvergleichend bei ménnlichen
CD-Ratten und B6C3F1-Mausen nach Exposition gegenirBKonzentrationen von 1 bis
100 ppm bestimmt werden.

Zur Abschatzung des karzinogenen Risikos kann aarf Basis solcher und weiterer

Untersuchungen vom Versuchstier auf den Menscheapaiiert werden.
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1.2 Eigenschaften von 1,3-Butadien

1.2.1 Physikalische und chemische Eigenschaften

BD ist ein zweifach ungesattigter Kohlenwassersto#r bei Raumtemperatur als farbloses
Gas vorliegt (Hodgsort al, 1998). Es hat ein Molekulargewicht von 54.09 d/neinen
Schmelzpunkt von -108.9 °C und einen Siedepunkt-¢ah°C (Weast, 1970).

BD ist in Ethanol, Diethylether, Benzol und orgahien Losungsmitteln l6slich, in Wasser
dagegen nicht (Weast, 1970).

Als ein ungesattigter Kohlenwasserstoff polymertsgD leicht, insbesondere in Gegenwart
von Katalysatoren (IARC, 1999), worauf die industa Verwendung grindet. BD ist bereits
bei einem Volumenanteil von 2.0 % in Luft explo@i&RC, 1999).

Eine BD-Konzentration von 1 ppm in Luft entsprich? mg/ni bei 25 °C und 101 kPa
(IARC, 1999).

1.2.2 Verwendung und Exposition

Es ist nicht bekannt, ob BD naturlich vorkommt (IBR1999). Seine Gewinnung erfolgt auf
petrochemischer Basis, im Wesentlichen durch laotig aus G-Steamcrackschnitten, die bei
der Herstellung von Ethylen als Nebenprodukt aefal(Morrow, 1990). Im Jahr 2005
wurden weltweit ca. 9 Mio. t BD verarbeitet (CMAIQ06). BD findet Verwendung bei der
Produktion von Polymeren, Elastomeren und andereentikalien, wobei die Herstellung
von Synthesekautschuken, allen voran Styrol-ButeHli@utschuken, und von
thermoplastischen Kunststoffen den HauptverbrancB@ ausmacht (EPA, 2002). Im Alltag
sind es auf Kunststoff basierende Produkte wie rdaifien und andere Fahrzeugteile,
Haushaltsgerate, Bliromaschinen, Dichtungen, TertikKlebstoffe oder Schldauche, zu deren
Herstellung BD verwendet wird (EPA, 2002).

In der Luft stadtischer Gebiete ist BD — in sehednigen Konzentrationen von weniger als 1
bis zu 10 ppb — nahezu immer zu finden (IARC, 19@%#¢s resultiert im Wesentlichen aus
den konstant emittierten Abgasen der Fahrzeuge (EX®A2). BD kommt aber auch im
Tabakrauch, im Rauch bei der Verfeuerung von Biamasund bei anderen
Verbrennungsprozessen vor (EPA, 2002). Des Weiténdgt die BD-produzierende und
-verarbeitende Industrie zur Emission von BD in dienwelt bei (EPA, 2002). Dort

arbeitende Personen konnen, je nach Arbeitspla&gerg deutlich héhere Konzentrationen
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exponiert werden. Dennoch gibt es in Deutschlandailekeinen Arbeitsplatzgrenzwert fir
BD. Die bis 2004 gultigen Technischen Richtkonzatmnen (TRK) wurden vom
Bundesministerium fur Wirtschaft und Arbeit ausdeseda sie nicht gesundheitsbasiert
waren, sondern sich nur an den technischen Mogditdk der Expositionsbegrenzung
orientierten. Bis dato lag der allgemeine TRK-Wat 5 ppm, fur Tatigkeiten im Bereich der
Aufarbeitung nach Polymerisation und der Verladingg 15 ppm (BMAS, 2006). In den
USA gilt einThreshold Limit Valu¢TLV) von 2 ppm (ACGIH, 2008).

1.2.3 Metabolismus

Nach Aufnahme in den Organismus wird BD verstoffassmit. Die komplexen
Metabolismuswege sind in Abb. 1 vereinfacht dargigivgl. IARC, 1999).

Als erster Schritt konnte die Bildung von EB mistelCytochrom-P450-abhéangiger
Monooxygenasen (CYP) durcim-vitro-Untersuchungen mit Lebermikrosomen der Ratte
(Malvoisin et al, 1979) und postmitochondrialem Uberstand von M&atte, Affe und
Mensch (Schmidt und Loeser, 1985) nachgewiesenemehd-vivo-Experimente bestatigten
dieses Ergebnis: Nach Exposition gegen BD wurdes&Bohl in der Atemluft von Ratten
(Filser und Bolt, 1984; Bolet al, 1983) und Méausen (Kreilingt al, 1987) als auch im Blut
von Ratten (Thornton-Manninegt al, 1998; Thornton-Manningt al, 1997; Bechtolcet al,
1995; Thornton-Manningt al, 1995b; Thornton-Manningt al, 1995a; Himmelsteirt al,
1994) und Méausen (Thornton-Manniegal, 1997; Bechtolet al, 1995; Thornton-Manning
et al, 1995a; Himmelsteiret al, 1994) detektiert. EB wird Uber zwei Wege zu weite
Epoxiden metabolisiert. Die Oxidation durch CYPriidum DEB, wasn vitro (Seatoret al,
1995; Csanadegt al, 1992; Malvoisin und Roberfroid, 1982) umdvivo (Thornton-Manning
et al, 1998; Thornton-Manningt al, 1997; Bechtolcet al, 1995; Thornton-Manningt al,
1995b; Thornton-Manninget al, 1995a; Himmelsteiret al, 1994) nachgewiesen wurde.
Durch katalytische Hydrolyse mittels Epoxidhydra@d&H) wird EB in 3-Buten-1,2-diol (B-
diol) umgewandelt; dieses wurde vitro (Krauseet al, 1997; Cheng und Ruth, 1993;
Csanadyet al, 1992; Kreuzeret al, 1991; Malvoisin und Roberfroid, 1982) umd vivo
sowohl im Urin (Krauseet al, 1997; Nauhaust al, 1996; Sabouriet al, 1992) als auch im
Blut (Filser et al, 2007) gefunden. Oxidation von B-diol mittels CYRw. Hydrolyse von
DEB mittels EH fihren zu EBD (Filseat al, 2010); EBD wurden vitro (Cheng und Ruth,
1993; Malvoisin und Roberfroid, 1982) umdvivo (Filseret al, 2007) untersucht.

10



1 Einleitung

Durch Konjugation mit Glutathion (GSH) mittels Gdtition-S-Transferase (GST) und
Hydrolyse mittels EH kénnen die Epoxide inaktiviartrden (IARC, 1999). Die gebildeten
GSH-Addukte werden als Mercaptursauren Uber den Husgeschieden (Nauhaes al,
1996; Sabourinet al, 1992). Aus EBD mit Hilfe von EH gebildetes Erytbl wird
wahrscheinlich Gber den Pentosephosphatweg zuab@ebaut (Boogaard und Bond, 1996;
Nauhaust al, 1996).CO, konnte in der Ausatemluft detektiert werden (Benal, 1986).

2\7
()
1,2:3,4-Diepoxybutan
(DEB)
CYP l
- O
Addukte

1,3-Butadien 1,2-Epoxy-3-buten 3,4-Epoxy-1,2- butandlol
(BD) (EB) (EBD)

OH

N\

OH

3-Buten-1,2-diol
(B-diol)

Abb. 1: Vereinfachtes Schema des BD-Metabolismus

Hinsichtlich der Metabolismusgeschwindigkeiten vBB und seinen Epoxidmetaboliten

zeigen sich signifikante Speziesunterschiede. Dieseden unter 1.2.5 abgehandelt.

1.2.4 Genotoxizitat und Kanzerogenitat von 1,3-Butadien od seinen
Metaboliten

BD wirkt indirekt mutagen bzw. karzinogen, da ersich metabolischer Aktivierung
entsprechende Effekte in verschiedenen Testsystéasegestellt wurden (zusammengefasst
in IARC, 1999). Die mutagenen und genotoxischerelgé werden auf die gebildeten
reaktiven Epoxide, insbesondere EB und DEB (EPA220ARC, 1999), aber auch EBD
(EPA, 2002), zurickgefuhrt. Dabei ist die mutageXidivitat dieser Metaboliten sehr
unterschiedlich. Beziglich der meisten Endpunkté dss bifunktionelle DEB am
wirksamsten (EPA, 2002).

11
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In vitro wirken EB, EBD und DEB mutagen auf menschliche pjablastoidzellen
(Cochrane und Skopek, 1994). DEB erwies sich 48-18i0fach mutagener als die beiden
anderen Epoxide (Cochrane und Skopek, 1994), weadaie ahnliche Mutagenitat besitzen
(Adler et al, 1997; Cochrane und Skopek, 1994).vivo konntenHprt-Mutationen in T-
Lymphozyten bei BD-exponierten Ratten und Mausezreige werden, wobei sich die Mause
als empfindlicher erwiesen (Mergg al, 2007; Menget al, 1999). Auch bei BD-exponierten
Arbeitern wurde teils eine erhdhtdprt-Mutationsfrequenz in Lymphozyten beobachtet
(Ammenheuseet al, 2001; Wardet al, 2001).

DEB verursacht in humanen Lymphozytéen vitro chromosomale Aberrationen und
Mikronuclei (Murget al, 1999).In vivo wurden bei BD-exponierten Mausen mit steigender
Expositionskonzentration zunehmend Mikronucleusygemzen in Erythrozyten beobachtet
(Adler et al, 1994; Autioet al, 1994). Bei Arbeitern konnten nur vereinzelt Kéatnen
zytogenetischer Effekte (Chromosomenaberrationed 8ohwesterchromatidaustausch in
Lymphozyten) mit beruflicher Exposition gegen BCfugelen werden (Albertingt al, 2007,
Albertini et al, 2003; Sranet al, 1998).

In Langzeitkanzerogenitatsstudien wurden CD-Ratt8prague-Dawley-Ratten) inhalativ
gegen 0, 1000 und 8000 ppm BD exponiert (6 h/Tabade/Woche, 105 Wochen weibliche
bzw. 111 Wochen mannliche Tiere). Dabei fanden dibhte Inzidenzen verschiedener
Tumoren: bei den Mannchen in der hdochsten Dosiggrdenome des exokrinen Pankreas
und Leydigzelltumorener Testes; bei den Weibchen in der hdchsten Dogipg Karzinome
der Zymbaldriise und Follikelzelltumoreter Schilddrise, sowie in beiden Dosisgruppen
Uterussarkome und Mammatumoren (Ove¢al, 1987).

Bei den Inhalationsstudien im Rahmen dgional Toxicology PrograniNTP) in den USA
erfolgten Expositionen mannlicher und weiblicher(B&1-Mause gegen 0, 6.25, 20, 62.5,
200 und 625 ppm BD (6 h/Tag, 5 Tage/Woche, bis@Gu\Wochen) (NTP, 1993; Melniokt

al., 1990). In einer ahnlichen Studie mit héheren Expmskonzentrationen (0, 625 und
1250 ppm, 6 h/Tag, 5 Tage/Woche) hatte sich bereitse klare Evidenz fiur die
Kanzerogenitat von BD bei B6C3F1-Mausen gezeigtff(Het al, 1985; NTP, 1984).
Allerdings musste diese frihere Studie aufgrund tddren Inzidenzen letaler Neoplasien
vorzeitig abgebrochen werden (Heff al, 1985; NTP, 1984). Bei der jiungeren Untersuchung
(NTP, 1993; Melnick et al, 1990) wurden bei weiblichen und mannlichen Tieren

weitestgehend dieselben Tumorarten beobachtet, Wkébchen erwiesen sich aber als

12



1 Einleitung

empfindlicher: Bei ihnen traten erhéhte Inzidengen Lungentumoren bereits bei einer BD-
Konzentration von 6.25ppm auf, bei Mannchen ersi 2.5 ppm. Lebertumoren
entwickelten sich bei weiblichen Mausen schon haere Expositionskonzentration von
20 ppm, bei méannlichen von 200 ppm. Lymphome wurdenWeibchen bereits bei BD-
Konzentrationen von 20 ppm beobachtet, bei Manndtiagegen ab 62.5 ppm. Ab einer
Expositionskonzentration von 62.5 ppm traten bebiighen Tieren zuséatzlich Tumoren an
der Harder’'schen Drisder Mamma und dem Ovar auf, bei mannlichen an @edéi’'schen
Drise und am Herzen. Des Weiteren entwickelten behWeibchen ab 200 ppm auch
Tumoren an Herz und Vormagen, bei Mannchen an Vgemaund Vorhautdrise (NTP,
1993; Melnicket al, 1990).

Im Rahmen subakuter inhalativer Expositionen ge@ef.5 und 5 ppm einer racemischen
DEB-Mischung (6 h/Tag, 5 Tage/Woche, 6 Wochen) wuardei Sprague-Dawley-Ratten
dosisabhangig Neoplasien der Nasenschleimhaut ueid B6C3F1-Mausen Tumoren
verschiedener Gewebe beobachtet, wobei nur diedfacthe Driise als einzelnes Organ eine
signifikant erhéhte Tumorzahl aufwies (Hendersbal, 2000). Diese Ergebnisse sind jedoch
aufgrund  der vergleichsweise sehr kurzen Exposperioden fir eine
Kanzerogenitatsbeurteilung nur bedingt heranzunigh®RC, 1980). Als karzinogen hatten
sich D,L-DEB undmesobEB nach epikutaner Applikation (3 bzw. 10 mg irdIfig Aceton,

3 Mal/Woche, lebenslang) bei der Maus bereits fridgreviesen (Van Duureet al, 1965;
Van Duurenet al, 1963); nach subkutaner Applikation bei Ratte als induzierte D,L-
DEB (0.1 mg in 0.05 ml Tricaprylin, 1 Mal/Woche,niger als 1 Jahr) Fibrosarkome (Van
Duurenet al, 1966).

Somit zeigt sich die Ratte zum einen als wenigepfardlich hinsichtlich BD-induzierter
Tumorentstehung als die Maus (EPA, 2002), zum amdenterscheiden sich beide Spezies in
den jeweils gebildeten Tumoren: Wahrend sich bei Maus vor allemNeoplasien des
metabolischen (Leber, Lungehd des lymphatischen Systems sowie des Henestsldeten
(Melnick et al, 1990), entstanden bei der Ratte Tumoren, deremesgeschwieriger zu

erklaren scheint (Owen und Glaister, 1990).

In epidemiologischen Studien an Arbeitern der Stiwatadien-Kautschuk-Industrie (15649
Manner, zwischen 1943 und 1991 fir mindestensan Beschaftigt) zeigte sich ein erhéhtes
Leukamierisiko (Delzelet al, 1996). Dieses konnte von derselben Arbeitsgrupp@ahmen

erweiterter follow-up-Untersuchungen fir bestimmte Gruppen von Arbeitdrangzeit-

13
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Stundenlohnempfanger, insbesondere im Bereich agnrisation, Koagulation, Wartungs-
und Laborarbeiten) spezifiziert (Sathiakuretial, 2005) und eine starke Assoziation mit BD
gefunden werden (Delzett al, 2006; Graffet al, 2005). Des Weiteren konnte bei Arbeitern
in der BD-Produktion (364 Méanner, von denen 277ddeer wahrend des Zweiten Weltkriegs
betriebenenU.S. Rubber Reserve Plameschaftigt waren) eine Assoziation mit Non-
Hodgkin-Lymphomen beobachtet werden (Watdal, 1996; Wardet al, 1995). Divine und
Hartman beschrieben fur die BD-Produktion (2800 Mgin zwischen 1943 und 1996 fur
mindestens sechs Monate beschaftigt) einen Zusahmangn zwischen
Lymphoh&matopoetischen Tumoren und erstmalBeschaftigung vor 195@Divine und
Hartman, 2001). An diesen Arbeitsplatzen herrschigimrend des Zweiten Weltkrieges
vermutlich viel héhere Expositionskonzentrationenspater (EPA, 2002).

Die IARC der WHO beurteilt 1,3-Butadien als karzgea fir den Menschen (Gruppe 1)
(,carcinogenic to humans (Group 1) da bei Menschen hinreichend Belegsufficient
evidence)) fur ein erhdhtes Leukamierisiko vorlagen (Grossal, 2007; IARC, 2006). Die
Deutsche Forschungsgemeinschatft (DFG), Senatska@iomis  zur Prifung
gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe, kurz MAK-Korssion (Maximale
Arbeitsplatzkonzentration), klassifiziert BD seiB9B als krebserzeugenden Arbeitsstoff
(Kategorie 1) (MAK, 1998).

1.2.5 Toxikokinetik

BD wird in erster Linie aus der Luft Uber das reasfgrische System aufgenommen (EPA,
2002). Von Ratten und Mausen wird das resorbiertdd Bbis zu einer
Expositionskonzentration von 1000 ppm) Uberwiegeradabolisiert und nur zum Teil (22 —
30 %) unverandert abgeatmet (Kreilieg al, 1986). Bei Inhalationsstudien mit Sprague-
Dawley-Ratten (Boltet al, 1984) und B6C3F1-Mausen (Kreiling al, 1986) konnte der
BD-Metabolismus mit einer Sattigungskinetik besebein werden. Fur BD-Konzentrationen
von mehr als etwa 2000ppm ergab sich fir die Ratteine maximale
Metabolismusgeschwindigkeit () von 220 pmol/h/kg (Boltet al, 1984) und fiur die
Mause von 400 umol/h/kg (Kreilinget al, 1986). Auch bei niedrigeren BD-
Expositionskonzentrationen (unter 1000 ppm) wieb&iuse (7.3 1/h/kg) (Kreilinget al,
1986) eine héhere auf Luft bezogene Eliminatiorsselece auf als Ratten (4.5 I/h/kg) (Bett
al., 1984). Messungen des exhalierten EBs bei Expositi gegen konstante BD-

14
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Konzentrationen Uber mehrere Stunden resultiertein Ratten in EB-Plateauwerten, die
aufgrund der Sattigungskinetik bei BD-Konzentragioroberhalb von 2000 ppm nicht weiter
anstiegen (Filseet al, 2007; Filser und Bolt, 1984). Bei Mausen lagea elntsprechenden
EB-Plateauwerte deutlich héher und stiegen bei Bib#€ntrationen oberhalb von 2000 ppm
nach 4 h Exposition wieder an (Filsetral, 2007; Kreilinget al, 1987); dies wurde auf den
Kollaps der GST-vermittelten hepatischen EB-Inaktvng bei der Maus zurickgefihrt
(Filseret al, 2007; Johanson und Filser, 1993).

Die Elimination inhalativ aufgenommenen EBs konme Expositionskonzentrationen bis zu
etwa 100 ppmdurch eine Kinetik erster Ordnung beschrieben werdgas aufgenommene
EB wurde uUberwiegend metabolisiert (Kreilingt al, 1987). Die auf Luft bezogene
Eliminationsclearance war bei B6C3F1-Méausen (24v/&d) (Kreiling et al, 1987) etwa
doppelt so hoch wie bei Sprague-Dawley-Ratten (IB/Kg) (Filser und Bolt, 1984).
Valentineet al. beobachteten bei Sprague-Dawley-Ratten nach smniteser Gabe von EB (71
und 143 pmol/kg) eine ahnliche EliminationscleaeafMalentineet al, 1997).

Nach intravendser Applikation von DEB (523 pmol/ka)d sich bei Sprague-Dawley-Ratten
eine Eliminationsclearance aus dem Blut von 4 f&dfl{Valentineet al, 1997). Bei Mausen
wurde die Eliminationskinetik von DEB nicht untechit

Die Eliminationskinetik von BD, EB und DEB wurdedhwin vitro in zahlreichen Arbeiten
mit hepatischen und pulmonalen Zellfraktionen wsueht (Krauset al, 1997; Boogaard und
Bond, 1996; Csanadst al, 1992; Shareet al, 1992; Kreuzeet al, 1991).

Auch bei den Blutkonzentrationen der Epoxid-Metébal finden sich Speziesunterschiede.
Bei Expositionen von Sprague-Dawley-Ratten und B&CBlausen gegen BD-
Konzentrationen von 62.5 ppm (Thornton-Mannetgal, 1995a; Himmelsteiret al, 1994),
100 ppm (Bechtoldet al, 1995), 625 ppm (Himmelsteiet al, 1994) sowie 1250 ppm
(Himmelstein et al, 1994) wurden Ubereinstimmend héhere EB-Blutkotrationen bei
Mausen gemessen.

Bei Bestimmung der Blut-Konzentration von DEB imhiReen von Expositionen gegen ca.
65 ppm BD bei Sprague-Dawley-Ratten (Thornton-Magnet al, 1997) und B6C3F1-
Mausen (Filseet al, 2007; Thornton-Manningt al, 1997) wurden bei Letzteren um mehr
als das Zehnfache hdhere Konzentrationen gefursig®erdem stieg bei Mausen die Blut-
Konzentration von DEB bei Exposition gegen 1270 @ auf das Zehnfache des Wertes
bei Exposition gegen 67 ppm BD (Filserr al, 2007). Dagegen waren bei Ratten die DEB-
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Konzentrationen im Blut nach Exposition gegen 8ppth BD ahnlich denen nach Exposition
gegen 62.5 ppm (Thornton-Manniegal, 1998; Thornton-Manningt al, 1997).

Filser et al. konnten erstmals die EBD-Konzentration im Blut BEponierter Ratten und
Mause messen; dabei zeigte sich bei den RatteMainentrationsmaximum von 9.5 pmol/I
bei 150 ppm BD und bei den Mausen von 42 umol/Bioéi ppm BD (Filseet al, 2007). Mit
weiter steigender Expositionskonzentration fieles EBD-Konzentrationen wieder ab, wenn
auch bei den Méausen deutlich schwacher (Fésed, 2007).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass deselben Expositionsbedingungen Mause

BD schneller metabolisieren und auch mehr DEB bilaks Ratten.

Die systemische Belastung durch die Epoxid-Metédoli kann indirekt Uber deren
Hamoglobin-Addukte abgeschatzerden (Abb. 1) (z. B. Greim und Deml, 1996). AB E
entsteht im Blut von Nagern und Menschidi(2-hydroxy-3-butenyl)valin (HbVal); nach
Exposition gegen 100 ppm BD (6 h/Tag, 5 Tage/Woéh®¥/ochen) wurde bei méannlichen
Mausen eine etwa vierfach hohere Konzentrationediedddukts als bei Ratten gemessen
(Osterman-Golkaet al, 1998).

Das fur DEB charakteristische Addukiy,N-(2,3-dihydroxy-1,4-butadiyl)valin (PyrVal),
wurde bei weiblichen Mausen nach Exposition geggd fpm BD (6 h/Tag, 5 Tage/Woche,
10 Tage), verglichen mit weiblichen Ratten, in e¢erfacher Konzentration detektiert; bei
einer Expositionskonzentration von 3 ppm stieg eliegaktor laut Autoren auf das
Zwolffache (Boyseret al, 2004).

Das Addukt N-(2,3,4-trihydroxybutyl)valin (THbVal) entsteht beder Reaktion von
Hamoglobin (Hb) mit EBD, kann im Blut aber auch @B oder auf nicht spezifiziertem
endogenem Weg gebildet werden (Boystral, 2007). Nach Expositionen gegen 1, 5 und
20 ppm BD (6 h/Tag, 5 Tage) (Booé#t al, 2004) sowie gegen 3, 62.5 und 1250 ppm BD
(6 h/Tag, 5 Tage/Woche, 10 Tage) (Boystral, 2004; Swenbergt al, 2001) wurden bei
Mausen, verglichen mit Ratten, etwa die ein- bsfdchen Konzentrationen dieses Addukts
gemessen (Bootét al, 2004; Boyseret al, 2004; Swenbergt al, 2001).

Fur die Abschatzung gewebespezifischer Belasturigaemen die entsprechenden DNA-
Addukte der Epoxidmetaboliten herangezogen werdéb.(1). Zahlreiche aus EB, DEB und
EBD ableitbare DNA-Addukte wurden in unterschieldén Geweben BD-exponierter Tiere
identifiziert (z. B. Goggiret al, 2008; Boogaaret al, 2004; Boogaaret al, 2001; Koivisto
und Peltonen, 2001; Kaat al, 1999; Tretyakovat al, 1998).
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Einen Uberblick tber die Verteilung der Metabolitauf die verschiedenen Gewebe geben
die sogenannten Verteilungskoeffizienten Gewebé/BlDie Verteilungskoeffizienten
Gewebe/Luft wurden fur EB experimentell bestimmah@nson und Filser, 1993): Es kann
von einer fast gleichmafiigen Verteilung im Korparsgegangen werden, wobei die
erwarteten Gewebskonzentrationen um etwa ein Vierteedriger liegen als die
Blutkonzentration. Einzige Ausnahme davon bildes d@ttgewebe, dessen erwartete EB-
Konzentration ca. doppelt so hoch ist wie die dege3 (Johanson und Filser, 1993).

Fur das amphiphile DEB, dem hinsichtlich der Mutatig eine besondere Rolle zukommt,
wurden die Verteilungskoeffizienten Gewebe/Hexastibent (Sweeneyet al, 1997): Im
Korper kann mit einer nahezu homogenen Verteiluegechnet werden. Die erwarteten
Gewebskonzentrationen liegen um etwa die Halfte dee des Blutes; die des Fettgewebes
betragt ca. das Doppelte der Blutkonzentration €wget al, 1997).In vivo ergaben sich
nach Exposition gegen 62.5 ppm BD dementsprechendt&nte Konzentrationsverhaltnisse
bei Ratte und Maus fur mehrere Gewebe (Thorntonfuteyet al, 1997).

Auch fur das amphiphile EBD kann von einer fastheitlichen Verteilung ausgegangen
werden. Die Verteilungskoeffizienten wurden bisakerdings nicht bestimmt.

Aufgrund der gleichmafiigen Verteilung und des sttnéMetabolismus ist eine Kumulation

der Epoxidmetaboliten nicht zu befurchten.

Auf Basis der vorhandenein-vitro- und in-vivo-Daten wurden toxikokinetische Modelle
entwickelt (z. B. Kohn und Melnick, 2001; Sweenetyal, 1997; Csanadyt al, 1996;

Johanson und Filser, 1993). Fir verschiedene Exgasbedingungen wurde mit deren Hilfe
die Belastung durch BD und seine Metaboliten barethAllerdings konnten die Modelle in
den unteren Expositionsbereichen nicht validiertdea, da die hierfiir notwendigen Daten

fehlten.
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1.3 Aufgabenstellung

Die vorliegende Arbeit ist Teil einer grol3eren $Seuchit dem Ziel, das durch Exposition
gegen BD bedingte Kanzerogenitatsrisiko flir den $d¢ben abzuschatzen.

Zu diesem Zweck wurden neben anderen UntersuchudigeKonzentrationen von EB im
Blut gegen bis zu 1ppm BD exponierter Ratten undusé gemessen. Uber die
Blutkonzentrationen von DEB und EBD wurden bisherur n Daten flr

Expositionskonzentrationen gréf3er als ca. 60 ppnv@&dffentlicht.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten DEB-Konzentratiom®anBlut mannlicher CD-Ratten und
mannlicher B6C3F1-Mause nach Exposition gegen BDniedrigen Konzentrationen
bestimmt werden; die erhaltenen Daten sollten blimbch der Unterschiede im BD-

Metabolismus beider Spezies verglichen werden:

1. Es sollten je drei Ratten bzw. je zwolf Mause uleh gegen konstante BD-
Konzentrationen von 1, 6, 10, 20, 60 und 100 pppoaiert werden. Zur Uberwachung
der atmospharischen BD-Konzentration im  Exposisgagem  sollte  ein
Gaschromatograph mit Flammenionisationsdetektor/F@& verwendet werden. Am
Ende jeder Exposition waren die Tiere zu téten ummén aus delWena cava caudalis
zwischen Nieren und Leber Blut zu entnehmen.

2. Um die DEB-Konzentrationen in den erhaltenen Bloign massenspektrometrisch
zuverlassig messen zu kénnen, war jeder Probe yteristes DEB (DEB-D6) als
Interner Standard zuzugeben, DEB sowie DEB-D6 eollt mit Natrium-
Diethyldithiocarbamat derivatisiert und die gebikte Thioester der Dithiocarbamidsaure
mit Chloroform extrahiert werden. Nach Abdampfenr deganischen Phase war der
Ruckstand mit Methanol aufzunehmen.

Die Proben sollten dann durch Umkehrphasen-Hochdliissigkeitschromatographie
(RP-HPLC) aufgetrennt und mittels Tandem-Massertspaletrie (MS/MS) detektiert
werden (LC/MS/MS). Zur lonisierung sollte einkeurbo-lon-SprayQuelle (TIS) im

positiven Modus verwendet werden, der Analysatorr vim Multiple-Reaction-

Monitoring-Modus (MRM) zu betreiben.
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Die fiur die Aufbereitung und Messung der Probenwesdete Methodik wurde in der
Arbeitsgruppe Toxikokinetik des Instituts flr Toglkgie am Helmholtz-Zentrum Munchen

von Prof. Dr. Gy. Csanady und Dr. Ch. Hutzler eolsit.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Gerate

Chemikalien

Aceton,> 99.8 %

Ammoniumacetatz 99.99 %

Atemkalk Dragersorb800 Plus

1,3-Butadien, 2.5

Chloroform,ReagentPIf§ > 99.8 %

rac-1,2:3,4-Diepoxybutan, 97 %

1,2:3,4-Diepoxybutan-D6, 98 %

Diethylmaleat> 97 %

Ethanol> 99.9 %

Kaliumdihydrogenphosphat, 99.5 %

Di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat,99 %

Ketamin 10 % (Ketaminhydrochlorid)

Kohlendioxid

Liquemin® N 25000 (Heparin-Natrium)

Luft, synthetisch (kohlenwasserstofffrei)

Methanol Picograde > 99 %

Natriumchlorid,puriss, > 99 %

Natriumdiethyldithiocarbamat-Trihydrat,
puriss, > 99 %

Rompurf 2 % (Xylazinhydrochlorid)

Sauerstoff, 4.5

Stickstoff, 5.0

Stickstoff flissig, 5.0

Wasser, LC-MS Grade

Wasserstoff, 5.0

Der Reinheitsgrad aller Chemikalien war, wenn nightlers angegebepro analysioder

besser.

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Dragerwerk, Lubeck
Linde, Minchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Altridaufkirchen
Synthon, Augsburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
WDT, Garbsen

Linde, Miinchen

Hoffmann-La Roche, Grarh-Wyhlen

LindeiiMhen
LGC Standards, Wesel
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Atth, Taufkirchen

Bayer, Leverkusen
Linde, Munchen
Linde, Muinchen
Linde, Muinchen
Fisher Scientific, Schwerte

Linde, Miinchen
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Gerate

Autosampler-Flaschen, Glas, 2 ml, mit

Rollrand, 11 mm
Quecksilber-Barometer, Typ 604
Bodenplatte, Polypropylen

Bordelkappen, Aluminium, 11 mm, mit

Teflon/Silikon-Septen, 1.0 mm

Digital-pH-Meter 646

Einmalinjektionskanidlen Nr. 1 (0.90 x 40 mm)
Einmalinjektionskanilen Gr. 17 (0.55 x 25 mm)

Einmalspritzen 1 ml, 5 ml, 10 ml
Einmalspritzen 20 ml
Einmalspritzen 60 ml
Expositionskugel, Glas, 68 |, mit
Planflansch-Deckel,

Glasaufsatz zur Sauerstoffversorgung
Exsikkatoren, Glas, 6.31,6.41,6.51, 6.6 |

Flanschdichtung und -klemme
Gaschromatograph GC-8A mit

Flammenionisationsdetektor,

Gassampler MGS-4,
Probenschleife, 0.3 ml,

Trennsaule:

Edelstahl, 3.5 m, 2 mm ID, 1/8

WICOM, Heppsm

Wilh. Lambrechbttigen

Werkstatt Helmholtzyitam,
Neuherberg

WICOM, Heppeih

Knick, Berlin
RoBeer
Ba@n, Melsungen
B. Braun, Melgen
Becton Dickinson, Heidetpe
HSW, Tuttlingen
Schott, Mairenb Ho6hn, Garching

8tthMainz
Schott, Mainz
Shimadzu, Duisburg

Chrompack, Frankfurt/Main

gepackt mit Tenax TA, 60 — 80 mesh

Hochdruckflissigkeitschromatographie-System
Pumpe Agilent 1100 G1312A mit
Vakuumentgaser G1379A
Probengeber Agilent 1100 G1329A mit

Thermostat G1330B

Saulenofen Agilent 1100 G1316A

AgilBathnologies, Waldbronn

Saule Luna ;. C18 (2), 150 x 2.0 mm ID Phenomenex, Aschaffenburg
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Vorsaule SecurityGuard Cartridge C18, Phenomefasachaffenburg

4 x 2.0 mm ID
Integrator C-R5A Shimadzu, Duisburg
Kabelbinder, 37 x 0.5 cm Bauhaus, Minchen
Kanulen, Edelstahl, 1 x 200 mm, 1 x 300 mm Unimedisanne, Schweiz
Kapillarrohr, PEEK, 0.13 mm ID, 1/1Y6AD Mdiller, Fridolfing
Kleintieroperationstisch Hugo Sachs Elektromilgrch-Hugstetten
Kryoréhrchen, Polypropylen, 5 ml, Simport, Belp@anada

mit Schraubverschluss

und Dichtungsscheibe, Silikon

Laborfett glissed N Borer Chemie, Zuchwil, Schweiz
Lochschraubkappen GL 14 Schott, Mainz
Magnetriihrmotoren IKA Werke, Staufen
Metallblockthermostat mit Begasungseinheit Gebeblsch, Bielefeld
Evaporator-Thermobil
Mikro-Einsatze fur Autosampler-Flaschen, Neolaliinghen
Glas, 100 pl
Mikroliterspritzen
Hamilton Serie 800 N, 10 pl, 25 ul Hamilton, Bdoa, Schweiz

MicroVolume Syringe, fixed needle, 10 ul SGE, Ghieim
Mikro-pH-Kombinationselektrode, InL&423 Mettler-Toledo, Giessen

Pasteur-Pipetten, Glas Hirschmann, Eberstadt
Pasteur-Pipetten, Polyethylen Alphalaboratories, Eastleigh, UK
PC Precision Workstation 360 Dell, Frankfurt/Main

PC iMac, PowerPC G4 Apple Inc., Minchen

Pipetten Eppendorf, Hamburg

Eppendorf ResearChvariabel
10 pul, 100 pl, 200 pl, 1000 pl
Eppendorf Referen8evariabel
10 pl, 100 pl, 1000 pl
mit Pipettenspitzen epT.l.P.S. Standard Eppenéianinburg
Préaparationsbesteck Aesculap, Tuttlingen

Reaktionsgefalle, Kunststoff, 1.5 ml, 2.0 ml EppehdHamburg
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Septen CS, teflonbeschichtetes Silikon,
fur Lochschraubkappen GL 14

Silikonschlauche

Thermometer

Timer

Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
API 4000 LC/MS/MS
mit Turbo-lon-Spray-lonenquelle

Universal-Warmeschrank UM 200

Verschlusszange fur 11 mm-Boérdelkappen

Vibrationsschdttler

Waage KERN 770-14

Waage Sartorius A 210 P

Waage Sartorius PT 6

Waage Sartorius U 3600

Zentrifuge SIGMA 4K10

Zentrifuge SIGMA 4K15

Software

Analysf® Software 1.4.2
GraphPad Prisfh5.02
Microsoft® Office Word 2003

Microsoft® Office Excel 2003

Adobé® lllustrator CS2

SGE,dB&en

Neolab, Minchen
Amarell, Kreuzwertheim
Oregon Scientific, Neu-Isenburg

Applied Bsteyns, Darmstadt

Memmert, Schwabach
Neolab,d¥én

IKA Werke, Staufen

Kern, Balingen-Frommern
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen

Sigma, Osterode

Sigma, Osterode

Applied Biosystems, Darmstadt

GraphPad Software, La Jolla,
California, USA

Microsoft, Redmond,
Washington, USA

Microsoft, Redmond,
Washington, USA

Adobe Systems, San José,
California, USA
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2.2 Versuchstiere

Die Versuche wurden mit méannlichen CD-Ratten undnmhéhen B6C3F1-Mausen
durchgefuhrt, die bei Versuchsbeginn Korpermasseischen 240 und 290 g bzw. 20 und
30 g aufwiesen. Alle verwendeten Tiere stammtendausVersuchstierzucl€harles River
Wiga GmbH, Sulzfeld.

Die Ratten und M&ause wurden bis zu ihrer Verwendungdestens aber 3 Tage, bei
konstanter Raumtemperatur (22 — 25 °C) und koretarglativer Luftfeuchtigkeit (50 —
60 %) im 12-stindigen Hell-Dunkel-Rhythmus in Madkrtkafigen gehalten. Alle
Versuchstiere erhielten eine Standarddiat (Nr. 1824 Altromin, Lage) und Leitungswasser

ad libitum
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2.3 Analytische Methoden

2.3.1 Bestimmung von atmospharischem 1,3-Butadien

Die Konzentrationsbestimmung von BD in der Atmosphd@ler Exsikkatoren und der
Expositionskugel (2.4) erfolgte mittels Gaschrongaaphie (GC), wobei zur Detektion ein
Flammenionisationsdetektor (FID) verwendet wurdeer Dintegrator zeichnete die
Detektorsignale auf. Aus den Flachen der dabeilterten Peaks konnten die gesuchten

Konzentrationen in ppm errechnet werden.

2.3.1.1Messbedingungen

Die isotherme Chromatographie zur Bestimmung derK@Dzentrationen erfolgte mittels
eines Gaschromatographen GC-8A mit FID von Shimadir mit einer Tenax TA-
Trennsaule (60 — 80 mesh, 183.5 m) bestickt war. Die Chromatographie wureiesiner

3.8

0 2 4 6 8 10
Retentionszeit [min]

Abb. 2: Gaschromatogramm von BD, exemplarisaheioer Gasprobe aus der
Expositionskugel bei Exposition dreier Ratten geg@mppm BD

Retentionszeit von BD: 3.8 min
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Temperatur von 110 °C mit Stickstoff (3.75 kgR)rals Tragergas durchgefiihrt. Injektor und
Detektor arbeiteten mit einer Betriebstemperatur 200 °C. Wasserstoff und Luft dienten
als Brenngase (je 0.6 kg/ém Ein Integrator C-R5A von Shimadzu registriertée d
Detektorsignale. Fur die Messungen wurden Gaspraberd ml mit einelEinmalspritze aus
der Mitte eines der Exsikkatoren bzw. der Kugelnentmen und tber eine 0.3 ml-
Probenschleife in den GC eingespritzt. Zwischen bgektionen wurde die Schleife mit
Stickstoff gespult. Unter den aufgefihrten Bedinggm betrug die Retentionszeit von BD
3.8 min (Abb. 2).

2.3.1.2Kalibrierung

Zur Untersuchung der Proportionalitat zwischen B@nKentration und Detektorsignal im
Bereich von 1.2 bis 110 ppm wurde eine Kalibriegkwgve erstellt (Abb. 3). Um die dafir
notigen, verschiedenen BD-Konzentrationen zu emreugurden in Exsikkatoren definierte
Volumina an BD injiziert. Diese wurden unter Annahhes Verhaltens eines idealen Gases

nach den folgenden Gleichungen berechnet:

_ CsD [VExsikkator

= 1
Vo =167 pom (1)
VeD bendtigtes Volumen an Blnl]
CeD gewilnschte Konzentration an BD im Exsikkdpgom)|
VExsikkator Volumen des Exsikkatofsnl]

Das BD wurde mithilfe einer Einmalspritze aus de&ah®lruckflasche entnommen und dann
uber ein teflonbeschichtetes Silikonseptum in eiBesikkator eingespritzt, der zuvor mittels
Laborfett abgedichtet worden war. Fur kleinere kbekentrationen (ab ca. 50 ppm bei der
Proportionalitatsprifung sowie bei allen Ein-PuKlatibrierungen vor den Expositionen) war

ein Verdunnungsschritt notwendig. Bei diesem wuetteVorratsexsikkator, der BD in 100-

bis 500-facher Konzentration enthielt, gemal Glanch(1) erstellt und dann aus diesem mit
Hilfe einer Einmalspritze ein nach Gleichung (2) emittelndes Gasvolumen in einen
zweiten Exsikkator Gberfuhrt.
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Vo, = Ceo2 [C\B/zsikkamr )
Vverd. bendtigtes Volumen aus dem VorratsexsikkatorBDif mi]
CaD 2 gewulnschte Konzentration an BD im Exsikkdimpm]
VExsikkator Volumen des Exsikkatofsnl]

CsD 1 BD-Konzentration im Vorratsexsikkator [ppm]

Fur eine homogene Verteilung wurde die Exsikkataneosphare mit einem Magnetrihrer
durchmischt und mit einer 60 ml-Spritze durch Pumpegewalzt. Bei jeder Konzentration
wurden dem Exsikkator drei Gasproben entnommengenaessen (2.3.1.1). Die Flachen der

fur BD spezifischen Peaks wurden in Abhangigken den errechneten BD-Konzentrationen

aufgetragen.
P 1000000
e
&=
=< 750000 -
]
[a W)
500000
250000 Steigung + Standardfehler
8890 + 72
0-
[ | | ! [ 1
0 25 50 75 100 125

BD-Konzentration [ppm]
Abb. 3: Kalibrierungsgerade fir BD in der Atmb&pe im Bereich von 1.2 bis 110 ppm

(je Mittelwert dreier Messungen)
Linie: —— Regressionsgerade
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Auf der Basis dieser nachgewiesenen Proportiomalitévurde vor jedem
Expositionsexperiment eine Ein-Punkt-Kalibrierungesd GCs bei der beabsichtigten
Expositionskonzentration in Triplikaten durchgefiilidie erhaltenen Peaks wurden tber ihre
Flachen evaluiert und die Konzentration der Probait Hilfe der Steigung der

Kalibrierungsgeraden berechnet.

Zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit wurde der igonskoeffizient (2.5) von sechs
Messungen  derselben  BD-Konzentration  bestimmt. ddieslag fur alle

Expositionskonzentrationen unter 2.7 %.

2.3.2 Analyse von 1,2:3,4-Diepoxybutan in Blut

Zur Bestimmung von DEB im Blut der Ratten und May{8et.2) wurde DEB mit Na-
Diethyldithiocarbamat derivatisiert. Die Proben dem durch Umkehrphasen-
Hochdruckflissigkeitschromatographie (RP-HPLC) atfgnnt und mittels Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS) detektiert (LC/MS/MSRie Ermittlung der DEB-
Konzentrationen erfolgte mit Hilfe des als Inter@andard dienenden perdeuterierten DEB-
D6.

2.3.2.1Probenaufbereitung

Das heparinisierte Blut wurde, wie in 2.4.2.3 und2i4.2.4 beschrieben, in Kryoréhrchen
gegeben, in denen bereits im Vorfeld 10 pl einesund aus Diethylmaleat (DEM) und
Ethanol (0.97 mol/l) pro ml Blut vorgelegt wordenanen. DEM depletiert Glutathion
(Plummeret al, 1981).

Dazu wurden im Fall der exponierten Tiere (2.4.2s®fort definierte Aliquote einer
acetonischen DEB-D6-L6sung gegeben (Ratten: nagioditton gegen 1 und 6 ppm BD
20 pl (1.4 pmol/l), bei 10 — 100 ppm BD 10 pl (1AMol/l); Mause: bei 1 und 6 ppm BD
10 pl (23.7 pmol/l), bei 10 — 100 ppm BD 30 ul @LAmol/l)). Die Lésung war bereits zuvor
in 2 ml-Reaktionsgefal3en hergestellt worden. Iml Flr M&use erfolgte die Zugabe
zwischen der Uberfiihrung des Blutes des drittenvigrden Tieres.

Das Blut der Kontrolltiere (2.4.2.4) wurde so auéhet, dass damit Vergleichsmessungen
mit den Proben der exponierten Tiere durchgefilenden konnten. Dazu wurden je in das

eine der beiden Ro6hrchen in identischer Weise neteiStandard und abschlie3end ein
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definiertes Aliquot zwischen 5 und 40 pl einer ao&chen DEB-LOosung (1.2 —
153.3 umol/l) gegeben, so, dass Konzentrationen diee aus den EXxpositionen zu
erwartenden resultierten. Auch diese Losung warMoraus in 2 ml-Reaktionsgefal3en
hergestellt worden. Die Blutprobe des je anderehrétiens diente als Doppelblank, d. h. ihr
wurde weder Interner Standard noch DEB hinzugef8giveit moglich wurden samtliche
Arbeitsschritte auf Eis ausgefuhrt.

Der Inhalt aller Rohrchen wurde je gut vermengt uyglvogen sowie die Blutzellen

abzentrifugiert (Zentrifuge SIGMA 4K10, 0 °C, 10m#000 g). Mittels einer Pasteur-Pipette
aus Glas wurde der Uberstand abgenommen, in jaegias Kryor6hrcheiberfuhrt und bei

-80 °C eingefroren.

Nach dem Auftauen des Plasmas auf Eis wurden vder jrobe ca. 0.5 ml in je ein
Kryoréhrchen Gberfiihrt und zur Derivatisierung B&B- und DEB-D6-Molekile mit je 1 ml
Na-Diethyldithiocarbamat-L6sung (50 mg/ml Phosphégy (50 mmol/l), pH ~ 7.2) versetzt
(Abb. 4); die Losung war zuvor hergestellt wordBer Inhalt der Kryoréhrchen wurde mit
Hilfe eines Vibrationsschiittlers 10 s lang vermemgtl das Reaktionsgemisch anschliel3end
fur 10 min bei Raumtemperatur sowie dann fir 1 h %@°C in einem Warmeschrank

inkubiert.

S2)

(0]
/\N) OH /\N)
it T
e ha N S
© Na % S ( T S S
S OH

Abb. 4. Reaktionsschema der Derivatisierung D&B mit Na-Diethyldithiocarbamat

Nach Abkihlung auf Raumtemperatur erfolgte die Degason 2 ml Chloroform zur

Extraktion der bei der Derivatisierung entstandenkioester der Dithiocarbamidsaure. Dazu
wurden die beiden Phasen zunéchst mit Hilfe einbsationsschittlers 1 min lang vermengt
und anschlielRend mittels der Zentrifuge SIGMA 4KA@5C, 5 min, 5300 g) wieder getrennt.
Die organische Phase wurde mit Hilfe einer Padkepette aus Polyethylen aufgenommen
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und in ein weiteres Kryorohrchen Uberfihrt. AnseRénd wurde die Extraktion in identischer
Weise wiederholt; die organischen Phasen wurdesinigt.

Zur Aufreinigung wurde in dieses Rohrchen 1 ml Na&Gsung (10 %) zugegeben, die zuvor
aus NaCl und Wasser hergestellt worden war. Dealindes Réhrchens wurde 30 s lang
mittels eines Vibrationsschiittlers vermengt. Ansfiénd wurde die organische Phase mit
Hilfe einer Pasteur-Pipette aus Polyethylen aufgemen, in ein weiteres Kryordhrchen
Uberfuhrt und die Flussigkeit in einem Metallbldedtmostaten unter einem Stickstoffstrom
vollstandig abgedampft.

Zu dem Rickstand in jedem Kryorohrchen wurden 50gthanol gegeben und der Inhalt
jedes Rohrchens von Hand sowné Hilfe des Vibrationsschittlers vermengt. AbseRend
wurden die Proben durch kurze Zentrifugation amrBidénboden gesammelt und mit Hilfe
von Pasteur-Pipetten aus Polyethylen in Autosanffbschen Uberfuhrt, die mit 100 pl-
Mikro-Einsatzerbestuckt waren.

Die fertig vorbereiteten Flaschen wurden unter \@&rdung einer Verschlusszange mit
Bordelkappen versehen, die mit Teflon/Silikon-Sap#eisgestattet waren, und moglichst
unmittelbar der Messung (2.3.2.2) zugefuhrt. Imberggeber der HPLC-Anlage wurden sie
bei 8 °C vorgekunhlt.

Fur die Zugaben des gelosten Internen Standards dewl gelosten DEBs wurden
Mikroliterspritzen verwendet; die Spritzen wurdemwegils vor und nach Gebrauch mit Aceton
gespult. Die dbrigen Volumina wurden, wenn nichtdens vermerkt, mit Hilfe von
Eppendorf-Pipetten Uberfihrt. Bei ungentigender fiwag durch die beschriebenen
Zentrifugationen wurde an den entsprechenden S8tédleger zentrifugiert als angegeben.
Soweit mdglich wurden samtliche Arbeitsschritteaurdem Abzug ausgefihrt.

2.3.2.2Messung

Die chromatographische Auftrennung der Substanz#éoigee unter Verwendung eines
HPLC-Systems, das aus einer bindren Pumpe mit \rakatgaser, einem Probengeber mit
Thermostat und einer Umkehrphasen-Saule (Luna 38(2), 150x 2.0 mm ID) in einem
thermostatisierten S&ulenraum sowie einem Steuarmadr Bedienung bestand. Die
Autosampler-Flaschen (2.3.2.1) wurden auf dem PRrigller platziert und durch den
Probengeber von jeder Probe 5 pl auf die SauleriggspUm Verunreinigungen durch

Verschleppung des Analyten auszuschliel3en, wurdesthen je zwei Proben 5 pl Methanol
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injiziert und die Chromatogramme analysiert. Diebiteo Chromatographiephase setzte sich

aus in Wasser von LC-MS-Qualitat geldstem Ammonicetet (5 mmol/l, pH 7) und

Methanol Picograd€’) zusammen. Unter den vorgegebenen Bedingungen {J&etrug die
Retentionszeit der Analyten ca. 2.1 min (Abb. 7).

Tab. 1. Einstellungen des HPLC-Systems flirAdialyse von DEB
Parameter Einstellung

Pumpe Agilent 1100 LC Binary Pump

Laufzeit 30.0 min

Laufmittet 0-3min__ 8-22min_ 25— 30 min
A: Ammoniumacetat in Wasser 22% 0% 22 %
B: Methanol 78 % 100 % 78 %

Flussrate 300 ul/min

Probengeber Agilent 1100 Thermo Autosampler

Injektionsvolumen 5l

Temperatur 8°C

Saule Phenomenex LunajpC18 (2), 150 x 2.0 mm ID

Vorsaule Phenomenex SecurityGuard Cartridge C18, 4 x 2.0hm

Saulenofen Agilent 1100 Column Oven

Temperatur 30 °C

Von der Saule fuhrte ein 107 cm langes PEEK-Kapdlar zur Turbo-lon-SprayQuelle
(TIS) desTriple-QuadrupolMassenspektrometers, die bei einer lonisierungsspan (ISV)

von 4.4 kV und einer Temperatur von 470 °C im pesit Modus betrieben wurde. Die in der

Quelle bei atmospharischem Druck gebildeten loneaten durch Druckgefalle und
elektrische Potentialdifferenz in das Vakuumsystls LC/MS/MS ein. AldNebulizer-(GS1
= 35 psi), Turbo- (GS2 = 45 psi)Curtain- (CUR = 10 psi) undCollision-Gas (CAD = 7)

wurde Stickstoff verwendet.

Zur Auswahl geeigneter Masseniubergénge waren inmBatder Methodenentwicklung Q1-
Spektren (Quadrupol 1) nach Injektion von DEB- uBEB-D6-Dithiocarbamidester-

Lésungen aufgezeichnet worden. Abb. 5 zeigt daktBpa des DEB-Dithioesters. Bei m/z

385.2 war das protonierte Molekilion ([M-BlJdes DEB-Dithioesters zu sehen. Der hichste
Peak bei m/z 407.2 entsprach dem Natrium-AdduktRidsocarbamidesters, das sich aber

aufgrund seiner Stabilitat schlecht zur Fragmeemng eignet. Bei der Untersuchung des
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Abb. 5: Q1-Spektrum des DEB-Dithiocarbamidesters

Gerateparameter: ISV 4500 V, GS1 14 psi, CUR 1000350 V, EP 10 V
[M-H]™: protoniertes Molekiilion, [M-N&] Molekuil-Natriumaddukt

DEB-D6-Dithoesters hatte sich das analoge protigiolekilion (m/z 391.1) als geeignet

erwiesen.

Im Q2 fand die thermisch mittels Stickstoff aktiteeFragmentierung der Molekulionen statt.
Das dabei entstandene Produktionenspektrum zeigteii DEB-Dithioester Abb. 6. Bei m/z

385.2 lag wiederum das protonierte Molekulion. Das18 Da kleinere Molekil (m/z 367.2)

ist auf eine vicinale Wasserabspaltung zuriickz@fiihdie auch im Fall des perdeuterierten

Internen Standards zu beobachten war (m/z 373dcHDdie Wasserabspaltung bildet sich

vermutlich eine 2,3-Epoxy-Verbindung. Ein unspesfies Fragment mit hoher Intensitat

konnte fiir beide Thioester bei m/z 116.2 beobacsietien.
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Abb. 6: Produktionenspektrum des DEB-Dithiocanimesters (m/z 385.2)
Gerateparameter: ISV 4500 V, GS1 14 psi, CUR 100D 6, DP 50 V,
EP10V,CE13V,CXP 11V
[M-H]": protoniertes Molekiilion

Fur die Identifizierung und Quantifizierung der Ayten wurden die spezifischen
Massenubergange 3852 367.2 und 391.1> 373.1 herangezogen. Die unspezifischen
Massenubergange 3852 116.2 und 391.1> 116.2 eigneten sich nur zur Quantifizierung.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde lediglicki lber Analyse des Blutes nach
Exposition von Ratten gegen 1 und 6 ppm BD (3.8€r) Massenlubergang 3852 116.2
verwendet, ansonsten waren die Intensitaten deifigohen Massenilibergange ausreichend.

Abb. 7 zeigt zwei charakteristische, mit Hilfe deMRM-Methode erhaltene

Chromatogramme.

33



2 Material und Methoden

a) = 8.0x10° 2.1
S
5 3
kE 4.0x10°
O‘J T T T T j !
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]
b) — L6x10* 9 2
5
£ 8.0x10° -
0 L/\AA et ety A| T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

Abb. 7:  LC/MS/MS-Chromatogramme a) des DEB-itarbamidesters (MRM 385-2
367.2), b) des DEB-D6-Dithiocarbamidesters (MRM 3934 373.1)
Exemplarisch von einer Blutprobe von Mausen nagboBition gegen 10 ppm BD,
Cis exp.= 0.16 pmol/l (vgl. 2.3.2.3)
Retentionszeit: je 2.1 min
HPLC-Bedingungen: Tab. 1, MS-Potentiale: Tab. 2

In Tab. 2 sind die fur die MRM-Methode verwendeRutentiale aufgelistet. Die Messdauer

(Dwell Timg pro Massenubergang betrug 150 ms. Fiur Q1 und QR8levjeweils die

Auflésung UNIT verwendet.
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Tab. 2:  Fokussierungs- und Beschleunigungspaterentlang des lonenpfades imple-
QuadrupolMassenspektrometer fur die MRM-Ubergange

Analyt MRM-Ubergang Potentiale
[amu] V]
DP EP CE CXP
DEB Identifizierung/Quantifizierung 3852 367.2 50 7 17 22
Quantifizierung 385.2» 116.2 49 6 19 21
DEB-D6 Identifizierung/Quantifizierung 3914 373.1 50 7 17 22
Quantifizierung 391.1 116.2 49 6 19 21

DP: Declustering Potential, EP: Entrance Poten@i&l, Collision Energy, CXP: Cell Exit Potential

Zur Datenerfassung und -auswertung sowie zur Siagerder HPLC- und der
Massenspektrometeranlage wurde die Softwamalysf 1.4.2 betrieben auf einem
ArbeitsplatzcomputelPrecision360 (Dell), verwendet. Die Einstellungen der Methodaren
unter D:\Analyst\Projects\DEB_Dithiocarb\Acquisihidlethods\DEB_D6_Thiocarb HPLC
.dam hinterlegt. Die Prinzipien der Berechnung @&B-Konzentration sind in 2.3.2.3

dargestellt.

2.3.2.3Kalibrierung

Zur Untersuchung der Proportionalitat zwischen DEBtkonzentration und Detektorsignal
sowie zur Ermittlung der Konzentration an DEB inuBtler exponierten Ratten und Mause
wurden fir beide Spezies Kalibrierungsreihen in delevanten Konzentrationsbereichen
erstellt.

Hierzu wurden Ratten und Mause analog dem Vorgeh@w.2.4 getdtet sowie ihnen Blut
entnommen. Dieses wurde fir jede Spezies gepoakcilielend wurden davon definierte
Mengen von 1, 2 oder 4 ml in Kryoréhrchen tberfiibie Vorbereitung der Réhrchen und
die Aufbereitung der Proben erfolgten den Schritte@.3.2.1 entsprechend, allerdings ohne
sie zwischenzeitlich bei -80 °C einzugefrieren. DBlutproben jeder Kalibrierungsreihe
wurden konstante Mengen Internen Standards sowfmietée Aliquote DEB-L6sung
verschiedener Konzentrationen zugegeben. Bereitsvorzu waren  acetonische
Verdinnungsreinen fir DEB und DEB-D6 hergestellt rdem. Fir den
Konzentrationsbereich, der den Expositionen gegendl6 ppm BD entsprach, wurde je eine
Sechs-Punkt-Kalibrierung durchgefihrt, fir die Kentzationen entsprechend den
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Expositionen im Bereich von 10 — 100 ppm BD je éWen-Punkt-Kalibrierung. Zusatzlich
wurde bei jeder Messreihe eine Probe erstellt, wleder Interner Standard noch DEB
hinzugefiigt wurde.

Die Berechnungen der Konzentrationen des Internandards ¢s xa) bzw. des Analyten

DEB (Coes kal) in einer Kalibrierungsprobe erfolgten mittels i8hung (3) bzw. (4).

_ Niskaaga. _ Cis kal.add. [ Vs kal. ada.
CIS Kal. =— - (3)
VKaI. VBIut Kal. +VIS Kal . add. +VDEBKaI.add.
Nbes Kal . add. Coes kal . add. | Vs kal add.
CbeBkal. = = (4)
VKaI. VBIut Kal . + VIS Kal . add. + VDEB Kal . add.
Cis Kal. DZW. Coeg Kal. Konzentration an Internem Standard bzw. DEB inreine
Kalibrierungsprobe [umol/ml]
Nis Kal. addPZW. NbeB Kal. add. Stoffmenge des zu einer Kalibrierungsprobe
hinzugefligten Internen Standards bzw. DEBs [pumol]
Vkal. Gesamtvolumen einer Kalibrierungsprobe [ml]
VBIut Kal. Volumen des flr eine Kalibrierungsprobe verwendeten
Bluts [ml]
Vis Kal. add.0ZW. Ve Kal. add. Volumen des zu einer Kalibrierungsprobe hinzugedtigt
Internen Standards bzw. DEBs [ml]
Cis Kal. add.DZW. CDEB Kal. add. Konzentration an Internem Standard bzw. DEB in

Vis Kal. add.0ZW. VpEB kal. add.[HMoOl/ml]

Die Proben wurden entsprechend dem Vorgehen i2.2.8emessen. Dabei wurden je die
Flachen der fur DEBAbes ka)) Und DEB-D6(As kal) spezifischen Peaks (vgl. Abb. djirch

Integration ermittelt. Zur Erstellung der Kalibueigskurve wurde das korrigierte

ADEBKaI.
Peakflachenverhéltnis egen die eingesetzten DEB-
AIS Kal. m\/BIul Kal. +\/IS Kal.add. +VDEBKaI.add.) g g g

Konzentrationen aufgetragen. Je Messdurchgang bai Blutproben (3.2) wurde die
zugehdrige Kalibrierungsreihe mitgemessen. Mit Alsne der nach Exposition gegen 1 und
6 ppm BD erhaltenen Rattenblutproben (3.2.1) isogler zugehorigen Kalibrierungsproben
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Abb. 8:

15.0 1
12.5 1

korrigiert

10.0
7.5

5.0 1

Peakflichenverhiltnis

Steigung + Standardfehler

2.5 8.25+£0.19

0.0 -

I T T T T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75
DEB-Konzentration [pmol/l]

Kalibrierungsgerade fur DEB im Blut visfausen (0.00 — 1.57 pmol/l)
entsprechend Expositionen gegen BD im Bereich \a 100 ppm
(ein Messdurchgang)

Linie: —— Regressionsgerade durch den Ursprung

(eine Messung) wurde jede Probe zweimal gemesséih. & zeigt exemplarisch eine

Kalibrierungsgerade.

Mit Hilfe der jeweiligen Kalibrierungsreihe konneuf der Basis der bei den Messungen

erhaltenen Peakflachen (2.3.2.2) die DEB-Konzentratm Blut der exponierten Ratten und

Mause (3.2) unter Verwendung folgender Gleichungatmet werden. Die durch das in den

Roéhrchen vorgelegte DEM (10 pl/ml Blut) verursactiegdiinnung wurde vernachlassigt.
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ADEB Exp.

IS Exp.add. l

Coesexp. —

AIS Exp. Blut Exp. + \/IS Exp. add.) nIS Kal.add. Ste I g U ng

CDEB Exp.

ApEB Exp.DZW. Ais Exp.

Nis Exp. addPZW. Nis Kal. add.

VBlut Exp.

Vis Exp. add.

Steigung

(5)

Konzentration an DEB in einer Blutprobe nach
Exposition [tmol/mi]

Integral des fur DEB bzw. DEB-D6 spezifischen Peaks
bei der Messung einer Probe nach Exposition
Stoffmenge des zu einer Blut- bzw. Kalibrierungfero
hinzugefligten Internen Standards [umol]

Volumen des flr eine Probe nach Exposition
verwendeten Bluts [ml]

Volumen des zu einer Probe nach Exposition
hinzugefligten Internen Standards [ml]

Steigung der Kalibrierungsgeraden

Als Nachweisgrenze wurde die dreifache Hohe dessHietsignals im Vergleich zum

Hintergrundrauschen  angesehen. Diese lag bei  OobDEB/I Blut. Der

Variationskoeffizient (2.5) als Mal3 fur die Repratkrbarkeit der Messwerte lag bei 3 — 4 %.
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2.4 Inhalative Expositionen von Ratten und Mausen gegen
1,3-Butadien

2.4.1 Expositionssystem

Um die DEB-Konzentrationen im Blut der Ratten unddude in Relation zu den
Expositionskonzentrationen von BD setzen zu konnemgden diese konstant gehalten. Dazu
mussten die durch den Metabolismus der Tiere eneerBD-Mengen durch wiederholte
Zugaben definierter BD-Dosen ersetzt werden. DaEgsositionssystem somit zwar Uber
einen Zu-, nicht jedoch Uber einen Ausgang fur Bfigte, handelte es sich, in Anlehnung
an Filser, 1992, um ein fr BD pseudo-offenes 3yste

2.4.1.1Versuchsaufbau

Das Expositionssystem (Abb. 9) (in Anlehnung arsdtiket al, 2007) bestand aus einem
Rundkolben, der mit einem Planflansch versehen wad, einem Planflansch-Deckel sowie
einem drucklos arbeitenden Sauerstoff-Versorgursgesy. Auf dem Deckel befanden sich
drei Halse (einer mit 24/29-Normschliff-Hulse umathts und links von diesem je einer mit

&

T Lochschraubkappe
mit Septum
o
Waschflaschen
Thermometer
@2 Expositionskugel

Bodenplatte
Atemkalk

Magnetrithrmotor

Abb. 9: Schematischer Aufbau des Expositionssyst

39



2 Material und Methoden

Schraubgewinde GL 14 fir Lochschraubkappen mitomdfgschichteten Silikon-Septen).
Verbunden mit dem mittleren Hals war ein Glasauafsait einem 24/29-Normschliff-Kern
(zur Verbindung mit dem Deckel), einer kleinen Wdksche, einem Hals mit
Schraubgewinde GL 14 (fur Lochschraubkappen miti®epund zwei Hahnen. Durch die
kleine Waschflasche strémte Sauerstoff aus eineuckdasche. Parallel zu dieser
Waschflasche war eine weitere Waschflasche angessdn, durch welche der Gberschissige
Sauerstoff ins Freie gelangte. Von der Druckflasebheden beiden Waschflaschen flihrten
Silikonschlauche.

An der Wand im unteren Bereich des Kolbens wurde aus Alufolie geformte Schale, die
bei Exposition von drei Ratten 75 g und bei Expositvon zwolf Mausen 80 g Atemkalk
enthielt, mittels Klebeband fixiert. Der Atemkalksorbierte das von den Tieren exhalierte
Kohlendioxid. Der auf diese Weise entstandene Wniek wurde Uber das Sauerstoff-
Versorgungssystem immer durch genau die Menge meBaierstoffs ausgeglichen, die der
von den Tieren umgesetzten entsprach. Dadurch wurdae nahezu konstante
Sauerstoffkonzentration und konstante Druckverrsngewahrleistet.

Uber der Schale mit Atemkalk befand sich die Bod&ttg aus Polypropylen, auf der die
Ratten bzw. Mause wahrend der Exposition salRen\VB@teren war an der Wand im oberen
Bereich der Kugel ein Thermometer zur Uberwachungr dremperatur in der
Kolbenatmosphare angebracht; die registrierten &Veldgen bei ca. 22 °C. Die
Luftdruckmessungen an den Expositionstagen ergiadyestant ca. 967 hPa.

Die Expositionskugel wurde mit einer Flanschdiclgtumd einer Flanschklemme gasdicht

verschlossen.

2.4.1.2Einstellung und Uberwachung der Expositionskonzentation

Vor Versuchsbeginn wurde eine der gewlnschten HEimoskonzentration entsprechende
Menge BDs uber eines der teflonbeschichteten SilBepten (Abb. 9) in den Kolben
injiziert. Zur Ermittlung des daflr nétigen Volunmenan BD wurde Gleichung (1)
herangezogen, wobei fltgp die gewinschte BD-Konzentration und fifexsikkator das

Volumen des Kolbens abzlglich der Massen der Teangesetzt wurden. Die Massen der
Ratten bzw. Mause kénnen hier ndherungsweise mit derch sie verdrangten Volumen
gleichgesetzt werden. Der Magnetrihrer sowie dagchpoischen mit einer 60 ml-

Einmalspritze unmittelbar vor jeder Probennahmetsorfir eine homogene Gasverteilung.
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Abb. 10: BD-Konzentrations-Zeit-Verlauf in der Eogitionskugel
Exemplarische Darstellung der Ereignisse bei dgoEition dreier Ratten gegen

10 ppm BD, beginnend mit dem Start der Exposition

BD-Konzentration in der Kugel (gemessen)
Nachdosierung von BD

Offnung der Kugel

Betaubung einer Ratte

durchschnittliche BD-Istkonzentration: 10.1 ppm

Expositionsdauer der ersten Ratte (R1)

Expositionsdauer der zweiten Ratte (R2)

Expositionsdauer der dritten Ratte (R3)
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Vor dem Einsetzen der ersten Tiere (2.4.2.1) waateOrientierung die BD-Konzentration
gaschromatographisch bestimmt (2.3.1.1) sowie wighder gesamten Exposition Uberwacht
(Abb. 10), wobei die Auswertung der Peaks Uber deren Elaelnfolgte.

Da BD von den Tieren inhalativ aufgenommen und bwisiert wurde sowie durch das
immer wieder notwendige Offnen der Kugel verlorelggimusste zur Aufrechterhaltung der
gewinschten Konzentration regelmafig BD aus demma¥&exsikkator (2.3.1.2) nachdosiert
werden (Abb. 10). Das zu injizierende Volumen wugEmal Gleichung (2) berechnet,
wobei flircgp 2 die Abweichung von der Sollkonzentration und Wsikkatordas Volumen des
Kolbens abzlglich der Massen der Tiere eingesetrtlen. Andererseits musste auch eine
gof. zu hoch eingestellte BD-Konzentration durchfnef des Kugeldeckels nach unten
korrigiert werden.

Wahrend jeglicher invasiver Tatigkeit am Exposiisystem wurde die Sauerstoffzufuhr
durch Verschluss des Hahns zwischen Silikonschlaudh Kolben abgeriegelt, um einen

Gasaustausch uber diesen Weg zu verhindern.

2.4.2 Durchfuihrung der Expositionen

Je drei méannliche CD-Ratten bzw. zwolf mannlicheCBB1-Mause wurden tber 6 h gegen
BD-Konzentrationen von 1, 6, 10, 20, 60 und 100 mgxmoniert. Um die nach dieser Zeit im
Blut der Tiere herrschenden Flie3gleichgewichtskotrationen von DEB bestimmen zu
kénnen, war es erforderlich, unmittelbar nach Expossende die Ratten durch Strangulation
bzw. die Mause durch zervikale Dislokation zu téteres war deshalb noétig, weil dabei der
Verlust von BD oder einem seiner Metaboliten Uben &toffwechsel und die Atmung der
Tiere vermieden werden konnte (Lee al, 2005). Anschlie3end wurde den Tieren Blut

entnommen.

2.4.2.1Vorbereitung der Versuchstiere und Expositionsbegin

Unmittelbar vor jedem Experiment wurden die Tierewggen. Die Ratten wurden mit
wasserfesten Stiften am Schwanz farbig markiert, den Mausen wurden je sechs der zwolf
durch Rasur einer kleinen Flache Fells gekennzeichir den Zeitraum der Exposition
wurden ihnen Futter und Wasser entzogen.

Zunachst wurde die zuvor hergestellte BD-Konzeiunain der Kugel (2.4.1.2) bestimmt. Im
Fall der Exposition von Ratten wurde sodann eirr Hedie Kugel gesetzt — dieser Moment
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entsprach dem Start der Exposition. Die zweite eRaturde 20 min nach der ersten
eingebracht und die dritte weitere 20 min spatest(AL0). Bei der Exposition von Méausen
wurden zu Beginn sechs Tiere in die Kugel gesetdt nach 25 min die anderen sechs. Der
Grund fir dieses Vorgehen liegt darin, dass alexelgleich lange exponiert werden sollten,

am Ende ihrer Exposition aber nicht zeitgleich Imeledtwerden konnten.

2.4.2.2Betdubung der Ratten

Da es auf Grund der GrofRe der Ratten nicht moghetn, sie wie die Mause durch

schmerzfreie zervikale Dislokation zu toten, musssee auf weniger schonende Weise
stranguliert und deshalb zuvor betaubt werden.

Dazu wurde nach je 5h 30 min das entsprechendeenimommen und die Kugel sofort
wieder verschlossen. Jeder Ratte wurden intrapedtiomit einer Einmalspritze und -kanule
(0.55 x 25 mm) 0.18 ml Narkotikum pro 100 g Korpesicht appliziert. AnschlieRend wurde
das betaubte Tier wieder in die Kugel gelegt undanFolgezeit hinsichtlich seiner Atmung
beobachtet, da durch die Narkosemittel Atemdeprasasuftreten kann. Das Narkotikum war
bereits im Vorfeld aus Ketamin 10 % und RomPpuh% im Volumenverhéltnis 8 : 10

hergestellt worden. Daraus resultierte eine Doagron 8 mg Ketamin und 2 mg Xylazin

pro 100 g Korpergewicht. Herstellung und Dosieruadolgten nach Anweisung des

Tierschutzbeauftragten des Helmholtz-Zentrums Ménch

2.4.2.3T6tung der Ratten und Mause sowie Entnahme von Blproben

Die betdubten Ratten wurden nach je weiteren 30ausder Expositionskugel genommen
und unmittelbar darauf mittels eines Plastik-Kab®lbrs stranguliert. Dazu war der
Kabelbinder bereits zuvor so am Kleintieroperatiset angebracht worden, dass mit der
Strangulation das jeweilige Tier gleich auf demchigixiert war. Der Bauchraum der Ratte
wurde mit einer Schere eréffnet, das Darmkonvoadmlinks verlagert und die Leberlappen
so abgehalten, dass deena cava caudalisron der lliakalgabel bis unter die Leber
zuganglich wurde. Aus dieser Vene wurden mit Hideer Einmalspritze, die mit einer
Heparinldsung benetzt war, zwischen Mindung denteecNierenvene und Leber pro Tier
ca. 6 ml Blut entnommen. Punktiert wurde das Gefau weiter kaudal (Popeskat al,
1992; Olds und Olds, 1984).
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2 Material und Methoden

Von diesem Blut wurden sofort mittels derselbenit3prca. 4 ml zur DEB-Analyse in ein
Kryoréhrchen dberfiihrt. Bereits zuvor war fir jeddsr ein Rohrchen prapariert worden
(2.3.2).

Der ganze Vorgang, von der Entnahme der Ratte auuagel bis zur Uberfiihrung ihres

Blutes in das Rohrchen, dauerte in etwa 1 min.

Nach je 6 h wurden die sechs Mause einzeln naamdénaus der Expositionskugel gehoben,
getotet sowie ihnen Blut entnommen. Zur Totung dumervikale Dislokation wurde
gleichzeitig mit Hilfe eines stumpfen Instrumentis Genick des Tieres von dorsal gegen
die Tischplatte gedruckt und an seinem Korper indigder Richtung gezogen. Anschlie3end
wurde das Tier mit Hilfe von vier Nadeln auf eifeorkplatte fixiert. Der Bauchraum der
Maus wurde mit einer Schere erdffnet und das Danwédoit so nach links verlagert, dass die
Vena cava caudalibis unter die Leber zuganglich wurde. Aus diesen&/wurden mit Hilfe
einer Einmalspritze, die mit einer Heparinlésungdiet war, zwischen Mindung der rechten
Nierenvene und Leber pro Tier ca. 0.5 ml Blut entneen. Punktiert wurde das Gefald dazu
weiter kaudal (Popesket al, 1992).

Dieses Blut wurde sofort mittels derselben Spritme DEB-Analyse in ein Kryoréhrchen
Uberfuhrt, wobei in einem Réhrchen je das Blutsahs zeitgleich exponierten Tiere gepoolt
wurde. Bereits zuvor waren die Rohrchen prapawertien (2.3.2).

Der ganze Vorgang, von der Entnahme der ersten Masisier Kugel bis zur Uberfiihrung

des Blutes des sechsten Tieres in das Rohrcheertdam etwa 6 min.

2.4.2.4Kontrolltiere

Im Rahmen jedes Expositionsexperiments wurden ziidatzwei Ratten bzw. zwdolf Mause

getotet, die bis zu diesem Moment in einem Makrkédig gehalten und nicht exponiert

worden waren.

Die Ratten wurden ohne Betaubung mittels,@Deinem Exsikkator getttet, die Mause wie
nach der Exposition (2.4.2.3). Den Tieren wurdendentischer Weise dieselben Mengen
Blut entnommen wie in 2.4.2.3 beschrieben und eb@gnsa. 4 ml des Blutes einer Ratte in
ein Kryoréhrchen dberfuhrt bzw. das Blut von jehsed&usen in einem RoOhrchen gepoolt.

Auch diese Kryoréhrchen waren bereits zuvor prapaworden (2.3.2).
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2 Material und Methoden

2.5 Statistik

Soweit nicht anders angegeben wurden fir die Beregyen des Mittelwerts, der
Standardabweichung und der Kurvenanpassung dig@nogeGraphPad Prisfi 5.02 und
Microsoff® Excel 2003/erwendet.

Die Flachen unter den Konzentrations-Zeit-Kurvane& under the curyveAUC) der BD-

Expositionen (3.1) wurden mit dem Progranmvicrosoff® Excel unter Verwendung der
Trapez-Regel berechnet und durch die Dauer der dixpo geteilt, um die jeweilige
Durchschnittskonzentration zu erhalten. Die Stas@awveichungen von dieser
Durchschnittskonzentration wurden mittels Gleich@®)g (in Anlehnung an Sachs, 1997)

durch Einsetzen der lUber die Zeit gewichteten Mesg®nerrechnet.

S Standardabweichung von der Durchschnittskonzeorra

Vi Variable

z Arithmetisches Mittel der Variablen

Wi Gewicht der Variablen

n Anzahl der Messwerte (atmospharische BD-Konzé&aotra

Vi BD-Konzentration in der Atmosphére zum Expossizgitpunkix;

y BD-Durchschnittskonzentration in der Atmosphéeef die Zeit gewichtet)
X Expositionszeitpunkt

X Gesamtexpositionsdauer

Die Variationskoeffizienten\{arK) wurden, ebenfalls unter Verwendung des Programms
Microsoff® Exce| nach Sachs, 1997 gemaR Gleichung (7) ermittelbeiv SD, die
Standardabweichung uxdden arithmetischen Mittelwert beschreibt.
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2 Material und Methoden

VarK(x) = SXDX (7)

Der arithmetische Mittelwertx] wurde nach Gleichung (8) (Sachs, 1997) berechmgibt
die Anzahl der Messungen an.

X =12 )

Die StandardabweichungSD) wurde ebenfalls nach Sachs, 1997 gemalR Gleicf@)ng
errechnet.

nDixz ~O%)?
SDX - i=1 i=1
n{n-1)

(9)
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3 Ergebnisse

3.1 Expositionsbedingungen

Die BD-Konzentrationen in der Kugelatmosphare waordeahrend der Expositionen in
Zeitabstanden zwischen 5 und 35 min bestimmt umdtamt gehalten (2.4.1.2).

Fur die durchgefiihrten Expositionen sind die gerB&3berechneten Mittelwerte der BD-
Konzentrationen in Tab. 3 aufgelistet. Dabei bettiggmittlere Abweichung vom Sollwert im
Fall der Ratten 9.9 % sowie bei den Mausen 6.9 4. iBn Rahmen einer Exposition
aufgetretenen Schwankungen der Expositionskonzemtraind durch die ebenfalls geman
2.5 berechnete Standardabweichung vom Mittelwert gggnessenen BD-Konzentrationen
charakterisiert. Mit steigenden Expositionskonzsidnen sanken die Schwankungen auf 5
bis 6 %.

Des Weiteren sind in Tab. 3 die mittleren Koérperseas der jeweiligen Versuchstiere
aufgefuhrt, die unmittelbar vor jedem Experimendtimemt wurden (2.4.2.1).

Tab. 3:  Mittelwerte der BD-Expositionskonzetittaen sowie der Kérpermassen der Tiere

a) Expositionen der Ratten (6 h)

8D Gemessene BD-Konzentration Kdrpermasse der Tiere
. (Mittelwert £ Anzahl (Mittelwert £
Sollkonzentration . _ .
Standardabweichung) der Tiere| Standardabweichung)
[pPpm]
[ppm] [d]
1 1.1 +0.15 3 285+ 3
6 5.5+0.92 3 277 +8
10 119+11 3 249 +8
20 219+1.1 3 257 +5
60 64.4 + 3.7 3 274 + 4
100 101 +6.0 3 282 +11
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3 Ergebnisse

b)  Expositionen der Mause (6 h)

Gemessene BD- _
_ Korpermasse der Tiere
BD- Konzentration Anzahl _
. . (Mittelwert
Sollkonzentration (Mittelwert £ der .
. - Standardabweichung)
[ppm] Standardabweichung) | Tiere
[9]
[ppm]
1 1.0+0.12 11 251
6 6.4 +£0.45 12 261
10 11.2+1.0 12 261
20 20415 11 261
60 63.5+4.9 12 281
100 109 £5.9 11 22+1

" Je BD-Konzentration wurden 12 Tiere gemeinsam ebepb(2.4.2). Sind nur 11 Méuse aufgelistet,

war bei einem der Tiere die im Anschluss an diedskjpn durchgeflhrte Blutentnahme nicht
erfolgreich.

Je Exposition wurden zwei Proben fur die DEB-Anal{3.2.2) hergestellt, indem Blut von je 6 bzw.
5 Mausen gepoolt wurde (2.4.2.3).

Wahrend der Expositionen konnten keine Auffallig&eiim Verhalten der Ratten und Mause
beobachtet werden.
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3 Ergebnisse

3.2 1,2:3,4-Diepoxybutan im Blut

3.2.1 1,2:3,4-Diepoxybutan im Blut der Ratten

Die unmittelbar nach den Expositionen der Rattemag@menen Blutproben (2.4.2.3) wurden,
wie in 2.3.2 beschrieben, aufbereitet (Ausnahmehesunten) und die Konzentrationen an
DEB im Blut der Tiere ermittelt. In Tab.4 sind dielen jeweiligen BD-
Expositionskonzentrationen entsprechenden DEB-Kanagonen aufgelistet.

Die Mittelwerte der DEB-Konzentrationen wurden adsn Werten der LC/MS/MS-
Messungen der je verwendeten drei Proben erre¢bimet Messung je Probe bei den BD-
Konzentrationen 1.1 und 5.5 ppm; zwei Messungenlfed, 64.4 und 101 ppm BD). Die
Standardabweichungen geben die Streuungen der WWedegen auf die je drei Ratten

wieder.

Tab. 4:  Mittelwerte der BD-Expositionskonzetitteen sowie der DEB-Konzentrationen
im Blut der Ratten nach sechssttindiger Exposition

BD-Expositionskonzentration DEB-Konzentration im Blut
(Mittelwert £ Standardabweichung (Mittelwert £ Standardabweichung)
[pPpm] [Lmol/l]
1.1+0.15 0.00060 + 0.00019
5.5+0.92 0.0064 £ 0.0042
119+1.1 0.020 £ 0.024
21.9+1.1 ’
64.4 + 3.7 0.19+£0.18
101 £6.0 0.17 +£0.10

" Die Blutproben der gegen 20 ppm BD exponierterigRatonnten nicht ausgewertet werden.
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3 Ergebnisse

Aufgrund der niedrigen Konzentrationen an DEB wurdbei den Blutproben der gegen 1.1
und 5.5ppm BD exponierten Tiere, abweichend vom e 2.3.2.1 beschriebenen

Aufbereitung, zur Derivatisierung 2 ml Plasma minRNa-Diethyldithiocarbamat versetzt;

die organische Phase wurde zweimal mit 3 ml Chirofextrahiert. Ebenfalls abweichend
vom Standardvorgehen (2.3.2.2) wurde bei den LCM&Messungen dieser Blutproben der
Massentbergang m/z 3852 116.2 als Quantifier fir DEB herangezogen. Diernsttat des

sonst verwendeten Quantifiers war fur eine klarswertung nicht ausreichend.

Abb. 11 zeigt die DEB-Konzentrationen im Blut deati®Rn in Abh&ngigkeit von den BD-
Expositionskonzentrationen.

Zusatzlich zu den Ergebnissen der Messungen im Baliler eigenen Arbeit (Tab. @) sind

in Abb. 11 zum Vergleich zwei Datenpunkte &ltereedgungen (nicht veroffentlicht) aus
derselben Arbeitsgruppe mit einer anderen Methddgetragen((l). Hierbei wurden die
Ratten Uber 4 h exponiert, zur Derivatisierung weudlBenzylpiperidin verwendet; die
Messungen erfolgten ebenfalls mit einem LC/MS/MS.

Auf der Grundlage aller Datenpunkte wurde eine Begionsgerade angepasst (2.5), deren
Steigung Uber den gesamten Bereich der Expositiovzgntrationen bei 0.0019 +
0.0003 (umol/l)/ppm lag.

Die Analyse des Blutes der Kontrolltiere (2.4.2dgm kein DEB zugegeben wurde (2.3.2.1),

ergab bei den relevanten Massenibergangen keine diéme Hintergrund hinausgehenden

Signalintensitaten.
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3 Ergebnisse

&

DEB-Konzentration im Blut

b)

DEB-Konzentration im Blut

Abb. 11: DEB-Konzentration im Blut von je 3 Ratte Abhangigkeit von der BD-

[ umol/1]
o
(98]

|

=
S
|

=
[\
|

e
—_
!

<
e
|

0.02 1

0.00 -

0 20 40 60 80 100 120

BD-Expositionskonzentration
[ppm]

rd < - -
rd < - - -
- -0
rd - - - -
- ’%

-t
[ T I I !
0 5 10 15 20

BD-Expositionskonzentration

[ppm]

Expositionskonzentration: a) 0 — 101 ppm BD, b¥begehoben 0 — 21 ppm BD

Symbole (je Mittelwert £ Standardabweichung):

O nach Exposition Uber 6 h (im Rahmen der eigenerifirb

OO nach Exposition Gber 4 h (altere Ergebnisse)

Linie: --- Regressionsgerade
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3 Ergebnisse

3.2.2 1,2:3,4-Diepoxybutan im Blut der Mause

Unmittelbar nach den Expositionen der Mause wunden Blut enthommen (2.4.2.3). Diese
Proben wurden, wie in 2.3.2 beschrieben, aufbér¢Aesnahmen siehe unten) und die
Konzentrationen an DEB im Blut der Tiere ermittdlab. 5 zeigt die den jeweiligen BD-
Expositionskonzentrationen entsprechenden DEB-Kunagonen.

Die angegebenen DEB-Konzentrationen entsprechen kiételwert der zwei je Probe

durchgefuhrten LC/MS/MS-Messungen. Die je BD-Korteation fir die Proben 1 und 2
erhaltenen Werte zeigten eine gute Ubereinstimmdiggmaximale Abweichung von ihrem

gemeinsamen Mittelwert betrug 9 %.

Tab.5: Mittelwerte der BD-Expositionskonzetitteen sowie der DEB-Konzentrationen

im Blut der Mause nach sechsstiindiger Exposition

N _ DEB-Konzentration im Blut
BD-Expositionskonzentration
| . [umol/]
(Mittelwert £ Standardabweichung
[Ppm] Probe 1 Probe 2
1.0+0.12 0.010 0.012
6.4 +0.45 0.048 0.046
11.2+1.0 0.062 0.059
20415 0.12 0.12
63.5+4.9 0.33 0.29
109 £5.9 0.42 0.38

" Je BD-Konzentration konnte Blut von 12 bzw. 11 gesem exponierten Tieren gewonnen werden
(3.1). Daraus wurden zwei Proben hergestellt, indum von je 6 bzw. 5 Mausen gepoolt wurde
(2.4.2.3).
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Ahnlich dem Vorgehen bei den Ratten (3.2.1) wurdefgmind der niedrigeren
Konzentrationen an DEBei den Blutproben der gegen 1.0 und 6.4 ppm BDomepten

Mause, abweichend von der in 2.3.2.1 beschriebé&undmereitung, zur Derivatisierung 1 ml
Plasma mit 1 ml Na-Diethyldithiocarbamat verseRai der Extraktion und den LC/MS/MS-

Messungen gab es dagegen keine Abweichungen vardéstivorgehen.

In Abb. 12 sind die DEB-Konzentrationen im Blut dééduse gegen die entsprechenden BD-
Expositionskonzentrationen aufgetragen.

Auch hier sind zuséatzlich zu den Ergebnissen dessMiegen im Rahmen der eigenen Arbeit
(Tab. 5,0) zum Vergleich Datenpunkte &alterer Messungen ausetben Arbeitsgruppe mit
anderen Methoden eingetragen. Zur Erhebung defimviedergegebenen Messwerte (nicht
veroffentlicht) wurden die Mause Uber 4 h exponiextir Derivatisierung wurde 4-
Benzylpiperidin verwendet; die Messungen erfolgtbanfalls mittels LC/MS/MS. Die miv
dargestellten Messpunkte (Filset al, 2007) wurden mit einem GC/MS ermittelt; dieses
wurde unter Verwendung von Ammoniak als Reaktantgagositiven lonisierungsmodus
betrieben. Die Tiere waren zuvor Uber 6 h expomgewesen.

Auf der Grundlage aller Datenpunkte wurden abstheise Regressionsgeraden angepasst
(2.5). Die Steigungen der Regressionsgeraden leztring Bereich von 0 — 20 ppm 0.0062 +
0.0001 (umol/l)/ppm; zwischen 20 und 66 ppm 0.0G4D.0004 (umol/l)/ppm sowie im
Abschnitt von 66 — 109 ppm 0.0020 £ 0.0005 (. migidim.

Die Analyse des Blutes der Kontrolltiere (2.4.2dgm kein DEB zugegeben wurde (2.3.2.1),

ergab bei den relevanten MassenlUbergangen keine diéoe Hintergrund hinausgehenden
Signalintensitaten.
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Abb. 12: DEB-Konzentration im Blut von MausenAbhangigkeit von der BD-Expositions-
konzentration: a) 0 — 109 ppm BD, b) hervorgehaber21 ppm BD
Symbole:
O nach Exposition Uber 6 h, je gepooltes Blut vorz@.lb Mausen
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VvV  nach Exposition tGber 6 h, je Blut von 3 Mausen\jtelwert der
individuellen Messungen) (Filset al, 2007)

Linie: --- Regressionsgerade
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4  Diskussion

4.1 Analytische Methoden zur Bestimmung von 1,2:3,4-
Diepoxybutan in Blut und Perfusat

Fur die Bestimmung von DEB in Blut und Perfusatsagren mehrere Methoden. In der
Arbeitsgruppe von Filser waren bereits vor Entwick] der in dieser Arbeit verwendeten
Methode zwei weitere entstanden (Fils¢ral, 2010). Beide basieren auf der Extraktion von
DEB mittels Dichlormethan. Im Fall der einen Metkoerfolgt der Nachweis von DEB mit
Hilfe eines GC/MS, das unter Verwendung von Ammbkrads Reaktantgas im positiven
lonisierungsmodus betrieben wird. In dem anderdihwitad DEB nach der Extraktion mit 4-
Benzylpiperidin derivatisiert und anschliel3end eltLC/MS/MS detektiert. Dabei sind die
Nachweisgrenzen mit 10 nmol/l Blut (GC/MS) (Filsetr al, 2007) bzw. 5 nmol/l Perfusat
(LC/MS/MS) (Filseret al, 2010) bei beiden Methoden sehr ahnlich. Demnableist die
Extraktion der fur die Nachweisgrenze limitierer®tgritt zu sein.

Als amphiphiles Molekil ist DEB, insbesondere iredrigen Konzentrationsbereichen,
schwer zu extrahieren. Ein weiteres Problem im HEall LC/MS/MS-Methode stellt die
Anreicherung von DEB durch Verdampfung des Dichiettmns dar (Filsest al, 2010). Bei
sehr niedrigen DEB-Konzentrationen ist ein Verlkstum zu vermeiden, da DEB bei
Zimmertemperatur (25 °C) noch einen erheblichen pfdrnuck von 918 Pa aufweist (IARC,
2008). Deshalb wurden bei der Probenaufbereitundemvorliegenden Arbeit dem Plasma
nach dem Abzentrifugieren der Blutzellen Na-Dietliyliocarbamat zugegeben und damit
DEB sowie DEB-D6 zu nicht-flichtigen, lipophilen iblestern derivatisiert, die mittels
Chloroform sicher extrahiert werden konnten (213.2Dies fuhrte zu einer sehr geringen
Nachweisgrenze von 0.5 nmol/l Blut (2.3.2.3). Edleliche Strategie wurde bereits friher
zur Bestimmung der in der Chemotherapie eingesetti@:5,6-Dianhydro-Galactitol und
seiner Derivate verwendet (Szokéinal, 1987; Mungeet al, 1977).

Die Gruppe um Henderson sowie die Gruppe um Bohdtdil ebenfalls Experimente zur
Quantifizierung von DEB im Blut gegen BD exponieriRatten und Mause durch. Dabei
wurden in beiden Gruppen die Epoxidmetaboliten efsttDichlormethan ohne vorherige

Derivatisierung extrahiert und anschliefend magsktometrisch detektiert (Thornton-
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Manning et al, 1995a; Himmelsteiret al, 1994). Um die Isolierung der zu bestimmenden
Molekule zu verbessern, erfolgte in der Gruppe uendé¢rson vor der Extraktion eine
kryogene Destillation der Proben (Thornton-Manngtgl, 1995a; Dahkt al, 1984). Diese
Art der Trennung der Substanzen ist allerdings selspezifisch, da sie lediglich auf den
Dampfdruckeigenschaften der zu isolierenden Stugfeiht. Auch die von Thornton-Manning
et al. sowie von Himmelsteiret al. verwendeten massenspektrometrischen Verfahren sind
deutlich unspezifischer als die Methode der vodreden Arbeit. Zum einen werden die
grof3en Fragmente der nach Derivatisierung entstemd@&hioester spezifischer detektiert als
die Molekilionen der kleineren DEB bzw. DEB-D6. Zummderen erzielt deMultiple-
Reaction-MonitoringModus, in dem dadriple-QuadrupolMassenspektrometer betrieben
wurde (2.3.2.2), ein viel besseres Signal/Hintangr\ferhaltnis als derSelected-lon-
Monitoring-Modus der GC/MS-Methoden, was zu einer héheren Ewtlgghkeit fuhrt.
Himmelsteinet al. gaben fir DEB eine Nachweisgrenze von 130 nmdift 81 (Himmelstein

et al, 1994), wahrend Thornton-Manningt al. ein Detektionslimit von 1.6 nmol/l Blut
beschrieben (Thornton-Manningt al, 1995a). Vor dem Hintergrund des Vergleichs der
Methoden scheint das von Himmelstesh al. verdffentlichte Limit plausibel, das von

Thornton-Manninget al. angegebene fraglich.
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4.2 Vergleich von Daten aus der Literatur mit den hier
erarbeiteten Ergebnissen

Fur Expositionskonzentrationen unterhalb von 60 p@BD gibt es bisher keine

veroffentlichten Daten Uber Blutkonzentrationen @B bei Ratten und Mausen (1.2.5).

Mit einer Nachweisgrenze von 130 nmol/l Blut warHisnmelsteinet al. nicht moglich, bei
mannlichen Ratten nach Exposition gegen bis zu ppd0® BD tber 6 h DEB im Blut zu
detektieren (Himmelsteiat al, 1994). Unter Beriicksichtigung der in der vorlieden Arbeit
gefundenen relativ breiten Streuung widerspricesdlen hier erhaltenen Ergebnissen nicht,
die zeigten, dass die DEB-Konzentration im Blut \®Ratten maximal 190 nmol/l erreichte
(3.2.2).

Bei mannlichen Mausen lagen nach Expositionen gegef0 ppm BD die ermittelten DEB-
Blutkonzentrationen bei mehreren Autoren in derfgriordnung der eigenen Ergebnisse von
0.33 bzw. 0.29 umol/l bei Exposition gegen 63.5 ppid (3.2.2): Filseret al, 2007
detektierte 0.30 pumol DEB/I Blut bei 67 ppm BD (6 kon der Gruppe um Bond wurden
0.65 umol/l bei 71 ppm BD (6 h) bestimmt (Himmeilstet al, 1994) und die Gruppe um
Henderson ermittelte 0.204 pumol/l bei 62.5 ppm BD) (Thornton-Manningt al, 1995a).

Wie in 1.2.5 dargestellt kbnnen Hamoglobin-Addukide Parameter fir die systemische
Belastung mit DEB herangezogen werden. Hierzu iexest Daten von Experimenten mit
Ratten und Mausen, in deren Blut nach Expositio(@h/Tag, 5 Tage/Woche, 10 Tage)
gegen 3 und 62.5 ppm BD das fur DEB charakteristiselamoglobin-AddukiN,N-(2,3-
dihydroxy-1,4-butadiyl)valin (PyrVal) gemessen werdBei beiden Spezies nahmen die
PyrVal-Adduktspiegel konzentrationsabhangig zu, erdiei den Mausen hohere Spiegel als
bei den Ratten gefunden wurden (Boys¢ial, 2004). Die Ergebnisse sind in Tab. 6 den hier
bei beiden Spezies bestimmten DEB-Blutkonzentratior(3.2) gegenubergestellt. Die
Verhéltnisse der Adduktspiegel PyrMaldPyrVakate und der Konzentrationen
DEBwaud DEBRatte Sind jeweils dhnlich. Die Ubereinstimmung ware metwas besser, wenn
die speziesspezifische Lebenszeit des HamogloMasg 40 Tage, Ratte 60 Tage; Ehrenberg
und Tornqvist, 1995) fur den Vergleich bertcksighwirde. Es ist namlich zu erwarten, dass

die Hamoglobin-Addukte bis zum Ende der Hamogla®ehszeit zunehmen.
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Tab. 6: Verhéltnisse der Konzentrationen des fuBBgezifischen Hb-Adduktes PyrVal
sowie der DEB-BIlutkonzentrationen von Mausen unttdRan Abhangigkeit von

der BD-Expositionskonzentration

BD- PyrVal- Verhéltnis der Verhaltnis der
Expositions- Konzentration PyrVal- DEB-
konzentration [pmol/g Hb] Konzentrationen | Blutkonzentrationen

[Ppm] PyrValaus | PYrVakate | PyrVamaudPyrVakate | DEBvaud DEBRatte
1 18.3
3 48.7 3.9 12.5
6 7.3
10 3.0
60 1.6
62.5 130.4 38.3 3.4
100 2.4

" Boysenet al, 2004
" Daten der Messungen im Rahmen der eigenen Athé&it (

Im Rahmen einer neueren Untersuchung mit weiblicheamd mannlichen Tieren
vertffentlichte dieselbe Arbeitsgruppe (Swenberg al, 2007) ein Verhaltnis
PyrValaudPyrVakate von ca. 30 fur Expositionen gegen 1.0 ppm BD (&bl

5 Tage/Woche, 20 Tage). Dieser Wert entspricht defaFachen des hier bei der gleichen
BD-Konzentration ermittelten Verhéltnisses DR/DEBrate (Tab. 6). Nach Exposition
gegen 1.0, 6.25 und 62.5ppm BD konnte bei keiner dtheiden Spezies ein
Geschlechtsunterschied in den PyrVal-Spiegeln gksfarwerden (Swenbegg al, 2007).

Aus Bestimmungen der PyrVal-Adduktspiegel im Bleggn BD exponierter Mause, Ratten
und Arbeiter schatzten Swenbeet) al. fir am Arbeitsplatz gegen 1 ppm BD exponierte
Arbeiter PyrVal-Adduktspiegel ab, die unter einemitt®l derer bei gleich exponierten
Ratten und unter einem Hundertstel derer bei Mal#ggn (Swenbergt al, 2007).
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4.3 Mechanismus des speziesspezifischen Metabolismusivo
1,3-Butadien

Der Vergleich der DEB-Blutkonzentrationen von Rati{@.2.1) und Mausen (3.2.2) nach
Exposition gegen gleiche BD-Konzentrationen im Ba#rewischen 1 und 100 ppm ergab fir
Mause stets hohere Werte. Die Verhaltnisse der &unationen DERaudDEBRrate lagen
zwischen 18 (bei 1 ppm BD) und 2 (bei 100 ppm BDYK. 6).
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Abb. 13: DEB-Konzentration im Blut von Ratten uddusen in Abhangigkeit von der BD-
Expositionskonzentration
Symbole:
& Ratten, Messungen mittels LC/MS/MS (altere Ergedm)is
A Mause, Messungen mittels GC/MS (Fils¢al, 2007)

Linien: --- Regressionsfunktionen

Bei Exposition gegen hohere BD-Konzentrationen (Bi& 1270 ppm) stiegen die
Konzentrationen an DEB im Blut von Mausen weiterimrkonkaver Kurve an (Filsest al,

2007) (Abb. 13). Im Blut der Ratten nahm die DEBrKentration nur bis zu ca. 100 ppm BD
linear zu (3.2.1); bei dieser BD-Konzentration minee sie einen Wert von ca.

0.1 umol/l Blut. Bei héheren Konzentrationen an @3 1190 ppm) zeigte sich keine weitere
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DEB-Zunahme (nicht verdffentlichte Daten unsererbéitsgruppe). Damit nahm das
Konzentrationsverhaltnis DERB./DEBRraite Im Bereich hdherer Expositionskonzentrationen
wieder zu und erreichte bei etwa 1200 ppm BD elvent von 30.

Die verglichen mit Ratten héhere DEB-Blutkonzentmatbei Mausen kann zunéchst mit
speziesspezifischen Enzymaktivitaten erklart werdiéin BD als Substrat war die hepatische
CYP-Aktivitat bei der Maus hoher als bei der Rattee an Lebermikrosomen gezeigt wurde
(Csanadyet al, 1992; Filseret al, 1992). Aul3erdem war die EH-vermittelte EB-Hydsay
zu B-diol in Mauslebermikrosomen langsamer als attéhlebermikrosomen (Csanaeltyal,
1992; Kreuzeet al, 1991), was darauf schlieen lasst, dass der Menggeichsweise mehr
EB zur Weiteroxidation zur Verfliigung steht.

Um die speziesspezifische Produktion von DEB urBertcksichtigung weiterer BD-
Metaboliten aufzuklaren, wurden umfangreiche-vitro- und in-vivo-Untersuchungen
vorgenommen. So wurden alle Epoxide sowie B-diolBlat gegen BD exponierter Ratten
und Mause bestimmt (Filset al, 2007). Aul3erdem wurden Experimente mit perfurierer
Lebern von Ratten und Mausen durchgefiihrt (Fikteal, 2010; Filseret al, 2001). Die
Ergebnisse zeigten ein sehr komplexes Bild der biditenentstehung. Filsest al, 2007
spekulierte, dass BD bei beiden Spezies die Oxidaton EB zu DEB sowie von B-diol zu
EBD mittels CYP kompetitiv inhibieren kann. Ein sloér Mechanismus konnte urséchlich
fur die Abflachung der Kurven in Abb. 13 sein. Dimterschiede zwischen beiden Spezies
hinsichtlich der BD-bedingten DEB-Belastung wurdamm Teil auf einen bei Ratten viel
effektiveren ,intrazellularenfirst-passkffekt’, der zu sofortiger Hydrolyse des situ
gebildeten EBs fluhre, zurickgefihrt, zum Teil aufeebei Mausen ausgepréagtenesitu-
Oxidation von EB zu DEB (Filsest al, 2010). Diese Vorgange werden dadurch vorstellbar,
dass die im Endoplasmatischen Retikulum vorliegendenzyme CYP und EH in
unmittelbarer Nahe zueinander lokalisiert sein l@mFilseret al, 2001; Friedberget al,
1994; Etteret al, 1991; Oesch und Daly, 1972).
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5 Ausblick

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenegebnisse sollen fir die Entwicklung
und Validierung eines toxikokinetischen Modells ZAbschatzung der durch Exposition
gegen BD bedingten Belastung bei Versuchstier urehddh verwendet werden. Hierfur
werden allerdings noch die EBD-Konzentrationen inlutBgegen BD in niedrigen
Konzentrationen exponierter Ratten und Méause bgnhotizur Uberprifung der
Modellberechnungen ist es winschenswert, die-vivo-Belastung durch die
Epoxidmetaboliten bei unter Arbeitsplatzbedingungeigen BD exponierten Menschen zu
kennen. Die in dieser Arbeit verwendete Methodikesat flir eine Ermittlung der DEB-
Blutkonzentration beim Menschen geeignet. Eine ¥eskrung des Detektionslimits mag
allerdings erforderlich sein, da hierbei mit dealtliniedrigeren Konzentrationen zu rechnen
ist als bei den Tieren.

Fur eine Abschatzung des durch Exposition gegenbBdingten Kanzerogenitatsrisikos ist
zusatzlich zur speziesspezifischen Belastung dutieh Epoxidmetaboliten auch deren
unterschiedliche mutagene Potenz zu berticksichtajerbei DEB am grof3ten ist.
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6 Zusammenfassung

1,3-Butadien (BD) ist eine wichtige Industriechesli&, die in erster Linie fir die Produktion
von Kunststoffen verwendet wird. In Langzeitinhedasstudien hat sich BD bei der Maus als
starkes, bei der Ratte hingegen als schwaches Kageze erwiesen. Auf Grund vorliegender
Daten beurteilt didnternational Agency for Research on Can¢&RC) der World Health
Organization (WHO) die Substanz als karzinogen fur den Mensc[@ruppe 1). Die
kanzerogene Wirkung von BD wird auf die metaboliggbildeten reaktiven Epoxide 1,2-
Epoxy-3-buten (EB), 1,2:3,4-Diepoxybutan (DEB) uid#-Epoxy-1,2-butandiol (EBD)
zurtckgefuhrt. Von diesen hat das bifunktionelleBDdie grof3te mutagene Potenz. Als Mal3
fur die systemische Belastung eignet sich die Blndentration der Epoxidmetaboliten.
Bisher wurden Daten zur Konzentration von DEB imtBjegen BD exponierter Tiere nur fur
BD-Konzentrationen gréRer als ca. 60 ppm verofiemtl Deshalb hatte die vorliegende
Arbeit zum Ziel, die Blutkonzentrationen von DEBI Batten und Mausen nach Exposition
gegen BD in niedrigen Konzentrationen bis hinab Izppm, wie sie am Arbeitsplatz

vorkommen, zu bestimmen.

Es wurden je drei mannliche CD-Ratten bzw. zwoélfnmiigche B6C3F1-Mause Uber 6 h
gegen konstante atmospharische BD-KonzentratiomenBereich von 1 bis 100 ppm
exponiert. Zur Uberwachung der BD-Konzentration aeurein Gaschromatograph mit
Flammenionisationsdetektor eingesetzt. Am Enderjéa@osition wurden die Tiere getotet
und ihnen Blut entnommen. Das in den Proben emetfaltDEB wurde mit Natrium-
Diethyldithiocarbamat derivatisiert und anschlie®emit Chloroform extrahiert. Zur
Ermittlung der DEB-Konzentrationen wurden die Prmobe mittels

Hochdruckflissigkeitschromatographie aufgetreniw, [detektion des Metaboliten erfolgte
mittels Tandem-Massenspektrometrie. Durch Verwegdudes Multiple-Reaction-

Monitoring-Modus wurde eine hohe Empfindlichkeit erzielt. Dastektionslimit lag bei

0.5 nmol/l und war somit deutlich niedriger alsh@sveroffentlichte Nachweisgrenzen.
Bei beiden Spezies nahm die Blutkonzentration anB Dfit gro3er werdenden BD-

Konzentrationen zu. Im Fall der Ratten zeigte sdaie lineare Abhangigkeit mit Werten

zwischen 0.6 und 170 nmol/l. Bei den Mausen stiegDEB-Konzentration supralinear von
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11 auf 400 nmol/l an. Nach Exposition gegen gleiBlileKonzentrationen lagen die Werte
der Mause stets Uber denen der Ratten. Diese Hsgebkorrelieren gut mit den Resultaten
aus Bestimmungen des fur DEB charakteristischen ddéwbin-Adduktes N,N-(2,3-

dihydroxy-1,4-butadiyl)valin, das bisher als Mal} flie systemische Belastung mit DEB

nach Exposition gegen BD in niedrigen Konzentraioherangezogen wurde.

Die fur Ratte und Maus charakteristischen Belastandurch DEB lassen sich durch die
speziesspezifischen Eigenschaften der BD und sBlatboliten umsetzenden Enzyme
erklaren. So ist bei der Maus die Aktivitat der E8 DEB metabolisierenden Cytochrom-
P450-abhangigen Monooxygenasen hoéher als bei dée;Reei der Ratte wiederum ist die
Epoxidhydrolase-vermittelte EB-Eliminierung scheells bei der Maus.

Die Ergebnisse sollen fiir die Entwicklung und Vedidng eines toxikokinetischen Modells
verwendet werden, mit Hilfe dessen eine Abschatzdeg durch Exposition gegen BD

bedingten Kanzerogenitatsrisikos flir den Mensclewgenommen werden soll.

63



Literaturverzeichnis

Literaturverzeichnis

ACGIH, American Conference of Governmental IndastHygienists
1,3-Butadiene: TLV Chemical Substances.
Cincinnati, Ohio, 2008

Adler, I.D., Cao, J., Filser, J.G., Gassner, Psdtar, W., Kliesch, U., Neuh&user-Klaus, A.,
Nusse, M.

Mutagenicity of 1,3-butadiene inhalation in somaitinzl germinal cells of mice.

Mutat Res 309 (1994) 307-314

Adler, I.D., Kliesch, U., Nylund, L., Peltonen, K.

In vitro and in vivo mutagenicity of the butadiemeetabolites butadiene diolepoxide,
butadiene monoepoxide and diepoxybutane.

Mutagenesis 12 (1997) 339-345

Albertini, R.J., Sram, R.J., Vacek, P.M., Lynch,Nicklas, J.A., van Sittert, N.J., Boogaard,
P.J., Henderson, R.F., Swenberg, J.A., Tates, AMard, J.B.J., Wright, M., Ammenheuser,
M.M., Binkova, B., Blackwell, W., de Zwart, F.A., rgko, D., Krone, J., Megens, H.,
Musilova, P., Rajska, G., Ranasinghe, A., Rosephldt, Rossner, P., Rubes, J., Sullivan, L.,
Upton, P., Zwinderman, A.H.

Biomarkers in Czech workers exposed to 1,3-butadianransitional epidemiologic study.
Res Rep Health Eff Inst 116 (2003) 1-141

Albertini, R.J., Sram, R.J., Vacek, P.M., Lynch, Rossner, P., Nicklas, J.A., McDonald,
J.D., Boysen, G., Georgieva, N., Swenberg, J.A.

Molecular epidemiological studies in 1,3-butadiemgosed Czech workers: female-male
comparisons.

Chem Biol Interact 166 (2007) 63-77

Ammenheuser, M.M., Bechtold, W.E., Abdel-Rahma#, SRosenblatt, J.I., Hastings-Smith,
D.A., Ward, J.B.J.

Assessment of 1,3-butadiene exposure in polymetyatan workers using HPRT mutations
in lymphocytes as a biomarker.

Environ Health Perspect 109 (2001) 1249-1255

Autio, K., Renzi, L., Catalan, J., Albrecht, O.Bqgrsa, M.

Induction of micronuclei in peripheral blood andnlbeomarrow erythrocytes of rats and mice
exposed to 1,3-butadiene by inhalation.

Mutat Res 309 (1994) 315-320

Bechtold, W.E., Strunk, M.R., Thornton-Manning, .J.Renderson, R.F.

Analysis of butadiene, butadiene monoxide, and diete dioxide in blood by gas
chromatography/gas chromatography/mass spectroscopy

Chem Res Toxicol 8 (1995) 182-187

64



Literaturverzeichnis

BMAS, Bundesministerium fur Arbeit und Soziales
Bundesarbeitsblatt 10/2006.
Berlin, 2006

Bolt, H.M., Filser, J.G., Stormer, F.

Inhalation pharmacokinetics based on gas uptaldiestuV. Comparative pharmacokinetics
of ethylene and 1,3-butadiene in rats.

Arch Toxicol 55 (1984) 213-218

Bolt, H.M., Schmiedel, G., Filser, J.G., Rolzhaus¢P., Lieser, K., Wistuba, D., Schurig, V.
Biological Activation of 1,3-Butadiene to Vinyl Ovane by Rat Liver Microsomes and
Expiration of the Reactive Metabolite by ExposedskRa

J Cancer Res Clin Oncol 106 (1983) 112-116

Bond, J.A., Dahl, A.R., Henderson, R.F., Dutches, Mauderly, J.L., Birnbaum, L.S.
Species differences in the disposition of inhalethliene.
Toxicol Appl Pharmacol 84 (1986) 617-627

Boogaard, P.J., Bond, J.A.

The role of hydrolysis in the detoxification of 132-diepoxybutane by human, rat, and
mouse liver and lung in vitro.

Toxicol Appl Pharmacol 141 (1996) 617-627

Boogaard, P.J., De Kloe, K.P., Booth, E.D., Wat3vr?.

DNA adducts in rats and mice following exposur¢4td 4C]-1,2-epoxy-3-butene and to [2,3-
14C]-1,3-butadiene.

Chem Biol Interact 148 (2004) 69-92

Boogaard, P.J., Van Sittert, N.J., Watson, W.P.Kbe, K.P.

A novel DNA adduct, originating from 1,2-epoxy-3tanediol, is the major DNA adduct
after exposure to [2,3-(14)C]-1,3-butadiene,[4-(14) ,2-epoxy-3-butane.

Chem Biol Interact 135-136 (2001) 687-693

Booth, E.D., Kilgour, J.D., Watson, W.P.

Dose responses for the formation of hemoglobin eddand urinary metabolites in rats and
mice exposed by inhalation to low concentration$,8f[2,3-(14)C]-butadiene.

Chem Biol Interact 147 (2004) 213-232

Boysen, G., Georgieva, N.I., Upton, P.B., Jayd€ajLi, Y., Walker, V.E., Swenberg, J.A.
Analysis of diepoxide-specific cyclic N-terminal ofgin adducts in mice and rats after
inhalation exposure to 1,3-butadiene.

Cancer Res 64 (2004) 8517-8520

Boysen, G., Georgieva, N.l., Upton, P.B., WalkeY Swenberg, J.A.
N-terminal globin adducts as biomarkers for formatdf butadiene derived epoxides.
Chem Biol Interact 166 (2007) 84-92

Cheng, X., Ruth, J.A.

A simplified methodology for quantitation of butade metabolites. Application to the study
of 1,3-butadiene metabolism by rat liver microsomes

Drug Metab Dispos 21 (1993) 121-124

65



Literaturverzeichnis

CMAI, Chemical Marketing Associates International
Product focus. Butadiene.
Chem Week February 8 (2006) 26

Cochrane, J.E., Skopek, T.R.

Mutagenicity of butadiene and its epoxide metabslitl. Mutagenic potential of 1,2-
epoxybutene, 1,2,3,4-diepoxybutane and 3,4-epaXyptanediol in cultured human
lymphoblasts.

Carcinogenesis 15 (1994) 713-717

Csanady, G.A., Guengerich, F.P., Bond, J.A.

Comparison of the biotransformation of 1,3-butadieand its metabolite, butadiene
monoepoxide, by hepatic and pulmonary tissues fiamans, rats and mice.
Carcinogenesis 13 (1992) 1143-1153

Csanady, G.A., Kreuzer, P.E., Baur, C., Filser, J.G

A physiological toxicokinetic model for 1,3-butadee in rodents and man: blood
concentrations of 1,3-butadiene, its metabolicdlymed epoxides, and of haemoglobin
adducts--relevance of glutathione depletion.

Toxicology 113 (1996) 300-305

Dahl, A.R., Benson, J.M., Hanson, R.L., Rothenbg&tg,

The fractionation of environmental samples accardovolatility by vacuum line-cryogenic
distillation.

Am Ind Hyg Assoc J 45 (1984) 193-198

Delzell, E., Sathiakumar, N., Graff, J., Macalusb, Maldonado, G., Matthews, R.
An updated study of mortality among North Americgnthetic rubber industry workers.
Res Rep Health Eff Inst 132 (2006) 1-63

Delzell, E., Sathiakumar, N., Hovinga, M., Macalusé., Julian, J., Larson, R., Cole, P.,
Muir, D.C.

A follow-up study of synthetic rubber workers.

Toxicology 113 (1996) 182-189

Divine, B.J., Hartman, C.M.
A cohort mortality study among workers at a 1,3adigne facility.
Chem Biol Interact 135-136 (2001) 535-553

Ehrenberg, L., Térngvist, M.
The research background for risk assessment olegithpxide: aspects of dose.
Mutat Res 330 (1995) 41-54

EPA, U.S. Environmental Protection Agency
Health Assessment of 1,3-Butadiene, EPA/600/P-987/00
National Center for Environmental Assessment, Wagbn, DC, 2002

Etter, H.U., Richter, C., Ohta, Y., Winterhalter}K, Sasabe, H., Kawato, S.
Rotation and interaction with epoxide hydrase @abchrome P-450 in proteoliposomes.
J Biol Chem 266 (1991) 18600-18605

66



Literaturverzeichnis

Filser, J.G.

The closed chamber technique--uptake, endogenoadugiion, excretion, steady-state
kinetics and rates of metabolism of gases and sapor

Arch Toxicol 66 (1992) 1-10

Filser, J.G., Altthaler, B., Welter, H.F., JohansGn
Metabolism of 1,3-butadiene in microsomes fromrévef mouse, rat and man.
N-S Arch Pharmacol 345 (1992) R31

Filser, J.G., Bhowmik, S., Faller, T.H., Hutzler,, essler, W., Midpanon, S., Putz, C.,
Schuster, A., Semder, B., Veereshwarayya, V., Gsar@.A.

Quantitative investigation on the metabolism of-ii@adiene and of its oxidized metabolites
in once-through perfused livers of mice and rats.

Toxicol Sci 114 (2010) 25-37

Filser, J.G., Bolt, H.M.

Inhalation pharmacokinetics based on gas uptakeiestuVl. Comparative evaluation of
ethylene oxide and butadiene monoxide as exhakattive metabolites of ethylene and 1,3-
butadiene in rats.

Arch Toxicol 55 (1984) 219-223

Filser, J.G., Faller, T.H., Bhowmik, S., Schuster,Kessler, W., Plitz, C., Csanady, G.A.
First-pass metabolism of 1,3-butadiene in oncetthingoerfused livers of rats and mice.
Chem Biol Interact 135-136 (2001) 249-265

Filser, J.G., Hutzler, C., Meischner, V., Veerestayga, V., Csanady, G.A.

Metabolism of 1,3-butadiene to toxicologically ned@t metabolites in single-exposed mice
and rats.

Chem Biol Interact 166 (2007) 93-103

Friedberg, T., L6llmann, B., Becker, R., Holler, Resch, F.

The microsomal epoxide hydrolase has a single mamebsignal anchor sequence which is
dispensable for the catalytic activity of this @iot

Biochem J 303 (1994) 967-972

Goggin, M., Anderson, C., Park, S., Swenberg, AlK&f, V., Tretyakova, N.

Quantitative high-performance liquid chromatograjelgctrospray ionization-tandem mass
spectrometry analysis of the adenine-guanine dmoks-of 1,2,3,4-diepoxybutane in tissues
of butadiene-exposed B6C3F1 mice.

Chem Res Toxicol 21 (2008) 1163-1170

Graff, J.J., Sathiakumar, N., Macaluso, M., MaldtmaG., Matthews, R., Delzell, E.
Chemical exposures in the synthetic rubber industng lymphohematopoietic cancer
mortality.

J Occup Environ Med 47 (2005) 916-932

Greim, H., Deml, E.

Toxikologie.
Wiley-VCH, Weinheim, 1996

67



Literaturverzeichnis

Grosse, Y., Baan, R., Straif, K., Secretan, B.,(Hissassi, F., Bouvard, V., Altieri, A.,
Cogliano, V.

Carcinogenicity of 1,3-butadiene, ethylene oxidmyl chloride, vinyl fluoride, and vinyl
bromide.

Lancet Oncol 8 (2007) 679-680

Henderson, R.F., Barr, E.B., Belinsky, S.A., BensbNl., Hahn, F.F., Menache, M.G.
1,3-butadiene: cancer, mutations, and adducts. RarCarcinogenicity of 1,2,3,4-
diepoxybutane.

Res Rep Health Eff Inst 92 (2000) 11-43

Himmelstein, M.W., Turner, M.J., Asgharian, B., Bod.A.

Comparison of blood concentrations of 1,3-butadieme butadiene epoxides in mice and rats
exposed to 1,3-butadiene by inhalation.

Carcinogenesis 15 (1994) 1479-1486

Hodgson, E., Mailman, R.B., Chambers, J.E., DoW, RHrsg.)
Dictionary of Toxicology.
Macmillan Reference Ltd, London, 1998, 2. Auflage

Huff, J.E., Melnick, R.L., Solleveld, H.A., HasemahK., Powers, M., Miller, R.A.

Multiple organ carcinogenicity of 1,3-butadieneBBC3F1 mice after 60 weeks of inhalation
exposure.

Science 227 (1985) 548-549

IARC, WHO, International Agency for Research on €&an

Suppl. 2. Long term and short term screening Astaysarcinogens: a critical appraisal.
IARC Monographs on the Evaluation of the Carcinag@&isk of Chemicals to Humans.
IARC Press, Lyon, 1980

IARC, WHO, International Agency for Research on &an

1,3-Butadiene.

In: Occupational Exposures to Mists and Vapoursnfistrong Inorganic Acids; and other
Industrial Chemicals. IARC Monographs on the Evabtm of Carcinogenic Risks to
Humans.

IARC Press, Lyon, 1992, Band 54, 237-285

IARC, WHO, International Agency for Research on €&an

1,3-Butadiene.

In: Re-Evaluation of Some Organic Chemicals, Hynr@azand Hydrogen Peroxide. IARC
Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Riskdumans.

IARC Press, Lyon, 1999, Band 71, 109-225

IARC, WHO, International Agency for Research on &an(2006)

Preamble to the IARC Monographs on the Evaluatio@arcinogenic Risks to Humans.
(http://monographs.iarc.frfENG/Preamble/CurrentRvigle. pdf)

Stand: 02.08.2008

68



Literaturverzeichnis

IARC, WHO, International Agency for Research on &an

1,3-Butadiene.

In: 1,3-Butadiene, Ethylene Oxide and Vinyl Halidgsnyl Fluoride, Vinyl Chloride and
Vinyl Bromide). IARC Monographs on the Evaluation@arcinogenic Risks to Humans.
WHO Press, Genf, 2008, Band 97, 45-184

Johanson, G., Filser, J.G.

A physiologically based pharmacokinetic model fotdaliene and its metabolite butadiene
monoxide in rat and mouse and its significanceifk extrapolation.

Arch Toxicol 67 (1993) 151-163

Koc, H., Tretyakova, N.Y., Walker, V.E., Henders&F., Swenberg, J.A.

Molecular dosimetry of N-7 guanine adduct formationmice and rats exposed to 1,3-
butadiene.

Chem Res Toxicol 12 (1999) 566-574

Kohn, M.C., Melnick, R.L.
Physiological modeling of butadiene dispositiommite and rats.
Chem Biol Interact 135-136 (2001) 285-301

Koivisto, P., Peltonen, K.
N7-guanine adducts of the epoxy metabolites ofolitadiene in mice lung.
Chem Biol Interact 135-136 (2001) 363-372

Krause, R.J., Sharer, J.E., Elfarra, A.A.

Epoxide hydrolase-dependent metabolism of butadmoeeoxide to 3-butene-1,2-diol in
mouse, rat, and human liver.

Drug Metab Dispos 25 (1997) 1013-1015

Kreiling, R., Laib, R.J., Filser, J.G., Bolt, H.M.

Species differences in butadiene metabolism betw@ien and rats evaluated by inhalation
pharmacokinetics.

Arch Toxicol 58 (1986) 235-238

Kreiling, R., Laib, R.J., Filser, J.G., Bolt, H.M.

Inhalation pharmacokinetics of 1,2-epoxybutenev@at species differences between rats and
mice sensitive to butadiene-induced carcinogenesis.

Arch Toxicol 61 (1987) 7-11

Kreuzer, P.E., Kessler, W., Welter, H.F., Baur,Klser, J.G.

Enzyme specific kinetics of 1,2-epoxybutene-3 ircn@somes and cytosol from livers of
mouse, rat, and man.

Arch Toxicol 65 (1991) 59-67

Lee, M.S., Faller, T.H., Kreuzer, P.E., Kessler, Wsanady, G.A., Putz, C., Rios-Blanco,
M.N., Pottenger, L.H., Segerback, D., Osterman-&gl§., Swenberg, J.A., Filser, J.G.
Propylene oxide in blood and soluble nonproteiolthin nhasal mucosa and other tissues of
male Fischer 344/N rats exposed to propylene oxidpors--relevance of glutathione
depletion for propylene oxide-induced rat nasaldtsn

Toxicol Sci 83 (2005) 177-189

69



Literaturverzeichnis

MAK, DFG, Senatskommission zur Prifung gesundhehigglicher Arbeitsstoffe
Gesundheitsschadliche Arbeitsstoffe - Toxikologiacheitsmedizinische Begriindungen von
MAK-Werten.

Wiley-VCH, Weinheim, 1998, 26. Lieferung

Malvoisin, E., Lhoest, G., Poncelet, F., Roberfrdd, Mercier, M.

Identification and Quantitation of 1,2-epoxybutéheas the Primary Metabolite of 1,3-
butadiene.

J Chromatogr 178 (1979) 419-425

Malvoisin, E., Roberfroid, M.
Hepatic microsomal metabolism of 1,3-butadiene.
Xenobiotica 12 (1982) 137-144

Melnick, R.L., Huff, J.E., Chou, B.J., Miller, R.A.
Carcinogenicity of 1,3-butadiene in C57BL/6 x C3HfRice at low exposure concentrations.
Cancer Res 50 (1990) 6592-6599

Meng, Q., Henderson, R.F., Chen, T., Heflich, R\Walker, D.M., Bauer, M.J., Reilly, A.A.,
Walker, V.E.

Mutagenicity of 1,3-butadiene at the Hprt locus Tefymphocytes following inhalation
exposures of female mice and rats.

Mutat Res 429 (1999) 107-125

Meng, Q., Walker, D.M., McDonald, J.D., Henders&F., Carter, M.M., Cook, D.L.J.,
McCash, C.L., Torres, S.M., Bauer, M.J., SeilkopK.S Upton, P.B., Georgieva, N.I.,
Boysen, G., Swenberg, J.A., Walker, V.E.

Age-, gender-, and species-dependent mutagenitifly cells of mice and rats exposed by
inhalation to 1,3-butadiene.

Chem Biol Interact 166 (2007) 121-131

Morrow, N.L.
The Industrial Production and Use of 1,3-Butadiene.
Environ Health Perspect 86 (1990) 7-8

Munger, D., Sternson, L.A., Repta, A.J., Higuchi, T

High-performance liquid chromatographic analysis diinhydrogalactitol in plasma by
derivatization with sodium diethyldithiocarbamate.

J Chromatogr 143 (1977) 375-382

Murg, M.N., Schuler, M., Eastmond, D.A.

Evaluation of micronuclei and chromosomal breakagethe 1cen-ql2 region by the
butadiene metabolites epoxybutene and diepoxybumacidtured human lymphocytes.
Mutagenesis 14 (1999) 541-546

Nauhaus, S.K., Fennell, T.R., Asgharian, B., Bah4,, Sumner, S.C.

Characterization of urinary metabolites from Spe@awley rats and B6C3F1 mice exposed
to [1,2,3,4-13C]butadiene.

Chem Res Toxicol 9 (1996) 764-773

70



Literaturverzeichnis

NTP, National Toxicology Program

Toxicology and Carcinogenesis Studies of 1,3-Betaeli(CAS No. 106-99-0) in B6C3F1
Mice (Inhalation Studies).

Natl Toxicol Program Tech Rep Ser 288 (1984) 1-111

NTP, National Toxicology Program

Toxicology and Carcinogenesis Studies of 1,3-Betaeli(CAS No. 106-99-0) in B6C3F1
Mice (Inhalation Studies).

Natl Toxicol Program Tech Rep Ser 434 (1993) 1-389

Oesch, F., Daly, J.

Conversion of naphthalene to trans-naphthaleneddiiayol: evidence for the presence of a
coupled aryl monooxygenase-epoxide hydrase systdrapatic microsomes.

Biochem Biophys Res Commun 46 (1972) 1713-1720

Olds, R.J., Olds, J.R.
Farbatlas der Anatomie der Ratte: Sektionsanleitung
Schober Verlags-GmbH, Hengersberg, 1984

Osterman-Golkar, S.M., Moss, O., James, A., Bryleing., Turner, M., Bond, J.A.
Epoxybutene-hemoglobin adducts in rats and micesedoesponse for formation and
persistence during and following long-term low-leegposure to butadiene.

Toxicol Appl Pharmacol 150 (1998) 166-173

Owen, P.E., Glaister, J.R.
Inhalation toxicity and carcinogenicity of 1,3-bdi@ne in Sprague-Dawley rats.
Environ Health Perspect 86 (1990) 19-25

Owen, P.E., Glaister, J.R., Gaunt, |.F., Pullind®H.

Inhalation toxicity studies with 1,3-butadiene.T3vo year toxicity/carcinogenicity study in
rats.

Am Ind Hyg Assoc J 48 (1987) 407-413

Plummer, J.L., Smith, B.R., Sies, H., Bend, J.R.
Chemical depletion of glutathione in vivo.
Methods Enzymol 77 (1981) 50-59

Popesko, P., Rajtova, V., Horak, J.
A colour atlas of the anatomy of small laboratomjnzals.
Wolfe Publishing Ltd, London, 1992, Band 2

Sabourin, P.J., Burka, L.T., Bechtold, W.E., DaAlR., Hoover, M.D., Chang, l.Y.,
Henderson, R.F.

Species differences in urinary butadiene metalspli@entification of 1,2-dihydroxy-4-(N-
acetylcysteinyl)butane, a novel metabolite of bigael.

Carcinogenesis 13 (1992) 1633-1638

Sachs, L.

Angewandte Statistik - Anwendung statistischer Md#n.
Springer Verlag, Berlin, 1997, 8. Auflage

71



Literaturverzeichnis

Sathiakumar, N., Graff, J., Macaluso, M., Maldonadq Matthews, R., Delzell, E.
An updated study of mortality among North Amerisynthetic rubber industry workers.
Occup Environ Med 62 (2005) 822-829

Schmidt, U., Loeser, E.
Species differences in the formation of butadiemaoxide from 1,3-butadiene.
Arch Toxicol 57 (1985) 222-225

Seaton, M.J., Follansbee, M.H., Bond, J.A.

Oxidation of 1,2-epoxy-3-butene to 1,2:3,4-diepaxgme by cDNA-expressed human
cytochromes P450 2E1 and 3A4 and human, mouseaatidar microsomes.

Carcinogenesis 16 (1995) 2287-2293

Sharer, J.E., Duescher, R.J., Elfarra, A.A.

Species and tissue differences in the microsomatdlaten of 1,3-butadiene and the
glutathione conjugation of butadiene monoxide icerand rats.

Drug Metab Dispos 20 (1992) 658-664

Sram, R.J., Rossner, P., Peltonen, K., PodrazildvaMrackova, G., Demopoulos, N.A.,
Stephanou, G., Vlachodimitropoulos, D., Darroudj,TRtes, A.D.

Chromosomal aberrations, sister-chromatid exchanggts with high frequency of SCE,
micronuclei and comet assay parameters in 1, 3dimra-exposed workers.

Mutat Res 419 (1998) 145-154

Sweeney, L.M., Schlosser, P.M., Medinsky, M.A., Bpd.A.

Physiologically based pharmacokinetic modeling (#-dutadiene, 1,2-epoxy-3-butene, and
1,2:3,4-diepoxybutane toxicokinetics in mice and.ra

Carcinogenesis 18 (1997) 611-625

Swenberg, J.A., Boysen, G., Georgieva, N., BirdsMLewis, R.J.

Future directions in butadiene risk assessment #ued role of cross-species internal
dosimetry.

Chem Biol Interact 166 (2007) 78-83

Swenberg, J.A., Koc, H., Upton, P.B., Georguieva, Ranasinghe, A., Walker, V.E.,
Henderson, R.

Using DNA and hemoglobin adducts to improve thk assessment of butadiene.

Chem Biol Interact 135-136 (2001) 387-403

Szokan, G., Elekes, 1., Taborhegyi, E., CsanadiBéncze, J.

RP-HPLC assay for 1,2-5,6-dianhydro-3,4-disuccislactitol and its metabolites in blood
plasma and liver.

Chromatographia 24 (1987) 839-841

Thornton-Manning, J.R., Dahl, A.R., Allen, M.L., &sold, W.E., Griffith Jr., W.C.,
Henderson, R.F.

Disposition of butadiene epoxides in Sprague-Dawdy following exposures to 8000 ppm
1,3-butadiene: comparisons with tissue epoxide eatnations following low-level exposures.
Toxicol Sci 41 (1998) 167-173

72



Literaturverzeichnis

Thornton-Manning, J.R., Dahl, A.R., Bechtold, W.&rjffith Jr., W.C., Henderson, R.F.
Disposition of butadiene monoepoxide and butadataepoxide in various tissues of rats and
mice following a low-level inhalation exposure t@-butadiene.

Carcinogenesis 16 (1995a) 1723-1731

Thornton-Manning, J.R., Dahl, A.R., Bechtold, W.&rjffith Jr., W.C., Henderson, R.F.
Comparison of the disposition of butadiene epoxitdeSprague-Dawley rats and B6C3F1
mice following a single and repeated exposures3elitadiene via inhalation.

Toxicology 123 (1997) 125-134

Thornton-Manning, J.R., Dahl, A.R., Bechtold, W.Erijffith Jr., W.C., Pei, L., Henderson,
R.F.

Gender differences in the metabolism of 1,3-butagli;m Sprague-Dawley rats following a
low level inhalation exposure.

Carcinogenesis 16 (1995b) 2875-2878

Tretyakova, N.Y., Chiang, S.Y., Walker, V.E., Swerty J.A.

Quantitative analysis of 1,3-butadiene-induced Dadlucts in vivo and in vitro using liquid
chromatography electrospray ionization tandem rapsstrometry.

J Mass Spectrom 33 (1998) 363-376

Valentine, J.L., Boogaard, P.J., Sweeney, L.M.néuyrM.J., Bond, J.A., Medinsky, M.A.
Disposition of butadiene epoxides in Sprague-Dawéey.
Chem Biol Interact 104 (1997) 103-115

Van Duuren, B.L., Langseth, L., Orris, L., Teel®@r, Nelson, N., Kuschner, M.
Carcinogenicity of epoxides, lactones, and perogynmounds. IV. Tumor response in
epithelial and connective tissue in mice and rats.

J Natl Cancer Inst 37 (1966) 825-838

Van Duuren, B.L., Nelson, N., Orris, L., PalmedDE Schmitt, F.L.
Carcinogenicity of epoxides, lactones, and peraxmmounds.
J Natl Cancer Inst 31 (1963) 41-55

Van Duuren, B.L., Orris, L., Nelson, N.
Carcinogenicity of epoxides, lactones, and perammounds. II.
J Natl Cancer Inst 35 (1965) 707-717

Ward, E.M., Fajen, J.M., Ruder, A.M., Rinsky, R.Malperin, W.E., Fessler-Flesch, C.A.
Mortality study of workers in 1,3-butadiene prodant units identified from a chemical
workers cohort.

Environ Health Perspect 103 (1995) 598-603

Ward, E.M., Fajen, J.M., Ruder, A.M., Rinsky, R.Aalperin, W.E., Fessler-Flesch, C.A.
Mortality study of workers employed in 1,3-butadégoroduction units identified from a large
chemical workers cohort.

Toxicology 113 (1996) 157-168

73



Literaturverzeichnis

Ward, J.B.J., Abdel-Rahman, S.Z., Henderson, RStack, T.H., Morandi, M., Rosenblatt,
J.l., Ammenheuser, M.M.

Assessment of butadiene exposure in synthetic rublb@ufacturing workers in Texas using
frequencies of hprt mutant lymphocytes as a bioerark

Chem Biol Interact 135-136 (2001) 465-483

Weast, R.C. (Hrsg.)
CRC Handbook of Chemistry and Physics.
The Chemical Rubber Co., Cleveland, Ohio, 1970 Axfflage

74



Danksagung

Danksagung

Ich danke Herrn Prof. Dr. J. G. Filser sehr helelifiir die Aufgabenstellung, die
wissenschatftliche Anleitung, die engagierte Untgrsing bei der Auswertung und
Diskussion der Ergebnisse sowie die kritische Kdtnebei der Erstellung des Manuskriptes.

Explizit mochte ich ihm flr die vielen anregendemanspornenden Gesprache danken.

Ganz besonders bedanke ich mich bei Herrn Prof@r.A. Csanady, der mich tber die
gesamte Zeit und in allen Belangen meiner Promotionsehr groiem Einsatz und auf
hervorragende Weise wissenschaftlich betreut ugteltet hat. Ich méchte ihm ausdricklich

fur die Begeisterung, die er mir an der exakteruNessenschaft vermittelt hat, Dank sagen.

Mein besonderer Dank gilt auch Herrn Prof. Dr. Hei@®. Als mein Mentor im Programm
Erfahrene Wege in die Forschung hat er mich stetsaf diesem Motto auf meinem Weg
begleitet. Inm verdanke ich den initialen Kontalt Arbeitsgruppe Toxikokinetikind damit
letztlich meine Doktorandenstelle.

Bei Frau B. Semder, Herrn Ch. Piutz und Frau M. é&faibedanke ich mich fur die

ausgezeichnete technische Unterstitzung.

Ihnen und allen Mitgliedern der Arbeitsgruppe Taklketik mochte ich aber ebenso Dank
sagen fur die angenehme und freundschaftliche Ativioe sowie die vielen

wissenschatftlichen und nichtwissenschaftlichen Gesye.

Von ganzem Herzen danke ich meiner Familie, die mainen bisherigen Werdegang
ermoglicht und mir immer mit Rat und Tat zur Sejestanden hat, sowie meiner Verlobten
Anna, die den Weg zu meiner Promotion durch allééfbund Tiefen liebevoll, motivierend

und stets Zuversicht schenkend mit mir gegangenhstsowie meinem Vater und meiner

Schwester danke ich zudem fiur die Durchsicht desudlaiptes.

Dem Olefins Panel of théAmerican Chemistry Councdilt mein Dank fir die finanzielle

Forderung der Studie.

75



Lebenslauf

Lebenslauf

Martin Bernhard Riester
geboren am 12.10.1982 in Lindenberg i. Allgau

Schulbildung

1989 — 1993 Grundschule Lindenberg

1993 — 2002 Gymnasium Lindenberg, Abitur (Note 1.0)
Zivildienst

2002 — 2003 Rettungsdienst des Bayerischen Rotenz€s, Lindenberg
Studium der Humanmedizin

2003 — 2010 Ludwig-Maximilians-Universitat und Tegthe Universitat Minchen
Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung (Note)1.5
Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung (Not&)L.

2010 Approbation als Arzt
Studium der Philosophie

2005 — 2006 Hochschule fur Philosophie, Philosagtad-akultat SJ, Minchen

Promotion
2007 — 2012 Institut fur Toxikologie und Umwelthgge
(Doktorvater Prof. Dr. J. G. Filser)

Technische Universitat Minchen, Helmholtz Zentidiimchen

Stipendien
2003 — 2010 Stipendium der Bayerischen Begabteeftnd
2009 — 2010 Austauschprogramm im Rahmen des Rehg&tislahres
Weill Cornell Medical College, Cornell Universjtdew York, NY, USA

Berufliche Tatigkeit
2011 — heute Assistenzarzt
Abteilung Kinderkardiologie und Padiatrische htermedizin
(Leiter Prof. Dr. Dr. h.c. H. Netz)
Klinikum der Ludwig-Maximilians-Universitat Mine&m, Campus Grol3hadern

76



