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Allgemeiner Teill

1. Einleitung

Sedimente als Bestandteile der aquatischen Umwadlles eine Senke fir
Umweltchemikalien dar, in denen der erste Anreighgsschritt gegeniber dem frei
beweglichen Wasser erfolgt. Sedimente stehen mitadeatischen Fauna und Flora in
engerem Kontakt. Von besonderem Okotoxikologischeteresse sind Sedimente aus
Gewassern, die im Einzugsbereich von Industrie-.[Ballungsgebieten stammen, da diese
aufgrund der Belastung mit Umweltchemikalien einauellz fir unterschiedlichste
Xenobiotika darstellen. Es wurde daher je ein bdem grof3es Ballungsgebiet (Taihu
(grof3er See) nahe Shanghai) sowie ein stark minigloben Rickstanden belastetes Gebiet
(Mulde bei Bitterfeld) in die Untersuchungen einbgen.

Die Sedimente aus dem chinesischen Taihu-See geteassante Informationen lber den
Verschmutzungsgrad des Sees, der der Bevolkerun@Grundversorgung mit Trinkwasser
dient. Diese Region steht seit Anfang der 80er ealmmter einer stark wachsenden
Industrialisierung, wobei sich die Auswirkungen aig Wasserqualitat in den 90er Jahren
extrem bemerkbar gemacht haben. Eine Folge degesigen Verschmutzung des Gewassers
ist sind Engpéasse in der Wasserversorgung der Benilg, da die Aufbereitungsanlagen
mittlerweile nicht mehr in der Lage sind, das Wasse entsprechender Qualitat zur
Verfugung zu stelleff! Zudem stellt die Desinfizierung durch Chlorieruhes Trinkwassers
ein weiteres, ernst zu nehmendes Problem dar,cthairsiermediar u.a. mutagen wirksame
"Nebenprodukte" bilden kénn&h

Doch auch in den modernen Industrienationen enfplgdschon gesetzliche Regelungen
bestehen, stetig Eintrdge in die Umweltmedien, die zunehmendem Male mit
Kontaminanten belastet sind, deren toxische Wirkangich erst nach langeren Zeitrdumen
zeigen. Als Beispiel eines europaischen Industarekirtes werden die Ergebnisse der
Untersuchungen der Region Bitterfeld-Wolfen sowae dwickauer Mulde vorgestellt.

Die Sedimentproben aus dem Muldegebiet im Rauneitd reprasentieren ein Gebiet, das
eines der grofRten Industriezentren der ehemalige2R @ar, und in dem sowohl technische
Vorrichtungen als auch gesetzliche Regelungen zamHaltung des Wassers kaum
vorhanden wareli! Erst durch eine starke Modernisierung der Indeatiagen in den Jahren
nach der Wiedervereinigung, konnte eine Verbessemer Gesamtsituation festgestellt
werden. In der Region Bitterfeld war vor allem clgrhe Industrie angesiedelt. Diese
Fabriken hatten die Mulde Uber langere Zeitraume Abiwassern belastét. Durch das
starke Hochwasser im Jahr 2002 kam es dann zu Auirbelung des Sediments, das
dadurch auf das umliegende Gelande verteilt wiitde.

1.1. Biologie und Chemie von Sedimenten

Sedimente sind ein wichtiger Teilbereich des aguh@n Lebensraums, wobei es zwischen
den Lebensrdumen in Meeren, Flissen und Seen fevedizieren gilt. Hier spielt vor allem
die GroRe des Okosystems eine entscheidende Rillelie die Aufnahmekapazitat von
Schadstoffen und die Austauschprozesse/-geschwigitigz.B. Absinken von Plankton,
Umverteilung von Wassermassen, Verdiunnungseffékédgvanz hat. Sedimente, die durch
direkte Ablagerung, Sedimentation von Partikeln rodech durch chemische Fallung
entstehen, konnen Xenobiotfkgartikular aus der Wasserphase adsorbieren undt dam
einer Konzentrierung dieser Verbindungen fuhrenneEiweitere Konzentration der
Xenobiotika erfolgt nach Aufnahme der Partikel duf@rganismen, die im Sediment leben.
Dies fuhrt schlie3lich zu einer Anreicherung vonn®bkiotika innerhalb der Nahrungskette,
weswegen die Untersuchung von Sedimenten als $teatial eine zentrale Rolle spielt.

& Lat. Xeno = Fremd , bio (griech.) =leben(s).. desfremde Stoffe
13
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Eine Klassifizierung des Sediments erfolgt nach lggschen Gesichtspunkten anhand
unterschiedlicher Korngréf3en (von <4 pum bis 2 mim)rch die geringe Beweglichkeit des
Wassers im Sediment, bedingt durch variierende ikentn Ton und Silt (Schlick- bzw.

Sandboden), kommt es zu einem weitaus starkeremistieen Vertikalgradienten als im
freien Wasser. Chemisch setzt sich das Sediment esusr oxidierenden und einer
reduzierenden Schicht zusammen, was aus dem umtgibchen Gehalt an Oxiden (Nitrate,
Sulfate und Carbonate) und dem Sauerstoffgehaleirjeweiligen Schicht resultiert. Dieser
wird zum einen reguliert durch das Porenwasser,sitds im Austausch mit der dartber
liegenden Wassersaule befindet, zum anderen durebhanische Durchmischung der
Schichten durch darin lebende Organismen, sowiePalstosyntheseprodukt benthischer
Mikroalgen!®

1.2. Sedimentbewertung und toxizitatsgeleitete Analytik

Gegenstand der 6kotoxikologischen Forschung isiMikungsanalyse von (Schad-)Stoffen
auf die Strukturen und Funktionen von hinsichtliRhum und Zeit variablen, vielfaltigen
Okosystemeh! Die AusmafRe von stofflichen Veranderungen im Oktmy lassen sich
durch Messung eines ,biologischen* Parameters wi Artenvielfalt in Abh&ngigkeit
vorgewahlter Bedingungen erfass$8miese Ergebnisse kénnen dann der Prognose fiir das
Umweltgefahrdungspotential eines Xenobiotikums éienAufgrund der Komplexitat der
Umwelt, bedingt durch zahlreiche Faktoren (wie zpBysikalische oder chemische, aber
auch okologische Interdependenzen, sowie Kombingsgibekte von Stoffgemischen) und
deren Auswirkungen auf die Lebewesen, lasst sieks stur ein bestimmter Ausschnitt
erfassen und modellieren.

Ziel toxikologisch-chemischer Untersuchungen vodi®enten sind Informationen tber die
durch die Nahrungskette aufgenommen Xenobiotikadiaddaraus resultierenden Gefahren
fur das Benthos. Sedimente als Bestandteil aqh@iisokosysteme enthalten Informationen
Uber die Belastungssituation des Flusses in Form sachwer abbaubaren (persistenten)
Schadstoffen, die in tieferen Sedimentschichtempegebkert sind und tber lange Perioden in
diesen lagern.

Zu den persistenten SchadstoffeRersistent Organic Pollutants — POP), gehdren
Verbindungen, die verschiedene SubstanzklasseAsemieren. Persistenz der Xenobiotika
bedeutet, dass sie langere Zeitraume unveranddsmmeltmedium Uberdauern kénnen. Sie
gelangen z.B. als im Fettgewebe gespeicherte Swdestan die Nahrungskette und kdnnen
dort akkumulieren. Als toxikologisch wirksame Su#rsten zeigen diese z.T. hormonaktive
Eigenschaften und konnen so den Stoffwechsel Hesgwil.® ' °! Im Fall von
Uberschwemmungen und den daraus resultierendenréml8tromungsgeschwindigkeiten
konnen die tiefer liegenden Sedimentschichten avifgelt werden, wodurch die darin
befindlichen (Schad-)Stoffe an die Oberfliche ggéem Sie stehen somit den frei
beweglichen Wassermassen und der Fauna (Makrol®ntzar Verfigung. Die
Untersuchung der im Sediment gespeicherten Kontamen ist deshalb von besonderem
Interesse, da diese auf dem Weg Uber den naheradfeeegion gelegenen Boden oder
aguatische Lebewesen, die dem Menschen direktiadeekt als Nahrung dienen, in die
Nahrungskette gelangen kdnnen.

Tiefere Schichten stehen lber das darin enthaRemenwasser im engen Austausch mit der
im Sediment lebenden Fauna z.B. Krebstiere@rugtacea Makrobenthos) bzw.
RuderfuRkrebserCopepodaMeiobenthos).

Da diese am Anfang der Nahrungskette stehen, kaenSzdimentbelastung alteren Datums
in Abhangigkeit von der Ldslichkeit des jeweilig&ahadstoffes, ausgedriickt als,KVert
(Gleichung 1-1), vom darin lebenden Organismusendgimen werden.
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Die (Schadstoff-)Belastung des Sedimentes fuhabszu einer Stoérung des empfindlichen
Lebensraumes. Die Gleichung 1-1 drickt das Konagatrs- verhaltnis einer Substanz in
der wassrigen Phase und der Oktanolphase aus, Bees@n miteinander im Gleichgewicht
stehen.

C

x,0ctanol

C

Gleichung 1-1:Verteilungskoeffizient Oktanol/Wasser;

Kow =

x,Wasser

Cx, octano= Konzentration der Verbindung in n-Octanol

Cx wasse— Konzentration der Verbindung in Wasser

Diese Erkenntnisse fuhrten dazu, dass eine Bewgrtlgr Belastungssituation eines
Sediments allein mit Hilfe chemischer Untersuchumgthoden nur unvollstandig ist.
Insbesondere findet so die Bioverfugbarkeit sowe Wirkungen der Schadstoffe auf den
Organismus keine Bertcksichtigung. Diese Gesicnisigufinden gegenwartig in Form von
toxikologisch geleiteter Analytik zunehmend BeacigtuDiese Tendenz spiegelt sich in den
Ergebnissen unterschiedlicher Arbeitsgruppen wieder unterschiedliche toxikologische
Parameter schwerpunktméaRig untersuchen. So for@atmano et. df: & dass zu einer
umfassenden Sedimentcharakterisierung folgendeck@epunkte zu bericksichtigen sind:

= Historische Informationen zur Belastungssituaties 8ediments,

= Physikalisch-chemische Parameter zur Sedimentctesisikrung,

= Analyse der benthischen Biozonosestruktur,

=  Gesamtsedimenttoxizitat durch Kombination unteesticher Biotestverfahren,

= Weitergehende Experimente zur Erfassung der Sedioxezitat

Ahlf et al. [**) nennt die moglichen Kriterien, um eine Sedimerititét hinsichtlich
Okologischer Auswirkungen zu erfassen. Insbesonserrdéier das von ihm vorgeschlagene
Stufenverfahren genannt, das neben der physikatisemischen Charakterisierung des
Sediments eine Kombination unterschiedlicher Bistesif das Gesamtsediment, das Eluat
und das Porenwasser vorsieht.

DarlUber hinaus lasst sich die 6kotoxikologische kg der Sedimentinhaltsstoffe durch
Freilandexperimente erfassen, die die AuswirkungenKontaminanten auf das benthische
Leben bericksichtigt. Die Erfassung der Biozoneaksir im Sediment lasst Rickschlisse
auf die Belastungssituation Zd.

Prinzipieller Vorteil der Biotestkombination ist edi Erfassung unterschiedlicher
Expositionspfade sowie die unterschiedliche Empithéteit der Testorganismen gegenuber
den Umweltchemikalien. Darauf basierend ergaber dendenziell zwei prinzipielle
Arbeitsweisen, wie im Folgenden erlautert wird.

Einerseits geht man vom ,Ganztier'-Experiment aus, dem die Organismen als
Bioindikatoren die Gute der Lebensbedingungen memé.ebensraum anzeigen. Dazu wird
die Konzentration eines oder mehrerer Parametegesannter Biomarker, bestimmt und in
Zusammenhang mit der Belastung des (aquatischemenseaumes interpretiert. Im
Mittelpunkt des Interesses steht dabei stets diswitiyung einer Substanz auf den
Testorganismus. Typischer Parameter der PAK-Balgstines Gewassers ist die Cytochrom
P450 1A1 (CYP-450 1Al)-Konzentratibtf'**'**) Dem gleichen Zweck dienen auch
Experimente mit Kleinlebewesen, wie dies z.B. im biadischtest®® ! bzw. im
Leuchtbakteriente$! umgesetzt ist. Der Leuchtbakterientest ist alsifizerter DIN-Test
zur Bewertung der Wasserqualitdt standardisiert utient der Bewertung des
Belastungsgradé¥’
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Andererseits wird gegenwartig auch der Einsatz @eweben oder Organen der im Biotop
lebenden Organismen herangezo@rDies erweist sich als Ersatz fur das Experiment am
lebenden Tier, wobei sowohl die Zahl der "verbraech Individuen (pro Versuchsreihe) als
auch der nétige Aufwand drastisch reduziert wird z8igten Untersuchungen des Einflusses
von Extrakten des Nordseewassers auf isolierte fEarpeukozyten Cyprius carpig
genotoxische Effekte in Form von DNA-Strangbriictéh.

Aktuell finden Kombinationsexperimente (Testba#aji Anwendung, die unterschiedliche
Wirkungen erfassen und einen grindlicheren Ubdtbliber das Wirkspektrum von
Xenobiotika auf die Organismen des Biotops erlaiberf®! zu den haufigsten in der
Literatur beschriebenen Bioindikatoren der Tes#gth z&dhlen Hormonaktivitdtsmessungen
(im Falle von Xenoo6strogenen) oder Bestimmungen wuditzeschockproteinen (als
Bioindikator furr Stressfaktorefd: 2 Zur Erfassung genotoxischer Wirkungen werden z.B.
der Mikrokerntest oder der COMET-Assay verwended,ahdere Endpunkte der Indikation
aufweisen als der  Salmonella/Mikrosomentest (Amest) sowie Zellen hdoherer
Organismer> 24

1.3. Genotoxizitat als 6kotoxikologischer Parameter

Eine Einschatzung der Bedeutung der Genotoxizisablkologischer Paramet&r 2% ist nicht
nur allein aufgrund der vielschichtigen Einflusdged sondern auch im Zusammenhang mit
der Diskussion zum Schwellenwert schwierig. In Tabd-1 werden die essentiellen
Parameter, die fir die (Gen-)Toxizitdt von Bedegtusind, wiedergegeben und vom
Standpunkt der Okologie eingehender erlautert.

Parameter Bedeutung

Wirkung ist dosisabhéngig, je niedriger die erfalidee Dosis, desto

Dosis hoher die biologische Potenz

Wirkung ist abhangig davon, wie lange der Organsmmit dem
Zeit Xenobiotikum im Kontakt steht und wie haufig Exgam erfolgte
(einmalig oder wiederholt: chronisch)

Ergebnisse aus Tierversuchen bedurfen "Sicherbkitsen" bei
Spezies Transformation auf den Menschen; Wirkung fir manmd weibl.
Individuen kann verschieden sein

physikalischer Parameter, abhangig von der Zustarmdy"Spezie"}

Bioverfugbarkelt (b ie der Laslichkeit

Individuen mit kurzer Generationszeit (z.B. Baktea)i sind weniger

Generationszel empfindlich fir genotoxische Wirkungen

genotoxische Wirkung in Keimzellen: mit KonsequéimzPopulation;
"Organ” Korperzelle: Individuum betroffen; mdgliche Konsega des
Tumorwachstums

Tabelle 1-1: Auswabhl einiger biologischer, chemischer und phafsicher Parameter der GenotoxiZftat

Die Wirkung von anthropogenen, genotoxischen Sualstaist im Zusammenhang mit dem
Wirkort im Organismus und der Spezies, die von mirgenotoxischen Effekt betroffen ist,
zu betrachten. Sind nur Korperzellen betroffen,kaan dies im Extremfall letal fir ein

Individuum sein. Da hohere Organismen Uber einelzei@ von Schutz- und

Reparaturmechanismen verfligen, ist ein Ableben ablrdngig von der Dosis und der
Haufigkeit der Einwirkung eines genotoxischen Agens

& Unter Spezie versteht man in der Chemie die dafimichemische Zustandsform bzw. Zusammensetzuogeg ei
Verbindung

16



Allgemeiner Teill

Bestimmte Mutationen in somatischen Zellen konnger &Ausgangspunkt fur ein Wachstum
maligner Tumoren sein und stellen so eine Gefahrdéis Leben des Individuums dar.
Kommt es dagegen zu einer Veranderung im GenorKelenzellen, so kdnnen die Schaden
auch an die Folgegeneration vererbt werden. Imelxll, d.h. wenn mehrere Individuen
betroffen sind, hat dies Konsequenzen fir die Rfyktonsrate mit negativen
Auswirkungen auf der Populationsebene. Im Gesangkonder Okologie fiihrt diese
Reduktion der Populationsdichte einer Spezies aucBinschrankungen fur solche Spezies,
die in der Nahrungskette weiter oben stehen.

Dartber hinaus ist die Generationsfolge des Indiwnds ausschlaggebend. Unterliegt das
Individuum einer kurzen Generationszeit, wie esdiezelligen Organismen der Fall ist, so
werden vererbte Mutationen sehr schnell aussetektiéohere Organismen unterliegen
dagegen einer langen Generationszeit und die \Walter genetischer Schaden an die
Folgegeneration wirkt sich gravierender aus. Besondbetroffen sind Tiere mit geringer
Nachkommenzahl, wie z.B. Raubvogel, wogegen sofohegroRer Nachkommenzahl, wie
die meisten Nagetiere, die Schaden besser kompendiénnen, indem sie stets genigend
gesunde Nachkommen hervorbringen, die den Erhalt Bepulation garantieren.
Genotoxische Effekte treten nicht nur nach Exposities Organismus mit anthropogenen
Substanzen auf, sondern kdnnen auch durch biogemarkung induziert werden.
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2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Wirkungsspum von Kontaminanten aus
Sedimenten unterschiedlicher Industrieregionen mehhaerschiedener toxikologischer
Parameter zu analysieren und umweltrelevante Sedimhaltsstoffe zu identifizieren. Die
Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen esolltmit chemisch-analytischen
Untersuchungen korreliert werden. Unbekannte Isktiffe sollten gegebenenfalls durch
Synthese von Vergleichs-substanzen charaktersenden.

Um einen umfassenden Uberblick des in Sedimenterftreenden toxischen
Wirkungsspektrums zu erhalten, sollten die mutagamed dstrogenen Wirkungen als auch
die Fahigkeit zur Induktion von Cytochrom P450 1&1YP-450 1A1) untersucht werden.
Die Relevanz dieser toxikologischen Parameter tiesulaus deren mannigfachen z.T.
miteinander interferierenden Wirkungen im OrganismuDaraus ergeben sich
unterschiedliche Gesichtspunkte fiir die Integridgés aquatischen Okosystems und
letztendlich auch fur die Gesundheit des Menschen.

Die Untersuchung der Sedimentinhaltsstoffe auf Metatat sollte mit Hilfe bakterieller
Mutagenese-Kurzzeit-Testsysteme erfolgen. Zur Amueg kamen neben dem
Arabinoseresistenz-Test (Ara-Test), der von Pueywiekelt und von Vahl und Westendorf
fiir umwelttoxikologische Untersuchungen eingesetztdd”®?® auch der klassische Ames-
Test®*! Um eine bessere Abschatzung des resultierendekoRigir den Menschen zu
erhalten, sollte die Zytotoxizitat in V79 ZelléN untersucht werden.

Ein wichtiger Biomarker, der ebenfalls von oOkotaligischer Bedeutung ist, ist das
Cytochrom P450 1A1 (CYP-450 1Al). Die Bestimmung @&'P-450 Konzentration im
Organismus (meistens in der Leber) ist ein in destxikologie fest etablierter Paraméter
%2 da das CYP-450 1A1 im Fremdstoffmetabolismus eewrale Rolle fir die Entgiftung
des Organismus spielt und dessen Konzentratiomenit Verschmutzungsgrad des Biotops,
in dem der Organismus lebt, korreliert. Mit HilfeesdEthoxyresorufin O-Deethylase
Testsystems (EROD-Test), in Verbindung mit H4lIBlge (Rattenhepatomzellen) sollte die
Bestimmung der Cytochrom P-450 Konzentration ednlgDie Induktion von CYP-450 1A1
im EROD-Test gibt zudem Auskunft U(ber die struklere Ahnlichkeit der
Sedimentinhaltsstoffe mit 2,3,7,8-Tetrachlordibepzdioxin (2,3,7,8-TCDD), das neben
Methylcholanthren den stérksten bekannten Induktdiesem Testsystem darstéfit. >3 34

Da Umweltchemikalien, insbesondere wenn diese gierti sind, nicht nur mutagene oder
Cytochrom-induzierende Wirkungen haben kdnnentesabenfalls die 6strogene Wirkung
der Sediment- und Wasserextrakte untersucht werdtiarfir sollte der Ostradiol-
Verdrangungsassay an rekombinanten Estrogenreeeptord erganzend der Luciferase-
Reportergenassay an MVLN-Zellen (humane Brustkmalez, stabil mit dem Luciferase-
Gen tranfiziert) verwendet werden. Wahrend mit destradiol-Verdrangungsassay lediglich
eine Aussage Uber die Fahigkeit der Bindung eingss@nz an die Ostrogenrezeptoren
maoglich ist, was eine Unterscheidung zwischen Agfemi und Antagonisten nicht zulasst,
kann mithilfe des Luciferaseassays zusatzlich admten intrinsische ostrogene Wirkung
studiert werden.

Die chemischen Analysen sollten auf die leichtdfligen Komponenten beschrénkt werden,
die unzersetzt mit Hilfe gangiger analytisch-chemmées Methoden (GC/MS) erfasst werden
konnen. Nicht-kommerziell erhaltliche zu identideende Substanzen sollten, sofern der
Aufwand dies rechtfertigte, synthetisiert und spestopisch charakterisiert werden.

Die Sedimentproben stammten aus dem chinesischiéi-Sae, der in der Industrieregion
von Shanghai liegt, und aus der Zwickauer Mulde bengenfeld. Zudem sollten
Brunnenwasserproben aus der Mulderegion bei Baftbivolfen untersucht. Die
anthropogenen Eintrage im Muldesystem waren Gegedsterschiedener Arbeitéh®®, so
dass eine umfangreiche Dokumentation zu dieseregorl
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Um die bislang unbekannten toxikologischen Eigeafien der in Nordseesedimenten

nachgewiesenen Dibromindbfé ' 3! eingehender zu untersuchen, sollten die 3, x-
Dibromindolisomere (x = 4, 5, 6, 7) synthetisiererden. Diese sollten auch hinsichtlich

deren Diagenese untersucht werden. Bislang wae dedbstanzklasse toxikologisch nicht

bzw. nur teilweise im Leuchtbakterientest erfaSstNeben den Dibromindolen sollten auch

hoher bromierte Indole sowohl im Bakterienmutagetesgt als auch im EROD-Test auf die

Induktion von CYP-450 1A1 untersucht werden.
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3. Fremdstoffmetabolismus

3.1. Aufnahme, Verteilung, Umwandlung und Ausscheidung

Aufnahme, Verteilung, Umwandlung und Ausscheiduimgl slie Stufen, die ein Fremdstoff
nach Passieren der natirlichen Barrieren (z.B.dpits, Mukosa, Zellmembran) durchlauft.
Je nach physikalischem Zustand des Fremdstoffesnamunterschiedliche Aufnahmewege
in Betracht. Fur den Menschen sind insbesonderéeStelevant, die entweder mit der
Nahrung oder inhalativ in den Korper gelangen.NBdringen in den Organismus wird
eine Substanz verteilt und z.T. metabolisiert, was Abhangigkeit von den
Substanzeigenschaften unterschiedlich lange Zemgdun Anspruch nehmen kann.
Schliel3lich erfolgt die Ausscheidung Uber aktivavbpassive (z.B. Uber die Exspiration)
Transportprozesse !l

3.2. Fremdstoffmetabolismus

Die Leber spielt als Organ fur die Umwandlung vaxigschen in weniger toxische
Substanzen eine zentrale Rolle. Ziel der Umwanditeaktionen ist die Erh6hung der
Wasserldslichkeit lipophiler Substanzen im Verldas Phase-I- bzw. Phase-1l Metabolismus
(Abbildung 3-1), in dem die Substanzen u.a. oxtdierd die Oxidationsprodukte konjugiert
werden. Durch die Oxidation, unter Beteiligung ust@iedlicher Cytochrom P450-Enzyme,
werden polare Gruppen (z.B. Sauerstoffunktionenjlen Fremdstoff eingefuhrt, an die im
Phase-Il Metabolismus weitere Gruppen wie z.B. &hion oder Glukuronsaure addiert
werden, was eine weitere Steigerung der Wassenthdit bewirkt. Die Cytochrome zahlen
zu den mischfunktionellen Monooxygenasen, die diertfagung von Sauerstoff auf das
Substrat katalysieren.

3.3. Cytochrom P450 System — Vorkommen und Familien

In S&ugetierzellen sind die Cytochrome membrangddunSie finden sich teils an der
inneren Membran der Mitochondrien, teils an der Mem des endoplasmatischen
Retikulums. Im menschlichen Korper kommen Cytochecsn vielen Orten (z.B. in Leber,
Darm, Lunge u.a.) vor, wobei sie in der Leber béeos zahlreichlich vorhanden sind.
Cytochrome sind Hamoproteine, die aus einer eierelnldmgruppe und 400 bis 500
Aminosauren bestehen. Das Absorptionsspektrumedierzierten Form des Cytochrom P450
(CYP-450) zeichnet sich durch ein Absorptionsmaxmmoei 450 nm aus, weshalb sie auch
als P450 (P=Pigment) bezeichnet werden. Cytochratee gleichen Familie haben
mindestens 40% gleiche Aminosduresequenzen; djgenidie zur gleichen Subfamilie
gehoren, haben mehr als 55% gleiche Aminosauresgqne Die Polymorphie der
Cytochrome bedingt, dass diese durch unterschiedBubstanzen induziert werden. Fir die
vorliegende Arbeit ist das CYP-450 1A1 von besoedddedeutung, da es im direkten
Zusammenhang mit dem hier verwendten EROD-Test stgh Kapitel 4). Dartiber hinaus
sind an der metabolischen Aktivierung von Xenokitmit dem Rattenleberhomogenat im
Mutagenesetest unterschiedliche Cytochroteteiligt. Durch die Verwendung von
Rattenleberhomogenat als Zusatz in bakteriellentsystemen wird der Stoffwechsel im
hoheren Organismus simuliert.
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Folgende Reaktionen werden durch CYP-450 Enzymedylsaert:

» Hydroxylierung aliphatischer oder aromatischer Kohvasserstoffe

» Epoxydierung von Olefinen

* Oxygenierung von Heteroatomen (S,N) sowie N-Hydliexyng

» Desalkylierung von Heteroatomen (O,S,N)HROD-Test)

» Esterspaltung

* Dehydrierung
Exemplarisch sei die Metabolisierung des BenzolsclduCYP-450 wiedergegeben
(Abbildung 3-1).

CYP-450 © + Glucuronséure
Phase I Phase Il

Abbildung 3-1: Phase | und Phase Il Metabolismus von Benzol WBitdung eines hydrophilen
Konjugationsproduktes mit Glucuronsi{Glc)

_Glc
(o]

Als Nebeneffekt der Entgiftung von Xenobiotika inheBe-I Metabolismus kann es zur
intermediaren Bildung von Elektronenmangelzentreire w.B. Radikalen, Carbenium-
INitreniumionen und damit unter Umstdnden zu eifi@iftung” des Xenobiotikums
kommen. Die Toxifizierung resultiert aus der geweamen Fahigkeit des Xenobiotikums z.B.
unter Adduktbildung mit Nucleophilen (z.B. DNA-BaseProteinseitenketten) zu reagieren.
Dies sei am Beispiel des 2-Aminoanthracens veratilAbbildung 3-2).

Das Schema gibt nur eine der moglichen Reaktionedex, wobei N-Arylhydroxylamin die
zentrale Rolle fur die Bildung des Nitreniumionsietp Intermediar treten N- bzw. O-
Acetylierungsprodukte auf, die entweder unter Alspg von Essigsaure oder nach
Umlagerung mit anschliel3ender Abspaltung des Aigs das Nitren bilden.

o

OH

NH; Il\l—H TJ;H

- O
z@ H /

Abbildung 3-2: Oxidation des 2-Aminoanthracens, Reagenz der Rkaittrolle fir den AMES-Test mit
metabolischer Aktivierung (Phase-I Metabolisnfti€¥, unter Bildung eines Nitreniumions

Die Giftung des 2-Aminoanthracens entsteht durehiiermediare Bildung des Nitrens, das
mit nucleophilen Zentren, wie z.B. DNA Basen, unédektrophiler Addition sogenannte
Addukte bilden kann. Die intermediar auftretendeddéktbildungen stellen Mutationen dar,
die bei ausbleibender oder fehlerhafter Reperattatdndlich zur Tumorbildung flhren
konnen. Verschiedene Substanzen wie z.B. Aminoaerm@-Aminoanthracen) oder PAK
(Benzo[a]pyren) sind erst nach metabolischer Aktivng stark mutagen wirksam (vgl.
Abbildung 3-2).
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3.4. Mutagenese, Kanzerogenese und Genotoxizitat

Veranderungen der DNA, die als Mutation bezeichveiden, kbnnen sowohl in Keimzellen
als auch in Kérperzellen erfolgen. Fuhrt die Mwatin einer Korperzelle zu bleibenden
Schéden, so kann dies zur Kanzerogenese und ae Eom Tod des Organismus fuhren.
Mutationen in Keimzellen kénnen in der Folgegenerazu Missbildungen fihren oder letal
wirken.

Vom Begriff der Mutagenitat ist der Begriff der Geoxizitat zu differenzieren, wobei unter
letzterem alle strukturellen Veranderungen der DNAt mdglichen, schadhaften
Konsequenzen fir den betroffenen Organismus vetstanwerden. Somit missen
genotoxisch wirksame Noxen nicht zwangslaufig aeeiMutagenese fuhren. Jedoch setzt
die Manifestierung der Mutagenese eine genotoxidbtikung voraus**** Ursache von
Mutationen sind spontane und ungerichtete (strek®)rVeranderungen, die einzelne Gene,
Chromosomen oder das gesamte Genom betreffen koSpamtane Mutationen kdnnen
infolge von fehlerhafter Replikation, chemischerdfikationen der Basen oder strukturellen
Veranderungen auftreten, die chemischer (intermestiZeugte reaktive Teilchen, wie z.B.
OH-Radikale oder Elektrophile) oder physikalischidatur sind (wie Strahlung z.B.
natirliche Radioaktivitat, UV-Strahlung). Chemischdodifikationen kénnen durch
hydrolytische Abspaltung, Oxidation oder Alkyliegieiner Base erfolgen.

Genotoxische Substanzen erhdhen dosisabhangig padietéimutationsrate, und es treten
verstarkt bleibende Veranderungen im Genotyp auiftélifonen). Daneben gibt es weitere
Mechanismen, die zu Mutationen fihren kénnen (sildlng 3-3).

Spontane Spontane Spontane
Hydrolyse Oxidation Methylierung
'\Aflatoxine
Aldehyde Alkylantien
PAK
Carbamate
lonisierende oxidativer Stress:
Strahlen/UVESonnenlicht freie Radikale

Abbildung 3-3: Schadigende Einfliisse auf die DNA ndth

So kann beispielsweise eine Spontanmutation duiehnuin-Enamin-Tautomer&*” (vgl.
Abbildung 3-4), z.B. des Cytosins hervorgerufendeer, was eine veranderte Basenpaarung
zur Folge hat und damit eine Abwandlung der bidolgen Information.

NH, NH
| AN | NH
H H

Abbildung 3-4: Imin-Enamin-Tautomerie des Cytosins
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3.5. Klassifizierung von Mutationen

Auftretende Mutationen lassen sich nach der Gro8e mutierten Bereichs im Genom
klassifizieren und werden in Genmutation, Genom-erodChromosomenmutationen
unterschieden. Grundlage der Bakterienmutagenésetiesien Genmutationéfi*?4¢*8ldar,

die entweder als Basenpaarsubstitutionen (Punktimmjaoder als Frameshift-Mutationen
(Leserastermutation) auftreten. Die Punktmutatider Austausch einer einzelnen Base,
erfolgt entweder als Transition (Austausch z.BeeiRurinbase gegen eine andere) oder als
Transversion (Austausch einer Purinbase gegerPsinmidinbase).

Eine Punktmutation fihrt nicht zwangslaufig zu eine/eranderung in der
Aminosauresequenz, d.h. im Phanotyp (Erscheinueg) @rganismus, da der genetische
Code degeneriert ist und Unterschiede von einee Basler Basensequenz toleriert werden.
Durch genetisch modifizierte Bakterienstamme, kaes mit dem Ames-Test dennoch
erkannt werden (vgl. Kapitel 3.7.2.). Frameshiftiktionen dagegen entstehen durch die
Insertion bzw. Deletion eines oder mehrerer Basatgpao dass im Falle einer Insertion eine
Verschiebung gegeniber der urspringlichen Baseaseqgesultiert.

Dies hat zur Konsequenz, dass vollig neue odemderdée Proteine entstehen kénnen bis hin
zu einem kompletten Verlust des Proteins. Im Fa&lieer Deletion kann es zu einer
Verklrzung der Polypeptidsequenz kommen.

3.6. Mechanismen der DNA-Schadigung —
chemische Kanzerogenese

Zu den wichtigsten chemischen Modifikationen eirfdgkleotids sind Oxidation oder

Alkylierung einer DNA-Base zu zahlen. Infolge vorBz nukleophilen Additionen oder

Schiff'sche-Base-Reaktionen kommt es zur Adduktinigd Dies fuhrt zu sterischen

Veranderungen innerhalb der Doppelhelix und so anfermationsanderungen. In der

Konsequenz kommt es zu einem fehlerhaften oder l@bsbden Ablesen durch die

Polymerasen dieser DNA-Region. Die chemischen Nkatibnen der DNA resultieren aus:

= Der Bildung eines Elektrophils (z.B. Epoxide) odReadikals wéhrend des Phase-I
Metabolismus, was zu einer elektrophilen Addition B’-Stickstoff, von Guanin bzw.
am N von Adenin unter Ausbildung von Addukten filhrt. #an Elektrophilen zahlen
u.a. auch alkylierende Verbindungen (z.B. Dimethijéd oder N-Methyl-N'-
nitronitrosoguanidin = MNNG), die als sogenannte ,directing mutagens” keine
Aktivierung durch Enzyme des Phase-I Metabolismeslibfen und direkt in einer
Additionsreaktion mit der DNA reagieréh:*”!

= Interkalation von planaren Molekilen (klassischaspBiele sind Ethidiumbromid oder
Actinomycin) in die Furche bzw. die Basenpaarungemas zu einer
Konformationsanderung der DNA fiitt4"!

= Bildung von Thymidin-Dimeren durch UV-Bestrahldfg*
Strange sowie

= Bindung an einen Transkriptionsfaktor (Protein) nmiachfolgender Anderung der
Konformation!®”!

unter Vernetzung der DNA-
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3.7. Genotoxizitats- und Mutagenitatstests

3.7.1. Alilgemeines

Das genotoxische Potenzial einer Verbindung kanmchduverschiedene biologische
Testverfahren und mit unterschiedlichen genetisdbreapunkten Gberpruft werden. Bislang
stehenn vitro prinzipiell zwei methodische Ansatze zur Untersuapauf Genotoxizitat zur
Verfigung: mikrobiologische Untersuchungsverfahsenvie Testmethoden auf Basis von
Saugerzelleh® ! Die Grundannahme genotoxischer Testmethoden ist Kbrrelation
zwischen primarer DNA-Schadigung und dem Auftretéeon Tumoren. Damit wird
vorausgesetzt, dass im Test beobachtete genotexisetinderungen in somatischen Zellen
zu manifesten malignen Tumoren im entsprechendevee fihren kdnnen.

Die Testsysteme lassen sich drei wesentlichen igeheh Endpunkten zuordnen:

* Induktion von DNA-Schaden und —Reparatur,

» Genmutationen und zytogenetische Veranderungen

* In-vitro-Transformationsvorgénge kultivierter Sacggdlen.

3.7.2. Ames-Test

Fur den einfachen Nachweis mutagen wirksamer Substa benutzte B. AmE¥ ein
genetisch modifiziertes Bakteriensystem, das dertefeeiner kurzen Generationszeit hatte
und empfindlich auf Mutagene reagierte. Das Primnlap Ames-Test basiert auf einer (Gen-)
Mutation im Histidin-Gen vorSalmonella typhimuriurStdmmen. Diese fihrten zu einer
Histidin Defizienz, so dass diese Bakterien auftibiis-freiem Agar nicht wuchsen. Erst
durch Zusatz eines mutagen wirkenden Agens wie 2-Bitrofluoren (ohne metabolische
Aktivierung) bzw. 2-Aminoanthracen (bei metabolisctAktivierung, vgl. Abbildung 3-2)
kam es zum Wachstum von Kolonien, so dass eine rRuigion stattgefunden haben
musste>?

DarlUber hinaus besitzen diese gentechnisch ver@mdBakterienstdmme eine Mutation, die
zu einem fehlerhaften Aufbau der Zellwand fuhrt wainit die Permeabilitat fir lipophile
Substanzen erhoht. Die Excisions-Mutation dieseitda&n erzeugt ein funktionsunfahiges
Excisionsreparatursystem und verhindert, dass dldeBienzelle fehlerhafte DNA-Bereiche
korrigiert. Man spricht definitionsgemaR nur daron\einer Mutagenitéat der Testsubstanz,
wenn die Koloniezahl mindestens eine Verdopplungegéber Negativ- bzw. der
Losungsmittelkontrolle (sogen. Spontanmutation3raitgibt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Salmonellar@tie S. typhimurium TA 98
(Leserastermutation), TA 100 (Punktmutation) und 1585 (Punktmutation) verwendet.

Die Vorinkubations-Methode unterscheidet sich voar dPlatten-(oder auch Direkt-)
Inkubationsmethode durch eine Vorinkubationszeitdér die Bakterien mit der Testlésung
inkubiert werden, bevor die Losung auf den Agatplatiusplattiert wird. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass eine langere Inkubation der Wibstanz mit den Bakterien und eine
gleichmafiigere Verteilung und Aufnahme der Substardurch die Bakterien erfolgt. Diese
Methode ist somit gegentber der Platteninkubati@tsade empfindlicher. Der Vorteil der
Direktinkubationsmethode ist, dass diese reprodobarere Ergebnisse flir Experimente mit
S9-Aktivierung liefert.
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3.7.3. Arabinose (Ara-) Test

Die Bakterienstamme im Arabinose-Resistenztesteme#sne Deletion im Arabinose-Operon
auf. In der Literatd?®****'wird diskutiert, dass im araD-Gen eine Mutationliegt, die den
Metabolismus von L-Ribulose-5-Phosphat (Abbildung)3durch ein nicht exprimiertes
Genprodukt hemmt was bakteriostatisch wirkt, sokaine Repressoren des ara-Operons wie
D-Glukose vorhanden siritf! Als einzige Kohlenstoffquelle wird Glycerin beigiet, so dass
eine Repression des ara-Operons (Abbildung 3-3jt mdolgt und ausschliel3lich Mutanten
wachsen konnen.

| |

C-Protein Kinase

v
Isomerase

v
Epimerase

Abbildung 3-5 Arabinose-Operon. araC: Regulatorgen; araGAP, aral: Kontrollgene;
araB,araC,araD: Strukturgene mit emtsipenden Genprodukféir®!

Das Auftreten von Arabinose-resistenten Zellen dsasauf Vorwartsmutationen, die dazu
fuhren, dass der Arabinose-Metabolismus an eingrefien Stelle gehemmt wird. Fur die
Hemmung kommen die Strukturgene araA und araB traBlt (vgl. Abbildung 3-5), die flr
L-Arabinose-lsomerase bzw. L-Ribulose-Kinase caatier

Zusatzlich wird das Operon durch das Regulatorge aeguliert, welches das gesamte
Operon abschaltet, wenn die Synthese des Aktiv@foabinose) ausbleibt. Ubergénge von
Arabinose-empfindlichen zu Arabinose-resistenteleBespiegeln also Vorwartsmutationen
wieder, die eine Folge von Missense- und Nonsemseisubstitutionen als auch von
Frameshift-Mutationen sein konngf.
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CHO CH,OH CH,OH
O somerase T 0 ATP o
ADF
HO—(|3— H HO—(|3— H \ 4 HO—(ll— H
HO—C—H HO—C—H KINASE HO—C—H
| | |
CH,OH CH,OH CH-O«P)
L-Arabinose L-Ribulose L-Ribulose-5-Bpbat
CH,OH CH,OH
- =
HO—(|:— H EPIMERASE HO—(|:— H
HO—C—H > H—C—OH
CH;-O«(P) CH-O(P)
L-Ribulose-5-Phosphat D-Xylulose-5-Phosphat

Abbildung 3-6 Stoffwechsel der Arabinose iB. coli mit den Enzymen, den Genprodukten des Arabinose-
Operof& e

Ara-Mutanten kénnen also durch Mutation im araB an@D Gen Uberleben, da durch eine
Mutation der Arabinosestoffwechsel umgangen wird.nlcht-mutierten Zellen wirkt die
Arabinose baketriostatisch und die Zellen geherrundg. Eine Vorwartsmutation spiegelt
also die Ausbildung einer Resistenz wieder. Fir drersuchungen mit dem Ara-Test
wurden Escherichia coliStamme des Typs UC 1121 verwendet. Der Stamm UZ1 11
(wildtyp) besitzt eine rfa-Mutation, die die Zellm@dpermeabilitdt erhdht, sowie eine
Mutation des Gens flur die Excisionsreparatur.

3.7.4. Ames- und Arabinose-Test — ein Vergleich

Die Gemeinsamkeit beider Testsysteme ist, dassSSeliektion auf Mutanten erfolgt, deren
Erscheinen im Phéanotyp eine Folge von DNA-Veranagen ist, die auf einer Rick- (Ames-
Test) bzw. Vorwartsmutation (Ara-Test) im Genom ibds Vorteil des
Ruckmutationssystems ist seine genetisch bedingézifizitat, da nur ein einzelnes Gen
rickmutiert. Durch die Wahl entsprechend modifiaet. typhimuriumStamme im Ames-
Test lasst sich der Mutationstyp, also Punkt- ddeserastermutation, unterscheid&n? So
kann die mutagene Wirkung einer Substanz im Testisygezielt spezifiziert werden.

Die Vorwartsmutationen sind dagegen sehr unspehifesusgerichtet, da Mutationen auf
mehrere Gene umfassenden DNA-Abschnitten erfolgemén. Da hierflr unterschiedliche
Mutationstypen in Frage kommen kodnnen, ist einetetdcheidung zwischen Punkt- und
Leserastermutation mit diesem Testsystem nicht ictiglVorteil dieses Testsystems
gegenuber dem Ames-Test ist die wesentlich hohergfiedlichkeit gegenlber Mutagenen,
da eine Mutation auf unterschiedlichen Genabsamigrfolgen kann. Wie die Arbeiten von
B. Amed* "% weiter zeigten, sind alle Kanzerogene mutagensaitk Der Umkehrschluss
dagegen ist nicht zwingend gultig, da auch nichtagene Kanzerogene gefunden wurden,
zu denen die Tumorpromotoren z&hlen.
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4. Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD)-Test

Die Bedeutung und der Zusammenhang mit der Mutagenen CYP-450 1A1 liegen in der
Bildung genotoxischer Metabolite im Fremdstoffmetagmus. Die Konzentration von CYP-
450 1A1 z.B. im Gewebe von Fischen stellt einen htigen Bioindikator fur den
Verschmutzungsgrad von FlieBgewassern mit PAK'sldlaer Entgiftung (Detoxifizierung) -
oder in bestimmten Fallen Uber eine Aktivierun? Xifimierung) - kontrollieren sie die
Toxizitat von zahlreichen lipophilen Fremdstoftéh

Die Konzentration an CYP-450 1Al lasst sich dartberaus enzymatisch durch die
Ethoxyresorufin-O-deethylase Aktivitat bestimmererIEROD-Assay gibt somit Auskunft
Uber die dioxinahnliche Wirksamkeit der Kontamireantdie durch die Geometrie des ArH-
Rezeptors® ®°! gegeben ist sowie der Starke der Induktion fiir @8P 1A1, d.h. die
Zunahme der Proteinkonzentration des Cytochrom-fi&flems.

Im EROD-Test wird die Desalkylierung von Heteroatmmdurch Cytochrom ausgenutzt,
wofur man das kunstliche Substrat 7-Ethoxyresorefimsetzt, welches in Gegenwart von
NADPH+H* zu Resorufin deethyliert wird (Abbildung 4-1). DMenge an gebildetem
Resorufin kann fluorometrisch bei einer Anregungh V@4nm und einer Emission von
590nm gemessen werden. Um die EROD-AKktivitat aef Ainzahl der Zellen zu beziehen,
wird parallel dazu die Proteinmenge ebenfalls tmoetrisch bestimmt. Aus der Menge des
gebildeten Resorufins, der Proteinmenge und dektReazeit wird die EROD-AKktivitat
bestimmt. Eine Bewertung der Starke der Cytochrdogtion durch Inhaltsstoffe der Probe
erfolgt durch einen Vergleich mit der EROD-Aktivitélie durch 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-
p-dioxin (2,3,7,8-TCDD), dem starksten bekanntenukidr der ArH (Arylhydrocarbon) -
Rezeptor-Cytochromkaskade, induziert wird. Durclé Hinfihrung der GroRRe des 2,3,7,8-
TCDD-Aquivalents, schafft man so ein Bezugssystdas, den direkten Vergleich &hnlich
wirkender Schadstoffe erméglicht.

+ /&
N CYP 450 \@Nﬁ 0
Ethoxyresorufin Resorufin Acetaldehyd
Abbildung 4-1 Detektionsprinzip der CYP 1A1 Aktivitat

4.1. Mechanismus der Aktivierung von EROD

Auf molekularer Ebene werden viele Wirkungen patenPCDD? und verwandter
Verbindungen durch Bindung an den ArH-Rezeptor viteth Der aktivierte Rezeptor ist
Bestandteil eines nukleéaren Transkriptionsfaktdes,die Expression einer Reihe von Genen
aktiviert!®%:51-62] zwischen den toxischen Wirkungen und dieser Geéviekting konnten
quantitative und teilweise auch mechanistische @usanhange gefunden werdeh Zu den
am meisten untersuchten Genen zahlt das CYP-450GkEk] welches als eine Art Indikator
fur Dioxinwirkungen auf molekularer Ebene angesehed.

Die Induktion (Abbildung 4-2) der O-Deethylase wirdach Bindung an den
Arylkohlenwasserstoffrezeptor (ArH-Rezeptor) Ubelinee Signaltransduktionskaskade
induziert, an dem planare Molekiile wie PCB oder Rfgbunden sind. In der Folge wird ein
Transkriptionsfaktor, de’ArH Receptor Nuclear Translocator (ARNTSY, an den ArH-
Rezeptor gebunden und ein Heterodimer bildet $dbses Heterodimer erkennt spezifische
DNA

2 Poly ChlorierteDibenzoDioxine
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Sequenzen, die sogeDioxin-responsiveElements (DRE), und aktiviert in der Folge eine
Genbatterie, die ihrerseits zur Aktivierung/Expressder Cytochrom P450 Enzyme fihrt.
Die Konzentration der gebildeten Deethylase im ERT&3t wird auf die Proteinmenge der
Zelle bezogen, einem Indikator fur die Schadigurey delle durch die untersuchten
Substanzen.

Zytoplasma Zellkern
E— ArH > ArH
/ \ ARNT
N ) / \
\7? XRE XRE]

ignaltransduktions- CYP1A
kaskaden

Endogener Ligand / mRNA
PHH N // \\ /
CYP 1A Protein
Translation
Entgiftung «——— pHH-OH /

toxische — CYP 1A
Effekte \
Weitere Proteine

Abbildung 4-2 Induktion von EROD bzw. CYP 1Almodifiziert n. J&ffWhyte and Donald E. Tilli{?
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5. Ostrogene Wirkungen

Die Untersuchung 6strogen wirksamer SubstanzereinUinwelt ist nicht nur durch ihre
endokrin wirksamen Eigenschaften begriindet, sondetnogene Wirkungen stehen in
engem Zusammenhang mit der chemischen Kanzerogbﬁ?eéeAhnlich wie die
Tumorpromotoren, die zur Klasse der epigenetischamzerogene zéhlen und deren
Wirkungen nicht auf strukturellen (genotoxischergrdhderungen der DNA beruhen, sind
auch die endokrin wirksamen Substanzen zu diesgpg®rzu zahlen. Zunachst werden die
Testmethoden zur Erfassung der endokrinen Wirkumgy die Biochemie der endokrinen
Wirkung kurz dargestellt. AbschlieBend wird kurzf aleren Zusammenhang mit der
chemischen Kanzerogenese (vgl. Kap. 5.1.) sowiedaufkologische Bedeutung endokrin
wirksamer Substanzen (vgl. Kap.5.2) eingegangen.

5.1. Mechanismus 6strogener Wirkung

Im Gegensatz zu den Ubrigen Signalstoffen (z.Btyckolin, Adrenalin), deren biologische
Wirkung rezeptorvermittelt Gber eine Signaltrandduiskaskade im Zellinneren tbertragen
und gleichzeitig verstarkt wird, erfolgt die (hornetle) Wirkung lipophiler Signalstoffe wie
dem Cortisol oder Ostradiol direkt im Zellkern delzelle, da es die Zellmembran passieren
kann!***! Nach Bindung des Steroids an den nuclearen Razbptden diese als Homo-
bzw. Heterodimere an Kontrollelementgs{rogenResponsiveElement) im Promotor des
entsprechenden Gens und regulieren so als Tratisksfaktoren die Genexpression. So
lasst sich Uber die Glucocorticoidkonzentration r{iSol) im Blut die Enzymmenge in der
Gluconeogenese regulieren (hormonelle Regulatiokatabolischen Enzyme).

Die hormonellen Rezeptoren ER bzw. ER 3 werden allosterisch reguliert, d.h. nach
Bindung des Ostrogens kommt es im Rezeptor zur dfamdtionsanderung. Die
Unterschiede in der Peptidsequenz der RezeptobtnApbildung 5-1 wieder.

Wichtig hervorzuheben ist hierbei, dass die hoclifftereinstimmung der Proteinsequenz
beider Rezeptoren sich in der DNA-Bindungsdomangndbet. Diese (hochkonservierte)
Bindungsdomane besteht aus einem Zinkfinger, dgraéindromische DNA-Sequenzen des
Promotors bindéf?!

EstrogenRezeptor ~ Ubereinstimmung  der  Aminosduresequenz
Funktionsabschnitte

Estrogen Rezeptar 96 % 53 %

Estrogen-Rezeptd

A/B: hochvariable Region, die regulatorische Aufgalerfullt
C: DNA-Bindungsdomane
D: Gelenkregion mit Kernlokalisierungssignal
E/F: Ligandenbindungsdomane, Dimerisierung der Rezen und
estrogenabhangige Transkription

Abbildung 5-1: Proteinkartierung der Estrogenrezeptéfén
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In der medizinischen Literatur werden haufig Faibe Brust- bzw. Gebarmutterkrebs nach
einer Hormontherapie diskuti€ff! und daher ein kausaler Zusammenhang zwischen
Ostrogener Wirkung und Kanzerogenese aufgezeigZdsammenhang mit Xenodstrogenen
bestent der Verdacht, dass diese an der Entstehongonabhangiger Erkrankungen
(Brustkrebs, Hodendkrebs) sowie Storungen der Fpackeit beteiligt sind. Ein kausaler
Zusammenhang zwischen einer mutagenen und degéstn Wirkung konnte speziell fur

das Diethylstilbstrol nachgewiesen werd&h .

5.2. Okologische Relevanz von Xenodstrogenen

Zu den sogenannten endokrin wirksamen Substanigerzéeben Phytodstrogenen, wie z.B.
Flavonoiden, auch eine Reihe von Umweltchemikaheie, Alkylphenolethoxylate (APEOS)

bzw. deren Abbauprodukte (z.B. Nonylphenol) sowigar8ischutzmittel

wie die

Tetrabrombisphenylether oder PCESY Tabelle 5-1 gibt einen Uberblick tber die

Ostrogen-aktiven Substanzen und deren

technischewevidung. Wie aus dieser

Zusammenfassung hervorgeht, sind die ,endocrinuplers‘®®! ausgesprochen heterogen
und dadurch nicht ohne weiteres einer bestimmtefikikisse zuzuordnen.

Substanz Verwendung
= Detergenzien, Industriewaschmittel
Alkylphenole = Antioxidationsmittel in Kunststoffen
= Korperpflegemittel
= Konservendosen
Bisphenol A = Zahnfillungen aus Kunststoff

Polycarbonate und Epoxidharze

Chlorierte Verbindungen wie PCBs, Dioxi

Hydraulikdle
Kontaminanten in fetthaltigen Produkten

Ethinylostradiol
Pentachlorphenol (PCP)

Bestandteil von oralen Kontrazeptiva
Holzschutzmittel, Lederwaren

Pestizide, wie DDT & Metabolite

Trinkwasser (Atrazin)
Kontaminanten in fetthaltigen Lebensmitt
Boden, Wasser

U

-

Phthalate

Kunststoffe
Lebensmittelverpackungen
Klebstoffe
Emulsionsfarbstoffe,.....

Tributylzinn

Anstrich an Schiffen
Katalysatoren fur die Kunststoffproduktiof

Antimikrobielle Sportbekleidung

Tabelle 5-1Vorkommen von dstrogen-wirksamen Verbindurigfén
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5.3. Ostradiol-Verdrangungsassay und Luciferase-Testsystem

Zur Erfassung der 6strogenen (endokrinen) Wirkubges verschiedene Testmethoden (z.B.
E-Screelt®, Yeast-Screen Ass&y, alkalische Phosphatase-Asédy, von denen in dieser
Arbeit der Ostradiol-Verdrangungsassay, desserpfiezip die kompetitive Bindung zweier
konkurrierender Verbindungen am Ostrogenrezeptmtelét, sowie der Luciferase-Assay (in
MVLN-Zellen, s.u.), der biologische Aktivitat inrealb der Zelle anzeigt, verwendet wurde.
Der Unterschied beider Testsysteme liegt in detolgischen Aussage des Ergebnisses.
Wahrend im Ostradiol-Verdrangungsassay ledigliate ehussage lber die Affinitat einer
Substanz zum Ostrogenrezeptor getroffen werden, kariaubt der Luciferase-Test eine
Aussage darlber, ob eine Substanz agonistischeaatigonistische Wirkungen in der Zelle
entfaltet und liefert damit eine Aussage Uber digekivitat der Rezeptoraktivierung
nachgeschalteten Schritte der Signaltransduktionk&n z.B. der maximale Effekt eines
Agonisten schon bei Besetzung nur eines BruchdelldRezeptoren erfolgen.

Die Grundlage des Ostradiol-Verdrangungsassaydliest,Gleichgewichtskurve® zweier
Substanzen am Ostrogenrezeptor, die aus der umtstichen Affinitat dieser Stoffe zum
Rezeptor resultiert. Voraussetzung fur eine komipetiVerdrdngung ist zunachst eine
vollstandige Absattigung der Rezeptoren mit 3H-rieatkm Ostradiol, das durch die
konkurrierende Verbindung von dem Rezeptor verdravigd. Gemessen wird schlie3lich
die Menge an 3H-Ostradiol, die durch den Kompetitos dem Rezeptor verdrangt wurde.
Diese wird schlieRlich ins Verhaltnis gesetzt zu Menge an gebundenem 3H-Ostradiol der
Negativkontrolle. Eine Substanz ist somit umsokstér'ostrogen” wirksam, je groéfRer der
Anteil an verdrangtem Ostradiol und damit die diééste Menge an 3H-markiertem Ostradiol
sind. Als oOstrogen wirksame Substanz (Positivkdi&yowird Diethylstilbestrol (DES)
verwendet, das eine definierte Menge 3H-Ostradisldem Estrogenrezeptor verdrangt.
Diese Testmethode wird allgemein als Ostradiol-véandungsassay bezeichnet. Der
Luciferase-Assay verwendet genetisch modifizierteanihakarzinomzellen (MCF-7,
Michigan Cancer Foundation), die nach Einfiigen des Reportergens en lchge sind,
Luciferase zu exprimieren. Dies setzt innerhalb dikrdikatorreaktion” Luciferin zu
Oxyluciferin um, und das emittierte Licht wird gessen (Abbildung 5-2). Diese genetisch
modifizierten Zellen werden als MVLN Zellen bezeieh.

Durch die Bindung einer dstrogenaktiven Substandeamhumanen Ostrogenrezeptor, der als
Komplex an dasEstrogen ResponsiveElement (ERE) der DNA bindet, erfolgt die
Regulation des Luciferasegens und bewirkt so degsSqiression. Gemessen wird die
Chemolumineszenz der Luciferasereaktion, die denddean gebildeter Luciferase und
damit der 6strogenen Aktivitat der Testsubstanpgribonal ist.

Luciferase__ HO S S
uciterase
> < /> <\
\©[ j\ o2 ATP \©:N N Q
0
o}

- CO,

HO S S
0=
N N o

Abbildung 5-2: Detektionsprinzip des Luciferase-Tests
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6. Geographie der Probenahmeregionen

Im Folgenden wird eine Darstellung der geograplaacHintergriinde der im Rahmen der
Messkampagnen beprobten Regionen angegeben. D&itibes werden Besonderheiten der
Region im Kontext genauer beleuchtet.

6.1. Geographie des Taihu (Grof3er See), Region Shanghai

Die Region Shanghai zahlt zu den wirtschaftlicthsin schnellsten entwickelnden Gebieten
Chinas. Als Hauptkontaminationsquellen des Taihing :ieben Haushaltsabwéssern, die
ohne Klarung direkt eingeleitet werden, auch Abwassis landwirtschaftlichen Betrieben
sowie aus Industrien (chemische und Papierind)istienennen. Diese Eintrage tragen zu
einer starken Eutrophierung bei, welche durch chena Dingemittel und Futterreste aus der
landwirtschaftlichen Tierhaltung verstarkt wird. 2! Der Taihu ist Chinas drittgroBter
SuRwasserséenit einer Flache von ca. 2400 km2 und einer duichittlichen Tiefe von 2
Metern. In der Region des Taihus leben mehr alsi®4 Menschen. Diese Region z&hlt zu
den am dichtesten bevdlkerten Gebieten Chinas. dsameit hat dieses Gebiet das hochste
Urbanisierungsniveau. So hat die nahegelegene Btagi eine Einwohnerzahl von Uber 4
Millionen Menschen. Die Region umfasst die Provind&ngsu, Zhejiang und Anhui und die
regierungsunmittelbare Stadt Shanghai (Abbildurig 6
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Abbildung 6-1: Geographische Lage des Taifitls

In den Stadten Wuxi und Suzhou werden 80% des Wsadseden taglichen Gebrauch aus
diesem See verwendet. Die Zunahme des Algenwachstuimige der Eutrophierung des
Sees fuhrte zu einem Anstieg von Faulnisproduktafolgedessen wurde die tagliche
Wasserversorgung der Stadt Wuxi um 25% reduziedt fin 116 Fabriken die Produktion
ganz oder teilweise eingestéfft!

@ Geographische Koordinaten: ~ 31°12'03,44" (Nard) 120° 08'25.32" (Ost)
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6.2. Sedimentproben des Taihus

Die Probennahme im Taihu geschah durch die Arbeipgge von Prof. Jianhua Shen
(Chinesische Akademie der Wissenschaften, Shanghdi)ddem uns eine Zusammenarbeit
verband, die vom BMBF finanziert wurde. Die Abbitdp6-2 zeigt die Probenahmestellen,
von denen die Proben #0, #5 und #6 aus der Regohdthsten Eutrophierung des Taihus
stammen. Die Probenahmestelle #0 liegt in der Ni#EneStadt Wuxi und damit in einem der
am starksten belasteten Gebiete des Sees. Diesiidfigpben #1, #6, #9 und #12 stammen
aus weniger stark belasten Gebieten. Die Sedimagpr wurden vor Ort genommen und
lagen als gefriergetrocknete Proben vor, die in blaig extrahiert und im
Bakterienmutagenesetest untersucht wurden (vgl. Kap
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Abbildung 6-2 Probenahmestellen Taihu

6.3. Geographie des Raumes Bitterfeld-Wolfen (Mulde)

Die Mulde ist ein linkselbisch gelegener, nichtiffblarer Fluss und beginnt ihren Lauf am
Zusammenfluss der beiden Quellflisse Zwickauer Rluldd Freiberger Mulde ca. 5 km
nordlich von Colditz (Sachsen) (Abbildung 6-3).

Auf ihren 143 km bis zur Mindung in die Elbe beisBau sperren 11 Wehre und die
Staumauer des Mulde-Stausees bei Bitterfeld ihrag.VDer Stausee ist durch das Fluten
eines Braunkohlen-Tagebaus entstanden und etwa larkgn Die Region Bitterfeld-Wolfen
ist seit gut einem Jahrhundert durch eine Vielzabit angesiedelter Unternehmen der
chemischen Industrie bekannt. Auf einem Areal ven t200 ha haben sich fast 350
unterschiedliche Firmen (z.B. Hiils, Bayer, Akzo Hbletc.) angesiedelt.
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Abbildung 6-3: Die geographische Lage der Mulde (Dessau) als gsiftur Elbe

6.4. Wasser und Sedimentproben der Mulde
Bei den Wasserproben BVV 473-515 handelt es sictBaimnenproben, die aus dem Raum

Bitterfeld-Wolfen stammen. In Abbildung 6-4 ist diFrobenahmeregion dargestellt und die
Probennummern den entsprechenden Probenahmegigfjeordnet.
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Abbildung 6-4: Probenahmestellen der Grundwasserprében

Die raumliche Einordnung der Probenahmestandorte dié@ Sedimentproben mit den
Bezeichnungen 403.628.027-.042 (vgl. Tabelle 15238) kann anhand der markierten
Stellen (Abbildung 6-5) nachvollzogen werden. Imdgénden werden nur die letzten drei
Ziffern zur Bezeichnung verwendet, also bedeutd. z5032 das Sediment mit der

Probennummer 403.626.032.
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Abbildung 6-5: Probenahmeorte der Sedimentproben 403.628.027704
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7. Analytik von Sedimenten

/.1. Probenvorbereitung

Die Homogenisierung der Probe ist der erste Scha#gt Probenvorbereitung, der
insbesondere bei Feststoffproben eine bedeutsahier&eelle darstellt. Sedimentproben, die
im Prinzip als Feststoffproben anzusehen sind, aerdur Homogenisierung auf eine
definierte KorngroRe gesieli®! Man erhalt dadurch eine reprasentative Probe emder
Analyt gleichmaBig verteilt vorliedt” Die in dieser Arbeit untersuchten Feuchtsedimente
(Mulde) wurden zuvor auf die konventionelle Korn@edvon 2 mm gesiebt.

Die Wahl des Loésungsmittels hat mit Sorgfalt zwlkgén, um die Inhaltsstoffe der Probe
vollstandig zu erfassen. Prinzipiell bedeutet dierwendung ausgewahlter Losungsmittel
bzw. Lésungsmittelgemische auch gleichzeitig eiestlEgung auf mit diesen extrahierbare
Substanzen entsprechender Polaritat und bewirkitseime Einschrankung. Dieser kann
jedoch durch mehrfache Extraktion mit unterschauin Losungsmitteln begegnet werden.
Alle diese Gesichtspunkte mussen Bericksichtigundeh fir den Nachweis mutagener
SubstanzeH®

In diversen systematischen Untersuchungen wurdem or- und Nachteile der
unterschiedlichen Extraktionsmethof@rf® 8! herausgearbeitet. Zur Isolierung potenziell
genotoxisch wirksamer Sedimentinhaltsstoffe wurdien,Anlehnung an Bisefl’?! und
Schwarzbaué?', in dieser Arbeit die Sedimente sequentiell im I8exmit Losungsmitteln
unterschiedlicher Polaritat extrahiert. Abweicheddvon wurde zur Gewinnung eines
Primarextrakts der Feuchtsedimente ein Aceton-H&amisch 1:1 (v/v) verwendet. Der
Primarextrakt des getrockneten chinesischen Sedswairde dagegen durch Extraktion mit
Dichlormethan gewonnen.

Der Sekundarextrakt wurde durch Verwendung von [Bttggat bzw. Ethanol erhalten, um
auch polarere Substanzen zu erfassen. Wie auch sahdere Arbeiten zeigtéfi®®:84]
konnte bei Verwendung von Losungsmitteln unterstifaber Polaritat ein signifikanter
Unterschied in der mutagenen Wirkung der Extraktéurgden werden. Dartber hinaus
konnten ebenfalls Unterschiede in der Induktionkstém EROD-Test aufgezeigt werden.
Die Reinigung (sog. Clean-up) des gewonnenen Bbesakat zum Ziel, die Detektion
storende Matrixbestandteile wie z.B. Chlorophylideo Huminsauren weitestgehend vom
Analyten abzutrennen. Als Methode, die eine naheeudustfreie und unverédnderte
Abtrennung der Analyten von der Matrix gestattet, urae die
GroRenausschlusschromatographie (GPCGel Permeations Chromatographié ) als
zweckmanig erachtet. Die GPC beruht auf der Tregmuwm Molekilen aufgrund ihrer
unterschiedlichen hydrodynamischen Radien und liegeér (in erster Naherung) im
Gegensatz zu den ubrigen Methoden der Flissigchogragphie keinen physikalischen
Wechselwirkungen mit der stationdren Phase. MitB#C wird neben der Abtrennung der
oben genannten Matrixbestandteile auch eine Entfelwng der Probe erzielt.
Untersuchungen mit dem Leuchtbakterientest ergabedass der Einfluss des
Schwefelgehaltes fiir die Untersuchung der Toxiziét Proben relevant i€t! Einen
Einfluss auf die Induktionsrate im Arabinoseresigtdest wurde bislang in der Literatur
nicht beschrieben.

Fir die GPC-Fraktionierung wurde eine Glassauleemiér BioBead$-Phase (im Folgenden
als Saulenbett bezeichnet) und hdohenverstellbareschiissen, zwischen denen das
Saulenbett eingespannt war, verwendet. Wie sich faerer Benutzung der Saule zeigte,
musste eine Nachjustierung der Anschlisse an dakerfé@tt vorgenommen werden, da
dieses nach langerem Gebrauch zusammensackte.

& Auch SEC, vorSize ExclusionChromatography, genannt
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Die Nachjustierung erfolgte durch Angleichen deen§pel mit der neuen Oberflache des
Saulenbetts. In Folge dessen kam es zu einer \iarkgrder Verweilzeiten des Chlorophylls
auf der Saule. Die Fraktionierung orientierte saohder Verweilzeit des Chlorophylls auf der
Séaule, die mit Hilfe eines Chlorophylistandardsikaért wurde.

Die Fraktionierung aller Sedimentextrakte liefestets drei Fraktionen:
Die VORFRAKTION enthalt Komponenten, die vor deml@bphyll von der Saule
eluieren (=hochmolekular).
Die HAUPTFRAKTION enthéalt Chlorophylle und Huminéi®
Die NACHFRAKTION enthalt Komponenten, die eine léng Verweilzeit als das
Chlorophyll aufweisen (=niedermolekular).
Die Nachfraktion wurde in einigen Fallen weiterentilt (s. 8.3.1.)

/.2. ldentifizierung von Einzelsubstanzen

In dieser Arbeit wurden zur qualitativen Untersuafpuder Extraktzusammensetzung
hauptsachlich leichtflichtige Komponenten untersu€rer Grund fur dies@eschrankung
lag vor allem im Vorliegen einer umfangreichen Maspektrenbibliothek. Eine
Identifizierung mit Hilfe von Fragmentierungsmusiesowie Retentionszeiten war damit
gegeben. Vorraussetzung fur die Gaschromatogrgphdedamit ebenso fur die GC/MS) ist,
dass die Probe, gegebenenfalls nach Derivatisierwmgersetzt verdampfbar ist.
Artefaktbildungen, wie sie z.B. durch hohe Tempe&er am Injektionsport entstehen
koénnen, sind jedoch nicht ausgeschlossen.

Die Massenspektren der Analyten wurden mit der Elssektrendatenbank MassEf
verglichen und als bekannt bzw. unbekannt zugedérdne

Dartber hinaus erfolgte die Identifizierung der dhbstoffe durch den Vergleich der
Retentionszeiten mit denen von authentischen Refeubstanzefi’ %9 Als identisch zu
einer authentischen Referenzsubstanz erachtetawiedSubstanz, wenn ihr Massenspektrum
identisch ist mit dem der Referenzsubstanz undeb8idbstanzen identische Retentionszeiten
(Co-Injektion) an unterschiedlichen GC-Phasen ais@ve Lasst sich dem Analyten kein
Referenzspektrum aus der Spektrenbibliothek zuords® muss dieser, basierend auf einem
plausiblen Strukturvorschlag, synthetisiert undksqmskopisch charakterisiert werden.

/.3. Analytisch-toxikologische Qualitatsaspekte

Die Anforderungen an die Reinheit der Gerate siad tbxikologische Untersuchungen
anders als bei analytisch-chemischen Arbeiten. iBaeageben sich auch Unterschiede in den
Ansprichen der Nachweisgrenzen, die durch biolbgidizw. chemische Kontaminationen
limitiert sind. Generell lasst sich jedoch festbalt dass die Empfindlichkeit der
instrumentellen Methoden fur den chemischen Nachweeitaus hoher ist. In der
Toxikologie dagegen ist die Einhaltung steriler ditsbedingungen erforderlich, wobei dies
von der Empfindlichkeit des Organismus abhangigBakterielle Testsysteme erfordern z.B.
keine so aufwéndigen Sterilisations-malinahmen veistsisteme auf Basis von Geweben
oder Saugerzellen. Es wurde deshalb ein Komprogesghlossen, dem die Reinheit der
verwendeten Gerate den Anforderungen fur analytiscimd toxikologische Arbeiten
gleichermal3en gerecht wurden (siehe Kapitel 15.1.).

Zur statistischen Absicherung der toxikologischagebnisse wurden fir jede eingesetzte
Konzentrationsreine mindestens drei ParallelvemsucliFreiheitsgrad n=3), d.h.
Wiederholungen unter gleichen Bedingungen durchgefu
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Bei nicht zu groB3er Abweichung der Messwerte (Zatéan) der Koloniezahlen, die als
normalverteilt angenommen wurden, wurde das aritisctee Mittel nach

. - — Y)2
X =Zf‘_lﬁ ermittelt und die Standardabweichung der Stichpratech s a/%
=n n-

berechnet und als Fehlerbalken dargestellt. Prigiunguf Ausrei3er wurden nicht
unternommen, sondern bei grofien Abweichungen vorelinesswerten zu den Ubrigen der
Messreihe, die Messung wiederholt. Die zur Extmaktverwendeten Losungsmittel wurden
im entsprechenddbxperiment als Kontrolle mitgefuhrt. Ebenfalls g&pmurde das im Test
eingesetzte Losungsmittel.

/.4. Strategie toxizitatsgeleiteter Analytik

Aus den bislang genannten Grinden ergab sich aferderung an die zu wahlende
Probenvorbereitungsmethode, dass diese die unbekarmutagenen Komponenten so
unselektiv wie moglich aus dem Sediment anreichemd dass die zu wahlende
Auftrennungsmethode diese Komponenten unverandetés&t (Abbildung 7-1). Im
Gegensatz zu den bislang verdffentlichten Arbeiterdenen fiir das jeweils einzusetzende
Biotestverfahrefi®®¥ ein Losungsmittelwechsel zu erfolgen hat, um dareesultierende
toxische Effekte zu unterbinden und die Matrix bzWestprobe an die jeweiligen
Testbedingungen des Biotests zu adaptieren, wurdéieser Arbeit von Beginn an der
toxikologischen Testmethode der Vorrang derart d¢etvadass die Extrakte nach der
Extraktion in einem flr das biologische Testsystkompatiblen L&sungsmittel gelost
wurden. Dazu wurden die Proben zur Trockne eingpflamnd in einem definierten
Volumen Ethanol, das fiir das Testsystem ein tolesabdsungsmittel darstellt, gelost.

Sediment
mind. 10 g

Feuchtsediment

Trockenmasse-
bestimmung

Seq. Soxleth-Extraktion zunachst Eindampfen der Probe

mit Dichlormethan dann mit Ethanol /> Riickstand Losen in Ethanol

bzw. seq. Extraktion im Ultraschall-
bad mit Hexan:Aceton = 1:1 (V/v),
anschliel3end Essigester

ENDE & Nicht mutagen

Nicht toxisch

< Zytotoxizitatstest niedrigeren Dosisbereich wéhlen

Mutagen

500 pL des Gesamtextrakts verdiunnen
(Cyclohexan:Essigester=1:1)
GPC: 3 Fraktionen

GC/MS Analyse
mutagener Fraktionen

A 4

‘Arabinose-/AMES-Tes
der Fraktionen
h Eindampfen und Lésen in E

Positiv Weitere Fraktionierung mittels

SC, DC oder HPLC | Mutagen wirksame Komponente

Abbildung 7-1 Arbeitsmethode zur toxizitatsgeleiteten Analytikv®edimentinhaltsstoffen
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8. Untersuchung von Taihusedimenten

Um die Belastung des Taihus abschéatzen zu konnemlew Sedimentproben mit unterschiedlichen
toxikologischen Methoden untersucht. Die Extrakteirden als ethanolische Lésungen im
Bakterienmutagenesetest auf Mutagenitat und aufF@kegkeit zur Induktion von CYP-450 1A1 im

EROD-Test untersucht. Im Folgenden werden die Yoteede der Toxizitat bzw. Mutagenitat

hervorgehoben, die nach Verwendung von Loésungdmittmterschiedlicher Polaritat erhalten

wurden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werdi@m im Zusammenhang mit den
Ergebnissen der GC/MS Untersuchungen im Kapiteb8tBachtet.

8.1. Toxizitdt und Mutagenitat (Ara-Test) in Bakterien

Bakterientoxizitat der Extrakte

Zunéchst wurde der Dosisbereich fur die Gesamttékizund damit der zulassige Dosis-
Wirkungsbereich flir den Mutagenesetest ermitteie Einwaagen der getrockneten Sedimente
betrugen im Mittel 10gvgl. Kapitel 15.6., Tabelle 15-3), die dann z.B. mit [Ddarmethan extrahiert
wurden.Die Extrakte wurden anschliel3end zur Trockene eiagpft und der Rickstand mit 1mL
Ethanol aufgenommen= 10g/mL Endkonzentration). Fir die Untersuchungemden 10-30 pL
dieser Losung eingesetzt, die nach Zugabe weittusétze (z.B. Pufferlosungen; Genaueres zur
Zusammensetzung vgl. Kap. 15.7.2.) auf ein Endvelurmon 2 mL verdiinnt wurde. Fir die
Negativkontrolle wurde Ethanol, in dem die Extragedst vorlagen, und fir die Positivkontrolle
wurde dasN-M ethyl-N'-nitronitrosoguanidin (MNNG) bzw. das 2-AminoanthracenAR) fir
Untersuchungen mit dem Rattenleberhomogenat (S@)ewelet. Eine vergleichende Ubersicht tiber
die Aktivitaten der Proben #0, #1 und #6 geberDdi&/-Kurven der Abbildung 8-1 wieder.

Zytotoxizitat zum Ara-Test - S9 #0,#1, #6 (DCM)

100 + &

80 -

> e

60 -

40 -

Uberleben [%]

20 -

EtOH 30 ng MNNG 3 10 30 100
Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 8-1 Vergleichende Ubersicht der D/W-Kurven der Pro#@p#1 und #6 (Dichlormethan)
MNNG: N-Methyl-N'-nitronitrosoguanidin
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Zytotoxizitat zum Ara-Test -S9 #0, #1, #6 (EtOH)

100{ = =
_, 80 =
S, A
c
S 60
2 .
= ‘
S 40 A
-k - - #0
20 | — - #
——#6
0
H20 EtOH 30 ug 3 10 30 100
MNNG
H-O

Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 8-1 (Forts.) Vergleichende Ubersicht der D/W-Kurven der Prod@pm#1 und #6 (EtOH, unten)
MNNG: N-Methyl-N'-nitronitrosoguanidin
Es zeigt sich, dass der Extrakt #0 im untersucHbasis-Wirkungsbereich unabhangig vom
Extraktionsmittel die hochste Toxizitat aufweisie® druckt sich ebenfalls in den ermitteltenskD
Werten des Dichlormethan-Extraktes aus, der fub&®rm0 unter 3 mg Trockenmasse-Aquivalente

(TMA) @ liegt. Die LDse-Werte der Proben #1 und #6 liegen etwa bei 60 Mé Bzw. unter 30 mg
TMA.

Der LDs-Wert der Probe #0 des ethanolischen Extrakts kegpp unter 100 mg TMA. Die anderen
Proben unterscheiden sich nicht wesentlich vonedie®/ert. Erstaunlich ist dagegen die Tatsache,
dass die Probe #1 eine relativ geringe Toxizitdivaist, obschon die Probenahmestelle nicht sehr
weit entfernt von derjenigen der Probe #0 liegt.sAden D/W-Kurven ergibt sich, dass die
ethanolischen Extrakte gegentber den Dichlormekhdrakten eine wesentlich niedrigere
Gesamttoxizitdt aufweisen und somit die Toxizitdbnvdem zur Extraktion verwendeten
Lésungsmittel offensichtlich abhangig ist. Die k#&irtoxisch wirksamen Dichlormethan-Extrakte
weisen somit auf starke Lipophilie der Sedimentitdstoffe hin.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, da€¥/\diekurven fur die entsprechenden Proben
eine Abhangigkeit der Toxizitat von der Lokalit@rd’robennahmestelle wiederspiegeln. Die stark
toxische Wirkung der Sedimentprobe #0, deren Prafvmestelle sich in der Nahe des grol3en
Ballungsraumes Wuxi und dessen Industrien befi{éétildung 6-2, S.40), gibt die vor Ort
bestehende Belastung des Sediments mit Umweltcladiemkwieder.

Mutagenitat im Bakterientest — (Ara-Test)

Ausgehend von den Ergebnissen zur Zytotoxizitdtderuder Dosisbereich fur den Ara-Test so
gewahlt, dass mutagene Effekte eindeutig erkanndermekonnten. Mit Ausnahme der Probe #0 lag
dieser Dosisbereich fiir alle Proben zwischen 310@mg an Trockenmasse-Aquivalenten (TMA).
Experimente ohne metabolische Aktivierung zeigtem oben genannten Dosisbereich keine
Mutagenitat, was darauf hinweist, dass im Extrakin& ,direct acting mutagens wie z.B.
methylierende Substanzen zugegen sind.

& Trockenmassedaquivalent: ethanolische Losungenidefr mit Massenkonzentration, so dass 1 mL LgsufO g
Sediment entspricht
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Es werden deshalb nur die Ergebnisse aus den BExgaen mit metabolischer Aktivierung

diskutiert. Insgesamt ergab sich, ahnlich wie im dexperimenten zur Bakterientoxizitat, ein

entsprechender Unterschied in der Starke der Moitgezwischen den Dichlormethan- respektive
den Ethanol-Extrakten. Dabei zeichneten sich diarailischen Extrakte durch deutlich niedrigere
Induktionsraten gegeniber den Dichlormethan-Ex¢ralktus, wie aus Abbildung 8-3 und 8-5 (S.53)
ersichtlich ist. Der Grund durfte in der unterschighen Polaritdt der verwendeten Losungsmittel
und somit der Fahigkeit, die Sedimentinhaltsstatfeextrahieren, liegen (Hantzsch logP-Parameter).

Dichlormethan-Extrakte
Die D/W-Kurven der Proben #0 und #1 (Abbildung 8z2)gen tendenziell einen unterschiedlichen
Verlauf, wobei letztere (#1) eine leichte dosisalgige Zytotoxizitat aufweist. Die Induktionswerte
der Proben #0 und #1 fur 10 mg Trockenmasse sirglerehbar.

Taihu-Lake #0 DCM ARA-Test /+ S9

180 6
160 ——Koloniezahlen-Mittel |5
—#— |nduktion
140 +
IJ]
E 120 + + 4
$ 100 + J_ S
= l + 3 X
< 80+ °
Q <
§ 60 + + 2
o
4 40 +
+1
20 | -
0 : : — : : : 0
EtOH lug 2-AA 0.5 1 3 10
Trockenmasse [mg/Platte]
Taihu-Lake #1 DCM ARA-Test/ + S9
200 6
1 —Koloniezahlen-Mittel —#—Induktion
180 -
160 T
140 14
120 5
100 +3 X
>
80 E
60 J- J- 1T 2
40 T == e 1
20
0 i i i i 0
10 30 60 100

Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 8-2 Ara-Test der Extrakte #0 und #1 (Dichlormethanf/&-2-Aminoanthracen; Standardabweichung s (vgl.
Kapitel 3.3.) der Stichprobe (n=3), mdsmalverteilt angenommen und als Fehlerbalkegetdellt
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Der geringe Unterschied in der Mutagenitat der BnolB0 und #1 steht in engem Zusammenhang
mit der raumlichen Nahe der jeweiligen Probenahetiest (Abbildung 6-2, S.40). Wie aus diesen
D/W-Kurven weiter hervorgeht, werden fir die Prob#h und #1 die hochsten Induktionswerte
gefunden. Die Ubrigen Sedimentproben wiesen keingagenen Effekte (Abbildung 8-3 bzw.
Abbildung 8-5, S.53) auf, was jedoch nicht zu dechl@ss fluhren darf, es wirde sich hierbei um

unbelastete, d.h. unbedenkliche Proben handeln.

Vergleich der Ara-Test +S9 fur #1,#6,#9,#12 (DCM)

4.5
—a— Induktion #1
410 ] .
— > - Induktion #6
3,5 1 - - % - - Induktion #9
3,0 - — © — Induktion #12
§ 25
h~
>
g 2,0
1,5 -
1,0 [}
0,5
0,0
(Ethanol) 10 30 60 100

Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 8-3 Zusammenfassender Uberblick tiber die ErgebnissévVidémgenitit der Extrakte #1, #6, #9 und #12

(Dichlormethan)

#1
t-Test Mittelwert Std.-Abw.
A. dest. 26,33 6,75
10 122,67 8,33
Prifgrofi3e (PG) 11,01 t(1%)<PG< t(0.1%)? |5,84(1%), 12,9 (0.1%) |Ja
PG > t(0,1%)? 12,9 (0.1%) Nein
A. dest. 26,33 6,75
30 70,67 4,65
Prufgroe (PG) 6,63 t(1%)<PG< t(0.1%)? |5,84(1%), 12,9 (0.1%) |Ja
PG > t(0,1%)? Nein
#1
A. dest. 26,33 6,75
60 41,83 7,94
Priifgrof3e (PG) 1,82 t(1%)<PG< t(0.1%)? |5,84(1%), 12,9 (0.1%) | Nein
PG > t(0,1%)? Nein

Tabelle 8-1Prufung der Signifikanz der Induktionswerte aus Reihe der Probe #1mit dem Student t-Test; A. dest
destilliertes Wasser

Die Untersuchung der Induktionswerte der Probe #1 signifikante Abweichung von der

ermittelten

Schwankungsbreite der

Blindwerte nsttedem Student

Wabhrscheinlichkeit von p=99% ergab eine signifikaAbweichung dieser.
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Dieses Ergebnis zeigt also, dass die gefundenarktiodswerte der Probe #1 (vgl. Abbildung 8-3)
tatsachlich signifikant sind und somit nicht inra@ihder ermittelten Fehlergrenze liegen.

Ethanolische Extrakte

Die ethanolischen Extrakte der Proben #0 und #bereiim untersuchten Dosisbereich eine
mutagene Wirkung, wobei der Uber den Dosisbereiemitielte Induktionswert fur Probe #1
gegenuber der Probe #0 deutlich hoher liegt. Ime@Gegtz zum Dichlormethan-Extrakt der Probe #1
(Abbildung 8-2 bzw. Abbildungs-3), kann aus der D/W-Kurve des ethanolischen Extsakt
(Abbildung 8-4) eine dosisabhangige Zunahme deruktidnswerte gefunden werden. Dies
entspricht einem entgegengesetzten tendenzielletavfeder Kurve zu der des Dichlormethan-
Extraktes. Dieser Verlauf der Kurve ist so zu deptiass die Extraktinhaltstoffe des Dichlormethan-
Extraktes #1 mit zunehmender Dosis eine toxischi&¥Mg auf die Bakterienzellen ausiiben, so dass
eine weitere Zellteilung unterbunden wird und daéire Mutation nicht mehr detektiert werden
kann.

Taihu-Lake #0 EtOH ARA-Test/ + S9

180 6
160 +
+5
g 140 | ]
S 120 f T4_
$ 100 | + S
= T3%
S 80 | 3
() k=
S 60 15
I
S 40 + L 14
- 1
0 ; ; ; ; 0
EtOH 1 pg 2-AA 30 60 100
Trockenmasse [mg/Platte]
Taihu-Lake #1 EtOH ARA-Test/+S9
250 6
|
_ 200 | 1o
. |
= T4
< 150 1 s
= 13 %
I T T 3
N 100 | I E
2 + 2
9 1
o
v 50 + m +1
0 j ; ; ; ; ; 0

EtOH 1 ug2-AA 3 10 30 100
Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 8-4 Ara-Test der ethanolischen Extrakte #0 (oben) ufl (unten), 2-AA: 2-Aminoanthracen;

Standardabweichung s (vgl. Kapitel 3.3.) der Stiobp (n=3), als normalverteilt angenommen und
als Fehlerbalken dargestellt
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Zwar konnte fur den Dichlormethan-Extrakt der Preiée(Abbildung 8-3) kein Hinweis auf eine

mutagene Wirkung gefunden werden, der ethanolidekigakt zeigt jedoch ein anderes Bild

(Abbildung 8-5). Aus dem Vergleich der Induktionsteeder Proben #1 und #6 (Abbildung 8-4 bzw.
Abbildung 8-5), bezogen auf 100 mg Trockenmasseinged, findet man fur Probe #6 eine
Induktion von c.a. 3.0 gegenuber 6.0 fur Probe Bies muss vor dem Hintergrund betrachtet
werden, dass die Probe #6 aus einer relativ wezlggteten Region des Taihus stammit.

Ara Test (+S9) fur #6,#9,#12 (EtOH)

3,0 .
—A— Induktion #6
—%— Induktion #9
2,5 1 —— Induktion #12
2,0 -
[y
i)
X 15
>
©
£
1,0 A X
0,5 -
0,0

(Ethanol) 10 30 60 100
Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 8-5 Zusammenfassender Uberblick iber die ErgebnissMdexgenitét der Extrakte #6, #9 und #12 (EtOH)

In der Abbildung 8-6 sind die Maximalwerte der Iktan fir die einzelnen Extrakte in
Abhangigkeit von der Trockenmasse und des LOsuriggsi miteinander verglichen. Die
gestrichelte, horizontale Linie stellt den Schwelert fir die Induktion dar, der in der Toxikologie
definiert ist, und oberhalb derer von Mutagenitésgyochen wird. Hierbei stellte sich heraus, dass
die Probe #1 deutlich starker mutagen wirkt alBr#0. Die Erklarung dafur ist, dass in der Probe
#0 eine Zytotoxizitdt Uberlagert ist und die Balder absterben bevor sie mutieren. Eine
entsprechende Tendenz ergibt auch der VergleiciDd&rKurven fur die Zytotoxizitat der beiden
Extrakte sowie der niedrigeren Dosen, die fur Préfegetestet wurden. Probe #0 kann also
aufgrund der starkeren Belastung der Region alk gtgotoxisch eingestuft werden, was jedoch
wenig Uber die Mutagenitdt der Inhaltsstoffe aussddjese Aussage gilt unabhangig vom
verwendeten Losungsmittel, da in beiden Fallen Zpotoxizitats-Kurven die gleiche Tendenz
aufweisen.
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Koloniezahl

180 6
160 X
X 15
140 +
X
120 + +4
X
100 | —
+3
80 = - _—— = o M
60 + +2
X
40 + X
X a 1
0 - - 0
0 1 g 10 mg 60 mg 10mg |100mg |60mg (100mg [100mg (10 mg
EtOH 2-AA |#0DCM | #0 BEOH |#1 DCM |#1 EOH |#6 DCM |#6 EtOH |#9 DCM |#12 DCM

Trockenmasse [mg/Platte] - Probe

O Mittelwert

Abbildung 8-6 Vergleichende Ubersicht ii. Maximalwerte der Indofti
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8.2 Ergebnisse des EROD-Tests

Erganzend zu den Untersuchungen an bakteriellensyg@emen wurden die Wirkungen der
Sedimentextrakte auch an primaren Rattenhepatoaywéersucht. Die Starke der Induktion des
CYP-450 1Al (durch den jeweiligen Extrakt) im ERQBst fur die ethanolischen und

Dichlormethan-Extrakte der jeweiligen Probenahmiiestbezogen auf jeweils 45 mg Trockenmasse,
zeigt die Abbildung 8-7.

700 7 toxisch

600

| | Il pcm

500 - | (XX Ethanol
RFU 1
Iug 400 —
Prot. 1

300 -

200 -

100 - i

o ; ; .

DMSO Ethanol  TCDD #0 #1 #6 #9 #12 o
(1 pMol) < »

Sedimentproben des Taihu Sees
(entspricht 45 mg TMA)

Abbildung 8-7 EROD-Test der Sedimentextrakte

Wie sich aus der Abbildung 8-7 ergibt, zeigen mitsAahme der Probe #0 (Dichlormethan) alle
ubrigen Proben Effekte, die in der Grof3enordnungRissitivkontrolle, dem 2,3,7,8-TCDD, liegen.
Der ethanolische Extrakt der Probe #0 zeigt voanalintersuchten Proben die starkste Induktion
Uberhaupt. Eine vergleichbare Induktion ist nur malurch den Extrakt der Probe #6 gegeben.
Ahnlich wie im Bakterientoxizitatstest findet maiir fden Dichlormethan-Extrakt der Probe #0 eine
zytotoxische Wirkung, und eine Induktion bleibt aMgeiterhin ist der Abbildung zu entnehmen,
dass die ethanolischen Extrakte, mit Ausnahme dexbedh #1 und #6, gegenuber den
Dichlormethan-Extrakten eine starkere Induktion ioken, demnach eine gegensatzliche Tendenz in
der biologischen Wirkung zeigen, wie dies im Arasfligeschrieben wurde.

Probe Zytotox-Test MAra-Test +S9 HEROD-Test
#0 (DCM/EtOH) (+++ ++) (+++/+) (o /++)
#1 (DCM/EtOH) (+/0) (+++/++) (+/+)
#6 (DCM/EtOH) (++/+) (o/+) (++/++)
#9 (DCM/EtOH) N.N. (o/0) (+/+)
#12 (DCM/EtOH) N.N. (o/0) (+/+)

Tabelle 8-2Zusammenfassung der toxikologischen Ergebnisse:=tgstark, ++ = mittel, + = schwach, o = toxisch bzw
ohne Effekt, N.N. = nicht dargestellt
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8.3. Zusammensetzung mutagener Sedimentproben

Im Folgenden soll exemplarisch die chemische Zusamsetzung der Proben #0 und #9 (vgl.
Tabelle 8-2, S. 62 und Tabelle 8-4, S. 99 ff.) amfggt und deren Zusammensetzung mit Hinblick
auf die unterschiedlichen Extraktionsmittel vergéa werden. Diese Resultate sollen unter
Berucksichtigung der im Abschnitt 8.2 und 8.1. prigerten Ergebnisse dargestellt werden.

Im Gegensatz zu Probe #0 steht die Probe #9, dieiaar Region mit geringerer Belastung stammt.
Wie sich herausstellte, gestaltete sich die Deutlergn den Abschnitten 8.1. und 8.2. vorgestellten
toxikologischen Effekte, basierend auf der chemescBusammensetzung der Sedimente, aufgrund
der komplexen Zusammensetzung der einzelnen Fraktimicht einfachDa sich die mutagenen
bzw. cytochrominduzierenden Effekte nicht auf edezelne Stoffklasse zurtickfihren lassen, wird
korrekter Weise nur die Zusammensetzung diesettibregn angegeben. In Konsequenz dessen sind
antagonistische oder synergistische Wirkungen &iezeKkomponenten in diesem Zusammenhang
nur schwierig einzustufen. Einzelne, eindeutig tdeerte Substanzen wurden auf deren mutagene
Wirkung untersucht, und die Ergebnisse dienen afstene Hinweise zur Interpretation der
beobachteten Effekte.

8.3.1. Identifizierung einzelner Komponenten

Die Sedimentextrakte wurden mittels GPC fraktioniavobei der Dichlormethan-Extrakt der
Sedimentprobe #0 funf Fraktionen lieferte: Vor- uh@upt- sowie drei Nachfraktionen. Die
Unterteilung der Nachfraktion in die Fraktion . féobk“, ,rot* und ,gelb” ergab sich aus deren
Erscheinung auf dem Saulenbett. Im Folgenden weddeaufgrund ihrer Massenspektren und der
Retentionsindices identifizierten Inhaltsstoffe gestellt. Eine zusammenfassende Ubersicht der in
den Sedimentproben identifizierten Substanzklasagfigeteilt nach GPC-Fraktionen, gibt Tabelle 8-
3(s.u.).
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#0 (VOR) #0 (HAUPT) #0 (NACH) |#1 (VOR) #1 (HAUPT) #1 (NACH)|#6 (HAUPT) #6 (NACH) #9 #12
Kohlenwasserstoffe (F,G,R)
Nonan X
Decan X
Undecan
Dodecan
Tridecan
Tetradecan
Pentadecan
Hexadecan
Heptadecan
Oktadecan
Nonadecan
Eicosan X
Heneicosan
Docosan X X, X X X
Tricosan

xX X X X X X
X X X X X X
X X X X X
X X X X X X
X X X X

x

Verzweigte Kohlenwasserstoffe

Tricyclen X X,
Pristan X X
Phytan X X X
1-Nonen X
1-Nonadecen X

Farnesan X X,

Alkylbenzole

5-Phenylundecan X
3-Phenylundecan X
6-Phenyldodecan X X X
5-Phenyldodecan X
3-Phenyldodecan

2-Phenyldodecan

6-Phenyltridecan X X
5-Phenyltridecan X 49

xX X X X
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#0 (VOR)

PAKs

Napthalin
Phenanthren
Acenapthen
Anthracen

Pyren

Fluoren
Benzo(a)anthracen
2-Methylnaphtalin
1-Methylnaphtalin
Reten
Dibenzo[d,b]thiophen
Benzothiazol

Halogeniert
1,4-Dichlorbenzol
1,2-Dichlorbenzol
1,2,4-Trichlorbenzol

Alkohole, Phenole
Artemisia alkohol
2-Nonano

2-Decano
2-Methyl-1-hexanc
6-Methyl-2-heptanol
2-(2-Ethoxyethoxy)-ethanol
3,4-Dimethoxybenzylalkohol
Phenol

Benzylakohol

p-Cresol

xX X

#0 (HAUPT) #0 (NACH)|#1 (VOR) #1 (HAUPT) #1 (NACH)
(F,G,R)
, X, X
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#0 (VOR) #0 (HAUPT) #0 (NACH) #1 (VOR) #1 (HAUPT) #1 (NACH) #6 (HAUPT) #6 (NACH) #9 #12
Aldehyde/Ketone

Benzaldehyd X X, X

Hexanal N
Octanal

X
Nonanal X X X,
Longicamphenilon X
6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on x

Oxoisophoron X X, X
5-Methylheptan-2,4-dion

(E)-Zimtaldehyd

3-Thujene-10-al X

Carbonsauren/-ester

Hexansaure

Nonansaure

Octansaure X
Hexadecansaure

Octylacetat

Methylpalmitat X
Dihydroactinidiolid X
4-Methyl-2-buten-4-olid X X X, X X

o-Hexanolid X

y-Hexanolid X,

y-Octanolid X, X

y-Undecanolid X X X

Hexylacetat X X, X
Benzoesaure

Diverse
N,N-Diethylacetamid X X X, X, X X
1,3,5-Trimethyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion , X, X

Tabelle 8-3ldentifizierte Substanzen in den GPC-Fraktionenilehlormethan-Extrakte
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Probe #0, Dichlormethan-Extrakt, Vorfraktion

Wie sich aus der Zusammensetzung des Dichlormdintnakies der Probe #0 zeigt
(Abbildung 8-8), konnten neben einer Vielzahl a#ipbcher Kohlenwasserstoffe mit
vorwiegend ungeradzahliger Kettenlange auch Fetsasowie unterschiedlich oxygenierte
aromatische Verbindungen und einige oxygeniert@dre identifiziert werden, wie z.B. das
Dihydroactinolid (Abbbildung 8-32, S. 91). Haufigenreten waren ungesattigte und
gesattigte Lactone.

Probe #0, DCM, Vorfraktion, gesamtes TIC

36%:
49a

112

17 105 110

19 8 119

18%;

23

y «J
W mmn

400 800 1200 1600 20

Abbildung 8-8: TIC der GPC-Vorfraktion der Probe #0 (Dichlormethar8: Tricyclen; 14: N,N-
Diethylacetamid; 17: Octanal; 19: Decan; 23: Acbtmwn; 33: Oktansaure; 35: Dodecan; 49: Tridec8s; 4
Bicylohexan (MS); 57: Tetradecan; 60: Dihydroaciitho61: Pentadecan; 66: Longicamphenilon; 66a;42,2
trimethyl-1,3-pentandioldiisobutyrat (MS;TXiB 73: Heptadecan; 74: Pristan; 85: Octadecan;P8igtan; 90:
6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on; 95: 1-Nonade®&h;Nonadecan; 98: Methylpalmitat; 105: Heneicosan;
110: Docosan; 112: Tricosan; 119: Heptacosan

Probe #0, Dichlormethan-Extrakt, Hauptfraktion

Eine etwas andere Zusammensetzung zeigt dagegdtadmfraktion (vgl. Abbildung 8-9,
S.68f.). Neben aliphatischen Kohlenwasserstofferd wrettsauren, die in Sedimenten
ubiquitar vorkommeh™ !, konnten anhand eines technischen Gemisches Idiggke
Alkylbenzole als Referenzsstandard eine Reihe sctédlicher Alkylbenzole identifiziert
werden. Uberwiegend konnten Kohlenwasserstoffe nangahliger Kettenlange identifiziert
werden.

Der Wert des Verhéltnisses geradzahliger zu ungatdgier Kohlenwasserstoffe (Gleichung
8-1) ist ein MalR fur den anthropogenen Eintrag. @eem Sediment welches tUberwiegend
mit Kohlenwasserstoffen aus Mineraldlen belastetiegt das Verhéaltnis deutlich unter 1.

2 TxiB = Handelsname fiir den genannten Weichmacher
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Sind die Kohlenwasserstoffe biotisch liegt der Wartitlich Gber 1. Diese (dimensionslose)
Maf3zahl kann ebenso fiir die Beschreibung von Ejatramit Fettsduren verwendet werden.

C2n
C2n+1

(Gleichung 8-1)

=C

Zu den natdrlichen Quellen, die durch das Verhsil{d) beschrieben werden, zahlen z.B.
pflanzliche oder auch tierische Fette. Insbesond&raliese Kennzahl wiederum als ein
Parameter fir Eintrage z.B. aus der Lebensmitteler Futterindustrie bedeutsé&t.

Die biologische Abbaubarkeit aliphatischer MKW ngiteicher Kohlenstoffzahl sinkt im
Allgemeinen von den n-Alkanen Uber die iso-Alkaden Alkenen bis zu den Cycloalkanen.
Die n-Alkane werden allgemein als leicht abbaubamgestuft, mit Ausnahme der
Kurzkettigen. Sie werden nur von wenigen spezetisn Bakterien angegriffen. Die mittel-
bis Iangkettigen Verbindungen (ab Hexan) kbénnenedag die meisten Bakterien
verwertent?>%’! Im Boden werden Alkane hauptsachlich aerob vonehieBakterien und
Pilzen abgebaut. Der Abbau erfolgt Uber den enttygreden Alkohol und den Aldehyd zu
Fettsduren, welche dann in Lipide eingebaut werdee Abbauzeiten sind von der
Kettenlange und der Molekulstruktur abhéngig. Eide@ekte Beziehung zwischen
Kohlenstoffzahl und Halbwertszeit besteht ni¢AitDer anaerobe Abbau von Aliphaten im
Boden wurde bislan? wenig untersucht. Alkene koroheneh verschiedene Mikroorganismen
abgebaut werdéef?>®

a) Gesamtuberblick

100%

50%

i s

T T T T
400 800 1200 1600

v

Abbildung 8-9 TIC der (GPC-) Hauptfraktion der Probe #0 (Dichlethan); Gesamttberblick
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b) Bereich: Scan bis 1000

49a
100%1
33a
74
75
3
19
1 9
23
509 16| 21 |24 25 57 61
26 33
15
3542 44 o, 56
11-13
835
9
200 400 600 800 10

[b] 1: y-Undecanolid; 3: 4-Methyl-2-butenolid; 11: Phendl?: Hexansadure; 13: Hexanal;, 15: 2-(2-
Ethoxyethoxy)-ethanol; 16: 5-Methylheptan-2,4-didi§: Decan; 21: Hexylacetat; 23: Acetophenon; 24: p
Cresol; 25: Nonanal; 26: 2-Nonanol; 28: Undecan;@®&isophoron; 32: Benzoesaure; 33: Octansade; B
(2-Butoxyethoxy)ethanol (MS); 35: Dodecan; 42: @ntaldehyd; 44: Nonansdure; 49: Tridecan; 49a:
Bicyclohexan (MS); 52: Undecanséaure; 56: Farne&ah; Tetradecan; 61: Pentadecan; 74: Pristan; 75: 6-
Phenyldodecan; u: unbekannt

Abbildung 8-9 (Forts.) TIC der (GPC-) Hauptfraktion der Probe #0 (Dichlethan);
Ausschnitt (Scanbereich-1000)

c) Restbereich: Scan 1000-1200

87 88 /99
TAIHUDCMHAUPTO0.JDX [5/08/05]

20

74: Pristan; 83: 2-Phenyldodecan; 87: Phytang88henyltridecan; 89: 5-Phenyltridecan

T T T T T T T T T 1
1020 1040 1060 1080 1100 1120 1140 1160 1180 1200

Abbildung 8-9 (Forts.) TIC der (GPC-) Hauptfraktion der Probe #0 (Dichlethan); Scanbereich 1000-1200 (c)
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Die Identifizierung der linearen Alkylbenzole (LAB&rgab sich aus dem Vergleich der
lonenspuren (Abbildung 8-12, S. 72 und Abbildun§33-S. 73) der Massen m/z 91 bzw. 105
mit denen der Standardreferenzsubtanz, wobei @ezelsomere anhand der
Retentionsindices unterschieden wurden. Das Frafenengsmuster der Massenspektren
ermdglicht die Zuordnung der Position des Phentgefn der Kette. Prinzipiell muss nur
zwischen einem 2-Phenylalkan unterschieden werdas, ein intensives Fragmention der
Masse m/z 105 ergibt, das wahrscheinlich die inildlong 8-10 angegebene Struktur haben
konnte, sowie einem Phenylalkan, dessen Phengrelseliebiger Stelle in der Kette sitzt.

o+

Abbildung 8-10 Struktur des Fragmention der Masse m/z 105

Diese Phenylalkane ergeben nach Abspaltung eingbylbenylradikals, das aus einer
vorherigen Abspaltung der tbrigen Alkylkette hegadnt, das Fragmention der Masse m/z 91
(vgl. Abbildung 8-12). Die Abbildungen 8-12 und 8-1lzeigen exemplarisch die
Massenspektren des 5-Phenyldodecans sowie des né&b@ecans mit den

charakteristischen Fragmentionen.
7100% 91

m/z 147

105
43
189

57

163
119
71
|

85 133

‘ H | ‘ | 173 211 225
i o ‘\‘m\m\m“ TR 1| [ 1l | 1] [T | L | >
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
985 12324 28% - TAI HU DCM HAUPT #0.JDX * /

246

Abbildung 8-11: Massenspektrum von 5-Phenyldodecan und desseméndigrung
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1100%

41

55

69 77
Ll

91

CH»

m/z 91

*10
105 147

117
| 133
I1l;

20 30 40
999 8307 43% PHENYLALKANE. JDX * /
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70 80

90

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Abbildung 8-12 Massenspektren (m/z 91 und 246) von 5-Phenyldadiecder Hauptfraktion der Probe #0

7100% 105
| 57
43 71 260
T *
85 10
4 91 246
125
Ll ‘ L il ] b e T
|I|| ullh .|| | || .||I o il L ll]..l'. ||| it 1y .||. |I | 195 ||| [ L. .
Tt L S B e e L e e e . LA S S S S B S S S S B s s s e |
140 160 180 200 220 240 260 280

20 40 60 80 100 120
1050 8403 22% - TAI HU DCM HAUPT #0.JDX * /

Abbildung 8-13 Massenspektren (m/z 105 und 260) von 2-Phenyltiodaus der Hauptfraktion Probe #0
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1100% 105

*10
91
246

55

79
L, 65, M‘ | ) 147 161 231
80

30 40 50 60 70 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1065 10496 56% PHENYLALKANE. JDX * /
Abbildung 8-13 (Forts.) Massenspektren (m/z 105 und 260) von 2-Phenyldoddes technischen Gemisches
(m/z 91, 105 und 260)

41
Al

20

In Tabelle 8-4 sind alle in der Hauptfraktion idénterten langkettigen Alkylbenzole

zusammengefasst.

Alkylaromat R Fraktion
5-Phenylundecan 1606 Hauptfraktion (+ #1)
6-Phenyldodecan 1699 Hauptfraktion
5-Phenyldodecan 1703 Hauptfraktion
6-Phenyltridecan 1798 Hauptfraktion
5-Phenyltridecan 1805 Hauptfraktion
4-Phenyltridecan 1817 Hauptfraktion
2-Phenyldodecan 1776 Hauptfraktion
2-Phenyltridecan 1892 Hauptfraktion

Tabelle 8-4Im Dichlormethan-Extrakt der Sedimentprobe #0 fdiererte langkettige Alkylbenzole

Die langkettigen Alkylbenzole reprasentieren eineibs$anzklasse, die wu.a. durch
Eganhousé* bzw. Schwarzbauer et &' als Kontaminanten in Sedimenten identifiziert
wurden. Sie entstehen durch den mikrobiellen AblmuAlkylbenzolsulfonaten und kénnen
so als ein Marker fur hausliche Abwéasser angesefeeden'®* %!
Unter aeroben Bedingungen werden die linearen Atytole auch zu den entsprechenden
Sauren abgebaut. Alkylbenzolsulfonsauren habenniscie Bedeutung als Emulgatoren,
Flotationsmittel und Detergenzien. Andererseitsdredie langkettigen Alkylbenzole auch
als Ausgangsstoffe zur industriellen Produktion ¥dkylbenzolsulfonatent®®
Die Alkylaromaten traten hauptsachlich in der Prédoe(Dichlormethan) auf, was als ein
Indikator fir die Belastung dieser Seeregion miustaltsabwassern, die ungeklart in den
See eingeleitet wurden, angesehen werden kanrstE®mit davon auszugehen, dass u.a.
Detergenzien (Alkylbenzolsulfonate) an dieser 8tgllden See gelangen, fur die mikrobielle
Abbauprodukte im Sediment in Form der LABs identéit wurdef” %!
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Probe #0, Dichlormethan-Extrakt, farblose Nachfraktion

In dieser Fraktion konnten eine Reihe von PAKs (himg 8-14, oben) identifiziert als auch
unterschiedlich alkylierte PAK "zugeordnet” werdateren Massenspektren im Anhang,
Kap.16.2., explizit aufgefuhrt sind. Es ist dabeivan auszugehen, dass erstere einen
wesentlichen Beitrag zur vorliegenden Mutagenitéd aur Induktion von CYP-450 1A1 im
EROD leisten. Des weiteren konnten auch Hetero-RAK z.B. Dibenzo[d,b]thiophern2)
identifiziert werden.

gesamtes TIC (bis Scan 1600)

100%- 49a
101
v
49 102
79 104110
2 114
35 61 | 80
50%1 57 76
38
748 66a
11 /
radulis , L‘_LAJ‘_,JA*LJI-N- MM |
400 800 1200 1600

7-17

[a] 2: y-Hexanolid; 7: Benzaldehyd; 8: Tricyclen; 11: Pherdd: Octanal; 20: Benzylalkohol; 21: Hexylacetat;
23: Acetophenon; 35: Dodecan; 38: Decanal; 49:€aah; 49a: Bicyclohexan; 57: Tetradecan; 61: Pextay
76: Dibenzo[d,b]thiophen; 66a: 2,2,4-trimethyl-h&atandioldiisobutyrat (MS) 79: Phenanthren; 80:
Anthracen; 101: & 102: Fluoranthren; 104: Pyren; 110: Docosan; Biehzo[a]anthracen;

Abbildung 8-14 TIC der farblosen Nachfraktion der Probe #0 (Dichilethan) (gesamt)
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gedehnter Bereich Scan bis 400
20%, " 23

/

N

21
17 20

10%:;

W Ll

100 200 300 40

2: y-Hexanolid; 7: Benzaldehyd; 8: Tricyclen; 11: Phierdd: Octanal; 20: Benzylalkohol; 21: Hexylacet2s;
Acetophenon; u: unbekannt

Abbildung 8-14 (Forts.) TIC der farblosen Nachfraktion der Probe #0, veBgrier Bereich bis Scan 400

Die Hauptkomponente dieser Fraktion ist element&awefel, § der sich mittels GPC
nicht vollstandig abtrennen lie3. Eine bessere,ggetere Methode stellt die vorherige
Behandlung mit elementarem, aktiviertem Kupfer nacdnké®™! dar.

Alkylierte PAK

Wie sich aus dem Vergleich mit Massenspektren gexktenbibliothek ergab, konnten im
Extrakt mehrere Isomere des Methylphenanthrend 8RY, 1853, 1867 bzw. 1871) gefunden
werden, dessen Massenspektrum in Abbildung 8-1%npbegisch gezeigt ist. Weiterhin
lieRen sich isomere Dimethylphenanthrene (RI 1988 1996) und Trimethylphenanthrene
(RI 2099, 2108, 2125) ableiten. Hohere kondensialkgl-PAK wie das Methylpyren (RI
2133, 2157, 2175, 2184, 2207, 2215) oder DimethgipyRI 2278, 2306) waren ebenso
vertreten.
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TAI HUDCMNACHO. derr
MaxE2 SumkE4d
Rl 97042 32972
192 2909 2390
165 313 62
95 640 498

RI 33

192.0

165.0

95.0

T T T T T T T S S S S S S S S SR S B
800 900 1000 11

00
7100% 192

226 256

*10

64
39 |

T T T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
B1133 1608 32% TAI HU DCM NACH #0. JDX /

Abbildung 8-15TIC der farblosen Nachfraktion der Probe #0 (Diciilethan) sowie lonenspuren der Massen
m/z 192,165, 95; Scan-Nr. 1133 2-Methylphenanthi@ren) und Massenspektrum des 2-

Methylphenanthrens der Probe

Als Hauptfragmentierungen erfolgten neben Dehydrigen noch weiterhin die Abspaltung

einer GH,"-Einheit unter Ringoffnung. Methylsubstituierte PAi{den Tropyliumkationen,

die ein intensives Fragmention geben. Das Moleklliagegen erscheint mit geringerer

Intensitat.
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Hetero-PAK

Neben PAKs und alkylierten PAKs wurden auch HetAd< wie das Benzo[b]naphtho[2,3-
d]furan (R1 2070) bzw. dessen Isomere (RI 2085,223funden. Die Abbildung 8-16 zeigt
die lonenspur der Masse m/z 184 und das Massemgpekles Dibenzo[d,b]thiophens, das
neben zwei weiteren Hetero-PAK in dieser Fraktionftrat. Der Vergleich der
Fragmentierungsmuster der Massenspektren von tiegrdischen Referenzsubstanz und des
Analyten sowie der Retentionsindices von Analyt-d uReferenzsubstanz zeigen eine

deutliche Ubereinstimmung.
TAI HUDCMNACHO. JDX  *
MaxE2 SunkE4
Rl 97042 32935
184 742 22
152 1024 61
139 115 25

849

1Qpo

866 961 1052 1138 1170
olis
R 33
184. 0
152.0 — S| —
139.0 — ‘”\MN‘ ‘MUUWM\A—JU‘ WA \J

Co I T A A
900 1000 1100

Abbildung 8-16 TIC der farblosen Nachfraktion der Probe #0 (Dichiethan) sowie lonenspuren der Massen
m/z 184, 152 und 139; Scan-Nr. 985 Dibenzo[d,bjthen
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71100%

139.2
152.3

113. 2
Ly R -

159.2. 1

184.2

——r

T —— ——— T — ——
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
6866 55% DI BENZODBTHI OPHEN. JDX *

Abbildung 8-16 (Forts.) Massenspektrum des Dibenzo[d,b]thiophens (Stasdasdanz, unten)

40
1005

Das Auftreten von Dibenzothiophen vor allem im man Okosystem wird in der
Literatut*°® zum Teil auf natiirliche Quellen zuriickgefiihrt, geplogischen Ursprungs sind
und letztlich  Ausspulungen darstellen. Diese werdeiilber physikalische
Transportmechanismen verteilt und weisen demerdsprele Konzentrationsunterschiede in
den einzelnen kistennahen Meeresregionen auf. dgdgene Quellen sind die bei der
Verarbeitung von schwefelhaltigem Rohdl in der peltiemischen Industrie anfallenden
Dibenzothiophen-Eintrage. Aufgrund des Fehlens tn@r Eintrage in den Taihu kann
allerdings davon ausgegangen werden, dass das Zothésphen im Taihu anthropogenen
Ursprungs ist.

Probe #0, Dichlormethan-Extrakt, rote Nachfraktion
Neben 2-Methylnaphthalin konnte Reten und dessedrietyingsprodukte, aber auch das
1,3,5-Trimethyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion sowie AMchlorbenzol identifiziert werden.
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Gesamt TIC

100%-

493

S0%1 50 111
37 46

c
—c

J A ] A ) AA M AL A lll I ML—A_._L_
N 400 800 1200
— 400

37: Naphthalin; 46: 2-Methylnaphthalin; 49a: Biayjeéxan (MS); 50: 1,3,5-Trimethyl-1,3,5-triazin-B4rion;
111: Reten; u: unbekannt

Abbildung 8-17 Gesamtes TIC der roten Nachfraktion
Bereich bis Scan 800

51%-
49a

50
25%-

15 o3
18 37

46

[ /\_A_J\_lAfL_.AJ Al

200 400 600 80
3: 4-Methyl-2-buten-4-olid; 15: 2-(2-Ethoxyethoxgdhanol; 18: 1,4-Dichlorbenzol; 23: Acetophenon; 37
Naphthalin; 46: 2-Methylnaphthalin; 49a: BicyclobexMS); 50: 1,3,5-Trimethyl-1,3,5-triazin-2,4,6etn
Abbildung 8-17 (Forts.) TIC der roten Nachfraktion; vergré3erter Aussch{Bttan bis 800)
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Probe #0, Dichlormethan-Extrakt, gelbe Nachfraktion

In der gelben Fraktion konnten einige Komponentemiifitiert werden, die zuvor schon in
der roten Fraktion identifiziert wurden. Neben DiRd Trichlorbenzole, finden sich hierin
auch wieder einige PAK, sowie alkylierte Homolo&®enso z&hlt hierzu das Reten, dessen
toxikologische Eigenschaften im folgenden Abscheitigehender diskutiert werden sollen.
Daneben wurden auch Komponenten wie Benzothiaz@r aths schon beschriebene
Cyanursaurederivat 1,3,5-Trimethyl-1,3,5-triazid;8;trion gefunden.

Probe #0, DCM, Gelbe|Nachfraktion, gesamtes TIC

20%

10% A A

T T T
400 800 1200

TIC Scan bis 800

20%
|~ 49a
15
18
10%- 11 23
10 22 40
36 37 39
9
29
‘N 46 6
50
41
s e S

200 400 600
10: 6-Methyl-2-heptanol; 11: Phenol; 15: 2-(2-Etpethoxy)-ethanol; 18: 1,4-Dichlorbenzol; 22: 1,2-
Dichlorbenzol; 23: Acetophenon; 29: Oxoisophoro®; B,2,4-Trichlorbenzol; 37: Napthalin; 40: Benzattol;
39: 2-Decanol; 41:y-Octanolid; 46: 2-Methylnaphthalin; 47: 1-Methylddbalin; 49: Tridecan; 49a:
Bicyclohexan (MS); 50: 1,3,5-Trimethyl-1,3,5-triaz2,4,6-trion; 54: Acenaphthen; 62: 3,4-
Dimethoxybenzylalkohol
Abbildung 8-18 TIC der gelben Nachfraktion; Scan bis 800
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TIC Scan 800-1400

TAIHUDCMNACHGELBBO0.JDX [5/06/23] u
20 u
15
u
10
u
67 71
111
u u
5 -
L’\/v\/\/ﬂj/\,‘/u
[ [ [ [ [ 1
900 1000 1100 1200 1300 1400

67: Fluoren ; 71: Syringa aldehyd; 111: Reten;nlnekannt
Abbildung 8-18 (Forts.) TIC der gelben Nachfraktion; Scan 800-1400

Reten und dessen Homologa

Das Totalionenstromchromatogramm der gelben Nakindra (Abbildung 8-18) zeigt u.a.
das Reten (RI 2177) (Abbildung 8-19). Die lonenspuder Massen m/z 234 und 219 wurden
mit einer authentischen Referenzsubstanz verglichen
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TAI HUDCMNACHGELBBO. JDX  *
MaxE1l SunE3

Rl 81364 11049

234 1255 61

219 1650 89

204 388 18

189 689 64

1157 1288

234.0 o
219.0 AAAAJLAAJ kﬁ\r»ﬂAVwAguAmfxmAANLg

204.0 \ | A

[T T T T T T S R S S B B B B B
1000 1100 1200

7100% 219.1

Iilln 234.2

204.1
] 189.0

1 54.9 165.0

109.0 ‘
‘ [ | ,,,,_1,5,7;YOV”,_H‘_, |, | |

‘,‘lﬂﬂx B T O B 1 YR 1 Y | IS | Il
40 50 60 70 85 9}) 160 1:;.0 12T0 léO 1210 150 160 170 180 léO 280 2:;.0 22TO 2.’;»0 2210 25;0
1377 165 23% TAI HUDCMNACHGELBBO. JDX *
Abbildung 8-19 Vergleich desTIC der gelben Nachfraktion der Probe #0 (Dichlaitma@) mit den lonenspuren
der Massen m/z 234, 219, 204 und 189, Scan-Nr. Fatén, sowie Massenspektrum der
Referenzsubstanz des Retens

Unter anderem konnte Tetrahydroreten sowie das @ehpietin, dessen Massenspektren in
Abbildung 8-20 und 8-21 dargestellt sind, idenidiz werden. Das Massenspektrum eines
weiteren Geriisthomologon zeigt Abbildung 8-23. Biealogie zur Fragmentierung des
Retens ergibt sich fur das Tetrahydroreten ausAdelition von 4 Massen zum Basis- und
Molpeak, so dass die lonen der Massen m/z 223 88cakBtsprechend resultieren.
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Die den Fragmentierungen zugrunde liegenden Streiktonuss man sich durch sequentielle
Abspaltung von Methylgruppen entstanden denkemlass dem Fragmention der Masse m/z
181 schlief3lich die Struktur des Tetrahydropherramit entspricht.

7100%

223

238

181

165
195

153

H 55 6o P ‘
......... L SN DU TERN FPROUOUSMSPOP AN NS\ SN NS v 1| P11 RO 111 PO 11
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

20 30 40 50 60 70 80 90 100
B1288 1348 17% TAI HU DCM NACH GELB B #0. JDX /

Abbildung 8-20 Massenspektrum des Tetrahydroretens in der gellaehfiaktion (oben)

7100% 241
159
185
143 206
128
41 117
91
21
55 165 3
224
AN | IR T |
H 1 L H \‘ ‘ 1 AL 1 “ ‘\\ \‘\ UL 1 | !
T T T I o o e R R e ]
150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
B1228 214 17% TAI HU DCM NACH GELB B #0. JDX /

Abbildung 8-21 Massenspektrum des Dehydroabietins in der Fraktion

Im Unterschied zu den Fragmentierungsmustern deenRézw. Tetrahydroretens, zeigt das
Fragmentierungsmuster des Dehydroabietins einsites Fragmention der Masse m/z 159,

welches in Abbildung 8-22 wiedergegeben ist.
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~159

Abbildung 8-22 Struktur des Fragments der Masse m/z 159

Weitere Gerlstisomere lassen sich in der Fraktiodefi, wenn man die lonenspuren der
Massen 210 und 195 des Tetrahydroretens untersMiemt.findet dabei die Isomere (905,
923, 928 und 948), die sich alle durch ein inteesiFragmention der Masse m/z 195, das den
Basispeak darstellt, auszeichnen.

7100% 195

165 180

77

152 ‘
S (S TR | N N

Tt T T
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

39
51
TR DU 2

20 30 40 50 60 70 80 90
B923 632 33% TAI HU DCM NACH GELB B #0.JDX /

Abbildung 8-23 Massenspektrum eines Gerlstisomers/-homologs elen&in der gelben Nachfraktion

Chlorbenzole

Als weitere umweltrelevante Xenobiotika konnten @& und 1,4-Dichlorbenzol sowie das
1,2,3-Trichlorbenzol identifiziert werden. Chlorlzee haben aufgrund der bakteriziden
Wirkung Bedeutung als Desinfektionsmittel, zeigberaweder mutagene noch kanzerogene
Wirkung im Saugerorganismid®! 1,4-Dichlorbenzol, das im Saugerorganismus zum 2,5
Dichlorphenol metabolisiert wird, zeigt ebenfallsine mutagene Wirkung. Dies wurde zum
einen mit einem Ames-Test (+/- S9-Aktivierung) ggteals auch an Lymphozytenzellen
von Mausert® Untersuchungen zur akuten Toxizitat wurden mit rsuieiedlichen
Expositionsarten und Zeitintervallen an Méausen @atten durchgefuhrt. Eine einfache
Bewertung ist zwar nicht mdglich, jedoch zeigtehsminerseits, dass Mause wesentlich
empfindlicher reagierten als Ratten und anderexseiass eine einfache Abfolge in der
Toxizitat in Abhéngigkeit vom Chlorierungsgrad ricteobachtet werden kaHfi"
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TAI HUDCMNACHGELBBO. JDX  *

MaxEl SunE2
Rl 20011 36786
146 2198 648
111 852 201
75 846 192
152
231 293
1
168
RI 33 /\j
146. 0
111.0 4/\J
75.0 j\ /\_) [\
| ' ' ' o ' ' ' o ' ' ' Co
150 200 250 300
7100% 146
i 50 75 111
1 43 84
37
70
Y “UH [l ‘ é‘l | I - !
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

20Bl75 2330 26% %’i-\l HUDCI\?I\(I)ACHGELSI(.;’O. JDX

Abbildung 8-24 TIC der gelben Nachfraktion der Probe #0 (Dichlatme, oben) und lonenspuren der Massen
m/z 146, 111, 75; Nr. 175 1,4-Dichlorbenzol; Masgektrum des 1,4-Dichlorbenzols
(Referenzsubstanz )
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TAI HUDCMNACHGELBBO. JDX  *
MaxEO SunE2

Rl 76221 20714

180 6646 99

145 681 7

109 644 18

385
423
359
314
37
295 346
RI 33 324
180.0 A '
145.0 H ‘ ‘\
109.0 o | o | Vo I | | | o | | | |
300 350 400 450
7100% 182
Cl
| Cl
Cl
0 74
] 109 145
43
84
20 30 40 50 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

B377 68 36% TAI HUDCM\IACI‘iIOGELBBO. JDX
Abbildung 8-25 TIC der gelben Nachfraktion der Probe #0 (Dichletinan, oben) und lonenspuren der Massen
m/z 146, 111,75; Scan-Nr. 377 1,2,4-Trichlorbenzdllassenspektrum des 1,2,4-
Trichlorbenzol (Referenzsubstanz)
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Cyanursaurederivate ("Triazin“-Analoga)

Als ein Vertreter einer weiteren Verbindungsklaksante in der gelben Nachfraktion des
Dichlormethan-Extraktes ein Cyanursaurederivat tifleiert werden, dessen lonenspuren
sowie zugeordnete Massenspektren in Abbildung 8&2gestellt sind.

TAlI HUDCMNACHGELBBO. JDX  *
MaxE2 SunE3

Rl 25369 24216

171 267 60

143 78 38

58 312 78

553

1157 1288

852

1079
b1 923 1208
RI 33 NONE WP e W A (- A_,_A_M
171.0
143.0 1 | 1 A “\_A/\ VRN T Im A
58.0 “H““H“H““‘H““H‘HH“H“H“H“HH““‘
400 600 800 1000 1200 1400
100% 57.9 171.0
b 143.0
b 69.9
| ‘ 84.9 ‘
— ———t—t 77—+
4 90 100 110 120 130 140 150 160 170

0 50 60 70 80
581 277 32% TAI HUDCMNACHGELBBO. JDX *

Abbildung 8-26 TIC der gelben Nachfraktion der Probe #0 (Dictniethan, oben) und lonenspuren der
Massen m/z 171, 143,58; Scan-Nr. 581: 1,3,5-Tri@zn6-trion (oben); Massenspektrum des
1,3,5-Trimethyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trions (Refersnbstanz)

Benzothiazol

Benzothiazol wurde mehrfach in unterschiedlicheakitonen des Dichlormethan-Extraktes
identifiziert, wie z.B. in der gelben Nachfraktides Dichlormethan-Extraktes der Probe #0
(vgl. Abbildung 8-27).
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TIC Scan bis 800
20%-
P 49a
15
14
N
18
10%/ 11 23
1 110 - 40
36 37 39
9
29
46 5
50
41
2(50 460 660

10: 6-Methyl-2-heptanol; 11: Phenol; 14: N,N-Diddgetamid; 15: 2-(2-Ethoxyethoxy)-ethanol; 18: 1,4-
Dichlorbenzol; 22: 1,2-Dichlorbenzol; 23: Acetopben 29: Oxoisophoron; 36: 1,2,4-Trichlorbenzol; 37:
Napthalin;40: Benzothiazoj 39: 2-Decanol; 41y-Octanolid; 46: 2-Methylnaphthalin; 47: 1-Methylrdpalin;
49: Tridecan; 49a: Bicyclohexan (MS); 50: 1,3,5rTethyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion; 54: Acenaphth&2;: 3,4-
Dimethoxybenzylalkohol

Abbildung 8-27 Ausschnitt des TIC der gelben Nachfraktion

(RI'1193, M 135, BP 135) Benzothiazol
40

100 S
CL
N

807 135

60

40

108
20

69

) ‘
A | il |||..I | 1
t 1 T
0 60

4

82 91

T 1 T T T T T T T
80 100 120 140 160 180

Abbildung 8-28 Massenspektrum des Benzothiazols aus der gelbenfidtion
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Benzothiazol gilt als Abbauprodukt des 2-(Thiocyaethylthio)benzothiazols (TCMTHL,
Abbildung 8-29), das in der Lederwarenindustrieyisoin der Papierindustrie und (Ab)-
Wasseraufbereitungsanlagen als Biozid Verwendundefi Gemald Abbildung 8-29 wird
Benzothiazol durch Photolyse des TCMTBs gebiftfét'%!

N\>_S
o e

{02.103]

TCMTB 1
Abbildung 8-29 Vorgeschlagener Mechanismus zur Bildung von Bérianbl aus TCMT

Terpenoide Inhaltsstoffe

In Sedimenten sind ebenfalls hdufig auch terpendgel®indungen anzutreffen, die entweder
im Zuge anthropogener Eintrage in das aquatischesydtem gelangen oder durch
diagenetische Prozesse, z.B. mikrobielle Abbaureadh, aus Vorlaufersubstanzen
hervorgehen.

Hierzu zu zahlen die in der Vorfraktion des Dichhethan-Extraktes, Probe #0
identifizierten Substanzen wie Dihydroactinolid bdeongicamphenilon (vgl. Abbildung
8-32) und der synthetische Geruchstoff Oxoisoph@vgh Abbildung 8-33, S. 94).
Dihydroactinolid (Abbildung 8-33), das in der Vaktion des Dichlormethan-Extraktes
vorkommt, stellt ein oxidatives Abbauprodukt vonr@m dar™®¥ Als Sedimentinhaltsstoff
kommt Carotin im Plankton vor und wird durch Cyaakiterien im Verlauf von oxidativen
Abbaureaktionen des Carotins metaboli§i&#t Dihydroactinolid gehort also der Klasse von
leichtflichtigen Sediment- bzw. Wasserinhaltsstoff& OC'sf* an und ist neben anderen
terpenoiden Komponenten wie z.B. Geosnfiripnon im Duftbouquet aquatischer Systeme
anzutreffert!® Der vorgeschlagene Abbaumechanismus wird in Abbid 8-31
veranschaulicht*®®!

Dihydroactinidiolide
1001 40

111

80 (@]
60

40 67 137

55
87 95

20

152

8
|
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1
| 1 |.|I|‘|| .||| |. “ll ||I||||| I|| | |I|| | | M| |
T T T T T T T T

T T
40 60 80 100 120 140 160 180

Abbildung 8-30 Massenspektrum von Dihydroactinidiolid aus der gelblachfraktion
(vgl. Abbildung 8-8, S.67)

#Volatile OrganicCompounds
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o]
[
Carotin -lonon l
O
/
o) RS
o < S
Dihydroactinidioloid
Abbildung 8-31 Vorgeschlagener Mechanismus der Diagenese vorti€are Bildung von
Dihydroactinoli¢’™
Longicamphenilone
1007 40
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o]
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40- 69
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Al g |‘||,.||.|,|||. [ A N W
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Abbildung 8-32 Massenspektrum des Longicamphenilons aus der aktidin des Dichlormethan-Extrakts
(vgl. Abbildung 8-8, 3)6

Oxoisophoron tritt z.B. in der gelben Nachfraktig®s Dichlormethan-Extraktes (vgl.

Abbildung 8-28, S. 91) auf. Ebenso wie z.B. dasalidnoder Galaxolid gehort es zur Klasse
der synthetischen Geruchstoffe. Diese werden hdaufigden hauslichen Abwassern in die
Umwelt eingetragen, da sie in Reinigungsmittelrhaltén sind.
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Oxoisophorone
100 es o

80
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40
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40
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Abbildung 8-33 Massenspektrum des Oxoisophorons aus der gelbemnfistion des Dichlormethan-Extraktes
(vgl. Abbildung 8-8, S. 67)

Auch aus dem Bereich der Naturstoffchemie sind geriavirksame Verbindungen bekannt.
Beispiele hierfur sind u.a. die Aflatoxine oder &ffwechselprodukte Sterigmatocystin und
Actinomycin. Zu den typischen Strukturmerkmalene dine Vorhersage der mutagenen
Wirksamkeit erlauben, z&hlen z.B,3-ungesattigte Carbonylfunktionen. Diese kdnnen in
einer Michael-Addition als Elektrophil mit einem aleophilen Zentrum (z.B. Guanin’N
reagieren.

DarlUber hinaus wurde z.B. flr ungesattigte Sesguatdactone auch eine allergene Wirkung
beschrieben. So konnte die allergene Wirkung (Kddematitis) vonFrullania tamarisci
auf darin enthaltene ungesattigte Sesquiterpemactariickgefiihrt werdefi®!

8.3.2. Identifizierung einzelner Komponenten im ethanolischen
Sedimentextrakt

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Wotdtungen ethanolischer
Sedimentextrakte dargestellt, die in der TabelfeARsammengefasst sind.
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#0 (VOR)

#0 (HAUPT) #0 (NACH)

#1 (HAUPT) #1 (NACH)

#6 (HAUPT) #6 (NACH)

#9

#12

Kohlenwasserstoffe
Nonan
Decan
Undecan
Dodecan
Tridecan
Tetradecan
Pentadecan
Hexadecan
Heptadecan
Oktadecan
Nonadecan
Eicosan
Heneicosan
Docosan
Tricosan
Tetracosan
Pentacosan

Verzweigte Kohlenwasserstoffe
Tricyclen

Pristan

Phytan

1-Nonen

1-Nonadecen

Farnesan
7,11-Dimethylheptadecan

Alkylbenzole

5-Phenylundecan
3-Phenylundecan
6-Phenyldodecan
5-Phenyldodecan
3-Phenyldodecan
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#0 (VOR) #0 (HAUPT) #0 (NACH)|#1 (HAUPT) #1 (NACH)

#6 (HAUPT) #6 (NACH) #9 #12

Carbonséauren/-ester
Hexansaure
Nonansaure
Octansaure
Decanséaure
Tetradecansaure
Pentadecansaure
Hexadecans&aure
Methyl 2-methyldodecanoat
Methyl 2-methyltetradecanoat
Tetradecylacetat
Hexadecylacetat
Methylpalmitat
Methyloleat
4-Methyl-2-buten-4-olid
y-Octanolid
o-Tridecanolid
y-Undecanolid
Hexylacetat
Benzoesaure
4-Benzoylbuttersaure

Diverse

N,N-Diethylacetamid
N-Methylimidazol
2,2-Dimethyl-7-isobutyl-2H,5H-
pyrano[4.3b]pyran-5-on

X X X X

Tabelle 8-5:chemische Zusammensetzung der ethanolischen Sedixtrait
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Probe #0, Ethanolischer Extrakt, Vorfraktion
Das TIC der Vorfraktion zeigt neben einer Reihe tdemologen Alkane hauptsachlich

Fettsauren sowie einige Komponenten, die ebenfsdlson im Dichlormethan-Extrakt

auftraten, wie z.B. das Benzothiazol oder das Z¥fAtredecan. Insgesamt ist der Anteil der
langkettigen Alkylbenzole eher gering, so dass Alaftreten vereinzelter Alkylbenzole im

ethanolischen Extrakt wohl als "Artefakt” zu deutest. Die Dichlormethanreste der
vorherigen Extraktion wirkten somit als Lésungsvitier. Mit der Folge, dass Reste von
Alkylbenzolen aus dem Rickstand mit in den ethacbkn Extrakt gelangt sind.

Probe #0, EtOH, VOR, gesamtes TIC

100%

50%-

i Al e

1000 2000

Abbildung 8-34 TIC der Vorfraktion zur des ethanolischen Extraldes Probe #0
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TIC Scan bis 1000

51%, ////23 _—~49a u
3
59
61
25% 14 32 56 73
11 38 63 78
4 51 58
7 40
74
200 400 600 800 10

3: 4-Methyl-2-buten-4-olid; 4: N-Methylimidazol; ‘Benzaldehyd; 11: Phenol; 14: N,N-Diethylacetan2d;
Acetophenon; 32: Benzoesaure; 38: Decanal; 40:; @biazol; 49a Bicyclohexan (MS); 51: Decansauf; 5
Farnesan; 58: Nerylaceton; 59: 2,6-Di-tert.-butythylphenol; 61: Pentadecan; 63: 2-Tridecanol; 73:
Heptadecan; 74: Pristan; 78: Tetradecansaure;hekamnt

TIC Scan 1000-1800

TAIHUETOHV OR.JDX [5/08/05] / u
80
u
60— 116
96
99
113
112
85 105
40— 95 106 110
u
8 91 u u
86 u

IR )

T T T T T T T 1
1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

74: Pristan; 78: Tetradecanséure; 82: Tetradeaggc85: Octadecan; 86: 7,11-Dimethylheptadecan; 91
Pentadecansaure; 92: 2-Phenyltridecan; 95: 1-Naeagde96: Nonadecan; 99: Hexadecansaure; 105:
Heneicosan; 106: Methyloleat; 110: Docosan; 11&0Ban; 113: Tetracosan; 116: Pentacosan; u: unbeka

Abbildung 8-34 (Forts.) TIC der Vorfraktion zur des ethanolischen Extrads Probe #0

Probe #0, ethanolischer Extrakt, Hauptfraktion
In der Hauptfraktion lieBen sich nur wenige Inhgthiéfe eindeutig charakterisieren, wie
einige Kohlenwasserstoffe, Fettsaureester sowielfdle (Abbildung 8-35).

79



Spezieller Teil

Probe #0, EtOH, Hauptfraktion, gesamtes TIC

51%

25%

|

Y|

T
400

T
800

1200

I

T
1600

Abbildung 8-35TIC der Hauptfraktion des ethanolischen ExtrakisRiobe #0

20%, Probe #0, EtOH, TIC bis 1200
u
10%-
3
15 y 55 u 68 70 u
/ 6163 u /\
N
400 800 120

3: 4-Methyl-2-buten-4-olid; 15: 2-(2-Ethoxyethoxgdhanol; 55: 2,6-Di-tert.-Butylhydroxyanisol (BHTH1:

Pentadecan; 63: 2-Tridecanol; 68: Methyl 2-methgetanoat; 70: Hexadecan; u: unbekannt

Abbildung 8-35 (Forts.) TIC der Hauptfraktion des ethanolischen ExtrakisRtobe #0
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Probe #0, ethanolischer Extrakt, Nachfraktion

Wie in der Vorfraktion, so konnten auch in dieseali&on neben Fettsauren und deren Estern
hauptsachlich Kohlenwasserstoffe identifiziert wardso dass der Anteil an gefundenen
umweltrelevanten Komponenten eher gering ist. Adhder GC/MS-Analysen lie3en sich
keine bisher bekannten toxikologisch relevantenalisktoffe angeben, so dass sich die
Deutung der Mutagenitat im Ara-Test als auch deitp@n Induktionsraten im EROD-Test
schwierig gestaltete.

Probe #0, EtOH, Nachfraktion, gesamtes TIC

100%-

50%-

e A MmN

l T000 2000

TIC Scan bis 1200

TAIHUETOHNA CHO0.JDX [5/08/05] o7 u
\
23
u 9396
204 u -
\ 78
55 /
154 9]
4 87
7
109 64
32 o4 51 72
3 711 53 81
| M A
T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200

3: 4-Methyl-2-buten-4-olid; 7: Benzaldehyd; 11: Rbk 23: Acetophenon; 32: Benzoesaure; 38: Decd&aal;

Vanillin; 55: 2,6-Di-tert.-butyl-4-methylphenol (BF; 61: Pentadecan; 64. Dodecansaure; 72: 4-

Benzoylbuttersaure; 73: Heptadecan; 74: Pristan;Té®&adecansaure; 81: Methyl 2-methyltetradecar®ét

Phytan; 91: Pentadecanséaure; 93: Hexadecylacétdtiidhadecan; 97: 2-Phenyltridecan; u: unbekannt
Abbildung 8-36 TIC der Nachfraktion der Probe #0
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TIC Scan 1200-2000

TAIHUETOHNACHO.JDX [5/08/05]

u u
\115+116{ P
11
40}
110
112 1
120
304 106 u
! 105
u
20 /
u
- f U\/\mub\dwu
T T T T T T T 1
1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

105: Heneicosan; 106: Methyloleat; 110: Docosai®; Tticosan; 113: Tetracosan; 115: Diheptylphthalas:
Pentacosan; 120: Squalan; u: unbekannt

Abbildung 8-36 (Forts.) TIC der Nachfraktion der Probe #0

Probe #9 - "unbelastete” Region

Hier soll der Extrakt der Probe #9, die aus eiredativ unbelasteten Region des Taihus
entstammt, prasentiert und die Resultate mit dellamg vorgestellten Ergebnissen verglichen
werden. Die Untersuchungen zur Mutagenitat der €ré® zeigten sowohl fur den
ethanolischen als auch den Dichlormethan-ExtraktAra-Test keine relevanten Effekte
(Abbildung 8-3, S. 54 bzw. Abbildung 8-5, S. 57)dénuber dem Dichlormethan-Extrakt
der Probe #0 wurde in der Probe #9 neben Kohlersstesfen hauptséchlich noch einige
langkettige Alkylbenzole nachgewiesen. Insgesanthieit der Extrakt jedoch weniger
umweltrelevante Substanzen als dies fur Probe #Galewar. Der ethanolische Extrakt der
Probe #9 enthielt ausschliel3lich Kohlenwasserstadfeige Fettsduren sowie zwei nicht
naher identifizierte Komponenten.

Wie sich aus dem Chromatogramm des Dichlormethdrakbes (Abbildung 8-37)
entnehmen lasst, konnten neben einigen langketidiegnen, die ubiquitar in Sedimenten
auftrete®®Y nur die beiden langkettigen Alkylbenzole 6- bzwPlBenyltridecan sowie
einige Fettsdureester identifiziert werden. Insgésalso weisen diese Extrakte gegenlber
der Probe #0 vergleichsweise wenige Komponenten uauaf kdnnen damit als relativ
unbelastet bewertet werden. Der ethanolische Bx{ralibildung 8-38)unterscheidet sich
vom Dichlormethan-Extrakt hauptsachlich darin, dass diesem eine Vielzahl an
langkettigen Fettsaureethylestern mit den Fragmoeeti der Massen m/z 81 und 101
gefunden wurde.
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100%,

Probe #9, DCM, gesamtes TIC
105
96
50%; 110
70 117
57
15 60
29
400 800 L T2 1600

15: 2-(2-Ethoxyethoxy)-ethanol; 29: Oxoisophoroii; Fetradecan; 60: Dihydroactinolid; 70: Hexadeca#r;
Nonadecan; 105: Heneicosan; 110: Docosan; 11 7h{pietxylphthalat (DEHP)

Abbildung 8-37 Totalionenstrom-Chromatogramm (TIC) des DichlorraetiExtraktes der Probe #9
(weniger stark eutrophierte Region des Taihu)

Scanbereich 800-1200, gedehnt

100%1

96

50%+4

85 94

88

800 900 1000 1100 12

70: Hexadecan; 73: Heptadecan; 75: 6-Phenyldod&&arQktadecan; 87: Phytan; 88: 6-Phenyltridecdn;39
Phenyltridecan; 96: Nonadecan; u: unbekannt

Abbildung 8-37 (Forts.) Totalionenstrom-Chromatogramm (TIC) des Dichlorraetttxtraktes der Probe #9
(weniger stark eutrophierte Region des Taihu)
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Probe #9, EtOH, gesamtes TIC

100%-
15c
15a —
100
15b
50%
15 90
6 12
65 96
460 860 léOO

6: Nonan; 12: Hexansaure; 15: 2-(2-Ethoxyethoxihgetl; 15a: 1-(2-Butoxyethoxy)ethanol; 15b: 1,2,3-

propantrioldiactetat (MS); 15c: 1,2,3-Propantriohmactat (MS); 65: Diethylphthalat; 81: Methyl 2-

Methyltetradecanoat; 85: Octadecan; 90: 6,10,1mdtlylpentadecan-2-on; 96: Nonadecan; 100:

Ethylpalmitat;

Abbildung 8-38 Totalionenstrom-Chromatogramm (TIC) der Probe #®H, aus einer weniger stark
eutrophierten Regi@s Gees

8.4. Untersuchung toxikologischer Eigenschaften einzelner
Komponenten

Lineare Alkylbenzole

Die toxikologischen Eigenschaften der linearen Alkynzole sind bislang unbekannt. Es
wurden aus diesem Grund zwei technische Gemischedenen mutagene Wirkung im

Bakterienmutagenesetest untersucht.

Diese stellten Destillationsfraktionen mit unteiisclichen Siedepunkten dar. Diejenige
Fraktion mit dem niedrigeren Siedepunkt wird imgesiden als Alkylbenzolgemisch | (PA 1)

bzw. jene mit dem hdheren Siedepunkt als Alkylbé&yeroisch II (PA II) bezeichnet. Die

Unterschiede der technischen Alkylbenzolgemischsteten lediglich in der Lange der
Alkylketten, d.h. im hoher siedenden Gemisch PAdimmen hauptsachlich Alkylbenzole
mit Kettenlangen von mehr als4vor.

Die Untersuchungen zur Zytotoxizitdt und Mutageanitd Bakterien der langkettigen

Alkylbenzolgemische erfolgte unter metabolischetiikrung mit den Ames-Stammen TA
98 bzw. TA 100. Eine vergleichende Ubersicht deaWE urven zur Zytotoxizitat ist in der

Abbildung 8-39 dargestellt.
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D/W-Kurven z. Zytotoxizitat des PA 1+ 11in TA 98

(+S9)
120 —aPAI
100 { x —x—PAIl
S, 80
c
2 60
o
3 40 -
)
20 -
0 ‘ s XX
DMSO 0,1 0,2 0,5 1 2 5
Dosis [mg]
D/W Kurven zur Zytotoxizitat von PA | + 11 in TA
100 (+S9)
120
—o—PAI
100 4 ™ —%—PAIl
S 80
c
S 60
©
3 40
D
20
0 T 7%“"{::71:: - T 77%
DMSO 0,1 0,2 0,5 1 2 5

Dosis [mg]

Abbildung 8-39 D/W-Kurve zur Toxizitat inS. typhimuriumTA 98 (oben) bzw. TA 100 (unten) der
technischen Gemische mit metabolischer Aktivierung

Auffallig ist zun&chst der ahnliche Verlauf der DKMrven fir die Experimente zur
Bakterientoxizitat der Gemische PA | bzw. PA IIMA 98 bzw. TA 100. Weiterhin kann den
D/W-Kurven entnommen werden, dass das Gemischiddhniedrigeren Dosen eine starkere
toxische Wirkung entfaltet als das Gemisch PA lieWich aus dem Vergleich der D/W-
Kurven ergibt, zeigt eine Dosis von mehr als 0,2emwge deutlich zytotoxische Wirkung, so
dass diese Dosis als oberste Grenze fiur die MutsgaBxperimente gewéhlt wurde. Die

folgenden D/W-Kurven (Abbildung 8-40) geben die uationen im Mutagenesetest fir die
Stamme TA 98 und 100 wieder.
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Vergleich der Mutagenitat des
Alkylbenzolgemisches | + 1l in

15 TA 98 (+S9)
' —A-PAI
10{ x —%—PAIl
//
0,8
c
S
20,6
>
f=
=04 -
0,2
0,0 :
DMSO 10 15 20 35 50 100 200
Dosis [ug]
Vegleich der Mutagenitat des
Alkylbenzolgemisches | + 11 in TA 100 (+S9)
1,20
—a—PAIl
1,00 { x —%x—PAI
< 0,80 1 I i\\
S
£ 0,60 -
>
e
£ 0,40
0,20
0,00 :

DMSO 10 15 20 35 50 100 200
Dosis [ug]

Abbildung 8-40 D/W-Kurve zur Mutagenitat irS. typhimuriumTA 98 (oben) bzw. TA 100 (unten) der
technischen Gemische PA | und PA Il mit metaboksohktivierung

Aus dem Vergleich der D/W-Kurven der technischemm@ehe ist deutlich erkennbar, dass
im untersuchten Dosisbereich kein mutagener Effettlag und ausschlie3lich eine
dosisabhédngige Toxizitat gefunden wurde. Wie aus Lderatuf®™ bekannt, ist fur die
kurzkettigen, ,analogen“ BTEX-Aromaten ebenfallsinge Mutagenitat beschrieben. Man
kann diese Ergebnisse insofern miteinander in Berig setzen, indem man das Ausbleiben
eines mutagenen Effektes ausschlief3lich dem Alkgstwenten am Aromaten zuschreibt.

Reten
Eindeutige Hinweise auf eine mutagene Wirkung veteR nach metabolischer Aktivierung

in den Ames- Stammen TA 98/100 wurden bislang nidechriebet®”!, was jedoch in
Zusammenhang mit den in der zitierten Arbeit verdetan hohen Dosen stehen konnte. Es
wurden 100 pg Reten als maximale Dosis flr die k$athungen, die mit den Stdmmen TA
98, TA 100 sowie TA 1537 erfolgte, eingesetzt.

Wie sich aus den D/W-Kurven (Abbildung 8-41) eintiguergibt, zeigte Reten im
untersuchten Dosis-Bereich keine mutagene Wirkurfgtattdessen konnte eine
dosisabhangige Toxizitat beobachtet werden, diStamm TA 100 am starksten ausgepragt
ist.
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Vergleicht man die strukturellen Analogien des Retmit denen der Alkyl-PAKs bzw. fasst
ersteres als ein Alkyl-PAK auf, kann man diese Bnggse mit der strukturellen
Abhangigkeit der mutagenen Wirkung der PAKs in HEankg bringen (sogen. Struktur-
Wirkungsbeziehung; "Bay-Region”). So zeigen niché alkylierten PAKs Mutagenitat;
andererseits gilt z.B. 7,8-Dimethylbenzanthren dds potenteste PAK. Das Ergebnis ist
somit mit den in der Arbéif”! beschriebenen Resultaten konform.

—4A— Induktion, TA 98

1,6
1,4
1,2
1,0 -

0,8

Induktion

0,6
0,4

0,2 1

—X*— Induktion, TA 100
—X— Induktion, TA 1537

0,0

DMSO

1 3
Dosis [ug]

10 30 100

Abbildung 8-41 Mutagenitatstest mit Reten in unterschiedlichen s«8&mmen
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9. Ergebnisse der Untersuchungen von Muldeproben

9.1. Brunnenwasserproben (BVV) — Erscheinung

Die Grundwasserproben zeigten schon rein aul3ezlitbn hohen Verschmutzungsgrad, der
durch z.T. dunkle Farbung des triben Wassers uedgin Chlorphenol-Geruchs auffiel.
Eine Ubersicht tber die Beschaffenheit und Bezeingrder Proben gibt Tabelle 9-1 wieder.

Probe | Hohe 0. NN [mf Aussehen Geruch
BVV 473 73,75 farblos kaum
BVV 511 77,20 dunkelbraun wenig
BVV 512 77,17 schwach braunlichj schwach
BVV 513 76,76 farblos bis leicht | sehr stark

gelblich ~chlorphenolartig"

BVV 514 77,04 dunkelbraun stark
BVV 515 77,27 farblos kaum

Tabelle 9-1Erscheinung der Grundwasserproben

9.1.1. Toxizitat in Bakterien

Die Wasserproben wurden mit Bakterien- und Sauglerzauf Toxizitat untersucht. Letztere
bieten zudem Aufschluss uber die Wirkung auf Zslissne hoherer Organismen und
ermdglichen eine bessere Vergleichbarkeit mit meiden Gewebezellen und somit eine
bessere Abschétzung der potenziellen GefahrdungeftiMenschen.

Die Verwendung der Wasserproben als Inkubationsmmedi zur Anzucht der
Bakterienkolonien, die dann auf Agarplatten ausldt werden, bietet gegentber der
herkdmmlichen Methodeden Vorteil, dass diese deutlich empfindlicher eggiper toxisch
wirkenden Inhaltsstoffen ist.

Es lie sich mit dieser Testmethode eine eindeutmazitat der Grundwasserproben BVV
511 und BVV 513 gegenuber der Negativkontrolle ngei Wasser) aufzeigen. Bei den
Proben BVV 473, 512 und 515 beobachtet man hingegiee Wachstumserhdhung,
wohingegen die Probe BVV 514 keine VeranderungBhderienwachstums gegenuber der
Kontrolle ergab.

2ygl. S.Franke, N.Heinzel, W.Francke: AbschluBberizum Flutfolgenprojekt

®vgl. S.Franke, N.Heinzel, W.Francke: AbschluBberium Flutfolgenprojek

“Nach der herkommlichen Methode werden die Bakteil@nNahrmedium kultiviert und dann mit der zu
untersuchenden Probe in Kontakt gebracht
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Modizifierter Zytotoxtest in

160

E. coli UC 1121 (wt) Direktinkubation von
Grundwasser BVV 473-515

120 +

Koloniezahlenmittel

0 - 1

.

Kontrolle BVV 473 BVV511 BVV512 BVV513 BVV514 BVV515

PROBE

Abbildung 9-1 Grundwassertoxizitat in Bakterienzellen

9.1.2. Zytotoxizitat in Hepatozyten (UDA-Test)

Von besonderem Interesse waren die im Bakteriemtast toxischen Grundwasserproben
(Abbildung 9-1). Diese sollten in Saugerzellen &mliches Verhalten zeigen, insbesondere
sollten die Zellen gegenuber toxisch wirkenden &arren empfindlicher reagieren.

Zytotoxizitat in H4 1l e Zellen der Grundwasserprob  en
BVV 473-515
300 120
250”0’ * * <* < ”’ * ,100
e . .o . oto ¢
Brinaills ’ .
200 | . 180 =
=
= c
Sis0 . 60 &
= 5 hE& T Qo
N @
o]
100 40 5
L
50 ] 20
0 - H eeﬂ 0
—AMO0O|dM OO0 O|-M o oo —AMO0I0O|I+M OO0 O« mMOoo| o
LicioclllCllloc|olll|Clo|lo|llllellioc|alllllllolcllleCo|allllele
€ IS
(@] (@]
X X
BVV 473 | BVV 511 BVV 512 BVV 513 | BVV514 | BVV 515

Probe - Gehalt [%] im Medium

00 Mittel o Uberleben [%)]

Abbildung 9-2 Zytotoxizitat des Grundwassers in H4ll-E Zellen

In den D/W-Kurven (Abbildung 9-2) ist die Zellzalder uUberlebenden Zellen in
Abhangigkeit von der Menge der jeweiligen Wassdspram Medium (N&aheres zur
Konzentration, vgl. Kapitel 15.7.4.), mit dem diell&n direkt inkubiert wurden, dargestellt.
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Die D/W-Kurven fir die verschiedenen Wasserprobesigen eine durchschnittliche
Uberlebensrate von 80-90%, was zunachst nicht eafierende Toxizitat hindeutet. Die
Proben BVV 511 und BVV 513 zeigen jedoch eine ddsiéingige Toxizitat, die fur die
Probe BVV 511 ab einem Gehalt von 3% sogar zumstéidigen Absterben der Zellen
fuhrt. Auch fur die Probe BVV 513 konnte eine Reiiluk der Zellzahl gefunden werden, die
jedoch nicht so stark ausgepragt ist wie im Fall Beobe BVV 511. Dieses Ergebnis
korreliert mit dem fir die Bakterientoxizitat schobeschriebenen Toxizitdten der
Grundwasserproben BVV 511 und BVV 513.

Im Gegensatz zum Bakterientest zeigt dieses Te¢etaygedoch eine wesentlich hdhere
Empfindlichkeit, insbesondere fur die Probe 51&, sthon mit einem Gehalt von nur 3% im
Medium zum vollstandigen Absterben der Zellen fiilgd sei an dieser Stelle daran erinnert,
dass im Bakterientoxizitatstest die Grundwassemgmobals Wasserphase des
Inkubationsmediums verwendet wurden, also zu 108%adium vorlagen.

9.1.3. EROD-Test

Die Ergebnisse des EROD-Tests sind in der folgenBéw-Kurve (Abbildung 9-3)
wiedergegeben. Untersucht wurden die Hexan/Dichétinan-Extrakte der Wasserproben,
die dem Medium in unterschiedlichen Anteilen zuggsewurden. Die horizontalen Linien
(durchgezogen bzw. gestrichelt) geben die Enzymdoinationen CYP-450 1A1 der
Negativkontrolle (BLANK) und der Positivkontrolle anh Induktion  durch
Methylcholanthren (in den Konzentrationen 2 pmaifid 4pmol/L) wieder. Die D/W-Kurve
zeigt, dass die Induktionswerte des CYP-450 1Aldiér Extrakte der Proben BVV 511,
BVV 513 und BVV 515 im Bereich der Negativkontroliegen. Dies kann als Hinweis dafur
gedeutet werden kann, dass sich im untersuchteisii@wsich keine dem Methylcholanthren
vergleichbare induzierende Wirkung nachweisen |&sstl demnach keine strukturell
ahnlichen Substanzen enthalten sind. Hingegen zedge Extrakte der Proben BVV 473,
BVV 512 und BVV 514 ab einer Verdinnung von 1:160Bvwache Effekte.

1000

a50 4
900 o
a50 Methylcholantifen 4 1 M
T ] e e e e e e o S e e e 5 s e e e e e e o e e e e e e e e =
750 - = BVV473
1 Methﬁgolanthren. 2nM
£ 700 e B — s — BVV511
S 650 —a— BVV512
T 500 -v--- BVW513
> ]
= 550 4 +* BWYW514
D 500 - PRk al—<— BVV515
I L S ’ -
] v
300 4 * \-
250 T,

1 v 1 v 1 v I v I v I v 1 v
1:1000 1.300 1:100 1:30 1:10 1:3 unwerd.

%-Gehalt im Medium

Abbildung 9-3 EROD-Test der Brunnenwasserproben BVV
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9.1.4. Ostrogene Aktivitat der Brunnenwasserproben (BVV)

Um einen ersten Hinweis auf Ostrogene Wirkungen ethalten, wurden die
Hexan/Dichlormethan-Extrakte der Wasserproben itna@ml-Verdrangungsassay auf deren
Affinitat zu den Ostrogenrezeptoren &Rnd ER untersucht. Es wurden hierzu jeweils 10
pL der ethanolischen Losung des Gesamtextrakteges#tzt. In Abbildung 9-4 ist die
Verdrangung von radioaktivem Ostradiol durch dig¢rahierbaren Wasserinhaltsstoffe der
unterschiedlichen Probenahmestellen von den Ostregeptoren ER bzw. ERB
wiedergegeben sowie fur Diethylstilbestrol (DES)asdin diesem Testsystem als
Positivkontrolle fungiert. Alle Messwerte wurdenveu um den Wert fur Diethylstilbestrol
korrigiert. Aus der Darstellung lasst sich entnehmdass die Verdrangung durch die
Wasserinhaltsstoffe bei allen Proben nur fur @éRezeptor in der Gréfienordnung des DES
liegen.

Insbesondere trifft dies fur die Proben BVV 473,\B¥11 und BVV 513 zu, fir die die
Abweichung der Effekte zum DES gering sind. Einasvwanderes Bild ergibt sich fir den
Rezeptor, bei dem die Effekte der einzelnen Pralmerschiedlich stark ausgepragt sind.
Hier zeigen nur die Proben BVV 473 und BVV 512 eiWerdrangung, die in der
GroRRenordnung des Diethylstilbestrols (DES) liagrgleicht man die Abweichungen der
Verdangung aller Proben fur BRund ERB zum DES so fallt auf, dass die Proben am
Rezeptor starker um den MelR3wert der Verdrangund@&® streuen. Zudem fallt auf, dass
der Unterschied der Verdrangung in den Positivialiein beider Rezeptoren recht gering ist.
Dieses laldt darauf schliel3en, dass die Verdranguergs der Proben BVV 514 und BVV
515 im a-Rezeptor eher als Ausreil3er zu betrachten sindgl®eht man die Verdrangung
fur beide Rezeptoren, so erkennt man, dass dektEffe[3-Rezeptor im Mittel etwas starker
ausgepragt ist. Diese Differenzierung fallt besosdér BVV 514 und BVV 515 auf. Fir
BVV 512 und BVV 513 wird hingegen derRezeptor tendenziell starker beeinflusst.
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Kompetitiver Verdrangungsassay der Hexan-Extrakte d  er Wasserproben BVV 473-515 mit ER a und ER

120

OERD
HERa
100 A

80 - I

60

40

20

0 ‘
EtOH DES BVV 473 BVV 511 BVV 512 BVV 513 BVV 514 BVV 515

Probe

Abbildung 9-4 Affinitaten der Grundwasserproben zu BRzw. ER(

Um einen halbquantitativen Vergleich der 6strogekérkung der Proben BVV 511 und
BVV 513 zu erhalten, wurden (gemessen an der A#firiu den Ostrogenrezeptoren) aus den
D/W-Kurven die ERy-Werte bestimmt. Diese Proben wurden stellvertebimmsgewahlt, da
sich diese gegenuber den Ubrigen Proben durchhdire Verdrangung hervorhoben.

Kompetitiver Verdrangungsassay mit ER ~ a und B der Wasserprobe BVV 511

100
90 -
80
70
60
50 -
40 -
30
20
10

Verdrangung [%]

— #— ERa
—sa—ERD ||

EtOH 0,003 0,01 0,03 0,10 0,30 1,00 DES
Verdinnung

Abbildung 9-5 D/W-Kurven fur BVV 511
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Kompetitiver Verdrangungsassay mit ER o und B der Wasserprobe BVV 513
100

90 N
80
70 |

0 /D/E
50 -
40 | /[i///’
30 -
-0 /D/// —®m— ERa
o —0O—ERDb
10 /_D_———D//
7
0 I

EtOH 0,003 0,01 0,03 0,10 0,30 1,00 DES
Verdinnung

Verdrangung [%]

Abbildung 9-5 (Forts.) D/W-Kurven fir BVV 513

Aufgetragen in der D/W-Kurve ist die Verdiinnung @edraktes, die sich wie folgt ergibt: 1
=100% Probe, 0.3 = 30 % Probe und so fort.

Der D/W-Kurven in Abbildung 9-5 la3t sich fur BVV1% entnehmen, dass eine 50%-ige
Verdrangung ungefahr noch bei einer VerdinnungalD @-Rezeptor) bzw. bei 1: 3(B{
Rezeptor) vorliegt. Im Vergleich dazu liegt der gWert der Probe 513 fir dgfiRezeptor
ebenfalls bei einer Verdiinung von etwa 1:10, waiddebe 511 entspricht.

Hingegen erreicht die unverdiinnte LosungdnaRezeptor nur eine 50%-Verdrangung. Die
Diskrepanz dieser Verdrangungswerte gegenuber ddgreAbbildung 9-4 zeigt sich auch in
denen fir die Positivkontrolle mit DES: in diesemllRvird eine Verdrangung im Mittel von
90% fur beide Rezeptoren erzielt, entsprechend &iegerung des Verdrangungswertes um
11% gegenuber dem aus Abbildung 9-4. Exemplaristhde Berechnung des nétigen
Wasservolumens zum Erreichen dessE®erts im Falle der Probe BVV 511 dargestellt. Da
fur die Extraktion ein Volumen von 10 mL genommerdwder Riuckstand in 200 pL gel6st
wurde, entspricht dies einer Aufkonzentrierung wen &aktor 200.

Geht man idealer Weise von einer vollstandigen dktiion aus, d.h. der verlustfreien
Uberfiihrung aller in dem Probevolumen geldsten Itabtoffe, entsprachen 200 pL einem
Wert von 100%. Das Testvolumen im Assay betragfillQetwa 1/20 des Gesamtvolumens
des Extraktes. Somit ergibt die Rechnung fur da$tigte Wasservolumen, um eine 50%-ige
Verdrangung zu erreichen: 10 mL (extrahiertes Vanoj20 (Anteil des Testvolumens
bezogen auf Gesamtextrakt)=0.5mL. Da eine 1:10-M®&rdng vorlag, entspricht dies 50 pL
Wasserprobe, um den gPWert zu erreichen.

Interessant ist der Verlauf der Kurven. Wéahrend #ierve fur die Probe 511 im
Niedrigdosisbereich einen steileren Verlauf zeiybllildung 9-5), verlauft die Kurve der
Probe 513 deutlich flacher (Abbildung 9-6). Diesut#¢ darauf hin, dass die wirksamen
Inhaltsstoffe der Probe 511 eine hohere Affinitditden Rezeptoren aufweisen und demnach
auch toxikologisch relevanter sind. Zudem falltrbeVergleich der D/W-Kurve der Probe
513 (Abbildung 9-6) mit der in Abbildung 9-4 aufass die Verdrangung in der héchsten
Konzentration wesentlich niedriger ausfallt.
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Probe |Tox. E.coli Tox H4 Il E EROD ERa ER B
BVV 473 0 o] o] +++ (wie DES) +++ (wie DES)
BVV 511 + ++ o] ++ +++
BVV 512 0 + 0 +++ +++
BVV 513 ++ ++ 0 +++ +++
BVV 514 0 0 0 + ++

Tabelle 9-2Zusammenfassung der toxikologischen ErgebnisséV@aserproben; +++ = stark, ++ = mittel
+ = schwach, o = toxisch bzw. ohne Effekt

9.1.5. Chemische Zusammensetzung der Brunnenwasserproben (BVV)

Um die Resultate der Toxizitaten in Bakterien uddigerzellen qualitativ zu deuten, wurden
die Wasserproben durch Extraktion mit Hexan/Diamlethan aufkonzentriert und mittels
GC/MS auf deren Zusammensetzung untersucht. Diditafulee GC/MS Analyse der
Extrakte zeigte nur fur die Proben BVV 513 und Hlid Gegenwart von unterschiedlich
chlorierten Chlorphenolen an (Abbildung 9-9, S.)12¥ahere Angaben zu den Gehalten der
einzelnen Chlorphenole sowie zu weiteren Inhaltestcesind ausfihrlich im Abschluf3bericht
des Flutfolgenprojektes der Mulde dargestdllt.

Probe Hauptkomponente
BVV 473 — wenig belastet (n-Hexan- Dichlormethan-Extrakit:
Extrakt) Hauptsachlich Chlorphenole [g/L]

Dichlormethan-Extrakt
Perchlorethylen, Trichlorethylen

BVV 511 — kaum belastet

n-Hexan-Extrakt
Trichlorethylen, Chlorphenol, chlorierte
BVV 512 — stark belastet Aliphaten, Chlorbenzaldehyde
Dichlormethan-Extrakt
Chlorphenole, Dichlorphenole

Dichlormethan-Extrakt
Dichlorphenole, Chlorphenole

BVV 513 — hohere Konzentrationen als 512

Dichlormethan-Extrakt
Chlorphenole und Dichlorphenole

BVV 514 — wie 512 und 513

Dichlormethan-Extrakt
BVV 515 — rel. wenig belastet Spuren von Di- u. Tetrachlorethylen, Di-
u. Monochlorbenzole

Tabelle 9-3Qualitative Probenzusammensetzting

Qualitativ konnte ein Zusammenhang zwischen detdantoxizitat (vgl. Abbildung 9-1, S.
117) und den im Lésungsmittelextrakt identifizier€hlorphenolen gefunden werden. In der
stark toxisch wirkenden Probe BVV 513 konnte 2,%2wb 2,6-Dichlor- und 2,4,5-
Trichlorphenol identifiziert werden (vgl. Abbildung-6). Eine Deutung der Toxizitat der
Probe BVV 511 liel3 sich aus den GC/MS Analysen tnadjleiten, da sich weder bekannte
toxikologisch relevante Substanzen noch chlori@enole im Extrakt nachweisen liel3en.
Interessant erschien dagegen, dass sich in dee BBl 514 Chlorphenole nachweisen
lieBen, diese Probe jedoch im Bakterientest somi€el oxizitatstest mit Hepatozyten keine
zytotoxischen Effekte zeigte. Die folgende Tabegil&t die qualitative Zusammensetzung der
Hauptkomponenten wieder, wie sie durch GC/MS Megennm AK Francke identifiziert
wurden.
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Mulde Brunnenwasser BVV 513

51%- 82
30
27
43
25%-
61
u
u
31 u u u
33 -
49
57
70
400 600 800 1000

27: 2,5-Dichlorphenol; 30: 4-Chlorphenol; 31: 2,&lilorphenol; 33: Dodecan; 43: 2,4,5-Trichlorpherd:
Tridecan; 57: Tetradecan; 61: Pentadecan; 70: Heeaar 82: Tetradecylacetat (MS); u: unbekannt

Abbildung 9-6 Gedehnter Ausschnitt des TIC der Probe BVV 518lendie Chlorphenole eluieren

Eine vollstandige Ubersicht der Inhaltsstoffe denr@wasserproben BVV 473-BVV 513 ist
in der Tabelle 9-4 angeben.
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Kohlenwasserstoffe

Dodecan
Tridecan
Tetradecan
Pentadecan
Heptadecan
Oktadecan
Eicosan
Heneicosan
Docosan
Tricosan
Farnesan
Phytan

Alkohole

2-Decanol
1-Octen-3-o0l

Carbonéauren/ -ester

BVV 473 BVV 511 BVV 512 BVV 513

X

X X X X X X X X X

1-Octen-3-yl 2-methylbutyrat

Tetradecyl acetat

Chlorphenole
4-Chlorphenol
2,5-Dichlorphenol
2,6
2,4

,6-Dichlorphenol
,5-Trichlorphenol
Tabelle 9-4Chemische Zusammensetzung der BrunnenwasserpBi&f) (

X X X X X X X X X X X
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9.1.6. Synthese und Identifizierung von 2,4-Bis(1-phenylethyl)phenol

Die Untersuchungen zur Affinitat an BRbzw. ER3 (Abbildung 9-4, S. 123) der
Hexan/Dichlormethan-Extrakte zeigten, dass fir &lerakte eine Affinitat im Ostradiol-
Verdrangungsassay nachgewiesen werden konnte. Biaugre Analyse der GC/MS-
Untersuchungen zu den Proben BVV 473 und 511 edgds neben den Chlorphenolen noch
eine weitere Substanz (Scan 1259) in den Extradtéimalten war, deren Massenspektrum in
der Abbildung 9-7 gezeigt ist.

BV 473 600] TIC #1m
[BW 513 600] TIC #2m

Retentionsbereich in
der unbekannte
Komponenten eluierer]

Abbildung 9-7 TIC der Brunnenwasserproben BVV 473 und 513; ideh# Zusammensetzung im Bereich bis
Scan-Nr.1000 (vgl. Abbildung 9-6)
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1100% 287
302
209
105
165 197
77 91
] 40 57 115 159 ‘ 181
——r : ! |I I I |||I | '"||I' Ii||=|| 'l! + |2?5| '2:?"9'2'5'3| '2|7]: : 'II —
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B1259 981 19% BVV 473.JDX *
BW 473. JDX 1215

RI 33 11351147 1299

302
287
209

L T L T e O e A N R |
1150 1200 1250 1300

Abbildung 9-7 (Forts.): lonenspuren der Massen m/z 302,287 und 209 deangislinbekannten Substanz
[Nr. 1259] in den Wasserproben BVV 473 und BVV 511

Recherchen in der Massenspektrenbibliothek Masshith Strukturvorschlagen fur dieses
Fragmentierungsmuster (Scan 1259) ergab die Stralds in Abbildung 9-8 dargestellten
Phenols 1, das als Arbeitshypothese flir die gefumdstrogene Aktivitat des Extraktes im
Ostradiol-Verdrangungsassay angenommen wurde. lésedilypothese zu belegen, wurde
das Phenol synthetisiert und spektroskopisch chenialert.
H5 Mea
LI C
HO

Hs

Abbildung 9-8: Strukturvorschlag fiir die Substanz gemaf dem &ftegektrum von Abbildung 9-7

Die Interpretation des Fragmentierungsmusters efgiglende Information: das Molekdlion
hat die Masse 302. Dass es sich bei diesem Fragmannh das Molekulion handeln muss,
ergibt sich daraus, dass keine weiteren Fragmertédherer Masse im Massenspektrum
gefunden wurden und dieses Fragment eine AbspaltomgM’-15] zeigt.

Aus dem Intensitatsverhaltnis des Molekulions dexsb& m/z 302 zum Isotopenpeak lasst
sich die Kohlenstoffzahl abschatzen zu [A+1]4AADP/50=20% entsprechend einer Anzahl
von 18 Kohlenstoffatomen.
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Ebenso ergibt sich aus dem Intensitatsverhaltngss Flagmentions der Masse m/z 287:
[A+1]/[A] =20/100=20% eine analoge Abschatzung. Vergleicht diese grobe Abschatzung
mit dem Strukturvorschlag, zeigt sich in erster &fding eine recht gute Ubereinstimmung
hinsichtlich der Kohlenstoffzahl. Unter Annahme der Abbildung 9-8 dargestellten

Strukturformel fur das Phenol, lassen sich fur &mgmentionen folgende Strukturen
postulieren:

O

®
OH OH
—
L
miz 302 CHs

m/z 287 \
O

°
@ ‘)\?
@
O
m/z 209
m/z 105 v
m/z 225 OH
®
m/z 197

Abbildung 9-9: Mdgliche Strukturen der Fragmentionen des Massdatigpas in Abbildung 9-7

Um den Strukturvorschlag abzusichern und damibdiang unbekannte Substanz eindeutig
zu identifizieren, wurde das Phenol entsprechend jdpanischen Patentschift? !
synthetisiert. Die Synthese erfolgte entsprechexrdrdder Abbildung gezeigten Weise unter
Friedel-CraftsBedingungen:
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OH
©/\ (j H3POy O
—_— W
+ —_—
HO

Abbildung 9-10: (Friedel-Crafts)Syntheseprinzip zur Darstellung von 2,4-Bis(1pfiethyl)phenol

Das TIC des GC/MS des nach der Reaktion erhaltBnedukts (vgl. Abbildung 9-11), zeigt

dass neben dem gewiinschten Produkt (Scan 1262)wmiighre Substanzen erhalten wurden.
P290705A. JDX * /

MaxE3 SuniE4
RI 32043 47806

836

77

1262

42

T L
500 1000 1500 2000 2500

Abbildung 9-11: TIC des durchrriedel-CraftsSynthese erhaltenen Produktgemischs

RI 33 e

Dies ist aufgrund der Reaktion naéhmiedel-Crafts zu erwarten, da diese wenig (regio-
)selektiv ablauft und u.a. auch hoher alkylierted®ikte erhalten werden kdnnen.

Die folgende Ubersicht (vgl. Abbildung 9-12) gibiedmdoglichen Syntheseprodukte
systematisch wieder, wobei sich zeigt, dass di&/&ibindung, das ortho-para-substituierte
Phenol aus dem mono-ortho- und dem mono-para-tuibsten Phenol entstehen kann.
Nicht betrachtet wurden jene alkylierten Phenokred zweite Substitution am eingefuhrten
Aromaten erfolgte, da dieser gegenuber dem sulesteén Phenol weniger nucleophil
reagiert. Die im TIC des GC/MS gefundene Produkéremg (vgl. Abbildung 9-11) zeigt
zunachst, dass die mono-substituierten Phenolen($¢@ und 836) den weitaus grofiten
Anteil im Produktgemisch ausmachen. Dies kann tergerpretiert werden, dass mit
Fortschreiten der Reaktion die Konzentration dgso®& im Reaktionsansatz stetig abnimmt
und somit eine Zweitsubstitution immer unwahrscheher wird.
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Dass das ortho-para-substituierte Phenol (ZielsmzstScan 1220) gegeniber den anderen
disubstituierten Phenolen einen gré3eren Anteilmaaecht, kann durch dessen diskutierte
Bildung aus den entsprechenden mono-substitui®temolen gedeutet werden.

oH OH OH
AN
* — (J 0+
OH + O
OH on
N
* —(J U U
+
OH
OH

o]

57 o QL
SO

OH

X
+
OH OH
O D -0 0

Abbildung 9-12: Mégliche Produkte in der 1,2-Bis(1-phenylethyl)pbkBynthese
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Die folgende Abbildung zeigt die Massenspektrenrdeno-phenylierten Phenole (Scan 777

und 836).
1100% 183.1
198.1
165.0
77.0
91.0
51.0 103.0 120. 0 155. 1
65.0
‘ \u‘ Ll m“\ Lo ol ‘ Ll 0l ARl aodle
B Y D | e gl
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
777 69714 23% P290705A. JDX * /
1100% 183.0
198. 1
165.0
77.0
51.0 91,0 103.0 e
: . 121.0
| N | | S| |
.ll‘....;‘l‘:...:‘ll‘.l‘;..‘A”H.l‘.ll‘.......‘l..;‘l‘.....‘.‘.....‘......‘ll‘l‘....l‘.........‘ >
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

40 50 60 70 80
836 83620 26% P290705A.JDX * /
Abbildung 9-13: Massenspektren der einfach phenylierten Phenokn(%¢7 und 836)
Interessant ist, dass unter diesen Reaktionsbedjeguebenfalls eine Verbindung (Scan
1220) entsteht, die die gleiche Masse wie monodietgn Produkte (Scan 777 bzw. 836)

aufweist, sich jedoch im Fragmentierungsmusterrsoteidet. Der Basispeak hat in diesem
Fall die Masse m/z 105 (statt 183).
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1100% 105. 1
OH
183. 1
198.1
302.2
77.0 287. 2
20%3.1 ‘ ‘
*
51.0 10
165.0
91.0
H“ “1‘ 1“ YH‘ o li ‘ [l | “h Ll h | |
. Ml b L e e e
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

1220 6316 19% P290705A. JDX *
Abbildung 9-14: Massenspektrum des phenylierten Phenols (Scan 2&arschinlich
monosubstituiertes 3-(1-Phenylethyl)phenol

Aufgrund der Intensitatsverhaltnisse der PeaksSdan-Nr. 777 bzw. 836 und der Scan-Nr.
1221 ist es wahrscheinlich, dass es sich bei dan-8lc. 1221 um das meta-Produkt handelt
(vgl. Abbildung 9-14). Daneben tritt noch ein we#te Reaktionsprodukt auf (Scan 1305),
das wie dieses die gleiche Masse hat. Es untegstisch jedoch im Fragmentierungsmuster
derart, dass der Basispeak die Masse m/z 183 aif{#dbildung 9-15). Zudem ist hier die
Abspaltung einer Methylgrupd&1-15] gegentber der Verbindung mit dem Scan 122dre
weniger ausgepragt.

Intensiver tritt die Abspaltung von m/z 105 Masseheiten (aus dem Fragment der Masse
m/z 287) in den Vordergrund. Nimmt man an, dass diasrtho-substituierte Phenol
entstanden ist, so kann die Abspaltung des Fragomsnin/z 105, wie in Abbildung 9-16
dargestellt, formuliert werden.
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7100% 183.1

302.2

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
1305 6108 37% P290705A. JDX * /

Abbildung 9-15: Massenspektrum eines zweifach phenylierten Ph¢B8okn 1305)
Geht man von der ,keto“-Grenzformel fir das di-orgubstituierte Phenol (Abbildung 9-16)

aus, so kann im Sinne einer McLafferty Umlagerurg Abspaltung von m/z 105 Massen
dann wie folgt formuliert werden:

Abbildung 9-16: Interpretation fiir die Abspaltung von m/z 105 auz 287

Da das Mutterion in beiden ortho-Positionen einems8tuenten mit einer Methylgruppe
enthalt, erklart sich somit das Fragmentierungsetusir die Scan-Nr. 1305, so die hdhere
Intensitat dieses Fragments und damit die abweddhdfragmentierung gegenuber der
Zielsubstanz (Scan 1262).

Das Produktgemisch ddfriedel-CraftsAlkylierung wurde mit Hilfe von Flussig- und
Dunnschichtchromatographie gereinigt (vgl. Kapit&l9). Aus den Peakflachenverhaltnissen
im GC-FID (vgl. Abbildung 9-17) konnte die Reinhéi¢r enthaltenen Verbindung zu etwa
90% abgeschatzt werden.

Einen Hinweis, dass es sich dabei um die gewunsérieindung handelt und diese mit der
im Extrakt bislang unbekannten Verbindung identistherh&lt man aus dem Vergleich der
Retentionszeiten sowie des FragmentierungsmustghsAbbildung 9-18).
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Eine Reinheitsprifung des Produktes bei isothermbeitsweise am Gaschromatographen
fuhrte zu keiner weiteren Auftrennnung.
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Abbildung 9-17: GC-FID des Syntheseproduktes nach Reinigung
BW 473-A JDX * |/
MaxEl SunE3
R 29183 20129
R 54062 18920

1292
774
10 965
664 870
1173
a 534
l 1495
R 33 e :
RI33 pHPLC4, 2_3
e e e e T S B T T I R S T T T T T R R R T
500 1000 1500 2000

Abbildung 9-18: TIC des Extraktes BVV 473 und des aufgereinigtent®gseproduktes (a)
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Das Produkt wurde daher ohne weitere Reinigung Wgitere spektroskopische
Untersuchungen eingesetzt. Die Abbildung 9-19 zeias ‘*H-NMR des (aufgereinigten)
Produktes aus der HPLC-Fraktion F4.2.
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Abbildung 9-19: 'H-NMR Spektrum des aufgereinigten Syntheseproduktes

107



Spezieller Teil

Das 'H-NMR Spektrums (Abbildung 9-19) zeigt drei Beraichin denen Resonanzen
auftreten. Das Signal mit der chemischen Verscimgbuon 6=1.6 ppm entspricht den
Methylprotonen und ist mehrfach aufgespalten, wdlxeeine Kopplungskonstante von 7Hz

ermittelt wurde.

Int
eg
ral

8080 807979797
8.6. 1.7.4.0.6.
7251 4768224397

VLT

Me,

il

T T
1.76

T T
1.72

(ppm)

Abbildung 9-20: Signal der Methylprotonen mit der chemischen Veidming von 1.6 ppm
Interpretiert man die zwei Signalgruppen mit deerafschen Verschiebung va=4.3 und
4.1 ppm als Methinprotonen (Abbildung 9-21), ergelsé&ch daraus die Integralwerte der

Ubrigen Resonanzsignale. Nach

Integration der rmlogh Methinprotonen mit dem

Integralwert von jeweils 1H, erhé@lt man einen Imédgert von 6H fur das Resonanzsignal
bei 1.6 ppm. Das System der potentiellen Methytgreh erweist sich als ein 8-Liniensystem
(Abbildung 9-20). Die Deutung dieses 8-Liniensysieais eine Aufspaltung des Signals
kann mit dem in Abbildung 9-8 gezeigten Struktusabiag nicht vereint werden. Auf

Grundlage des Strukturvorschlages wéare dagegen’&iepplung der Methylprotonen mit

dem benachbarten Methinproton in Form einer Autspg der Resonanzsignale zum
Dublett zu erwarten.
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Abbildung 9-21: Signal der Methinprotonen mit der chemischen Vaetmimg von 4.1 und 4.3 ppm
Die Signale mit der chemischen Verschiebung wsd.3 ppm undd=4.10 ppm zeigen
jeweils eine Aufspaltung zum Quartett mit der Kapuskonstanten von 7Hz. Letzteres
Signal zeigt zudem eine weitere Aufspaltung zumimublett mit der Kopplungskonstanten
von 2Hz. Die Kopplung von 7Hz entspricht dabei eidepplung mit den Methylprotonen.
Wie sich die Kopplung von 2Hz interpretieren |&8it nicht klar.

109



Spezieller Teil

/-3586.83
=—3584.94
/-3567.91
~—3565.70
_~3559.08
——3556.88
3469.86
3328.00
3326.42
3319.80
3318.22

~
~

— ==
—

—
<\
<\

Integral

[

4.4003

9 10.9598

d
o

T T T T T T T T T T
7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70
(ppm)

Abbildung 9-22: Signal der aromatischen Protonen mit der chemistheschiebung von 6.6, 6.9, 7.13, 7.2
und 7.27 ppm

Die Signale mit einer chemischen Verschiebung vénppm, 6.9 ppm, 7.13 ppm, 7.2 ppm
und 7.37 ppm reprasentieren die Resonanz der asmimet Protonen. Interessant ist
insbesondere das Aufspaltungsmuster des Protonsdsa@it9 ppm, das als mehrfach
aufgespaltenes Signal erscheint. Dieses Aufspatoogter ist ebenfalls nicht mit dem
Strukturvorschlag in Abbildung 9-8 vereinbar, nactan kein mehrfach aufgespaltenes
Signal sondern zwei Gruppen von Aufspaltungen dgnéle im Phenolsystem erwarten
warde: ein Singulett fir das Proton bihd jeweils ein Dublett fir die Protonen #hd H;.

Im HH-COSY (Abbildung 9-23) finden sich Kopplung&ir das aromatische Protod=6.90
ppm) zu den Protonen b&F6.6 ppm und 7.13 ppm. Dartberhinaus findet sicle eeitere
Kopplung zu einem Proton b&7.2 ppm. Das Proton b&&7.2 ppm gehdrt zu einer Gruppe
von Protonen (Resonanzbereidh7.18-7.3 ppm, Abbildung 9-22), die zu den Aromaten
gehoéren und sich nicht ndher zuordnen lassen.

Eine skalare Kopplung erfolgt maximal Uber vier mische Bindungen, so dass eine
Kopplung des Protons b&+6.90 ppm zu dem aromatischen Protonds&i.2 ppm aufgrund
der Distanz ausgeschlossen werden kann.

110



Spezieller Teil

(ppm )

(PP 40 ‘ © 7 20 ‘ " 7 00 ‘ " 680 ‘ " 6 60

Abbildung 9-23: HH-COSY im Bereich der aromatischen Protonen
Aus dem Kopplungsmuster im aromatischen Bereichl. (#dbildung 9-23) ist eine
eindeutige Zuordnung der Resonanzsignale zu eieaghtotonen im Phenol nicht mdglich
und ein Substitutionsmuster lasst sich nicht adateiDartberhinaus kann auch keine Aussage
zur Verknupfung einzelner Protonen zum jeweiliggormAaten gemacht werden.
Aufgrund der bisherigen Interpretation der Aufspadf einzelner Resonanzsignale ist
anzunehmen, dass ein Gemisch zweier Diastereorndregt. Diese treten als vermeintliche
Aufspaltung der Signale der Methy<1.6 ppm) und Methinprotonend£4.1 ppm) in
Erscheinung.
In der VergroRerung des HH-COSY (Abbildung 9-24eant man, dass das Methinproton
bei =4.09 ppm je eine Kopplung zu zwei Methylgruppen uamterschiedlicher chemischer
Verschiebungd=1.60 und 1.62 ppm) aufweist. Dagegen zeigt dashikigroton mitd=4.30
ppm eine Kopplung zu einer Methylgruppe &wtl.58 ppm.
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Abbildung 9-24: HH-COSY im Kopplungsbereich der Methyl- und Methiofmnen
In Folge der oben angefiihrten Uberlegungen, filme eéDefinition des Integrals der
Methinprotonen mit jeweils 2H zu einem Wert fur dakegral der Methylprotonen von 12H
(vgl. Abbildung 9-25) und entsprechend 4 Methylgrep.
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Abbildung 9-25: *H-NMR mit veranderten Integrationswerten fiir dietMesignale
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Dies laRt die oben aufgestellte die Hypothese, @assDiastereomerengemisch vorliegt,
erharten. In diesem Sinne lieBen sich die gefunderafspaltungsmuster derart
interpretieren, dass es zwei Arten von Methinpretonmit &ahnlicher chemischer
Verschiebung gibt. Die chemische Verschiebung f@r Methinprotonen bed=4.30 ppm
wére absolut identisch, die chemische VerschieldgrgMethinprotonen bed=4.10 ppm
unterscheiden sich ein wenig. Dies also erklart mg®bachtete ,Aufspaltung zu einem
Dublett mit der Kopplungskonstanten vah=2 Hz“ des Methinsignals bé=4.10 ppm, die
als Uberlagerung zweier Resonanzsignale interpretierden kann. Damit lasst sich das
Korrelationsmuster im HH-COSY gut deuten, dennMethinprotonen (2H) koppeln jeweils
mit zwei Methylgruppen, so dass insgesamt mit 4hylgtuppen zu rechnen ist.

Die Tabelle 9-5'gibt die chemischen Verschiebungen fir die Grupgewie deren
Kopplungskonstanten wieder, wie sie sich aus derpnetation der Resonanzsignale und
Kopplungen ableiten.

Gruppe Diastereomer 1 Diastereomer 2
Chemische Verschiebung Chemische Verschiebung
[ppm], (Kopplung [Hz]) [ppm], (Kopplung [Hz])
Methylprotonen CHa:1.61 dd (°J=7.25) CHa:1.605 dd (°J=7.25)
CHs:1.59 dd (3J=7.25) CHs:1.58 dd (3J=7.25)

: Ha: 4.3 q ((J=7.25, 6.93) Ha: 4.3 q (3J=7.25)
Methinprotonen Ho: 4.1 q (3J=7.25) Ho: 4.09 q (3J=7.25)
aromatische Protonen His: 6.94 m; Hs: 6.88 m
(Phenolring) Hs: 6.64 dd (3J=8.8,%J=2.2) | Hs: 6.59 dd (°*J=8.21,%J=0.85)

He: 7.12 dd (*J=8.2,J=1.6) | Hs: 7.15 dd (*J=6.89)

Tabelle 9-5 Zuordnung der chemischen Verschiebungen und Kmgen zu den Diastereomeren &eiedel-
Crafts-Produkts

Unter Berlcksichtigung des unbekannten Reinheitkey des aufgereinigten
Syntheseproduktes ist anzunehmen, dass die tedlwbmobachtete Aufspaltung der
Resonanzsignale sich aus der Uberlagerung zweigsat ahnlicher Verbindungen ergibt.
Diese Hypothese lieRe sich durch Simulationsrecgennsomerer Strukturen und Mischung
der berechneten Spektren festigen.
Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass dktuBtorschlag (vgl. Abbildung 9-8) der
bislang unbekannten Verbindung aus den vorliegemdldiR-spektroskopischen Daten aus
zwei Grinden nicht ohne Weiteres erhalten werdemxka
* Unter der Annahme es lage eine Reinsubstanz vBt, dich die Aufspaltung der
Signale (z.B. Aufspaltung des Methinsignals bei 4@Am, 8-Liniensignal der
Methylprotonen) mit der vorgeschlagenen Struk#iohjldung 9-8) nicht vereinen
und
» das Kopplungsmuster im aromatischen Bereich erligibe eindeutige Aussage zum
Substitutionsmuster am Phenol und zur Verknipfumgetner Protonen mit dem
jeweiligen Aromaten.
Nach weiteren Recherchen konnte schlie3lich eimankerzielle Quelle fur das 2,4-Bis(1-
phenylethyl)phenol gefunden werden.

& die hier angefiihrte Zuordnung der Signale zu émereGruppen dient nur der Veranschaulichung der
angefiihrten Argumente und stellt keine definiertdalRon einzelner Signale zum entsprechenden Dexsteer
dar
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Ein Vergleich der Massenspektren und der Retentidices der kommerziellen
Standardreferenzsubstanz mit der unbekannten \Gerbgqnim Extrakt des Brunnenwassers
sowie mit dem Syntheseprodukt ddfriedel-CraftsAlkylierung zeigt vollstdndige
Ubereinstimmung (vgl. Abbildung 9-27 bis 9-30). Oiabelle 9-6 gibt die Retentionsindices
wieder.

Substanz Retentionsindex
Unbekannte Substanz im Extrakt 2437
Friedel-CraftsProdukt (aufgereinigt) 2453
kommerzieller Standard 2466

Tabelle 9.6 Ermittelte Retentionsindices
Es zeigte sich, dass die zeitnah vermessenen Alkeamruntereinander eine Abweichung von
30s aufwiesen, wobei die Abweichung im isothermebefisbereich sogar 45-58s betrug.
Diese Abweichungen kommen durch veranderte Messbedgen zustande, jedoch liegen

die ermittelten Retentionsindices im Rahmen der dée@uigkeit.
BWV 473_600.JDX * /
MaxE3 SumkE4d
Rl 22260 55621
Rl 25182 22983

1040

788
5 543 710 955
RI 33 | |
RI 33 StandardBi " ﬁ\ﬁ

A
e RN e e g o g

200 “a00 “e00 "800 1000 ‘1200 ‘1400 1600 1800
Abbildung 9-26: TIC der kommerziellen Referenzsubstanz (h) undedéssaktes der Brunnenwasserprobe
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Abbildung 9-27: Massenspektrum der unbekannten Komponente im ExdeakBrunnenwasserprobe

80

105

100

209

136 165

181
152

225

239 253

271

287

302

120 140 160 180 200

220

240

260

280 300

7100% 287.3
i 302.
105. 2
209. 2
4 136. 2
71-1 91. 1 165. 2
181. 2
51.1
65. 1 | ‘ | 225.2

Il o] | || L alfl, In|. b l|l| ") A | ||| |I .||| R (| | | i L. 252" 2 N L | .||,|]>
LA S R S S B S S B S B SR S N S S R S U S S B B B B B B B S SR R NN B RN S B S RN B SR B S SN R S BN B S B S R |
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
1196 57569 23% St andar dBi sphenol . jdx * /

Abbildung 9-28: Massenspektrum der kommerziellen Standardreferestzz
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Abbildung 9-29: Massenspektrum des Syntheseproduktes ausribetel-CraftsAlkylierung vor Reinigung
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Abbildung 9-30: Massenspektrum des Syntheseproduktes ausribetel-CraftsAlkylierung nach Reinigung

Vergleicht man die Intensitatsverhaltnisse der Fragtionen m/z 209 und 197 (Abbildung 9-
27 bis 9-30) so féllt auf, dass sich die Intensutéthéltnisse im Zuge der Reinigung des
Friedel-CraftsProdukts verdndern und nach Reinigung eher der mmiellen
Standardreferenzsubstanz entsprechen. Im Brunmakextzeigt sich ein &hnliches
Intensitatsverhéaltnis wie in deRriedel-CraftsProdukt vor Reinigung.
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Es kann angenommen werden, dass es sich hier ubiastereomerengemisch handelt, das
sich nach Reinigung ddsriedel-Crafts Produkts in der Zusammensetzung verandert. Eine
Auftrennung der kommerziellen Vergleichssubstand des aufgereingten Produktes der
Friedel-CraftsAlkylierung mit langsamerer Heizrate im Temperptogramm als auch mit
isothermer Arbeitsweise am Gaschromatographenezgidoch keine Trennung.

Interessant zeigte sich der Vergleich d&84-NMR Spektrums der kommerziellen
Standardreferenzsubstanz (Abbildung 9-31) mit dess 8yntheseprodukts dé&iriedel-
CraftsAlkylierung. Die Kopplungsmuster sind nahezu idectt. Von besonderem Interesse
ist dabei das Kopplungsmuster des aromatischeoiydeid=6.9 ppm (vgl. Abbildung 9-32
sowie Abbildung 9-23, S.139).
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Abbildung 9-31: 'H-NMR der kommerziellen Standardreferenzsubstanz
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Abbildung 9-32: Verschiebungsbereich der aromatischen ProtonenAbdlildung 9-23
Die beobachtete Aufspaltung des Signals Be6.9 ppm kann auf Grundlage der
Strukturformel (vgl. Abbildung 9-8) derart interpiezt werden, dass das aromatische Proton
Hs sowohl einefJ-Kopplung mit dem aromatischen Protondés Phenols als auch mit den
Methinprotonen unterliegt (s. Abbildung 9-33).

T
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HO Hs HO Hs
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Mey . O

Abbildung 9-33: Mégliche Zuordung der gefundenen Kopplungen fur $igsal mit der chemischen
Verschiebung voRd=6.9ppm

Aus dem Spektrum kann flirsHHs eine Kopplung von 1.9Hz abgelesen werden. In Tabel
9-7 sind die'H-NMR Daten der Referenzsubstanz und des Synthechekis aus defriedel-
CraftsAlkylierung gegentbergestellt.
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Gruppe Friedel-Crafts-Produkt kommerz.
Chemische Verschiebung Standardreferenzsubstanz
[ppm], (Kopplung [HZz]) Chemische Verschiebung
. [ppm], (Kopplgng [Hz])
CHa3:1.61 dd (°J=7.25) CHs:1.53 dd (°J=7.15)
Methylprotonen CHs:1.59 dd (3J=7.25)

: Ha: 4.3 q (*J=7.25, 6.93) Ha: 4.24 q (3=7.14)
Methinprotonen Ho: 4.1 q (J=7.25) Ho: 4.03 q (3J=7.25)
Aromatische Protonen Hi: 6.94 m; Hs: 6.88 m
(Phenolring) Hs: 6.64 dd (3J=8.8,%J=2.2) | Hs: 6.59 dd (*J=8.21,4J=0.85)

He: 7.12 dd (3J=8.2,J=1.6) | He: 7.15 dd (3J=6.89)

Tabelle 9-7:Vergleich der NMR-Daten des Syntheseproduktegdaritkommerziellen
Standardreferenzsubstanz Bezeichungméorien entsprechend Abbildung 9-34

Stereochemie des 2,4-Bis(1-phenylethyl)phenols

Aufgrund der asymmetrischen Substitution am Phetes 2,4-Bis(1-phenylethyl)phenols,
lassen sich vier Stereoisomere formulieren. Mit Beauf die angefuhrte Problematik der
eindeutigen Zuordnung der Resonanzsignale'fttNMR und der Kopplungen ist eine
Aussage zur genauen Stereochemie nicht moglich.

2,6-Isomer des 2,4-Bis(1-phenylethyl)phenols im Extrakt

Wie die lonenspuren des GC/MS des Extraktes (s.ilddofg 9-7) zeigen, waren noch

Substanzen mit ahnlichem Fragmentierungsmusterakaith (Scan 1215 bzw. 1223), bei
denen es sich um Isomere des Phenols in AbbildeBdh@ndeln mul3. Vergleicht man die
Massenspektren der Substanzen der Scannummern12Z25und 1259, so fallt auf zunéachst
das ahnliche Fragmentierungsmuster auf. Die Mapsé&tren der Scannummern 1215 und
1223 weisen zusatzlich die Fragmentionen m/z 2283224 auf (vgl. Abbildung 9-34). Es ist

anzunehmen, dass es sich hierbei um Isomere deBist@phenylethyl)phenols (Scan-Nr

1259) handelt.
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Abbildung 9-34: Massenspektrum und lonenspur der Masse m/z 223 ,6elsomers von
2,4-Bis(1-phenylethyl)phenol (Scan 1223)

Das Fragmention der Masse m/z 223 kann so gedeeteen, dass - unter Annahme einer
di-ortho-Substitution des Bis(1-phenylethyl)pheneldieses aus dem Molekulion durch
Abspaltung von m/z 78 Massen ensteht.

Aufgrund der GC-Trennung ist also davon auszugehdmss die Substanzen der
Scannummern 1215 und 1223 Diastereomere dars{@lgnAbbildung 9-8). Das 2,4- und
2,6-Isomer dieses Phenols wurde als Bestandt@iaimhoxylum integrifoliolunibeschrieben
und im 2,6-Isomer das Fragmentionen m/z 223 beabdt}!

Interessant in diesem Zusammenhang ist die Tatsadhass die Substitution einen
wesentlichen Einflul3 auf die Absorptionsenthalpiedar stationaren Phase der GC-Saule hat
und es nur im Falle des 2,6-Isomers zu einer Tnegkommt. Ahnliche Effekte sind fur die
GC-Trennung des m- und p- Isomers des Xylols béstwan worder”!
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9.1.7. Nachweis der &strogen Wirkung von 2,4-Bis(1-phenylethyl)phenol
im Ostradiol-Verdrangungsassay

Nach Reinigung des Syntheseproduktes wurde diesegirier Verdinnungsreihe im
Ostradiol-Verdrangungsassay —auf dessen Bindunggaffi zu den jeweiligen
Ostrogenrezeptoren untersucht.
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Abbildung 9-35: D/W-Kurve fiir 2,4-Bis(1-phenylethyl)phenol im Ostial-Verdrangungsassay mit BRind
ERa

Wie aus der D/W-Kurve ersichtlich ist, kann einé®@e Verdrangung noch bis zu einer
Konzentration von 100 pmol/L gefunden werden. AdBer ist ersichtlich, dass die
Verdrangung an den beiden Ostrogenrezeptoren sichumwesentlich unterscheidet. Der
EDso-Wert des 2,4-Bis(1-phenylethyl)phenols ist gegemibdem des 4-(1,1,3,3-
Tetramethyl)butylphenols (,4-tert.-Octylphenols‘yhef, entsprechend ist die Verdrangung
weniger stark ausgepragt (vgl. Abbildung 9-60).

9.2.  Sedimentproben der Mulde

9.2.1. Toxizitat und Mutagenitat in Bakterien (Ara-/Ames-Test)

Die Sedimentextrakte wurden sowohl mit als aucheometabolische Aktivierung durch S9
im Bakterientoxizitatstest auf Zytotoxizitat untecht. Da sich jedoch nach metabolischer
Aktivierung keinerlei Effekte zeigten, wird hier fadlie Darstellung der D/W-Kurven
verzichtet. Insgesamt aber zeigte sich in allerirBextextrakten, dass die Toxizitat ohne S9-
Aktivierung hoher war, was wohl so zu interpretierast, dass Proteine des
Rattenleberhomogenats (S9-Mix) die lipophilen Xaatkka binden und damit diesen den
Zugang zur Bakterienzelle erschweren.

In den bakteriellen Zytotoxizitatstests wurden hisizu 100 mg Trockenmasse-Aquivalenten
keine toxischen Effekte beobachtet und dieser Beréiann fur die Ara-Tests zugrunde
gelegt.

& Zur Reinheit des im Test eingesetzten 4-(1,1,2Bamethyl)butylphenols: vgl. Abbildung 9-57, S.188
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Insgesamt waren im Ara-Test nur drei Sedimentprabatagen wirksam (S031, S032 und
S035), von denen nur die Proben S031 und S032 ilgeRden stellvertretend diskutiert

werden sollen, da sich im Hexan/Aceton-ExtraktRiilobe S035 keine Effekte zeigten (vgl.

Abbildung 9-36 und 9-37).

Die Induktionsraten der Hexan/Aceton-Extrakte deyben S031 bzw. S031 lagen zwar nur
geringfugig tber dem Wert der Positivkontrolle & w. 3.46 bezogen auf jeweils 100 mg
Trockenmasse), lieferten aber einen ersten Hinw@is das Vorhandensein potenziell

mutagener Inhaltsstoffe in den entsprechenden Sedén. Die mutagenen Effekte zeigten
sich aber meistens erst kurz unterhalb der toxiscKk®nzentrationsschwelle. Erste

Mutageneseuntersuchungen der Ethylacetat-Extrageben gegentber den Hexan/Aceton-
Extrakten eine weitaus hthere Mutagenitat (vgl. ikhing 9-37).

9.2.2. Vergleich der Aceton/Hexan-Extrakte mit Ethylacetat-Extrakten im
Ara-Test

Zunachst wurden die Sedimentextrakte im Rahmersefuoeeenings in hoheren Dosen auf
deren mutagene Wirkung im Ara-Test untersucht. Insekluss wurden detaillierte D/W-
Kurven erstellt.

Ara-Test Muldesedimente Hexan/Aceton-Extrakte
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Abbildung 9-36: Uberblick zu den Mutagenitaten der Hexan/Acetorrikte
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Ara-Test Muldesedimente S027-S035 EE-Extrakte
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Abbildung 9-37: Uberblick tiber die Mutagenitaten der Ethylacetatr&ite
Die Abbildung 9-36 und 9-37 geben zu erkennen, dedsesondere die Proben S031, S032
und S035 durch recht hohe Induktionsraten gegendleer Ubrigen Sedimentextrakten
hervortreten und deshalb von Interesse waren. e$edExtrakte wurden die D/W-Kurven
um weitere Messungen im unteren Wirkungsbereichireej um so ein vollstandiges
Gesamtbild der Sedimentextrakte zu gewinnen (Abbid9-38).

Induktionswerte fiir S031/032 Hexan/Aceton (-S9) Ar  a-Test

6,0 |
—0—S 031
EAS —A—S 032

5,0 +

4,0

3,0

Induktion

2,0

1,0 4 fAY

0,0
EtOH MNNG 1 3 10 30

Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 9-38: D/W-Kurven der Hexan/Aceton-Extrakte des Ara-Te8NNG: N-Methyl-N'-nitronitroso
guanidin
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Induktionswerte fir S031, S032 und SO35EE (-S9) Ara -Test

12 —0—S 031 EE
11 o - - --S 032 EE
10 - — -O— S035EE
9,
8,
c 7
S
2 6
3
£ 5 6
4,
3,
2,
1 Q
0

EtOH MNNG 1 3 10 30
Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 9-38: D/W-Kurven der Ethylacetat-Extrakte des Ara-Test8/NNG: N-Methyl-N'-
nitronitrosoguanidin

Die Hexan/Aceton bzw. Ethylacetat-Extrakte zeigtdeutliche Unterschiede in den
Induktionswerten, wie die D/W-Kurven der Sedimemrakte in der Abbildung 9-38
wiedergeben. Der ungleichmal3ige Kurvenverlauf der/W{Burven weist an
unterschiedlichen Stellen auf Austreiler (ausgefiMlesspunkte) innerhalb der Mel3reihe
hin, die im Dean-Dixon-Test genauer untersucht wnrd

Vorraussetzung fur die Anwendung des Dean-Dixort-iB¢glie Normalverteilung der Daten
nach GauB. Der Test ist vor allem fiir kleine Stiobenumfiange anwendbatt**?! zur
Analyse des interessierenden Wertes wird eine Rid&gnach der Gleichung 3 berechnet:

Q_|m—m\
| X=X |
Wahrscheinlichkeiten fr N=4 P(95%, N=4) = 0.79%6, N=4)=0.89

Gleichung 3 Prufwert nach dem Dixon-Test mit Wert, der zu prifen ist,xWert der dem Prifwert in der
geordneten Messreihe benachbart isiMert am Ende der Melreihe

Der nach Gleichung 3 ermittelte Prufwert aus deteDaler Induktion (0.51) fur die Probe
S032 (vgl. Abbildung 9-38, obere Kurve) wird unté&nnahme einer definierten
Wahrscheinlichkeit mit tabellierten Prifwerten Jigen!*'? Die Untersuchung des
Induktionswerts der Probe S032 (bei 30 mg) auf mdém Dixon-Test bei einer
Wahrscheinlichkeit von p=99% ergab eine signifikaAbweichung. Ein ahnliches Resultat
wurde nach Anwendung des Dixon-Tests auch fur deaddunkt 3mg der Probe S031 (vgl.
Abbildung 9-38, unten) gefunden.

Eine Interpretation dieser Abweichungen ist nichhn® weiteres maoglich, da bei
Untersuchungen zur Mutagenese an Bakterien haufglmwankungen auftreten kénnen,
wobei die Auspragung vom Umfang der Wiederholungehéngt als auch von der Statistik
des Mutageneseprozesses. Biologische Systemersihel iHinsicht wesentlich schwieriger
zu handaben als ein physikalischer Mel3prozel3, drai mian systematisch die Fehlerquellen
und deren Einfluf3 auf das Messergebnis untersucduem

Diese Abweichungen fur die mutagenen Sedimenteetnakrden eingehend in Kapitel 11.3.
diskutiert. Diese Sedimentextrakte stehen dann iitieMunkt der weiteren Diskussion,
insbesondere hinsichtlich der chemischen Zusamrtmnmsg sowie den weiteren
toxikologischen Untersuchungen zur Mutagenitat dstlogenen Wirkung.
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9.2.3. Vergleich der Resultate aus Ara- und Ames-Test

Zusatzlich wurden die im Ara-Test mutagenen Sedimérakte mit den Stammes.
typhimuriumTA 98 und TA 100 des Ames-Tests unter vergleichbarestbedingungen des
Ara-Tests, d.h. also ohne metabolische Aktivierund bei gleichen Dosen, getestet. Fir die
Diskussion der Unterschiede zur Mutagenitat (vgpiel 11.3.) zwischen dem Ames- und
dem Ara-Test sind die Ethylacetat-Extrakte (vglbAdung 9-39) von besonderem Interesse,
da diese im Ara-Test stark mutagen wirkten.

Die Unterschiede der Hexan/Aceton-Extrakte (vglbi#dung 9-40) in beiden Testsystemen
wurde ebenfalls untersucht. Es werden im desweitdresschnitte der D/W-Kurven gezeigt
und die Positivkontrollen ausgespart, so dass ffiekte deutlicher in Erscheinung treten.

TA 98:
Induktionen S 031, S032und S035EEIN TA98 (-S 9)
2,5
—<— S 031 EE
--B8---S032EE
2,0 -
—4a — SO035EE
1,54
o
kv \ B
S
c 1,0 o
0,5 -
| \
\
0,0 = =t A A
EtOH 0.1 0.3 1 3 10 30 100
Trockenmasse [mg/Platte]
TA 100
Induktionen S 031, S 032 und S 035 EEin TA 100 (-S 9)
1,2
—<—SO031EE
1,0 4] --8---S032EE
—4A —SO035EE
0,8
c
i)
X 0,6
>
e}
£
0,4 -
0,2 1 *
m. \
0,0 : : — 5 —a—5 : \,:\
EtOH 0.1 0.3 1 3 10 30 100

Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 9-39: Induktionswerte fir S031, 032 und 035 EE in TA 88 (100 (u.) (-S9)
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Auch bei diesen D/W-Kurven zeigt sich ein auffaligeher ungleichmalliger Verlauf tber
den Dosisbereich. Dies ist wie oben ausgefuhrt,daifEigenart biologischer Testsysteme
zurtckzufiuhren, starkeren Schwankungen zu unterieds dies bei physikalischen der Fall
ist (vgl. Disskussion).
Im Gegensatz zu den Ergebnissen des Ara-Testgredig D/W-Kurven des Ames-Tests fur
die mutagenen Ethylacetat-Extrakte meist einen hexsc Anstieg der Toxizitat in
Abhangigkeit von der zugesetzten Sedimenttrockesendsn selben Konzentrationsbereich
wurde im Ara-Test ein stark mutagener Effekt geemdDieses Resultat deutet darauf hin,
dass der Arabinoseresistenz-Test wegen der grol3gheqriffsflache” des Zielgens
empfindlicher auf mutage Effekte reagiert, als denes-Test, bei dem das Ziel des
mutagenen Angriffs aus nur einem Basenpaar bedtahtyVergleich der Ergebnisse beider
Ames-Stamme zeigt zudem noch, dass die Probe 80diden Fallen eine dosisabhangige
Zytotoxizitat zeigt.
Fir die D/W-Kurve der Probe S032 wurde eine rasélbmahme der Koloniezahl in
Abhangigkeit von der Sedimenttrockenmasse ermitteihtsprechend einer starken,
vorherrschenden Toxizitat der Inhaltsstoffe fur 8&monella-Stamme.
Ein etwas anderes Bild zeigen dagegen die entspmdeim D/W-Kurven (vgl. Abbildung 9-
40) der Hexan/Aceton-Extrakte mit den Ames-Stammieh 98/100 ohne S9. Hier
prasentieren sich die zytotoxischen Effekte in sidiver ausgepragter Form. Mitunter sind
sogar schwach mutagene Effekte auffindbar.
Im Fall des Extraktes S032 (H/A), TA 100 (vgl. Alehing 9-41) darf von einem Extremwert
(bei 10 mg Trockenmasse) ausgegangen werden, d&/ickeingskurve Uber den gesamten
Dosisbereich tendenziell auf eine Zytotoxizitat 8esraktes hinweist.

TA 98:

Induktionen fiir S 031 & S 032 Hexan/Aceton in TA98  (-S9)
2,5

—<©0— S 031 H/A
— H— S032H/A

2,0 =

1,5 A

Induktion

1,0 1 (o]

0,5

0,0
EtOH 0.1 0.3 1 3 10 30 100
Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 9-40: Induktion der Hexan/Aceton-Extrakte S031 und SOBZA 98
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TA 100:

Ames-Test mit TA 100(-S9) - S032 Hexan/Aceton

70 4,5

60 740

+35

50 +
+3,0

40 +25

30 + +20

Induktion

T15
20 +

Koloniezahlenmittel

+ 1,0

10 + 1os

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ; 0,0
BOH  NaN; ! 03 1 3 10 30 100

Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 9-41: Induktion der Hexan/Aceton-Extraktes S032 in TA DN¥N;: Natriumazid

Aus dem Vergleich der D/W-Kurven fur die Hexan/AmetExtrakte und den Ethylacetat-
Extrakten im Ames-Test geht deutlich die geringé&ymtoxizitat der Hexan/Aceton-Extrakte
hervor. Darlber hinaus zeigt sich, dass die Taieit auch von den verwendeten Stammen
abhangig sind. Uberwiegend beobachtet man deustitker toxische Effekte im Stamm TA
98 fur die Ethylacetat-Extrakte.

9.2.4. Chemische Zusammensetzung mutagener Fraktionen

Die im Ara-Test mutagenen Sedimentextrakte (vghbiflung 9-38, S. 153), wurden mittels
GPC fraktioniert. Die gewonnenen Fraktionen wur@eneut im Ara-Test untersucht und
deren Zusammensetzung qualitativ mittels GC/MS teihi Die im Ara-Test ermittelte
Mutagenitat der erhaltenen Fraktionen sollte mitr dpialitativen Zusammensetzung
korrelliert werden, um Mutagene zu identifizierddie Unterschiede der Mutagenitat der
Ethylacetat- und Hexan/Aceton-Extrakte sollten &hlésn aus der chemischen
Zusammensetzung interpretiert werden.

Prinzipiell bestand jedoch das Problem, dass eibeaAme der mutagenen Wirkung nach
Fraktionierung eintrat und sich diese Effekte nielmideutig auf eine Verbindungsklasse
zuruckfuhren lie3en. Dies hing u.a. damit zusamrdass die Fraktionen ebenfalls komplexe
Gemische darstellten und dass klassisch mutagengp#&menten nicht nachweisbar waren.
Es lassen sich somit nur Angaben zur chemischeanZnensetzung der mutagenen Extrakte
macher>*#2

Die nach Fraktionierung erhaltenen D/W-Kurven des@ntextrakte SO031 bzw. S 032 sowie
die Ergebnisse aus den GC/MS Messungen der Fraktisallen im Folgenden prasentiert
werden. Wie sich aus dem qualitativen Vergleich @&Z/MS Untersuchungen ergab,
unterschieden sich die Proben in der chemischerardomensetzung nicht wesentlich.
Exemplarisch wird im Folgenden auf die Fraktiondes Sedimentextraktes S032
eingegangen. Zudem konnte in diesem Extrakt diedem Ostrogenrezeptoren bindende
Komponente eindeutig nachgewiesen werden, wie dies aus Experimenten mit dem
Ostradiol-Verdrangungsassay an der Referenzsubztigiz.
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9.2.5. Mutagenitat der Fraktionen der Hexan/Aceton-Extrakte S031 und
S032

Aus der D/W-Kurve der GPC-Fraktionen (vgl. Abbihdu 9-42) geht hervor, dass im
untersuchten Dosisbereich gegentber dem GesanMiettgh. Abbildung 9-38, S. 153) nur
schwach mutagene Effekte bzw. kaum Mutagenitat meahzuweisen war. Teilweise
zeigten sich sogar in den untersuchten Dosisbaeidtarke zytotoxische Effekte (vgl.
Abbildung 9-43). In Abbildung 9-45, S. 163 ist dastalionenstrom-Chromatogramm der
GPC-Hauptfraktion wiedergegeben, das zeigt, dass HRiaktion hauptsachlich aus
langkettigen, aliphatischen Verbindungen zusammeetgeist.

Induktion d. GPC Fraktionen S031 Hexan/Aceton Ara-T  est (-S9)

3,0

—o—VOR
— H— HAUPT
251 o - - - -NACH
2,0
o
S
X 1,5
>
=]
=
1,0 o
A
0,5 e
0,0
EtOH MNNG 3 10 30 100

Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 9-42: D/W-Kurve der GPC Fraktionen des Hexan/Aceton-&ktes der Probe S031;
MNNG: N-Methyl-N'-nitronitrosoguanidin
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Induktionen GPC Fraktionen S032 Hexan/Acteton Ara-T  est (-S9)

1,4
1,2 ——VOR
_______________ 4 — H— HAUPT
1,0 1 V] Sl ' -« - -NACH
508
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>
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0,4 -
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0,2 - \TE
0,0 A
EtOH 1 3 10 30

Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 9-43: Ara-Test der GPC-Fraktionen aus dem mutagenen X332 (H/A)

Wie aus den D/W-Kurven der Fraktionen gegenuber G&samtextrakten entnommen
werden kann, zeigen diese eine deutlich vermindeliéagenitat. Dies lasst sich auf die
komplexere Zusammensetzung und den damit verbunddveschungseffekten der
Gesamtextrakte gegeniber den Fraktionen zurickiibneses Ergebnis deckt sich mit dem
in unterschiedlichen Arbeiten beschrieben Resuitate. im I1SIS-Abschlussbericht!

Wie anhand der GC/MS-Analysen gezeigt wird, siresdiFraktionen aus einer Vielzahl von
Substanzen zusammengesetzt. Die Fraktionen wietmnnangkettigen Alkanen, Fettsauren
und Fettsaureester auch Alkylphenole unterschieelidettenlange auf, wie z.B. das 4-
(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol (RI 1584). (vglBz Abbildung 9-51, S.167). Es wurden
keine klassischen Mutagene wie z.B PAKs oder anscteg Amine nachgewiesen.
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Mulde Sediment S032 Hexan/Aceton (VOR)

100%- _u

101

120

115
11
78

50%-+

69 u
/

N Al L

1000 2000
11: Phenol; 23: Acetophenon; 69: 4-(1,1,3,3-Tettayigutylphenol (,p-tert.-Octylphenol®); 78:
Tetradecanséaure; 101g;315: Diheptylphathalat; 120: Squalen; u: unbekann

Abbildung 9-44: TIC der GPC-Vorfraktion des Extraktes S032 H/A

Mulde Sediment S032 Hexan/Aceton (HAUPT)

100%

99
100
108
78 / e
96 109
73|82 103

50%
95
70
23 45 \

T T
1000 l 2000

23: Acetophenon; 45: 2-tert.-Butylphenol; 70: Heseah; 73: Heptadecan; 78: Tetradecanséaure; 82:
Tetradecylacetat; 95: 1-Nonadecen; 96: NonadecanH@xadecansaure; 100: Ethylpalmitat; 103: 6,932,
Heneicosatetraen; 108: Stearinsaure; 109: Metiyethylpentadecanoat

Abbildung 9-45: TIC der GPC-Hauptfraktion des Extraktes S032 H/A

132



Spezieller Teil

Mulde Sediment S032 Hexan/Aceton (HAUPT) Bereich 800-1600

gedehnt
— 99
108
80 100
109
103
T T T T T T T 1
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

70: Hexadecan; 73: Heptadecan; 78: TetradecansBlrd;etradecylacetat; 95: 1-Nonadecen; 96: Noratec
99: Hexadecansaure; 100: Methylpalmitat; 103:12,95-Heneicosatetraen; 108: Stearinsaure; 109Wiat
methyl pentadecanoat;

Abbildung 9-45 (Forts.) : TIC der GPC-Hauptfraktion des Extraktes S032 H/A

Mulde Sediment S032 Hexan/Aceton (NACH)

100%-+

23 100 —
103
99 —
73 \
109
95+96 /
81
50%-
’ 11 /110 120
118
85
""LJLLL / | d m J“J
1000 2000

11: Phenol; 23: Acetophenon; 24: p-Cresol; 32: Besiaure, 45: 2-tert.-Butylphenol; 73: Heptadecdn; 23
Methyl tetradecanoat; 85: Octadecan; 95: 1-Nonadec®: Nonadecan; 99: Hexadecansaure; 100:
Ethylpalmitat; 103: 6,9,12,15-Heneicosatetraen; : 10&thyl 2-methylpentadecanoat; 110: Docosan; 118:
Dioctylphthalat; 120: Squalen

Abbildung 9-46: TIC der GPC-Nachfraktion des Extraktes S032 H/A
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Mulde Sediment S032 Hexan/Aceton (NACH) Bereich 800-1600
gedehnt

u

e
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73: Heptadecan; 81: Methyl 2-Methyltetradecano&t;, @ctadecan; 95: 1-Nonadecen; 96: Nonadecan; 99:
Hexadecansaure; 100: Ethylpalmitat; 103: 6,9,1&Beicosatetraen; 109: Methyl 2-Methylpentadecanoat
110: Docosan; u:unbekannt;

Abbildung 9-46 (Forts.): TIC der GPC-Nachfraktion des Extraktes S032 H/A
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9.2.6. Fraktionen der Extrakte SO031 und S032 Ethylacetat

Die D/W-Kurven des Ara-Test zu den Fraktionen derytacetat-Extrakte (Abbildung 9-47
bzw. 9-48) ergaben im untersuchten Dosis-Wirkungsble ebenfalls keine mutagenen

Effekte.
Induktion GPC Fraktionen S031 EE Ara-Test (-S9) : VOR
1.6 — 8 — HAUPT
114, "'ﬁ"NACH
1,2
1,0 - 4]
s
§0,8 1 N .
c
0,6 - .
- \.\~
4 N - .A
0,4 A- N -
0,2
0,0
EtOH 10 100
Trockenmasse [mg/Platte]
Abbildung 9-47: Fraktionen des Extraktes S031 Ethylacetat
Induktionen d. GPC Fraktionen S 032 EE Ara-Test (-S 9)
2,5
——VOR
o — H— HAUPT
2,0 - - 4 - -NACH
< 151
§e)
kv,
>
o
£ 1,0 o MR
~ =g
0,5
0,0
EtOH MNNG 1 3 10 25

Abbildung 9-48: Fraktionen des Extraktes S032 Ethylacetat; MNNGWé&thyl-N'-nitronitrosoguanidin

Die Zusammensetzung der Ethylacetat-Extrakte uchierd sich nicht wesentlich von den
Hexan/Aceton-Extrakten, wie sich dies aus dem \éeglder TIC ergibt. Ebenfalls konnte
neben dem 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol (#-©ctylphenol“} eine Reihe weiterer
Alkylphenole nachgewiesen werden, die Diageneseptedder APnEOs darstelléH?!

Trockenmasse [mg/Platte]

Daneben traten ebenso auch langkettige Alkaneuals Bettsauren auf.

& GC/MS als Reinheitsnachweis der ReferenzsubstahzAbbildung 9-57
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Mulde Sediment S032 Essigester (VOR)

100%-~
b 101

99
118

110 /

23 96 116
85 \\\
11
50%- 69

32 ‘

1000 20
11: Phenol; 23: Acetophenon; 32: Benzoesaure; €9;143,3-Tetramethyl)butylphenol; 85: Octadecast; 9
Nonadecan; 99: Hexadecansaure; 1@1180: Docosan; 116: Pentacosan; 118: Dioctylphthal

Abbildung 9-49: TIC der Vorfaktion des Ethylacetat-Extraktes deskier S032
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Mulde Sediment S032 Essigester (HAUPT)

51%- u
99
108 /U
25%-
0 73 103
‘ / 118
5 59 78
12 23 32
% o bt fosd

400 800 1200 1600
5: Heptan-2-on; 12: Hexansaure; 23: Acetophenon;B&hzoesaure; 59: 2,6-Di.-tert.-Butyl-4-methylpbken
(BHT); 73: Heptadecan; 78: Tetradecansaure; 99aHesansaure; 103: 6,9,12,15-Heneicosatetraen;
108: Stearinsaure; 118: Dioctylphthalat; u: uningita
Abbildung 9-50: TIC der Hauptfaktion des Ethylacetat-Extraktes®ebe S032

Mulde Sediment S032 Essigester (NACH)

100%- 118

23

99
110

96

85
69

32
50%-

.

400 800 1200 1600

23: Acetophenon; 32: Benzoesaure; 69: 4-(1,1,38amethyl)butylphenol; 85: Octadecan; 96: Nonadgca
99: Hexadecansaure; 110: Docosan; 118: Dioctylfditha
Abbildung 9-51: TIC der Nachfaktion des Ethylacetat-Extraktes debE S032

In Konsequenz dessen, dass die Extrakte eine Ramihalkylierten Phenolen aufwiesen,
wurden Experimente zur Affinitat zu den Ostrogeeparen ER und ERB durchgefiihrt.
Stellvertretend wurde fur das 4-(1,1,3,3-Tetramibigylphenol eine  Dosis-
Wirkungsabhangigkeit ndher untersucht, um dies dait bekannten Xenodstrogenen wie
z.B. Nonylphenol vergleichen zu kdnnen. Auf diesgdbnisse wird im Kapitel 9.2.10. naher
eingegangen.
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RFU/pg Protein

9.2.7. EROD-Test

Erganzend zu den Untersuchungen zur MutagenitaZytatoxizitat wurde ein EROD-Test
gemacht, um die mutagenen Sedimentextrakte auckichthch ihrer Wirksamkeit zur

Induktion von CYP-450 1A1 zu untersuchen. Deshalibden diesbeziiglich die im Ara-Test
mutagenen Sedimentextrakte S031 (H/A), S031 (E&2%H/A), S032 (EE) und S035 (EE)
getestet. Die Induktion des CYP-450 1Al in Abhahkgiyvom prozentualen Anteil des
Extraktes im Nahrmedium ist Abbildung 9-52 wiedeygieen.

Mutagene Muldeextrakte - S031, S032 und S035
3,5 4

025 [ HH
0125 [ ™
00625 [ HH
003125 [ HH
05 FH
025 [ ]
o125 [ ]
00625 [ ]
003125 [ ]

0.5
0.25

0.01563 HH
0.125 HH
0.0625 HH
0.03125 tH
0.01563 HH
0.01563

S031 EE S032 EE S 032 H./A. S 031 H/A. SO035EE

Gehalt im Medium [%]

Abbildung 9-52: Dosis/Wirkungskurve des EROD-Test mutagener Sedimémakte
(MC Methylcholanthren, TCDD: 2,3,7,8-Kongener)

Wie sich aus der D/W-Kurve ergibt, liegen alle lktlonswerte deutlich im Bereich der
Negativkontrollen (Losungsmittel- bzw. Medium) uhefern somit keine Hinweise auf die
Anwesenheit von 2,3,7,8-TCDD- oder PAH-wirk&hnlinifeubstanzklassen. Eine Ausnahme
hiervon bildet lediglich die Probe S031 (H/A), derénduktionswerte fir die hdheren
Konzentrationen deutlich oberhalb der Kontrollwdidgen.

9.2.8. Ostrogene Wirkung ausgewahlter Sedimentextrakte

Wie aus den Untersuchungen zur chemischen Zusanetzeng der mutagenen
Sedimentextrakte erhalten wurde, konnten Abbauptedder APnEQJS'!, stellvertretend
das 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol, identifizi@erden.

Es wurde daraufhin die Untersuchung der Sedimenaetet auf deren 6strogene Wirkung in
Betracht gezogen, und diese sowohl im Ostradiobk&rgungsassay (Abbildung 9-53) als
auch dem Luciferase-Assay (Abbildung 9-55, S. 17d @57, S. 172) getestet.
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Estradiol-Verdrangungsassay der Muldesedimentextrak te mit ER a/B

120

100

ERb
60 =
mERa
40
20
0 . . . . .
DES

EtOH S031 EE S 032 EE S032 H&A S 031 H&A
Probe

[e]
o

Verdrangung [%)]

Abbildung 9-53: Ostradiol-Verdrangungsassay der mutagenen Muldesedé (Bezogen auf 1 mg
Trockenmasse); DES: Diethylstilbestrol (Positivinkmlle)

Wie sich aus der Abbildung 9-53 entnehmen lassgere— mit Ausnahme des Extraktes
SO31EE fur derp-Rezeptor - alle Extrakte fur beide Rezeptoren afieedrdngung von
mindestens 60% und damit eine Affinitat zu den &gnrezeptoren. Die Extrakte wurden
auf deren dstrogene Wirkung im Luciferase-Assaytevaintersucht (Abbildung 9-55 und 9-
56). Zunachst sei jedoch die D/W-Kurve des Ostiadin Luciferase-Assay aufgezeigt, um
die wirksame Konzentration des Ostradiols in dieJ@stsystem vorzustellen (Abbildung 9-
55).

Luciferase-Assay mit Ostradiol

0,9

0,8

0,7

0,6 1

0,5 -

—o— Ostradiol (in EtOH)
—A— Ostradiol (in EtOH)

RLU

0,4

0,3 A

0,2

0,1 -

0,0

0.3 1 3 10 30 100
Dosis [nM]

Abbildung 9-54: Vergleich zweier Versuchsreihen mit Ostradiol-Stmddm Luciferase-Assay

Aus der D/W-Kurve (Abbildung 9-54) des Ostradiois Luciferase-Assay ergibt sich die
wirksame Konzentration des Ostradiols zu 10 nmol/l.

139



RLU

Spezieller Teil

Luciferase-Assay Muldesedimente

0,2

—— 5031 H+A VOR
015, |—©—S031 H+A HAUPT
—8— S031 H+A NACH

01/ |--®--s031EEVOR
-- @ - -S 031 EE HAUPT
0051 |--#--5S031 EE NACH
_
=
0 ‘ —
0.01 0.03 0.1 03 1 5
-0,05 |
0,1 1
-0,15 |
0,2 -
-0,25

Trockenmasse [mg/Platte]

Abbildung 9-55: Luciferase-Assay der Muldesedimentprobe S031

Die dstrogene Wirksamkeit einer Substanz wird dutessen Potefzrelativ zum Ostradiol
angegeben. Dazu werden die sWerte, die man aus der jeweiligen D/W-Kurve erhials
Verhéltnis gesetzt. Im Folgenden seien die D/W-learder einzelnen Fraktionen angegeben.
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Abbildung 9-56: Luciferase-Assay der Muldesedimentprobe S032
Aus dem Vergleich der D/W-Kurven der Probe S031.b3@32 geht deutlich hervor, dass
fur die Probe S031 kaum eine 6strogene Wirkung imerguchten Dosisbereich gefunden
werden konnte (vgl. Abbildung 9-55). Hingegen zdigbbe S032, dass fur die Haupt- und
Nachfraktion des Ethylacetat-Extraktes eine dsimegé/irkung vorliegt (vgl. Abbildung 9-
56).

2 Als Potenz wird hier das Verhaltnis der Wirkung dstrogen wirksamen Testsubstanz relativ zum Qistra
verstanden
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Dieser Effekt liegt in der GroRenordnung des Osttadvergleicht man die RLU-Werte fiir
die EDso-Werte so entspricht die Wirkung von 0,1 mg Trockesse des Extraktes "S032EE
Nach" einer Ostradiolkonzentration von etwa 3 nimol/

9.2.9. Ara-Test mit 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol

Die GC/MS Analysen (vgl. Kap. 9.2.4.) der mutage@#C-Fraktionen zeigten, dass diverse
mikrobiologische Abbauprodukte der Alkylphenoletiiate (APNEOS)™ in den Extrakten
enthalten sind, zu denen vor allem Alkylphenoleetsthiedlicher Konstitution wie z.B. das
4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol zahlen. Es wurde Hypothese aufgestellt, dass
Alkylphenole fir die im Ara-Test gefundene Mutadéni verantwortlich seien. Als
Konsequenz dessen wurde das 4-(1,1,3,3-Tetramietitylphenol im Ara-Test auf dessen
mutagene Wirkung untersucht. Die D/W-Kurven sollen Folgenden aufgezeigt und
Unterschiede zu den Sedimentextrakten in Abschai.2. diskutiert werden. Zuvor wurde
die Reinheit des 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol GC/MS-Experiment Uberpruft (vgl.
Abbildung 9-57), da Alkylphenole haufig als teclutie Gemische vorliegen und in
Abhangigkeit vom eingesetzten Isomer, d.h. der Wergung der Alkylkette,
unterschiedliche dstrogene Wirkungen entfalten karfh*****!
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Abbildung 9-57: GC/MS des 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenols defeRenzsubstanz fur den Luciferase-
und den Ostradiol-Verdrangungsassay
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Abbildung 9-58: D/W-Kurve fir 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenai iAra-Test ohne metabolische
Aktivierung; MNNG: N-Methyl-N'-nitmitrosoguanidin
Wie sich aus der D/W-Kurve (Abbildung 9-58) zunddhsleiten lasst, konnte fur eine Dosis
von 0.25 pg ein schwach mutagener Effekt gefundenden (Induktionswert: 2.0), der
jedoch in keinem Verhéltnis zu den in den Sedimetgn gefundenen Induktionswerten
steht. Um diesen Befund zu reproduzieren wurde dRethe weiterer Mutagenese-
Experimente durchgefuhrt, deren D/W-Kurven gentitielrden (Abbildung 9-59).
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Abbildung 9-59: Gemittelte Induktionen im Ara-Test fur 4-(1,1,3,8tfamethyl)butylphenol (-S9); MNNG: N-
Methyl-N'-nitronitrosoguanidin

Die D/W-Kurve in Abbildung 9-58 zeigt im Dosisberki von 0.125-0.625 pg einen

ahnlichen Verlauf wie die in Abbildung 9-59, jeddéifét sich daraus auf keinen mutagenen

Effekt schlie3en. Tendenziell ergibt sich schoneater Dosis von 0.625 pg eine starke

Abnahme der Koloniezahl, die aus einer ToxizitatSlebstanz resultiert.

9.2.10.  4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol: Ostradiol-Verdrangungs-
und Luciferase-Assay

Ahnlich wie fur Nonylphenol ist davon auszugehenassi auch 4-(1,1,3,3-
Tetramethyl)butylphenol als Xenodstrogen witk! Um diese Hypothese zu belegen, wurde
fur das  4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol eine DAdve im  Ostradiol-
Verdrangungsassay aufgenommen (Abbildung 9-60)gl¢ehend dazu wurden mit der
Referenzsubstanz ebenfalls Experimente im LUC-Asgagnacht, um Aufschluss Utber
dessen biologische Wirkung im Organismus zu erhalte
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Abbildung 9-60: Ostradiol-Verdrangungsassay mit 4-(1,1,3,3-Tetragigtutylphenol fir ER und ERB

Erwartungsgemaf konnte fur das 4-(1,1,3,3-Tetrayt)etlitylphenol eine Bindungsaffinitat
sowohl fiir dena- als auch fiir dep-Ostrogenrezeptor gefunden werden. So zeigt sich be
einer Konzentration von 300 umol/L eine nahezustaiidige Verdrangung des Ostradiols
aus den Rezeptoren. Fur dfhRezeptor wird eine 50%e-ige Verdrangung bei einer
Konzentration von 100 pmol/L gefunden, fir deiRRezeptor liegt sie bei etwa 30 pmol/L.
Aus der D/W-Kurve ergibt sich somit ein leichter terschied der EE-Werte, der im
Zusammenhang mit der Geometrie der Bindungsreg&ideb Rezeptoren stehen kdnnte
(siehe Abbildung 5-1, S. 34). Wie sich aus der Akhbig 5-1 ergibt, stimmt die
Aminosauresequenz in der Bindungsregion der jegeiliEstrogenrezeptoren nur zu 53%
Uberein. Hieraus resulieren dann die unterschieeificAffinitaten, die sich auch schon in den
Experimenten mit den Wasser und Sedimentproben fixdaremachten.
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Abbildung 9-61: Vergleich der éstrogenen Wirkung von 4-(1,1,3,3«@methyl)butylphenol und Ostradiol
(E2) im Luciferase-Assay
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Der D/W-Kurve (Abbildung 9-61) lasst sich entnehmedass im Gegensatz zum Ostradiol,
das 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol kaum einekihg entfaltet. Eine Abschatzung der
Qualitat dieses Luciferase-Assays gewinnt man ddeshVergleich mit der D/W-Kurve fir
das Ostradiol in Abbildung 9-54, S. 185.

Es ist eine deutliche Minderung der Empfindlichkaet MVLEN-Zellen, ausgedrtckt in der
Steigung der Kurve (dRLU/d[Ostradiol]), gegenuibemdOstradiol zu erkennen.

Der Grund fur diese unterschiedliche Wirkung karamird gesehen werden, dass flur die
Kalibrationsexperimente (Abbildung 9-54, S. 18%)esithanolische Losung des Ostradiols
verwendet wurde, wohingegen in diesem Experimem¢ &MSO-L6sung benutzt wurde.
Dies kann durchaus eine plausible Erklarung fuhaiebgesetzte Empfindlichkeit der Zellen
fur die 6strogene Wirkung sein.

Anzunehmen ist, dass die MVLN-Zellen auf DMSO emglich reagierten und eine
I6sungsmittelabhangige Toxizitat resultiert, washaa.T. in den Kontrollen zum Ausdruck
kam. DMSO wurde aus dem Grund als Losungsmitteiesem Experiment eingesetzt, well
sich DMSO als das einzige Ldsungsmittel erwies, eind sich das 4-(1,1,3,3-
Tetramethyl)butylphenol einigermal3en gut loste. édaleld sich in diesem Testsystem
keinerlei hormonelle Aktivitat fur das 4-(1,1,3,&{famethyl)butylphenol nachweisen.

Aus dem positiven Verlauf des Luciferase-AssaysJétradiol 14Rt sich deshalb sagen, dass
zwar eine Bindung an den Rezeptor erfolgt (Abbilfl9r61), eine 6strogene Wirkung wohl
auszuschlieBen ist und damit eine Expression dee ®echt erfolgt. Dass diese Aussage
trotz der verminderten Qualitdt des Assays Gllilgkat, beweist die, zwar herabgesetzte
jedoch vorhandene Wirkung des Ostradiols. Wie siabh mehrfacher Wiederholung des
Luciferase-Experiments  zeigte, konnte die 0Ostrogendirkung des 4-(1,1,3,3-
Tetramethyl)butylphenol nicht zweifelsfrei gezeigtrden.

Die im Ostradiol-Verdrangungsassay sowie die imifenase-Assay fiir den Gesamtextrakt
(Ethylacetat) und die Fraktionen der Probe SO032irgifnen Effekte lassen sich also nicht
allein durch das identifizierte 4-(1,1,3,3-Tetraldtbutylphenol zufriedenstellend erklaren.
Es ist aber sicherlich denkbar, dass die Mischulig,unterschiedlich alkylierte Phenole
enthalt, eine andere Wirkung entfaltet als die Rénstanz.
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10. Toxikologie bromierter Indole

10.1. Hintergrund und Zielsetzung

In verschiedenen Arbeiten wurden Bromindole alsenénhaltsstoffe von Sedimenten
beschriebeh!’” ' 181 Hierbei handelt es sich, wie abgeleitete Strukitsehlage aus
Massenspektren vermuten lassen, hauptsachlich er,4l; 3,5-; 3,6- und 3,7-Derivate des
Dibromindols. Bislang wurden das 5- und das 6-Maaobndol sowie das 4,6-Dibromindol
im Leuchtbakterientest, Fischeitédt sowie im Bakterienmutagenesetest (Ara-Test)
untersucht. Im Ara-Test zeigte sich z.B., dass imersuchten Dosisbereich fir das 5-
Bromindol eine  Zytotoxizitat Uberlagert {8 Weitergehende toxikologische
Untersuchungen mit Dibromindolen sowie midher bromierten Indolen lagen bislang nicht
vor. Es bestand daher das Interesse, diese insahtedlichen toxikologischen Testsystemen
systematisch zu erfassen. Neben den synthetisgegteliten 3,x-Dibromindolen (x = 4, 5, 6,
7) wurden auch hoher bromierte Bromindole auf defexizitdt und Mutagenitat im
Arabinoseresistenztest sowie deren potenziellegkétizur Induktion von CYP-450 1A1 im
EROD-Test eingehend untersucht.

Unter anderem wurden Experimente zur Metabolisgruder Bromindole mit
Rattenleberhomogenat gemacht, da dies eine Modelgedes Metabolismus in hdheren
Organismen darstellt und Rickschlisse auf potdngeésiotoxische Wirkungen ermdglicht.
Die Inkubate mit dem Rattenleberhomogenat wurdeh Aaifarbeitung mithilfe der GC/MS
untersucht und die entstandenen Metabolite durchgl¥ieh der Retentionszeiten und
Massenspektren mit Referenzsubstanzen charakterisie

10.2. Synthese der Dibromindole

Bromierungen des Indols mit N-Bromsuccinimid flihrém Abhangigkeit vom gewahlten
Reaktionsmedium, zu Bromierungen in 3-Position dosition****?%! Eine Bromierung
des Sechsringsystems wird unter diesen Bedingunigéherhalten. Die Bromindole, die am
Sechsring bromiert sind, werden durch Reaktiondalean, die den annelierten Pyrrolring
schrittweise aufbauen. Dieses Prinzip ist erstrimalden Arbeiten von G. Bartoli aufgezeigt
worden™ Im Zuge der Bartoli-Synthese wird zunéchst eirrdditomat mit einem Vinyl-
Grignard-Reagenz zu einer Nitroso-Verbindung regitizin einer 1,2-Addition mit einem
weiteren Mol des Vinyl-Grignards reagiert die NgosVerbindung dann zu einem N-Aryl-O-
vinylhydroxylamino-Magnesiumsalz. Dieses lagerhsit einer sigmatropen Umlagerung zu
einem Aldehyd um. Abschliel3end tritt Ringschlul3 aeird die Re-Aromatisierung erfolgt
nach Reduktion mit einem dritten Molekll des ViGtignard-Reagenz (vgl. Abbildung 10-
1).
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Abbildung 10-1: Synthese der Bromindole nach Baft8t

Fur die Synthese der 3,x-Dibromindole geht man Boomindolen aus, die am Sechsring
bromiert sind (vgl. Abbildung 10-2). Das Dibromindkann dabei durch Reaktion mit
Pyridiniumbromid perbromid in DMF oder durch Brom DMF erhalten werdéff12%124
wobei die Bromierung mit Pyridiniumbromid-Perbrom&ine deutlich bessere Ausbeute
liefert und der Aufwand bei der Reinigung geringper Als weiterer Vorteil erweist sich, dass
es als gut dosierbares Salz vorliegt und man déei#n mit flissigen Brom vermeiden
kann. Zudem hat sich Pyridiniumbromid-Perbromid guges Bromierungsreagenz fur die
Bromierung von Acetalen sowie von schwach basiséremten erwiesen. Die Synthese der
4,x- sowie 5,x- Dibromindole ?mit %3) gestaltet sich dagegen weitaus schwieriger und
erfodert den Aufbau der Ringé®

Br

\\ Br
N ‘\\ \
Z N G N
H H

Abbildung 10-2 Darstellung der 3,x-Dibromindole aus Monobromiraip|
1: Pyridiniumbromid perbromid, DMF
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10.3. Toxikologische Untersuchungen an unterschiedlich
substituierten Bromindolen

Untersucht wurden die eigens synthetisierten 34, 3,6- 3,7-Dibromindole, die nach der
Pyridiniumbromid Perbromid-Variante dargestellt dem. Des weiteren wurden das 4,5-,
4,7-, 5,6-, 5,7-Dibromindol und hoher bromierte dfed (vgl. Diplomarbeit A. Josup&it®)
dankeswerter Weise duch A. Josupeit zur Verfiguegtealit. Besonderes Interesse galt
jedoch dem 3,6-Isomer, das im Nordseesediment eadbgen wurdé”

10.3.1. Toxizitat in Bakterien

Im Vorfeld wurde fur die Di-, Tri- und Tetrabromiaol® der tolerierbare Dosis-

Wirkungsbereich im Zytotoxizitatstest (+/- S9) ettelt und ein Dosis-Wirkungsbereich von
0.1-15 pg gefunden (Abbildung 10-3). In diesem Blosieich lagen somit auch alle
Mutagenese-Experimente mit den Dibromindolen. Ingé&aden sollen exemplarisch einige
der gewonnenen D/W-Kurven prasentiert und diskutieerden. Dabei sollen die

Unterschiede zwischen dem Bromierungsgrad, steezoiciche Einflisse des getesteten
Kongeners sowie die Wirkung des metabolisierendeteths aufgezeigt werden.

Zytotoxizitat von Bromindolenin ~ E.coli UC 1121 ohne S9
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Abbildung 10-3 Zytotoxizitatsexperiment mit dem BakterienstarmcoliUC 1121 (wt) ohne metabolischer

Aktivierung
Wie sich aus der Abbildung 10-3 erkennen lasstgereidie meisten Dibromindole im
untersuchten Dosisbereich kaum toxische Wirkunggne Ausnahme findet man fur das
5,6-Dibromindol und noch ausgepragter fur das 3[8igromindol. Dieses zeigt eine sehr
starke Abhangigkeit der Toxizitat von der Dosis,duman findet ein vollstandiges
Ausbleiben des Koloniewachstums bei Erreichen déchsten Dosis. Die Ubrigen
Dibromindole zeigen im Verhaltnis nur eine schwamlsgepragte Dosisabhangikeit der
Toxizitat. Hier kbnnen nur in den hochsten Doseneezunehmende toxische Wirkung
beobachtet werden. Einen eindeutigen
Hinweis fur die Abhangigkeit der Toxizitat vom Br@arungsgrad sowie der Stellung der
Bromatome im Bromindol, |&sst sich aus diesen Datelnt ableiten.
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Wie sich zeigte, konnten sogar fur das 2,3,5,7abetmindol im gesamten Dosis-
Wirkungsbereich keine Anzeichen fir eine toxischiekihg gefunden werden.

Zytotoxizitat d. Bromindole in E.coli UC 1121 mitS  9-Aktivierung
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Abbildung 10-4 Zytotoxizitat der Bromindole irE. coli UC 1121 nach metabolischer Aktivierung; 2-AA: 2-
Aminoanthracen

Ein etwas anderes Bild zeigen die Experimente zdotdxizitat der Dibromindole nach
metabolischer Aktivierung (Abbildung 10-4). Im Gegatz zur D/W-Kurve der Abbildung
10-3 erscheint diese Uber den gesamten Dosisbeamgtchinem sehr viel uneinheitlicheren
Verlauf, der gréf3eren Schwankungen unterlegennsgiesamt zeigen die Experimente, dass
nach metabolischer Aktivierung die toxische Wirkurder Bromindole scheinbar
"aufgehoben" ist. So laRt sich sogar fir das 3&idgener, das ohne Verwendung des S9-
Mix stark toxisch wirkte, keine Toxizitdt mehr festllen. Dieses Resultat lasst sich so
deuten, dass entweder Plasmaproteine im metaliehsien Homogenat das Bromindol gut
binden (absorbiert) und folglich keine Metabolitgmrch die Bakterienzellen aufgenommen
werden kénnen oder aber die Metabolite eine verigisieise niedrigere Zytotoxizitat
aufweisen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fur dieoXiitét (in E. coli UC 1121) keine
Abh&ngigkeit vom Bromierungsgrad erkennbar war.z8igte zwar das 3,6,7-Kongener in
der hochsten Dosis einen starker ausgepragtenoxigohen Effekt als z.B. das 4,7-
Dibromindol.

Jedoch konnte sowohl fur das 3,4,7-Kongener alsh adas 2,3,5,7-Kongener keine
Steigerung der Zytotoxizitat festgestellt werdemzElne Bromindole wie z.B. das 3,6,7-
Tribromindol zeigten eine starke Zytotoxizitat, migedoch das 3,4,7-Kongener. Ahnliches
konnte im Falle des 4,5- und 4,7-Kongeners, werah auicht so stark ausgepragt, gefunden
werden. Dies kann als ein Hinweis auf eine Abhédkgig der Zytotoxizitdt vom
Substitutionsmuster gedeutet werden. Die VerwendileggRattenleberhomogenats ergab in
allen Fallen einen schwécheren bzw. keinen Effekt.
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10.3.2. Bakterienmutagenese-Test (Ara-Test)

Die Untersuchungen zur Mutageniat wurden sowohl atg¢ auch ohne metabolischer
Aktivierung durchgefihrt. Neben den im vohergehenélbschnitt behandelten Bromindolen
wurden auch die Syntheseprodukte der 3,x-Dibromien@lo= 4, 5, 6, 7) getestet.

Untersuchungen an Dibromindolen (-S9)

Die D/W-Kurve (Abbildung 10-5) gibt die Mutagenitder 3,x-Dibromindole (x= 4, 5, 6, 7)
fur den untersuchten Dosisbereich ohne metabolid&higierung wieder. Mit Ausnahme des
3,5-Kongeners zeigen alle Isomere eine dosisabp@ngiunahme der zytotoxischen
Wirkung, die zwar schwach aber deutlich zunehmend i

Die Unterschiede in der Starke der toxischen Wigkaes 3,6- und 3,7-Kongeners sind
nahezu vergleichbar; so kann fir das 3,7-Kongemer iden gesamten Dosisbereich ein
gemittelter Induktionswert angegeben werden, deutlidd unter dem Wert der
Losungsmittelkontrollen liegt. Erst fur die Konzeation von 15 pg liegt nur das 3,6-
Kongener deutlich unter dem gemittelten Induktioeswdes 3,7-Kongeners.

Es konnte sowohl fir das 3,4- als auch das 3,6-Koegzwar kein mutagener Effekt im
untersuchten Dosisbereich gefunden werden, jedeichten beide Kongenere ab einer Dosis
von 3 pg eine zunehmende Zytotoxizitat (Abbildun@-5). Dieser Sachverhalt ist
vergleichbar mit den bisher beschriebenen Ergebnizar Zytotoxizitat des
5-Bromindols?®*!

Fur das 3,5-Kongener kann man eine dosisabhangigahime der Koloniezahl erkennen.
Der Effekt liegt jedoch noch unter einer Verdopgumler Koloniezahl relativ zur
Spontanmutionsrate  (Loésungsmittelkontrolle). Defamsgemald kann also davon
ausgegangen werden, dass keine mutagene Wirkunganaen ist. Insgesamt ist
festzustellen, dass fur die 3,x-Dibromindole ohretaholische Aktivierung keine mutagene
Wirkung festgestellt werden konnte.

Induktion im Ara-Test m. E.coli UC 1121 d. 3,x-Dib  romindole
(x=4,5,6,7) ohne S9

3,5 1
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Abbildung 10-5 Mutagenese-Experiment mit dem Bakterienstakntoli UC 1121 (wt) ohne metabolische
Aktivierung; MNNG: N-Methyl-N'-nitnaitrosoguanidin

Abweichend von den Ergebnissen der Zytotoxizitdesuchungen, in denen das 4,7- und

das 5,6-Dibromindol eine (schwache) Zytotoxizitativdes, war dies im Mutagenese-

Experiment nicht der Fall (Abbildung 10-6).
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Prinzipiell ware flr diese Isomere ein toxischefekf eher im Mutagenese-Experiment
aufgrund des geringeren Nahrstoffangebots zu eswaatls im Zytotoxizitatstest. Dies wurde
jedoch nicht beobachtet. Die 4, x- und 5, x-Dibmodulisomere zeigten im gesamten
Dosisbereich  keine signifikante Veranderung der ok@zahl gegeniber den
Losungsmittelkontrollen, so dass nur von einer sdiwtoxischen Wirkung, wie sie im
Toxizitatstest gefunden wurde (vgl. Abbildung 10-8)sgegangen werden kann.

Induktionen im Ara-Test d. Dibromindole (-S9)

2,5
—&—4,5-DBI
* —o—4,7-DBI
2,0 —4&—5,6-DBI
—4—5,7-DBI
1,5 4
c
8
k¥
>
g
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0,0

DMSO MNNG 0.1 0.3 1 3 10 15
Dosis [ug/Platte]

Abbildung 10-6 Mutagenese-Experiment mit dem Bakterienstakintoli UC 1121 (wt) ohne metabolischer
Aktivierung; MNNG: N-Methyl-N'-nitronitrosoguanidin

3,4,7-, 3,6,7-Tribromindol und 2,3,5,7-Tetrabromindol

In Abbildung 10- ist die D/W-Kurve des Ara-Testsrdedher bromierten Bromindole
dargestellt. Interessant ist das Ergebnis, dads iautiesem Experiment das 3,6,7-Kongener,
ahnlich dem Zytotoxizitatstest (vgl. Abbildung 1P-3las gleiche zytotoxische Verhalten
aufweist. So findet man auch in diesem Fall abrdbusis von 3 pg eine starke Abnahme der
Koloniezahl und damit eine zytotoxische Wirkung.
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Induktion im Ara-Test (-S9) fur hoher bromierte Bro  mindole

3,0 ]
——3,4,7-TBI
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— -A— 2357-TBI

2,0 A
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Induktion
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0,0
DMSO MNNG 0.1 0.3 1 3 10 15
Dosis [ug/Platte]

Abbildung 10-7 Induktionen im Ara-Test hoher bromierter BromindoléINNG: N-Methyl-N'-
nitronitrosoguanidin

Auch fur das 2,3,5,7-Tetrabromindol muss eine Djwttat diskutiert werden, jedoch ist

dies nur mit Vorsicht zu formulieren, da nicht alMutagenese-Experimente mit dem
Tetrabromindol einen eindeutigen Effekt ergabendiBsem Fall ist die Starke des Effektes
geringer als flr die zuvor besprochenen Bromindole.

10.3.3. Untersuchungen zur Mutagenitat nach metabolischer Aktivierung

Vergleicht man wieder das Erscheinungsbild der KWven mit und ohne Zusatz des
metabolisierenden Homogenats, so féallt wieder, wne Falle der Untersuchungen zur
Zytotoxizitat, der uneinheitliche Verlauf der D/WK/en nach Zusatz des Homogenats auf.
Untersuchungen mit metabolischer Aktivierung wurdansschliel3lich mit den 3,x-
Dibromindolen (x = 4, 5, 6, 7) durchgefuhrt. Eirehwache Induktion im Dosisbereich von
0,3-1 pg konnte nur fur das 3,6-Derivat gefunderdee (Abbildung 10-8).

Betrachtet man die D/W-Kurve flr das 3,6-Derivaéiilen gesamten Dosisbereich, so muf3
dieser Effekt eher als Aufreil3er gewertet werdéfir die tbrigen Derivate konnte im
untersuchten Dosisberich keine Induktion der Mutégé festgestellt werden.
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Ara-Test (+S9) der 3,x- Dibromindole (x =4,5,6, 7)
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Abbildung 10-8 Mutagenese-Experiment der Dibromindole mit dem Ba&hstamnk. coliUC 1121 (wt)
und metabolischer Aktivierung; 2-A2:Aminoanthracen

3,4,7-, 3,6,7-Tribromindol und 2,3,5,7-Tetrabromindol
Mutagenese-Experimente mit metabolischer Aktivigrurergaben weder fur die
Tribromderivate noch fur das Tetrabromderivat eikéfekt.

10.3.4. EROD-Test

Die D/W-Kurve des EROD-Tests (vgl. Abbildung 10¢ibt die gebildete Menge des CYP-
450 1A1, ausgedrickt als Konzentration des gel@tdeResorufin pro pg Protein (RFU/ug
Protein), in Abhangigkeit von der eingesetzten Kanrationen der Bromindole wieder. Es
wurde fur den Konzentrationsbereich von 0,5%- @@3romindol (1 mg/ml) im Medium
getestet.

Aus der Abbildung 10-9 geht zunachst hervor, déas®inige der Bromindole die Induktion
des CYP-450 1Al eine dem 2,3,7,8-TCDDs vergleighbarduktionsstarke aufweist
(gestrichelte, horizontale Linie als Referenzwetterbei zeigte sich, dass das 3,6- und das
3,7-Dibromindol sowie das 3,4,7-Tribromindol undsd&,3,5,7-Tetrabromindol einen
deutlichen Anstieg des CYP-450 1A1 Spiegels ergab@n Darstellung zeigt, dass sich fir
das 3,6-Isomer die hdchste Induktion bei einem imten 0.5% im Medium (entsprechend
1.81 mM) einstellt und Utber den Dosisbereich raagbfillt. Bei dieser Dosis zeigte sich
gegeniber den anderen Isomeren auch die starkkiktion Gberhaupt. Das 3,7-Isomer wies
eine ahnliche Dosis-Wirkungsabhangigkeit wie daé-ISpmer auf, jedoch mit einer
insgesamt schwacher ausgepragten Induktion. DieerhbBlomierten Indole ergaben eine
untereinander vergleichbare Induktion, die in déohsten Dosen deutlich unter denen des
3,6- und 3,7-Dibromindols lagen. Es scheint alsgsddie gefundenen Effekte in der Starke
mit dem des 2,3,7,8-TCDDs gut vergleichbar sindodh muss hervorgehoben werden, dass
die Induktion stark konzentrationsabhangig ist. IExpbedeutet dies, dass es zum Erreichen
eines dem 2,3,7,8-TCDD vergleichbaren Induktionssveriner weitaus hoheren
Konzentration an Dibromindol bedarf.
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EROD der Dibromindole sowie héher bromierter Indol e
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Abbildung 10-9: EROD-Test der Bromindole; MC: Methylcholanthr@3,7,8-TCDD: 2,3,7,8-Kongener

Der Effekt des 2,3,7,8-TCDDs ist sehr schwach gelgender Kontrolle ausgefallen und

somit ist keine Aussage zur Potenz der Bromindabglich. Dies ist wahrscheinlich darauf

zurtckzufiuhren, dass die verwendeten Zellen nighbgdtimale ,Fitness” aufwiesen wie sich

auch anhand des Induktionswertes von Methylchotantablesen lasst. Man erkennt jedoch
aus der D/W-Kurve, dass insbesondere das 3,6-Dihdwikongener eine deutliche

Erhéhung der Induktionsrate und somit einen dewtlic Effekt zeigte, der denjenigen von
2,3,7,8-TCDD Uubertraf. Die Untersuchung weiterebidmindolkongenere (4,5-, 4,7-, 5,6-,

5,7-) sowie einiger Tribrominole (3,6,7-, 3,4,7¢ IEROD-Test ergab keine messbare
Induktion des CYP-450 1A1 im untersuchten Dosisbblreso dass auf die Darstellung dieser
Ergbnisse hier verzichtet wurde.

10.3.5. Extraktion & Charakterisierung von Dibromindolmetaboliten nach
Inkubation mit Rattenleberhomogenat

Um die metabolischen Transformationen von Xenokéotim Menschenin vitro zu
simulieren wurden Metabolisierungsxperimente mit @ex-Dibromindiolen (x = 4, 5, 6, 7)
unter Zusatz von Rattenleberhomogenat (S9) durthgefDie Ergebnisse werden im
Folgenden préasentiert. In diesem Zusammenhang aafi die Unterschiede der
Metabolisierung der einzelnen Kongenere eingegamggden. Die Aufmerksamkeit gilt vor
allem den Kongeneren, fir die in dem Bakterienmenage-Experiment und dem EROD-
Test (s.u.) ein Effekt gefunden wurde, insbesondere 3,6-Isomer.

Blindwert

Zur Bestimmung extrahierbarer Komponenten aus d@fivi® wurde ein Ansatz, bestehend
aus DMSO und S9-Mix, mit Ethylacetat extrahiert yped GC/MS vermessen. Dieser Ansatz
wurde unter gleichen Bedingungen wie die Inkuba@msatze der 3,x-Dibromindole (x =
4,...,7) behandelt. Wie sich zeigte, wurde eine Sanzstextrahiert, bei der es sich
wahrscheinlich um das Nicotinamid (3-Pyridincarboi@) handeln durfte.

154




Spezieller Teil

Dieses durfte aus dem dem Inkubationsansatz bejgefl Nicotinsaureamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD) durch Hydrolyse entstanden sein.

Metabolite des 3,4-Dibromindols

Die GC-FID- und GC/MS-Analyse des Inkubats zeigtass neben dem 3,4-Dibromindol
zwei bromierte Verbindungen auftreten. Durch Vegyle der Retentionsindices mit

bekannten Monobromindolen konnte eine der bromielerbindungen als 3-Bromindol

identifiziert werden (Abbildung 10-10). Wie sichsadem Vergleich der GC/MS-Analyse des
3,4-Dibromindol-Inkubats mit dem vom 3,6-Dibrominderausstellte, bildet sich in beiden

Fallen das 3-Bromindol.
3,4-DBl Metabolit.JDX * d

MaxE2 SunE3
Rl 23759 39604

1216

v
850

533

RI 33 3['\\"_—‘ A
o A !—l—r'.“"'r.‘!—r!—ﬁ'!—rr*l—ﬁ—l—r T T~ T

O BEACHLECEN RN N TTT T TTTT T T T
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Abbildung 10-10TIC des Inkubats von 3,4-DBI;a: 3-Pyridincarboxarfits); b:3-Bromindol;
c:unbekannt(2); d: 3,4-Dibromindol; u:unbekannt

In Abbildung 10-11 sind die Massenspektren der kabeten Verbindungen (Scan-Nr. 691)
und (Scan-Nr. 964) aus dem Inkubat des 3,4-Dibrdoigwwiedergegeben.
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Abbildung 10-11 Massenspektrum der unbekannten Verbindung (San@94) im Inkubat des 3,4-
Dibromindols
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Aus dem Fragmentierungsmuster des Massenspektriefanl sich folgende Information
ableiten: das Molekulion hat die Masse 211, enthiéltBrom- sowie ein Stickstoffatom und
spaltet m/z 28 Massen ab. Die Abspaltung von m/M28sen (211->182) entspricht einer
Abspaltung von CO, so dass es sich wahrscheinhclein Oxindolsystem handeln muss.
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Vergleicht man diese Fragmentierung mit der desn@olg'®®, so findet man fiir das
Oxindol eine Abspaltung von m/z 29 Massen, was &lreinem protonierten CO entspricht.
Diese Fragmentierung ist also in beiden Fallenpger auf die Abspaltung von CO, ahnlich.
Das Isotopenmuster des Fragments der Masse m/zel@? dass noch Brom enthalten sein
muss (Abbildung 10-12). Der Basispeak der Masse 104 weist kein Brom auf und hat
wahrscheinlich die Struktur:

H

i
T,

Abbildung 10-12Wahrscheinliche Struktur des Fragments der Maszel 64

Interessant ist das Fragment der Masse m/z 15&)atdsBrom aufweist. Hierbei handelt es
sich wahrscheinlich um Brombenzol, das aus dem dxiwie folgt entstanden sein konnte:

H H
\ | H _ CO \ | H
3~ W~ o A
]
: m/z 184/18I

- H

H
—
=

+ |//
Br

NH
Br +
m/z 183/18
-HCN
H
©/
+
B r/ = m/z 156/15.

Abbildung 10-13 Mechanismus der Fragmentierung eines Oxindols H&¢h

Interessant ist die Frage nach der Position desnBmmms. Es kann entweder in der 3-
Position sein oder aber im annelierten Sechsririgsys
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Abbildung 10-14: Mdgliche Strukturen fur den Metaboliten (Scan 964)

Gegen eine Substitution in der 3-Position sprickgé Bragment der Masse m/z 156, fur das
die Struktur des Brombenzols postuliert wurde.

Um polarere Komponenten zu erfassen, die durch ¢kydierung durch das Leberhomgenat
entstanden sein konnten, wurde der Extrakt mit @@than versetzt. Die GC-FID Analyse
des Extrakts nach Derivatisierung mit Diazomethagigte aber keine wesentlichen
Veranderungen in der Zusammensetzung gegenibeu@enivatisierten Inkubat.

Weiterhin fallt beim Vergleich der Peakflache desbrDmindols mit den anderen
Kongeneren auf, dass eine deutliche Abnahme dativveh Konzentration des Dibromindols
erfolgte. Dies kann so gedeutet werden, dass dak@)gener deutlich besser metabolisiert
wird als die Ubrigen.

Metabolite des 3,5-Dibromindols

Im Gegensatz zum 3,4-Dibromindol zeigte dieses I€oeg kaum Metabolite und das TIC
zeigt als Hauptkomponente nur das Dibromindol (Ahbig 10-15). Diese lagen in deutlich
geringerer, relativer Konzentration vor als beiMd-Bpngener. Wie sich jedoch aus dem
Vergleich der lonenspuren des Inkubats mit denes 8e bzw. 5-Bromindols ergibt,
entstehen auch diese in geringer Menge (Abbildurd6Lund 10-17). Weiterhin wurde ein

monobromiertes Produkt mit bislang unbekannterk®irn(Scan 997) gefunden.
P020605B.JDX

(Rt 1933, M 275, BP 275) 3,5-Dibromindol

-l A [l

1000 2000
Abbildung 10-15: TIC des Inkubats vom 3,5-Dibromindol
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Abbildung 10-16 Vergleich der TIC des Inkubats vom 3,5-Dibromin¢el mit dem Standard des 3-Bromindols
(b) Scan-Nr. 583: 3-Pyridincarboxamid (MS?); 98Bromoxindol (?7?);
997: 5-Bromoxindo(??)
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Abbildung 10-17 Vergleich der TIC des Inkubats vom 3,5-Dibromindot dem Standard des 5-Bromindols (c)
Scan-Nr.:583: 3-Pyridincarboxamid (MS); 957: 4-Baximdol (?7?); 997: 5-Bromoxindol(??)

In geringerer Konzentration als die Metabolite 3wb 5-Bromindol konnte ein weiterer

Metabolit nachgewiesen werden (Abbildung 10-18), denlich dem 4-Bromoxindol2j,

wohl ebenfalls ein oxigeniertes Bromindol darstellt

Bei dem Metaboliten der Scannummer 957 durfte ek, sihnlich wie bei dem 3,4-

Dibromindol, auch um das 4-Bromoxindol handeln. Beeite Metabolit (Scan 997) durfte
das 5-Bromoxindol sein.
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Auffallig im Massenspektrum des Metaboliten (Scan-[997) ist die Intensitdt des
Fragmentions der Masse m/z 104, die gegentiber @sm-@Bromoxindols deutlich niedriger

ist. Es ist anzunehmen, dass hier ein anderer Fatg@Enungsmechanismus eine Rolle spielt,
fur den eine andere Struktur zu postulieren ist.

1100% 103. 8
50.8 Br
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Abbildung 10-18: Massenspektren der Metaboliten mit den Scan-Nr(8b&n) und 997 aus 3,5-Dibromindol
Metabolite des 3,6-Dibromindols
Ein Vergleich der TIC des GC/MS-Laufs des 3,6-Datsvmit dem 3,4-Derivat, ergab einen

deutlich héheren Anteil an Substanzen, die friheaieren. Neben nicht umgesetztem 3,6-
Dibromindol wurde 3- und 6-Bromindol gebildet (vélbbildung 10-19 und 10-20).
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Im Vergleich zum 3,4-Kongener entstand das 3-Brawlijedoch in deutlich niedrigerer

Konzentration. Eine Bildung des 3-Bromoxindols warchier nicht gefunden. Die

Derivatisierung mit Diazomethan ergab keinerlei &feferungen im Gaschromatogramm.
Somit konnte das 3-Bromindol als Metabolit nach @&@ehlung des 3,4- und 3,6-
IgjtgerglrI}LQQOls mit Rattenleberhomogenat eindeutignidiziert werden.

RI 2344 255
Rl 44708 18527

582

85

RI 33 v‘-—}

RI 33 3- BRI NDO. J L

Abbildung 10-19 Vergleich des TIC des Inkubats von 3,6-Dibromindot dem Standard des 3-Bromindols
(d); Scan-Nr582: 3-Pyridincarboxamid (MS)
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Abbildung 10-20 Vergleich des TIC des Inkubats von 3,6-Dibrominchii dem Standard des 6-Bromindols (e)
Scan-Nr. 582: 3-Pyridincarboxamid (MS)

161



Spezieller Teil

Metabolite des 3,7-Dibromindols

Neben dem 3,7-Dibromindol konnte im TIC (Abbildub@-21) eine weitere Substanz (Scan-
Nr. 697) aufgezeigt werden, die wesentlich friHsrdas 3,7-Dibromindol eluierte. Zu dem
Zeitpunkt wurde aufgrund der bislang erhaltenenebBnigsse fur das 3,4- und das 3,6-
Kongener postuliert, dass nach Metabolisierung dulisflich der Metabolit 3-Bromindol
entsteht. Der Vergleich der Retentionsindices dekulats zeigte jedoch, dass eine
Ubereinstimmung mit den dargestellten Ergebnissent worlag und ein anderer Metabolit
entstanden sein muss. Die GC/MS Analyse ergab Wachleich mit der Referenzsubstanz
fur diesen Metaboliten eindeutig das 7-Brominddbi§Adung 10-22).

S$9-37DBI . JDX *
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Y ‘ 5(‘)0 ‘ ‘ 10‘00‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 15‘00‘ ‘ ‘ ‘20‘00 ‘

Abbildung 10-21Vergleich des TIC des Inkubats von 3,7-Dibrominahit dem Standard des
3,7-Dibromindoils (f)
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Abbildung 10-22 Vergleich des TIC des Inkubats von 3,7-Dibrominchii dem Standard des
7-Bromindols (g)

Im Gegensatz zu den bisherigen Metabolisierungiozan, in denen die Monobromindole
einen eher marginalen Anteil im Inkubat aufwiedemmnte fir die Metabolisierung des 3,7-
Dibromindols ein wesentlich gro3erer Anteil an Mbramindol im Inkubat nachgewiesen
werden.

Precursor RI des Dibromindols RI der Metaboliten
3,4-Dibromindol 1977 1952 (Oxindol?),
1784 (3-Bromindol)
3,5-Dibromindol 1933 1784 (3-Bromindol) , 1810 (feBnhindol)
1938 (Oxindol?)
3,6-Dibromindol 1913 1784 (3-Bromindol), 1790 (6elBrindol)
3,7-Dibromindol 1728 1579 (7-Bromindol)

1. Gemessen am FID mit den im exp. Teil angegeb8eelingungen
Tabelle 10-1Retentionsindices der Dibromindole und deren Mdttdyo

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Inttiebationsexperimente mit

Rattenleberhomogenat (S9-Mix) wiederholt gezeigbema dass fur die 3,x-Dibromindole

zwei wesentliche Metabolite gefunden werden konntem stellte sich heraus, dass die
Metabolisierung der Dibromindole in Abhangigkeit nvader Stellung des Broms in

unterschiedlichem MalRe zu den in der Abbildung 2@idergegebenen Metaboliten fihrt.
Durch die Synthese des 3-Bromindoll) (konnte dieses als Metabolit belegt werden.
Dagegen stellt die Bildung des 4-Bromoxinda®3 bzw. 5-Bromoxindols eine vorlaufige

Hypothese dar, die es noch durch Koinjektion miteR&nzsubstanzen zu beweisen gilt. Im
Zusammenhang mit der Bildung des 4-Bromoxindols @ders 3,5-Dibromindol ergibt sich

eine interessante Frage. Die Zusammenhange debdigtasind in der Abbildung 10-23

zusammengefasst.
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Abbildung 10-23: Metabolisierung von 3,x-Dibromindolen

Der endgultige Beweis fur die Bildung des 4- bzwBromoxindols (Abbildung 10-17)
konnte bislang nicht erbracht werden, dessen Sgatsieht noch aus.
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Diskussion

11. Diskussion

11.1. Biologische Testsysteme

Die Verwendung bakterieller Testsysteme zur Untdraug genotoxischer Inhaltsstoffe in
Umweltmedien bietet zwei Vorteile. Einerseits gheta sich der Einsatz dieser
Testorganismen gegeniber Saugerzellen vom expdehien Aufwand recht einfach und
liefert zudem in kurzer Zeit Ergebnisse. Deshallssém sich bakterielle Kurzzeit-
Mutagenesetestsysteme flr Screening-Untersuchungmsetzen, die eine schnelle
Abschatzung des genotoxischen Potentials von zrBwéltproben erfordern. Zum anderen
kénnen durch die parallele Verwendung verschiedegenetisch modifizierter Bakterien-
Stamme unterschiedliche genotoxische Wirkmechamisaniasst werden. Dies wurde durch
die Verwendung des Ames-Tests realisiert, mit dessélfe eine Detektion des
Mutationstyps mdglich ist.

Weiterhin ist eine Vielzahl von Substanzen ersthnawetabolischer Aktivierung mutagen
wirksam. Wie sich jedoch in dieser Arbeit zeigtenk der Zusatz des metabolisierenden
Systems (S9-Mix) die mutagenen und toxischen Egaften auch drastisch herabsetzen.
Infolge der Bindung an Plasmaproteine kann die Witk des Agens ausbleiben, so dass
dieses als nicht mutagen (bedenklich) eingestuftiarekdnnte.

Obschon die bakteriellen Testsysteme eine schrlfeschatzung des genotoxischen
Potentials von Umweltproben im Rahmen von Screebintgrsuchungen ermdglichen,
haben sie auch den Nachteil, dass die Resultateenste Hinweise auf eine potenzielle
Gefahrdung fur den Menschen geben kdnnen.

Bei einer positiven Reaktion missen Untersuchungait Saugerzellen weitere
Informationen Uber die genotoxische Wirksamkeit dignaltsstoffe von Umweltproben
liefern. Dies wurde am Beispiel der Muldeproben da&tn Zytotoxizitatstest in H4lIE Zellen
(Rattenhepatozyten) deutlich gemacht.

Eine wesentliche Eigenschaft der verwendeten bisthgn Testsysteme ist die hohe
Sensitivitat. Die Nachweisempfindlichkeit, ausgettiials Dosis ab der sich ein deutlicher
Effekt anzeigt, ist substanzspezifisch und abhaugig Zellsystem. Dies ergibt sich z.B. aus
dem Vergleich der mutagen wirksamen Dosis von MNNIG pg/Platte) und Natriumazid (2
pg/Platte) im Bakterienmutagenesetest.

Die Zellsysteme unterliegen zudem einer "Fitneddi, in welchem Zustand sich die Zellen
befinden. Je nach Zustand des Zellsystems redudiiee unterschiedlich hohe Koloniezahl
und damit entsprechend zwischen den Parallelen witerschiedlich starke Schwankung.
Insbesondere zeigen Saugerzellen (EROD, LUC-Assig$, wenn mehrere Passafen
erfolgten und die verwendeten Zellen schon die &é&meration darstellt. Man ist deshalb
bestrebt, diese (Schwankungen) durch mehrfache @éfhetlng der Experimente
auszugleichen, um so den statistischen Fehler keihalten und deutliche Tendenzen der
biologischen Wirkung ablesen zu kdnnen. So wurdesh an dieser Arbeit die Experimente
mindestens dreimal wiederholt, bis sich eine eitigeuTendenz abzeichnete. Selbst bei
kontrolliertem Einhalten aller Versuchsbedingungerkann jedoch eine hohe
Reproduzierbarkeit, wie sie z.B. durch physikalesdie3methoden erreicht wird, nicht
erzielt werden.

Fur die Untersuchungen mit biologischen Testsysteisiedie Wahl des Losungsmittels, in
dem die zu untersuchende Substanz getestet wirgesthrankt. Verwendung finden deshalb
vorwiegend Wasser bzw. hydrophile Losemittel (wi. Aceton, Ethanol, DMSO).

& Unter einer Passage wird die Folgegeneration &akkolonie verstanden
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Zudem liegt die tolerable Grenze des LdOsungsmittels bis zu maximal 10% des
Testvolumens, unterhalb derer toxische Effekte lddtbsterben der Zellen nicht beobachtet
werden.

DMSO st aufgrund seiner physikalisch-chemischegekschaften fur weitere chemische
Untersuchungen, insbesondere wenn diese physikalideennverfahren beinhalten, nur
eingeschrankt anwendbar. In dieser Arbeit wurdeshale fur alle toxikologischen sowie
chemischen Untersuchungen Ethanol eingesetzt. AiteV erwies sich, dass diese Losungen
mittels GC/MS untersucht werden konnten, was difakiischluss tber wirksame, fliichtige
Inhaltsstoffe gab, und die Extrakte direkt zeigtenit welchen Substanzklassen die
Zellsysteme in Kontakt kamen. Durch den Losungstichsel nach Extraktion kann eine
Abnahme der Analytkonzentratic@owie ein Verlust von Substanzen, die aus der derden
Losungsmittelpolaritat resultiert, nicht ausgesskén werden.

11.2. Taihu

Die Ergebnisse der toxikologisch-chemischen Untdrsnogen dieser Arbeit geben
eindrucksvoll die Belastungssituation des Taihusder und stimmen eindeutig mit den von
den Arbeitsgruppen Hihnerfu? und Westendorf bisfaglizierten Ergbnisse tiberdfn'?®
1271 Dje Mutagenitat der Probe #0 lieR sich anhand ifigierter Inhaltsstoffe befriedigend
deuten. So konnten die im Mutageneseexperimentrsudieten Substanzen (z.B. Reten,
lineare Alkylbenzole, etc.), die als Inhaltsstoiffie Extrakt identifiziert wurden, als Ursache
fur die mutagenen Effekte ausgeschlossen und ditadéuitat z.T. auf die im Extrakt
nachgewiesenen PAKs eingegrenzt werden.

In Zusammenhang mit der rdumlichen Verteilung d&K#® in Taihu-Sedimenten erschien
eine Arbeit zur Verteilung (Muster) und Herkunftrd@AK der Arbeitsgruppen Wenchuan
und Chenwei et dt?®! Hierin zeigte sich ein regionales PAK-Muster inh&ingigkeit von der
Probenahmestelle. Sedimentproben, die in raumliblddre zur Grol3stadt Wuxi genommen
wurden, wiesen besonders hohe PAK-Eintrage aulageh in der Grél3enordnung von 5000
png/kg Trockenmasse. Als Quelle der PAK konnte n@alantifizierung mit internem PAK-
Standard und Berechnung der Indices eine feuchtgodton ausgeschlossen und die
Eintrage auf petrogene Quellen zuriickgefuhrt wer@em Kernaussage dieser Ergebnisse ist
eine raumliche Abhangigkeit des resultierenden katationsverlaufs der PAKs, die sich in
den eigenen Untersuchungen zu den jeweiligen Patimeestellen in der Mutagenitat und
Induktion von CYP-450 1A1 im EROD-Test wiederspiegaJnklar blieb in diesem
Zusammenhang bislang die Deutung der toxikologisch&rgebnisse fir die
Probenahmestellen #1 und #6. Obschon diese raumilitit allzu weit auseinander liegen,
konnte aus den GC/MS-Untersuchungen sowohl die géumigét als auch die Induktion von
CYP-450 nicht zweifelsfrei erklart werden. Verglec mit dem EPA PAK-
Standardreferenzgemisch ergaben keinerlei Hinwaigedie Anwesenheit von PAK oder
Molekilen planarer Geometrie in den mutagenen Praétieund #6. Ebenso konnten in den
Ubrigen Proben PAKs nicht nachgewiesen werdendidieMutageniat sowie die Induktion
des CYP-450 1A1 der Proben hinreichend erklaremtgim In dem ebenfalls mutagenen
Sedimentextrakt der Probe#l konnten dagegen eibiglang nicht naher identifizierte
Substanzen entdeckt werden. Es bleibt offen, olsedibislang noch nicht eindeutig
identifizierten Inhaltsstoffe, die in diesem Extranen wesentlichen Anteil ausmachen, als
Mutagene in Frage kommen.
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Vorzug des EROD-Tests ist, dass eine Induktion@€éR-450 1A1 empfindlich genug ist,
um auch in Gemischen z.B. PAKsndhortho-PCBs, Dibenzodioxine und Furane
nachzuweiseh.’®® | Die Ergebnisse des EROD-Tests zeigen die Wirkungr d
Substanzgemische im Organismus auf und somit deraktion der Inhaltsstoffe mit den
physiologischen Regulationsmechanismen. Es musscliedetont werden, dass dieses
Testsystem isolierte Saugerzellen verwendet, se dame Abschatzung des resultierenden
Gefahrenpotentials fur den Menschen nicht ohneenest moglich ist. Die Fahigkeit zur
Induktion und damit zur Regulation der CYP-450 1lidnzentration im Organismus zeigt
deutlich die biologische Wirkung der Extraktinhatiffe. Es ist davon auszugehen, dass die
Inhaltsstoffe der Gesamtextrakte eine biologischekiiig in Sdugerzellen entfalten kénnen
und somit von einer potenziellen "GefahrenquelleSgegangen werden kann. Insbesondere
haben die Inhaltsstoffe dann Relevanz, wenn s@iarNahrungskette gelangen und fir den
Menschen wirksame Dosen erreicht werden. Weitergih&xperimente z.B. in Form von
Experimenten an Tieren wie z.B. an Regenbogen@relinissten zum EROD-Test
ergdnzende Befunde zur Wirksamkeit der Gesamtdgtiigfern.

Aus der Literatur ist bekannt, dass sowohl PAK alsch Hetero-PAK, wie z.B.
Dibenzo[d,b]thiophen, im Ames-Test nach metabobsahktivierung (vgl. Kapitel 3.2, S.29
ff.) mutagen wirksam sind*®, wobei sich die Mutagenitét der Hetero-PAKs nigiesentlich
von denen der Kohlenstoff-Analoga unterscheidee Mutagenitat der PAK ist aber stark
von deren Struktur, (sowie u.a. dem Expositionswad dem Organismus) abhéngig. So
zeigen z.B. PAKs mit weniger als 3 Ringen keinet Ausnahme des Benzols, mutagene
bzw. kanzerogene Wirkung. Eine starke kanzerogemkeuw\f wird vor allem bei PAKs mit
sogenannter "Bay-Region" gefunden. Darunter versitetm die Kondensation der Ringe wie
sie in Abbildung 11-1 dargestellt {5t* 32!

"Bay-Region"

Vo TWee
CCL 900

Abbildung 11-1 Bildung des mutagen wirksamen Epoxids in der N&re'Bay-Region”

Diese Anordnung der Ringe bedingt eine bevorzugtduBg der Diolepoxide, die im
Verlauf der Metabolisierung entstehen, als Elektri@oan nucleophile Zentren der DNA (am
Stcikstoff der Pyrimidinbasen) addiert werden uadgenannte Addukte bilden.

Die Mutagenitat der Alkyl-PAKs dagegen verlauft unneitlich. So ist z.B. das 7,12-
Dimethylbenz[a]anthracen ein stark mutagen wirksal&yl-PAK. Reten, das ebenfalls im
Extrakt nachgewiesen wurde und ein Alkyl-PAK ddisteeigt dagegen im untersuchten
Dosisbereich von 1 pg bis 100 pug pro Platte mit demes Stdmmen TA 98/100 nach
metabolischer Aktivierung keine mutagene Wirkii¥¢(vgl. Abbildung 8-41, S. 116). Es ist
somit davon auszugehen, dass das Reten keineaddeiir Mutagenitat des Gesamtextraktes
leistet. Im genannten Dosis-Bereich konnte ledigktne dosisabhéngige Zytotoxizitat, die
fur den Stamm TA 100 wesentlich starker ausgewagt nachgewiesen werden.
Unterschiedliche Studien zur Toxikologie von Reteaben u.a. dessen Fahigkeit zur
Induktion von CYP-450 1Al aufgezeidt'®*! Unter anderem wurde in Studien mit
Regenbogenforellen, die sich im Entwicklungsstadibefanden und gegeniber Reten
exponiert wurden, erhohte Leberwerte fir CYP-45a gafundeh®*,

Es ist somit davon auszugehen, dass Reten eindmt omwesentlichen Beitrag zur
nachgewiesenen Induktion des Gesamtextraktes imCERE3t |eistet. Reten leitet sich von
der Abietensaure ab (vgl. Abbildung 11-2). Diedeeis Inhaltsstoff von Koniferenharzen,
wobei im Verlauf von Diageneseprozessen u.a. daafylroreten entsteht.
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Reten entsteht metabolisch im weiteren Verlauf himmatisierung (Abbildung 11-2) und
stellt somit nicht zwangslaufig einen anthropogeSedimenteintrag d&r® Interessant in
diesem Zusammenhang ist eine weitergehende Metinytiedes Retengertsts in 9-Position,
die hauptsachlich auf abiotischen Reaktionen imirBeat beruht'®* Die Diageneseprodukte

kbnnen also als naturliche ZersetzungsprodukteKamferenharzen im Sediment gedeutet

werden.
Abietinsaure Dehydroabietan

Tetrahydroreten Reten
Abbildung 11-2 Postulierte Diagenese der Abietensaure unter Bijouam Retefi*®

Andererseits kann die Anwesenheit von Reten aufhlEmirage aus papierverarbeitenden
Industrien zuriickgefiihrt werden, die fir die Pdmestellung Kiefernholz verwenden. Die
cyclischen Diterpenderivate entstammen dabei defffoplwonium, das bei der technischen
Behandlung von Kiefernholz anfaltt® In Folge dessen 4Rt sich der anthropogene Eintrag
nicht von biogenen Eintragen unterscheiden.

Lineare Alkylbenzole wurden sehr haufig in Sedinpeobben gefunden, sogar in der relativ
unbelasteten Probe #9. Aufgrund ihrer lipohilen eBgchaften sind sie ubiquitéare
Bestandteile von Sedimenten und gelten als reptdtsen Indikatoren fir eine Belastung mit
Haushaltsabwassern. In weiterer Entfernung vorGdeRstadt Wuxi (Probenahmestelle #12)
konnte ebenfalls eine Reihe von linearen Alkylbdezadentifiziert werden, die aber auch
aus Industriegebieten auflerhalb der Stadt stamndemtdn. Qualitativ lalt sich ein
"Konzentrationsunterschied"” gegenuber der Probenateite #0 feststellen, der sich auf
Ausdunnungseffekte zurtckfuhren lait. Diese Ausdiigeeffekte sind durch die Nahe der
Probenahmestelle #12 zur Flussmindung zurtickzufiiscedass ein Transport dieser in den
dortigen Fluss erfolgen kann. Einen mdoglichen Ansatie (6ko-)toxikologischen
Eigenschaften der langkettigen Alkylbenzole zu digken, bestlinde in einem Vergleich mit
denen der BTEX-Aromaten. Diese unterscheiden sichktsirell von den langkettigen
Alkylaromaten nur durch deren Kettenlange und damideren Wasserloslichkeit bzw.
Bioverfugbarkeit sowie Abbauverhalten. Unter Besicktigung der Abbauvorgéange dieser
"analogen" Verbindungen konnte eine OkotoxikololgescBewertung der langkettigen
Alkylbenzole erfolgen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Vertreter ddiER-Aromaten, mit Ausnahme des
Benzols, im Ames-Test keine mutagene Wirkung zeigté Auch Genotoxizitat konnte fiir
Toluol und Xylol nicht nachgewiesen werdéH.Das Bioakkumulationspotenzial von BTEX
ist [%%ring; der Biokonzentrationsfaktor von Benbalispielsweise liegt bei Fischen unter
10.
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Bei Ethylbenzol und den Xylolen ist wegen der ethékeren Kw-Werte mit einer geringen
Anreicherung zu rechnen. Die Abbaubarkeit innertdidb BTEX-Aromaten nimmt mit der
zunehmenden Zahl der Alkylsubstituenten ab. Xykilel am schlechtesten abbauBar’
Ein biologischer Abbau von Ethylbenzol in belastet€&sewédssern wurde mittels
Laborversuchen festgestétft®!

Daten aus systematischen Untersuchungen zu bietisclals auch abiotischen
Abbauvorgadngen an langkettigen Alkylbenzolen liedgsiang nicht vor. Es kann jedoch
davon ausgegangen werden, dass diese eine langeeilZzeit haben und sich in ihrem
Abbauverhalten nicht wesentlich von den langkettiehlenwasserstoffen unterscheiden.
Unter anderem wurden auch Kohlenwasserstoffe witedlicher Kettenlange
nachgewiesen, die ubiquitdre Inhaltsstoffe von Bedien darstellen. Ein direkter Einfluss
auf die nachgewiesenen toxikologischen Effektebblé&iaglich; vorstellbar ist jedoch die
Funktion als Losungsvermittler, so das ein Passidex Fremdstoffe durch die Zellmembran
erleichtert wird. Bislang sind nur einige Kohlenwasstoffe hinsichtlich akut-toxischer
Wirkungen, wie z.B. die Wirkung als Cokanzerogehder Mausehalft’, beschrieben. Eine
karzinogene bzw. mutagene Wirkung von Alkanen & Menschen zeigt keine einheitliche
Tendenz. Hexan bildet z.B. im Zuge der metabolisg@gidation u.a. das mutagen wirksame
3-Methylcyclopent-2-en-1-on (vgl. Abbildung 11*3y. Im Verlauf der Diagenese des
Hexans, wobei u.a. 2,5-Hexandion gebildet wird .(vBbbildung 11-4), entsteht das
Cyclopentenon durch intramolekulare Aldolkondermsatil,3-Butadien wurde aber von der
deutschen Forschungsgemeinschaft als Humankarzireiggestuft'*”’

Oxidation —
/\/\/ —

Abbildung 11-3: Metabolismus von Hexan in Saugern unter BildungMetagens 3-Methyl-cylopent-2-endit
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Abbildung 11-4: Diageneseprodukte des Hexans in Sdugern

Alkane und Alkene sind fiur aquatische Organismdgeaiein nur wenig toxisch. Die
langkettigen Alkane und Alkene sind wegen ihremviaderten Wasserloslichkeit selbst in
gesattigter Lésung nicht akut toxisch. Ab einemwvon 3 (ab Pentan) kann in geringem
Male eine Bioakkumulation auftreten. Die biologes&bbaubarkeit aliphatischer MKW mit
gleicher Kohlenstoffzahl sinkt im Allgemeinen voemh-Alkanen tber die iso-Alkane und
die Alkene bis zu den Cycloparaffinen. DieAlkane werden allgemein als leicht abbaubar
eingestuft, mit Ausnahme der kurzkettigen.

Diese werden nur von wenigen spezialisierten Bakiemangegriffen. Die mittel- bis
langerkettigen Verbindungen (ab Hexan) konnen dageglie meisten Bakterien
verwerten?>* Mit zunehmendem Verzweigungsgrad nimmt die Abbekéinab, weshalb
Iso-Alkane schlechter als-Alkane abgebaut werden. Halbwertszeiten von Alkamgt 12
bis 26 Kohlenstoffatomen schwanken unter idealerdeBe und Nahrstoffoedingungen
zwischen 7 und 45 Tagen. Eine direkte Beziehungsawen Kohlenstoffzahl und
Halbwertszeit besteht nichif! Der anaerobe Abbau von Aliphaten im Boden wurdéabi
wenig untersucht. Von Alkenen ist er durch verstbie Mikroorganismen bekanf{t:*!

Ethanolische Sedimentextrakte

Die zweifelsfreie Interpretation der toxikologisch&rgebnisse der ethanolischen Extrakte
gestaltet sich aus unterschiedlichen Griinden scigwvidVie sich aus den GC/MS-
Untersuchungen ergab, konnten keine Verbindungentiiiziert werden, die als klassische
Mutagene gelten. Die nachgewiesenen Kohlenwas§esskeettsduren und deren Ester, die
als Hauptbestandteile in den Extrakten identifizeurden, sind keine Mutagene. Eine
Interpretation der toxikologischen Befunde ist vonemischen Standpunkt nicht einfach, da
ein direkter Vergleich der Extrakte nicht sinnveidscheint.
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Diese wurden durch sequentielle Extraktion erhalied sind von daher unter prinzipiell
unterschiedlichen Bedingungen entstanden. Um einBngente Diskussion der
toxikologischen Ergebnisse auf Basis chemischeretdothungen zu fuhren, ware
gegebenenfalls eine parallele Extraktion der Sedipteben mit unterschiedlichen
Losungsmitteln angebracht.

Qualitativ kann jedoch festgehalten werden, dasdJditersuchungen zur Zusammensetzung
der Extrakte deutlich gezeigt haben, dass die Drantthan-Extrakte eine grél3ere Vielfalt an
Umweltchemikalien enthielten.

Dies kann im Zusammenhang mit den unterschiedlidn@&ungsmittelpolaritdten stehen,
eine eindeutige "Verifikation" lalt sich jedoch enten experimentellen Bedingungen nicht
durchfuhren. Unter den Bedingungen der sequentidébgraktion ist eine Interpretation der
Differenzen in der Extraktzusammensetzung, basieremf den Unterschieden der
Losungsmittelpolaritat hypothetisch. Eine Interptein, die auf der Annahme der
Unterschiede der Losungsmittelpolaritdten basmetzt voraus, dass beide Extrakte unter
gleichen Bedingungen gewonnen wurden. Dies ist dulie Methode der sequentiellen
Extraktion abermer seschon nicht gegeben, sondern ware durch einelgard&xtraktion
erfullt.

Zwar wurden bereits im Rahmen friiherer Arbéfterf? verschiedene Lésungsmittel zur
vollstandigen Extraktion eingesetzt, jedoch wurdaoh diese zumeist sequentiell verwendet,
so dass sich ein direkter Vergleich schwierig degtaDiese Untersuchungen zeigten zwar
ebenso eindrucksvoll die Differenzen in der chehesc Zusammensetzung auf, gingen
jedoch auf das Problem der vergleichbaren Verswahisgungen nicht néher ein.

11.3. Mulde

11.3.1. Brunnenwasserproben (BVV)

Zytotoxizitat in der Rattenhepatozyten-Zellinie (H411E)

Das Ergebnis, dass die Toxizitat im modifiziertekteriellen Testsystem wesentlich weniger
stark ausgepragt erscheint, weist daraufhin, dassRattenhepatozyten (H4IIE-Zellen)
wesentlich empfindlicher auf die Wasserinhaltsstaktagieren, als die Bakterien. Da die
hoheren Zellen tber einen komplexeren Stoffwechseiligen als die Bakterien, kbénnen
diese die Wasserinhaltsstoffe zu starker toxischsaimen Metaboliten umsetzen.

Es steht deshalb zur Diskussion, ob die in den dfrobachgewiesenen Di - und
Trichlorphenole fur die beobachtete Toxizitat im@e kommen. Eine genauere Analyse der
Toxizitdt in diesem Testsystem anhand von Subfoakihn der betreffenden
Grundwasserproben ware notig, um dies zu klaren.

Der hoheren Toxizitat in den Saugerzellen muss d@emnein hoherer Stellenwert
beigemessen werden, als der Bakterientoxizitatjielse eher Hinweise auf die Wirkung im
Saugerorganismus ermoglichen. So wurden auch fégemtkch niedrigere Konzentrationen
Effekte gefunden, was ebenfalls darauf hindeutessddie H4lIE-Zellen empfindlicher
reagieren. Dennoch darf aus den Resultaten derritvgrete mit den H4lIE-Zellen nicht
voreilig der Schlul3 gezogen werden, dass eine Altsohg des resultierenden
Gefahrdungspotentials (z.B. fur den Menschen) mbighéare. Dies ist darin begrindet, dass
es sich hierbei stets um ein isoliertes Zellsystamdelt und die Wirkungen in einem intakten
Organismus sich grundlegend hiervon unterscheidendn.
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Toxizitat in Bakterien

Wie die Ergebnisse der Bakterientoxizitat mit Hioklauf die hachgewiesenen Chlorphenole
zu deuten sind, ist fragwirdig, dedre direkte Einwirkung der Chlorphenole, die stark
bakterizid wirkef®”, sollte erwartungsgemaR zu einem starken Rickgaley
Bakterienkoloniezahl fuhren. Offensichtlich ist ddosis der Chlorphenole in den Proben
nicht aussreichend, um das Bakterienwachstum zumigem Okotoxikologisch relevant
jedoch sind Chlorphenole aufgrund der Persistend Toxizitdt, die mit zunehmendem
Chlorierungsgrad steigt.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dassxsechen Proben BVV 511 und BVV 513
in den Untersuchungen der Arbeitsgruppe Michaebenfalls auffallig waren.

Hierbei ging es um die Frage, ob eine bakteriellmsetzung der im Grundwasser
vorhandenen Xenobiotika am Entnahmeort selbstgsfattden hat. Hierzu wurde das
Isotopenverhaltni$’C/**C in den Proben bestimmit.

Bei einer bakteriellen Umsetzung des Schadstoffeankt es zu einer Abreicherung des
Isotops C-12. Wie die Ergebnisse deutlich zeighafindet sich im Bereich des Brunnens
BVV 513 eine Quelle mit nichtmetabolisierten Schaffen (nicht genannt). Diese traten
neben Metabolite des Trichlormethans und Trichlees auf. Somit kommt dem Bereich
des Brunnens BVV 513 die Bedeutung einer Quelle die, Ausspilungen in die
"benachbarten” Bereiche der anderen Brunnen liefdg Ergebnisse der Untersuchungen
zur Zytotoxizitat zeigen vor diesem Hintergrundsslaie Toxizitat der Wasserprobe dieses
Brunnens einerseits durch Eintrdge aus anderennBrubedingt ist und andererseits durch
eine Quelle, die direkt im Bereich dieses Brunnkegt und diverse, nicht-metabolisierte
Schadstoffe aufweist.

Ostrogene Wirkungen

Der Ostradiol-Verdrangungsassay der Hexan/Dichltiare-Extrakte zeigte, dass die
extrahierbaren Inhaltsstoffe eine Verdrdngung vondest. 90% am Estrogenrezeptor(ER
aufwiesen und diese somit effektiv am Estrogenrezdpnden. Da die Extrakte jedoch im
Luciferase-Assay nicht eingehend untersucht wurdgnd auch keine Aussagen zur
intrinsischen 6strogenen Wirkung ableitbar. Aufgtuder Tatsache, dass die Wasserproben
aus Brunnen entnommen wurden, die der Trinkwasssokgung dienen, sind die
beschriebenen toxikologischen Effekte als bedehkdimzustufen. Dies wird insbesondere
durch den ERy-Wert anschaulich. Fir ein Erreichen der vollstgadi Verdrangung sind 50
ML der Wasserprobe bereits vollig ausreichend.

Aus der D/W-Kurve des Synthesegemisches des 2{4-Blsenylethyl)phenols (Abbildung
11-5) laRt sich ein Ef3Wert (50% Verdrangung) ablesen, der deutlich (B& pmol/L
liegen dirfte. Dieser Wert ist wesentlich hoherdits in der Literatur beschriebenen Werte
der bekannten Xenoostrogeht!

& AG Prof. Dr. Michaelis, Institut fiir Biogeochemighniversitat Hamburg
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Abbildung 11-5: Dosis-Wirkungskurve von 2,4-Bis(1-phenylethyl)phkino Ostradiol-Verdrangungsassay

Ebenso liegt dieser Wert auch eindeutig tber depemxentell bestimmten Wert des 4-
(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol. Eine mogliche adtse hierfir kann im Zusammenhang
mit dem sterischen Anspruch der beiden Phenylrgetehen werden, die eine effektive
Bindung an den Ostrogenrezeptor erschweren (Abigjdii-6).

Abbildung 11-6: Strukturvergleich von 1FOstradiol mit 2,4-Bis(1-phenylethyl)phenol

Analytisch-chemische Untersuchungen

Im zytotoxisch wirksamen Extrakt BVV 513 wurden eab4-Chlorphenol, 2,5- sowie 2,6-
Dichlorphenol und 2,4,5-Trichlorphefdlauch Kohlenwasserstoffe nachgewieS&r Eine
aus toxikologischer als auch chemischer Hinsictaressante Komponente ist das 2,4-Bis(1-
phenylethyl)phenol, das sich durch seine Konsttutimit den zwei Phenylgruppen
gegenuber den bislang bekannten 6strogen wirksatigtphenolen wie z.B. Nonylphenol
unterscheidet und somit eine neue 6strogen wirkssmudtur darstellt.
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11.3.2. Sedimentproben der Mulde

Toxizitat in Bakterien

Die Toxizitat der Sedimente (403.628.027 — 403@28%) lieR sich im E. coli -
Zytotoxizitatstest grundsatzlich nur in Abwesenhein S9-Mix nachweisen. Dieses
Phé&nomen wird oft bei Zusatz des metabolisiererg@letems beobachtet und wird dadurch
erklart, dass an sich mutagene Substanzen an dsmBproteine im S9-Mix gebunden
werden, so dass diese von den Bakterienzellen meht aufgenommen werden kénnen.

Ara-/Ames-Test

Die meisten Proben zeigten im héheren Dosisbergicbn zytotoxischen Effekt, d.h. eine
relative Erhdhung der Mutationsrate blieb aus. gkch die Proben S031, S032 und S035
zeigten einen Induktionswert von 2.4, 3.5 bzw. %8zogen auf jeweils 100 mg
Trockenmasse und Negativkontrolle (Abbildung 9-28,49 bzw. Abbildung 9-29, S.150), so
dass diese Proben als mutagen zu bewerten sind.

Die Untersuchungen mit dem Ames-Test der Probegl@ichen Dosisbereich zeigten keine
Mutagenitat, sondern waren z.T. stark zytotoxisebl.(Abbildung 9-31, S. 154 bzw.
Abbildung 9-32, S. 155). Die Interpretation diesErgebnisse ergibt sich aus der
unterschiedlichen Empfindlichkeit, die aus dem geoben Phanotyp der verwendeten
Bakterienstamme resultiert. Zudem zeigt dieses Hige dass eine Uberprifung
toxikologischer Daten mit unterschiedlichen Orgares sinnvoll erscheint. Es muss jedoch
angemerkt werden, dass die Verwendung von bak@ridflutagenesetestsytemen einen
vorlaufigen Charakter hat, so dass die gewonnemgabBisse nur einen Uberblick Uber die
potenziellen Gefahren liefern kbénnen.

Insbesondere missen diese Ergebnisse im Rahmeargediender Untersuchungen, die
unterschiedliche toxikologische Aspekte berucksyent, wie z.B. Dauer des Experiments
(chronische Schaden), Organismus und Expositidajllikert Gberprift werden.

Interessanist insbesondere, dass die Ethylacetat-Extrakte @usatz des metabolisierenden
Systems deutlich mutagene Effekte zeigten, die mudgegentuber den mit Hexan
gewonnenen starker waren. Ein vergleichbares Retsmitrde schon in einer friiheren Arbeit
beschrieben’®® Wie dieses Ergebnis, insbesondere mit Hinblick dief Ergebnisse der
GC/MS-Untersuchungen zu interpretieren ist, istglich. Demnach wirken dessen
Inhaltsstoffe im Arabinose-Testsystem wie ,directijg mutagens®, also als Mutagene, die
keiner metabolischen Aktivierung bedurfen.

In diesem Extrakt wurden ausschlie3lich langkettigenlenwasserstoffe und Ester sowie
unterschiedliche Abbauprodukte der Alkylphenolpthpxylate (APNEOs) gefunden, die
nicht zu den klassischen Mutagenen wie z.B. Nitowten (sowie deren Metabolite) oder
PAK zu zahlen sind und nicht tUber entsprechendktiveaStellen im Molekul verflgen.
Untersuchungen zur Mutagenitat des 4-(1,1,3,3-medthyl)butylphenol mit dem Ara-Test
ergaben abweichende Ergebnisse von denen der Sddktrakte. Es konnte die fur die
Sedimentextrakte gefundene mutagene Wirkung nichtlas darin identifizierte 4-(1,1,3,3-
Tetramethyl)butylphenol zurtckgefuhrt werden.

Ostrogene Wirkung

Die Untersuchungen der mutagenen Proben S031 u8@liB0Ostradiol-Verdrangungsassay
zeigten deutlich eine Verdrangung (bis zu 70%).etndviesen die Inhaltsstoffe der Probe
SO032EE agonistische Effekte im Luciferase-Test auf.

#1m folgenden werden die ersten sechs Ziffern wiggen
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Das 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol wurde indesi Testsystemen auf dessen dstrogene
Wirkung untersucht. Es lieRen sich nur im Ostratetdrangungsassay eindeutig dstrogene
Wirkungen nachweisen, wobei eine 50%-ige Verdragguoch bis zu einer Konzentration
von 30 bzw. 100 umol/L (je nachdem, obdEBder ERB verwendet wurde) bestimmt werden
konnte. Die 6strogene Wirkung der Sedimentextrédaien somit zum Teil auf das in den
Sedimentextrakten identifizierte 4-(1,1,3,3-Tetrémghbutylphenol zurickgefuhrt werden.
Um die 6strogene Wirkung einer Substanz bewertekommen, ist zunéchst das Testsystem
zu diskutieren, mit dem dessen 6strogene Wirkurdhgewiesen wurde. Wie sich in einer
methodischen Arbeit zeidté®, konnte eine Abhangigkeit der Ostrogenen Wirkung,
ausgedruckt durch deren EWert, sowohl vom verwendeten Testsystem als awchder
getesteten 6strogen wirksamen Verbindung gefunderdem. So zeigen sich z.T. starke
Unterschiede zwischen den naturlichen, synthetisched den Xenodstrogenen. Der
Vergleich des Eg-Werts im Ostradiol-Verdrangungsassay von 4-Nongtfgh mit dem
naturlichen Ostradiol zeigt, dass das Ostradiobgéber dem 4-Nonylphenol eine niedrigere
Konzentration zur Verdrangung erfordert (3.5 nM fl#ERa bzw. 65 nM fir
ERB im Gegensatz zu 20 pM (BRbzw. 30 pM (ER) fiir Nonylphenolf**®
Der EGgWert von Nonylphenol ist damit etwa identisch midem ermittelten
Verdrangungswert fur 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)but@pbl im a-Rezeptor (30 uM). Eine
geringe Abweichung dagegen zeigt desgE®ert im ER3 (100 uM).

OH

HO

HO
Abbildung 11-5 Strukturelle Analogie des 4-(1,1,3,3-Tetramethytitphenols (unten) zum Ostradiol (oben)

Aus der strukturellen Analogie des 4-(1,1,3,3-Tmthyl)butylphenols zum Ostradiol

(Abbildung 11-5) — dargestellt durch fett markieBmdungen im Ostradiol - 143t sich eine
ahnliche Affinitat des 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)bytyenols zu den Ostrogenrezeptoren
ableiten.

Interessant jedoch ist, dass dersE®@ert des Nonylphenols prinzipiell von der gleichen
GroRenordnury® ist wie der des 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphen@ies zeigt, dass die

geringfugigen strukturellen Unterschiede des 4;813tTetramethyl)butylphenols gegentber
dem Nonylphenol wenig ausschlaggebend fiir die Bigdan den Ostrogenrezeptor sind.
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11.4. Bromindole - Toxikologie und Metabolismus

In Zusammenhang mit Mutageneseexperimenten nachbwoietcher Aktivierung, konnten
unterschiedliche Metabolite der 3, x-BromindoleXx4, 5, 6, 7) identifiziert werden. Es
zeigte sich zunachst, dass die Metabolisierunghdai@s Rattenleberhomogenat zu zwel
Klassen von Metaboliten fuhrt:
die Dibromindolkongenere 3,4- und 3,5-Dibromindolerden zu identischen
Metaboliten umgesetzt: neben dem 3-Bromindol wirdhgjeweils das entsprechende
Bromoxindol gebildet (Abbildung 10-11 (Forts.), 83 und 10-18, S.199). Dessen
Strukturvorschlag basiert bislang auf dem Fragreemtigsmuster des
Massenspektrums, die eindeutige Identifizierung cllurVergleich mit einer
Referenzsubstanz steht noch aus.
die Ubrigen Dibromindolkongenere bilden das entdpeade Monobromindol: also
3,7-Dibromindol bildet das 7-Monobromindol und X&romindol bildet neben 3-
Bromindol noch das 6-Bromindol.
Die Starke der Induktion von CYP-450 1A1 scheinimv8ubstitutionsmuster abzuhangen.
Vergleicht man die Induktion in der hochsten applien Dosis, so erwiesen sich das 3,6-
und das 3,7-Kongener als die am starksten indumere lsomere. In Bezug auf das 2,3,7,8-
TCDD ist die Induktion durch das 3,6- bzw. 3,7-Igymicht relevant.
Dies ergibt sich aus dem Vergleich der erfordeditosis des induzierenden Dibromindols,
die etwa um den Faktor 2*1@egenbiiber dem 2,3,7,8-TCDD niedriger ist. Dieigasr
Dibromindole ergaben Induktionswerte, die deutliciier denen des 3,6- bzw. 3,7-Isomers
lagen. Dagegen konnten fur das 2,3,5,7-Tetrabroohinehd das 3,4,7-Tribromindol
Induktionen gefunden werden, die in der Gro3enangries 3,7-Isomers lagen.

Die Ergebnisse des EROD-Tests gestatten einigeafyasszur strukturellen Ahnlichkeit der
Dibromindole mit dem 2,3,7,8-TCDD. Aus der Fahidgkaer Dibromindole, die Cytochrom
CYP-450 1A1 Bildung zu induzieren, |41t sich aleejt dass diese &hnlich gut an den
Arylkohlenwasserstoffrezeptor (ArH-Rezeptor) binden und (o) die
Signaltransduktionskaskade fiir die Transkriptiom @ene induzieren. Die Fahigkleit der
Dibromindole, an den ArH-Rezeptor zu binden, lalfft @ine mit den planaren Molekilen
(PAK, PCBs, etc.) vergleichbare elektronische Struknd Geometrie schlie3en. Zudem laf3t
sich aus dem Ergebnis des EROD-Tests ableiten,vdassiner Wirkung der Bromindole im
Saugerorganismus auszugehen ist.

Im Mutagenese-Experiment zeigten die Dibromindaeé& (starke) Mutagenitat. Es ist zu
vermuten, dass sie als potenzielle nicht-mutageaez&ogene wirken, die, ahnlich dem
2,3,7,8-TCDD, tumorpromovierende Eigenschaften aigen. Weitere Erkenntnisse zur
Toxikologie der Dibromindole kénnten z.B. Experinteeaur Tumorpromotion liefern.

Im Zusammenhang mit dem Metabolismus und der Biegerler Bromindole sind weitere
Fragen von Interesse:
= Im Rahmen der Diageneseuntersuchungen unter Veomgnd des
Rattenleberhomogenats an Dibromindol-Kongenerefiehe sich unterschiedliche
Metabolite nachweisen. In diesem Zusammenhangstiesondere die Frage nach
den Enzymen, die diese Reaktionen katalysieren, dech Mechanismus von
Interesse.
Dies ist insbesondere in der Beziehung zum Metalmis anderer halogenierter
Verbindungen wie z.B. CGICHCL oder 2,3,7,8-TCDD relevant.
= Aus den Induktionsexperimenten im EROD-Test ginmgleutig hervor, dass sowohl
das 3,6- als auch das 3,7-Dibromindolkongener aitdekere Induktion als das
2,3,7,8-TCDD bewirkt.
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Eine Hypothese zur Deutung dieser Befunde warss dige starkere Induktion des
CYP-450 1A1 durch eine bessere Bindung der Brooledh das aktive Zentrum des
Arylkohlenwasserstoffrezeptors resultiert.
Hier miusste, basierend auf Rontgenstrukturanalyser) ein Modelling des
Rezeptors erfolgen, das das ,Docking” der Bromiedatit dem 2,3,7,8-TCDD
vergleicht.
= Bislang wurden unterschiedliche Bromverbindungesr sg¢kundare Naturstoffe in
marinen Organismen nachgewies&n*? 143 die zur Biogenese die vanadiumhaltige
Bromoperoxidase verwendéf?’ In Form einer biomimetischen Reaktion an
isolierter Bromoperoxidase bzw. Modellkomplexen evéas interessant zu klaren,
nach welchem Mechanismus die Synthese im Organigmakgt. Bislang existieren
unterschiedliche Vanadiumkomplexe, die synthetisetgestellt wurden, jedoch nur
die Struktur des aktiven Zentrums der Bromopercsédaodelliereff:** 14°)
Sicherlich kann aufgrund des 2,3,7,8-TCDD-analogéerhaltens der Dibromindole
hinsichtlich der Induktion von CYP-450 1Al angenoemm werden, dass diese
Substanzklasse weitere dkotoxikologische Aktivitateie z.B. hormonelle Aktivitat besitzt.
Bislang wurden nur einige Vertreter dieser Subdtisze auf ihre Fahigkeit zur Induktion
von CYP-450 1A1 untersucht. So wurden z.B. die Melite, Monobromindole sowie
weitere Kongenere bislang nicht untersucht. Ziesdr weitergehenden Untersuchungen
ware die Einordnung der Induktionsstarke der bisimersuchten Vertreter in eine homologe
Reihe der induzierenden Bromindolderivate.
Um die Ergebnisse des EROD-Tests im 6kologischefldtéd verniinftig zu interpretieren,
waren Experimente z.B. mit Fischen erforderlich, dim Induktion des CYP-450 1Al zu
verifizieren und die 6kotoxikologische Bedeutungsdir Substanzklasse besser einschatzen
zu konnen. Dies wirde zudem u.a. Hinweise auf dei@ogische Wirksamkeit liefern.

Bislang konnten fur die Dibromindole in den KurazZeékperimenten keine bedeutsamen
toxikologischen Eigenschaften, abgesehen von dagikgit zur Induktion von CYP-450
1A1, nachgewiesen werden.

Dennoch besitzen sie aufgrund ihrer guten Fetdbkéit eine lange biologische
Halbwertszeit, werden im Fettgewebe angereiched persistieren dort Uber langere
Zeitrdume. Aus diesen konnen sie infolge von Natskarenz wieder freigesetzt werden und
z.B. in den Hormonhaushalt des Organismus eingraitier als Tumorpromotoren wirksam
werden.
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12. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Sediment- und Wassben mit Hilfe toxikologischer
Methoden auf deren Wirkungsspektrum untersucht fiindoxikologisch relevante Proben
diese Ergebnisse mit denen der analytisch-chemsdbietersuchungen korreliert. Im
Zusammenhang mit den toxikologischen Untersuchungamen neben genotoxischen
Wirkungen auch Einflisse zur Induktion des CYP-4B1-Systems von Interesse sowie die
hormonelle Wirkung der Umweltchemikalien. Fur dientersuchungen zur Mutagenitat
wurde ein bakterielles Kurzzeit-Mutagenesetestaystmgesetzt (Ara-/Ames-Test), das sich
zur Durchfuhrung des Screenings vor allem durclmesaginfache Handhabung und die
schnelle Verfiuigbarkeit der Ergebnisse bewéhrt D&, Induktion von Cytochrom P450
wurde unter Verwendung des EROD-Tests untersudbie Affinitat zu den
Ostrogenrezeptoren konnte schnell und sicher mémeiOstradiol-Verdrangungsassay erfasst
werden. Die intrinsische 6strogene Wirkung der imstr@diol-Verdrangungsassay positiv
erfassten Substanzen wurde anschlieend im Lus#erast gepruft.

Sedimentproben des Taihu-Sees, die in rAumlichéreNé Industriezentren wie Shanghai
genommen wurden, zeigten im Bakterien-Kurzzeitmenagetest nach metabolischer
Aktivierung z.T. stark mutagene Wirkungen und zudsmne Induktion im EROD-Test. Eine
besonders starke Induktion im EROD-Test konntedférProben gefunden werden, die auch
im Mutagenesetest auffallig waren.

Die chemische Analyse mutagener Sedimentextraktegteze eine Vielzahl an
Umweltchemikalien. Um die mutagenen Effekte der d&a#extrakte einzugrenzen, wurden
einzelne, identifizierte (Rein-) Substanzen sowie technisches Alkylbenzolgemisch auf
dessen mutagene Wirkung untersucht und so die engag/irkung der Sedimentproben auf
die darin

enthaltenen PAKs, Hetero-PAKs sowie alkylierten RAKiriickgefuhrt.

Im Weiteren konnten u.a. Chlorbenzole und Dibentidfdiophen nachgewiesen werden.
Die Eintrage lassen sich sowohl auf industrielle alich hausliche Quellen zurtckfuhren.
Wie die Untersuchungen zur Mutagenitat weiterhineggt haben, konnte eine Abhangigkeit
der mutagenen Wirkung von der rdumlichen Nahe delsdhahmestandortes zu Grof3stadten
und vom verwendeten Extraktionsmittel nachgewieserden. Diese Abhangigkeit konnte
ebenso im EROD-Test gefunden werden.

Die Sedimentproben des Industriestandortes Bitteri®lulde) wiesen mutagene und
Ostrogene Wirkungen auf. Die ©Ostrogene Aktivitatr d@edimentproben konnte auf
mikrobielle Abbauprodukte der AlkylphenylethoxylafPEOs) zurickgefuhrt werden.
Exemplarisch konnte flr das im Extrakt nachgewies&i{1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenol
im Ostradiol-Verdrangungsassay ein Effekt nachgssvieverden. Im Luciferaseassay zeigte
sich hingegen keine intrinsische Aktivitdt. Die \Waproben zeigten ebenfalls Effekte im
Ostradiol-Verdrangungsassay, die sich z.T. aufiasnweltproben bislang unbekannte 2,4-
Bis(1-phenylethyl)phenol zurickfihren lielen. Dgeseurde in dieser Arbeit synthetisiert,
das gereinigte Produkt spektroskopisch charakégtisind im Ostradiol-Verdrangungsassay
untersucht.

Untersuchungen zur Bindungsaffinitit an den Ostioggpetoren ergaben eine deutliche
Dosis-Wirkungs-Abhangigkeit und wurden mit den bekan Xenodstrogenen verglichen.

Das 2,4-Bis(1-phenylethyl)phenol zeigte im Vergteimit bekannten endokrin wirksamen
Substanzen eine geringere Affinitat zu den Ostroemaptoren. Dennoch kann vermutet
werden, dass diese Verbindung auch im Organisntusgémne Wirkungen entfalten kann.

Zudem konnten in den Wasserproben unterschiedlidbrierte Phenole nachgewiesen
werden, die fir die z.T. starke zytotoxische Wirgum H411E-Zellen verantwortlich sind.
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Es wurden vier Dibromindolkongenere synthetisiedjie als Inhaltsstoffe von
Nordseesedimenten identifiziert wurden. Diese wuardeundchst nach der Brom-
Dimethylformamid-Variante als auch der Pyridiniummimid-Perbromid Variante dargestellt.
Sie wurden in dieser Arbeit erstmals toxikologissystematisch erfasst, wobei sich die
Untersuchungen auf die zytotoxischen und mutageBegenschaften in bakteriellen
Testsytemen, dem Metabolismus (Diagenese) in Hep@&to und auf die potenzielle
Fahigkeit zur Induktion von CYP-450 1A1 erstreckte.
Einzig fur das 3,6-Kongener wurde eine schwach gera Wirkung nach metabolischer
Aktivierung gefunden; die hoher bromierten VertrgeB. 3,6,7-Tribromindol) zeigten vor
allem eine stark zytotoxische Wirkung.
Die Induktion des CYP-450 1Al zeigte, dass sich albem fur das 3,6-Kongener eine
Induktion feststellen lie3. Die fur die Induktionfaaderliche Konzentration lag jedoch
gegeniiber dem 2,3,7,8-TCDD um den Faktot Hher. Auch eine Induktion fir das 3,7-
Kongener konnte gefunden werden, war jedoch velggeieise etwas niedriger als die des
3,6-Kongeners.
Die Untersuchungen zum Metabolismus mit dem Rab@arhomogenat wurden an den 3,x-
Dibromindolen eingehender untersucht (x = 4, 5,7. Diese zeigten, dass sich prinzipiell
zwei Gruppen unterscheiden lassen:

Jene, die neben den monobromierten Metaboliten fwBe 3-Bromindol) ebenfalls

ein oxygeniertes Monobromindol bilden

und jene, die ausschliel3lich monobromierte Metédolbilden
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13. Summary

Various toxicological parameters such as mutaggni@almonellamicrosome assay and
Arabinose resistance test), induction of CYP-450 JEROD-Test) and endocrine activity
(competitive Ostradiol replacement and Luciferassag in transgenic human breast cancer
cells) have been tested to estimate the extent@fpbllution of contaminated aquatic-
environmental compartments of the Taihu lake néwmnghai as well as the Mulde-System
(tributary of river Elbe in Germany).

For the Taihu it could be shown that sampling silese to a centre of high population resp.
industry (city of Wuxi)) contained compounds activethe mutagenicity as well as in the
EROD-Test. These results were correlated with tteemical analysis performed by GC/MS.
Many known environmental contaminants have beentiiiied such as PAHs, alkyl-PAHS,
hetero-PAHs and chlorobenzenes. A variety of comgeuwith unknown structures could
also be detected. An influence of the solvent dsethe extraction of the sediment samples
on the mutagenic potency and CYP-450 1Al inductonld also been demonstrated.
Samples which were extracted with dichloromethagreegated a much higher induction rate
in the Mutagenicity and EROD-Assay than those exéawith Ethanol.

Sediments as well as ground water samples werectedl in the Mulde system. Neither
induction in the EROD-assay nor the bacterial menagty assay could be demonstrated
with either of these samples. The soil samples wested for their mutagenicity with the
Ames- and the Arabinose-resistance assay (Ara-tesé€restingly, the Ara-test showed an
induction without metabolic activation. Under thearge conditions, the Ames-assay did not
show any mutagenicity. No typical candidates far dbserved effects could be identified by
chemical analysis.

The samples were also tested for their endocritieitgcby use of the competitive estrogen
replacement from estrogen receptorsoEdd ERR. A strong activity was observed in this
assay. 4-(1,1,3,3-Tetramethyl)butylphenole was titled as posible candidate for this
activity by chemical analysis. Long-chain derivasvof alkylphenols which are microbial
degradation products of the alkyphenylethoxyla®®BEOs) were also detected. It could be
demonstrated that synthetic 4-(1,1,3,3-Tetramebgy)phenole was active in the Ostradiol
replacement assay, however, there was no intradieity in the luciferase induction assay
with MVLN cells. Endocrine activity was also obsedvin the ground water samples. In this
case a new compound 2,4-bis(1-phenylethyl)phenoldcbe identified upon spectroscopic
characterization. The structure was confirmed bwtlssis and comparison of the
spectroscopic data. The product purified by HPLCswaso active in the estrogen
replacement test. Dichloro- and trichlorophenolgewvalso identified by further chemical
analysis of water samples. Those samples contaicthgrophenols showed an increased
toxicity toward bacterial and, more pronounced e tassay using a mammal cell line
(H411E).

Finally, various dibromoindoles were synthesized &sted for their mutagenic and CYP-
450 induction potential. These dibromoindoles haédrbidentified earlier in sediments of the
North Sea. Of increased interest was the toxicoldgroperties of the 3,6-congener. Most of
the studied bromoindoles, which were also tri- &tda-brominated, showed no significant
effects in the mutagenicity test after metabolitvation. Of further interest was the possible
induction of CYP-450 1ALl in liver cells (EROD-Teast H4lIE cells). Some congeners, e.g.
3,6-dibromoindol, were of significant activity iricespondence to the other congeners. All
studied Bromoindoles were much less active thamptséive control 2,3,7,8-TCDD.
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In this context it was of interest whether the rhetsm of the Bromoindoles in the presence
of a liverhomogenate was able to explain the indaadf CYP-450 in the EROD-test.

It could be shown, that the 3,6-congener forms@vmindole as well as 6-bromoindole. The
3,5-congener as well as the 3,4-congener formsoBtmdole as well as an oxgenated
bromoindole which were postulated to be 4-bromosiadesp. 5-bromoxindole.
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14. Ausblick

Die toxikologischen Ergebnisse zu den Taihu-Sediererhaben wegen ihres Screening
Charakters nur teilweise die aktuelle Okotoxikosofie Situation dieses aquatischen
Lebensraumes darstellen konnen. In Anlehnung amdieiten von Ahlf** 14! solite in
weiteren Untersuchungen auch eine Bestandsaufnaldee endemisch-aquatischen
Organismen erfolgen, die als Bioindikator fur dieotdxikologische Situation des Taihus
fungieren. Auch sind weitere chemisch toxikologescbintersuchungen ndétig, um eine
umfassende Risikoabschatzung der Wasserqualitérizalten. Dies ist insbesondere im
Hinblick auf die Verwendung als Trinkwasserreserwan Bedeutung. Anhand der Anzahl
bislang nicht nadher identifizierter Verbindungent l|ach gezeigt, dass weitergehende
chemisch-analytische Untersuchungen erforderliahd,sium ein vollstdndiges Bild der
umweltchemischen Situation des Sees zu erhalten.

Bis(1-phenylethyl)phenole

Die durchgefiuihrten Synthesen zur Darstellung deésB&(1-phenylethyl)phenols unter
Friedel-CraftsBedingungen lieferte ein Produktgemisch, das ndghinigung von
angemessener Qualitdt war, wie sich aus dem Velglenit der kommerziellen
Referenzsubstanz herausstellte. Weitere Synthesehoimerer (regio-)Selektivitat konnten
die enstprechenden Diastereomere liefern. Erste¢bae mit Hilfe delKumadaKupplung
hierzu waren bislang nicht erfolgreich. Diese $&gsemethode erscheint jedoch
vielversprechend, da unter milden Bedingungen dmspeechenden Isomere gezielt
dargestellt werden kdénnen. Dies ist vor allem urttem Gesichtspunkt der eindeutigen
Aufklarung der Stereochemie, wie im Falle des 2g@hiers von besonderem Interesse.
DarlUberhinaus, ware eine genauere Untersuchungstiergenen Wirkung in Abhangigkeit
von der Stereochemie interessant.

Bromindole

Um die Fragestellung, welche Bedeutung die gemesEB&OD-Aktivitat als Parameter flr
Flusssedimente bzw. fir das Okosystem Fluss haferaessen beantworten zu konnen,
miissen die toxikologischen Ergebnisse im Gesamgkontaquatischer Okosysteme
interpretiert werden. Hierzu mussten weitere Experite mit Sdugerzellen vitro oderin
vivo durchgefiihrt werden. So kénnten Experimente migaDismen aus dem Okosystem
Aufschluss Uber resultierende Schaden und die ot Gefahren fur die Fauna geben. Als
Bioindikatoren eignen sich unterschiedliche Fistdraraber auch sedimentbewohnende
Kleinkrebstiere (vgl. Abschnittl.1), die mit einer Kontrollgruppe eines unbelastet
Gewassers mit entsprechenden Oko-Parametern (8alpi, Redox) zu vergleichen sind.
Erst diese zusatzlichen Untersuchungen erlaubere abjektivere Beurteilung der
Gesamtsituation und eine Abschéatzung des Gefahtemiels, das von der Substanzklasse
ausgeht. Nachteil dieser Untersuchungen ist, dadarsgwierig und komplex sind, da diese
Systeme aus vielen Parametern bestehen und diestarken Schwankungen unterliegen.

Die Mutagenitatsdaten lassen sich folgendermal3erpietieren:

Die Resultate der Kurzzeit-Bakterienmutageneseaxgeate gaben keinen Hinweis auf
Mutagenitat (mit der obengenannten Einschrankung das 3,6-Isomer), was aber
genotoxische Wirkungen im Allgemeinen nicht voligsschliel3t.

Die Mutageneseexperimente in Bakterienzellen suidgsdaugerzellen auszudehnen, um deren
Verhalten in einem hoher entwickelten Organismussée untersuchen zu kénnen und
Aufschluss dartber zu erhalten, ob genotoxisch&Wdgen nicht doch manifestiert werden.
Ob die Dibromindole auch tumorpromovierende Wirkemgentfalten kdnnen, misste in
weiteren Experimenten ermittelt werden.
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Die Frage, ob die gewonnen Daten zu den Dibromerdéir eine toxikologische Bewertung
der Stoffklasse ausreichend sind, muss eindeutigneug werden. Die anfanglichen
Untersuchungen haben eher den Charakter einesn8wsedas z.T. auf Mikroorganismen
beruht. Zwar konnte eindeutig gezeigt werden, éass mutagene Wirkung im untersuchten
Dosisbereich nicht vorliegt, jedoch erlaubt dies eine eingeschrankte Einschatzung der
mutagenen Wirkung im Saugerorganismus. Die strek&iAnalogie zum 2,3,7,8-TCDD legt
die Annahme nahe, dass von den Dibromindolen eumaotpromovierende Wirkung
ausgehen konnte, ahnlich wie es fur das 2,3,7,80CbBekannt ist. In diesem
Zusammenhang waren Studien zur tumorpromovierendgkung der Dibromindole von
besonderem Interesse.

Zudem sind die 6kotoxikologischen Eigenschaftersalieverbindungsklasse bislang noch
vollig unbekannt. Hier wéaren z.B. Futterungsversuem Tieren, die in unterschiedlichen
Nieschen des Okosystems leben oder aber auch Versunit Pflanzen oder
Mikroorganismen von Interesse. In diesem Konte#&ten vor allem Konzentrationen im
Niedrigdosisbereich wichtig, die die realen Konzatbnsverhaltnisse in aquatischen
Okosystemen richtig wiedergegeben. SchlieRlich wéhatersuchungen zur Genotoxizitat in
hoheren Lebewesen erforderlich, um die Daten fiite eRisikoabschatzung und der
Extrapolation auf den Menschen einzuset#én.

Zu den Okotoxikologisch relevanten Eigenschaftehltzé.a. auch die Persistenz dieser
Verbindungen im Okosystem.

Wie sich in den Untersuchungen zum Metabolismuseigézhat, erfolgt der Abbau der
Dibromindole in Abhangigkeit vom deren Konstitutiomnter Bildung verschiedener
Metabolite.

Untersuchungen zur Kinetik des Metabolismus konmeentuell weitere Aufschliisse Uber
die Peristenz der Substanzen geben. Im Zusmmenhdrdem Metabolismus ist sicherlich
auch der Abbau durch aquatische Organismen einwallerinformation.

In Hinblick auf Wirkungen in aquatischen Organismemd neben den Fragen zur
Mutagenitat auch Fragen zum Synergismus und Antagms von Interesse. In der Umwelt
ist ein Organismus stets einem Gemisch aus uniediicinen Kontaminanten ausgesetzt, so
dass die toxische Wirkung sich selten auf eineedivez Substanzklasse zurtickfiihren lasst.
Haufig kommt es durch die Kombination der Substanze einer Verstarkung in der
Wirkung einer Substanzklasse im Organismus. Einsgdel hierfir sind genotoxische
Substanzen und Tumorpromotoren. Die ersteren sshafber Veranderungen in der DNA
genetische Veranderungen, die eine Zelle vom nam&hanotyp in den transformierten
Phénotyp Uberfuhren kénnen, die letzteren besclgeardurch epigenetische Vorgange den
Ubergang in unkontrolliert wachsende Tumorzellen.

Ein Vergleich der Geometrien der Dibromindole méind 2,3,7,8-TCDD mittels Modelling
wirde die strukurellen Unterschiede besser herbame Zudem lieRen sich Uber ein
"Docking-Experiment"”, basierend auf RoOntgenstrutkaben des ArH-Rezeptors, mit den
Dibromindolen Aussagen zur deren Passform in de#-Rezeptor machen. Hieraus liel3en
sich die Befunde des EROD-Tests dann auch thecnetigeuten. Dann konnte auch der
sterische Einfluss der Bromatome, insbesondereldér3,6-Kongener, im Detail untersucht
werden. Es scheint namlich, dass neben der platia@emetrie der Dibromindole auch noch
andere Strukturmerkmale eine Rolle fir die ERODdkitbn und die damit
zusammenhéangende Bindung an den ArH-Rezeptor spiele
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15. Material und Methoden
15.1. Reinigung der Gerate

Dazu wurden die Geréate zur Probenvorbereitung ndem Waschen mehrfach mit
deionisiertem Wasser nachgespult und schlie3lich Aweton und Hexan (beides p.a.)
gewaschen. Anschliel3end wurden die Gerate im Trnsckeank bei 100-105°C gelagert und
vor Verwendung erneut mit Aceton und Hexan gesgtitenso wurde mit der Soxhlet-
Apparatur verfahren: vor der Extraktion des (Feychediments wurde eine Spul-Extraktion
mit einem LAosungsmittelgemisch aus Hexan und Acdtoxhgefihrt. Als Probeneinsatz fur
die Sedimentprobe kam ein Glaseinsatz zur Verwepdufir die toxikologischen

Untersuchungen kamen sterile Einmal-PE Geréte tentiserte Glasgerate zur Anwendung.
Diese wurden im Autoklaven bei 120°C mit gespanniéasserdampf fir 20 min sterilisiert.

15.2. Chemikalien

Zur Extraktion der Sedimentproben wurden Loésungemider Qualitatsstufe ,suprapur”
verwendet. Ebenso wurden fur die GPC sowie fur mtégparative und analytische HPLC
Losungsmittel der Qualitatsstufe ,suprapur® bzwrattient grade” verwendet. Das Wasser
fur die HPLC hatte die Qualitat "Wasser fur die @hatographie - Lichrosolv". Die in den
Synthesen eingesetzten Losungsmittel wurden zuwo€at,, das zuvor mit Hexan gespult
wurde, getrocknet und anschlie3end destilliert.

15.3. Blindwerte

Blindwerte wurden fur die Losungsmittel bestimmg dur Extraktion, GPC oder Reinigung
der Gerate verwendet wurden. Dazu wurden je Ch&@emL des LOsungsmittels im
Stickstoffstrom zur Trockne eingedampft und der Wimnd mit 50 pL Ethanol
aufgenommen. Von dieser Losung wurde 1 pL per GC/3pStless vermessen. Die
Messbedingungen wurden analog zu der zu messendee Bewahlt. Die Herstellung der
Blindwert-Losungen entsprach dem Vorgehen mit dedlirSentextrakten.

AuBBer im Hexan konnten in allen Loésungsmitteln rmdieser Methode Phthalate als
Kontaminanten nachgewiesen werden. Dioctylphthatet Diisooctylphthalat konnten, mit
Ausnahme in Ethylactetat, in allen Ubrigen Losunigsin nachgewiesen werden. Fir Hexan
und Ethanol konnten mit der oben beschriebenen ddethkeine weiteren Ruckstande
nachgewiesen werden.

15.4. Standards

Standardreferenzsubstanzen, sofern sie nicht imardoeenhang mit dieser Arbeit
synthetisiert wurden, sind entweder kauflich erveortoder dem bestehenden Vorrat an
Referenzsubstanzen entnommen worden. Der Alkytiistandard wurde von Dr. Stephan
Franke, Labor flr organisch-chemische Mikroanalylds Arbeitskreises von Prof. Dr. Dr.
h.c. mult. Wittko Francke, Institut fir Organiscihemie der Universitat Hamburg zur
Verfiigung gestellt. Eine detaillierte Auskunft Glste Herkunft sowie die Reinheit findet
sich im Anhang, Kapitel 16.2.

Fur die eindeutige Identifizierung isomerer Subztam basierend auf den Retentionszeiten,
wurde zunédchst eine Kalibration des GC/MS-Systemitelsr eines Alkanrasters
vorgenommen.
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Alkan- und Fettsaureraster
Die eindeutige Identifizierung isomerer Analytensieate auf der Bestimmung des
Retentionsindexes. Fur diesen wurde ein Alkanrd€lgCsg) als Referenz zugrunde gelegt.
Dieses Raster diente zugleich als Bezug fur weitdRetentionsindices von
Vergleichssubstanzen. Der Retentionsindex eineekarnten Substanz wird dabei nach der
Formel in Gleichung 15-1 berech&f88%

log10(Tx) —log1o(Th)
log10(Tn +1) —log1o(Tn)

Rlx  zu bestimmender Retentionsindex

n Alkan, das direkt vor dem unbekannten Analytemeel

Ty Retentionszeit des unbekannten Analyten

Th Retentionszeit des Alkans, das direkt vor dem kafveten Analyten eluiert
Th+1 Retentionszeit des Alkans, das direkt nach demkarbgen Analyten eluiert

RIx=100* n+ *100

Gleichung 15-1Berechnung des Retentionsindex einer unbekanntestah#’ %5

Alle gemessenen Retentionszeiten (z.B. von Refetdistanzen) wurden unter den gleichen
Messbedingungeh erzeugt und beziehen sich auf das verwendete rdkter. Alle
Messungen wurden per GC/MS mit einer Einstellursg300 amu gemessen.

900
800
700 + y=89,447x - 716,34
R =0,9977

B Scan
—— Linear (Scan)

Scan-Nummer

10 1 12 13 14 15 16 17 18
Kohlengoffzahl

Abbildung 15-1 Alkanraster aus Messungen am VG Massenspektrometer

@ Diese werden im Kapitel 15.8.5 angegeben
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Abbildung 15-2 Fettsédureraster der freien Fettsduren mit HilfeeMG Massenspektrometers gemessen

15.5. Probenahmestellen, Bezeichnungen, Erscheinung
und Trockenmassen der Sedimentproben

Sedimentprobenproben des Taihu-Sees
Die Sedimentproben lagen als getrocknete Sedinvemnjelie durch Herrn Prof. Shen von der
Universitdt Shanghai dankenswerter Weise zur tdediech-chemischen Untersuchung
Uberlassen wurden. Auf die Probenahmestellen wurd&apitel 6.2 eingegangen. Eine
weitere Vorbereitung der Sedimentproben war nictibréerlich, so dass diese sofort
extrahiert werden konnten. Fur die Extraktion wargeweils 10g getrocknetes Sediment
eingewogen.

Sedimentprobenproben der Mulde
Die Feuchtsedimente enthielten auch eine wasshgsd? die zuvor abzentrifugiert wurde.
Nach Bestimmung der Trockenmassen wurden die Sedemextrahiert. Zur Bestimmung
der Trockenmassen wurde eine gangige Methode dezrisenittelchemie gewahtt®! Eine
definierte Menge des Feuchtsediments wird genageeiagen und 3-6 h bei 103£2 °C im
Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz getrockBeischen den Trocknungsperioden
lasst man die Probe im Exsikkator abkthlen und wdégse im Anschlul3. In der Tabelle 15-
2 sind neben der Probenbezeichung und der Lageda@&edimenteinwaagen aufgefuhrt.

PROBE TROCKENMASSE [%
403.626.027 24.3
403.626.028 34.0
403.626.030 23.8
403.626.031 23.9
403.626.032 13.0
403.626.035 23.0
403.626.037 42.7
403.626.040 40.6
403.626.042 26.4

Tabelle 15-1Trockenmassen der Muldesedimente
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PROBENNR. | EINWAAGE [g]* BEZEICHNUNG

403.628.027 3.08 Lengenfeld Stadt Freibach (Zufluss Plonbach) am Ostrand der I1AA,
403.628.028 4.64 Lengenfeld Stadt Freibach dstl. d. Mitte d. IAA

403.628.030 2.11 Lengenfeld Stadt Freibach 6stl. d. Stdteils d. IAA

403.628.031 8.82 Lengenfeld Stadt Freibach, 6stl. d. Sudteils d. IAA (Abflussrohr)
403.628.032 3.62 Lengenfeld Stadt Freibach, sudl. d. IAA, 10 m vor Plonbach
403.628.035 6.59 Lengenfeld Stadt Sickerwasseraustritt

403.628.037 6.63 Lengenfeld Stadt Plonbach

403.628.040 12.78 Lengenfeld Stadt Plonbach

403.628.042 4.45 Lengenfeld Stadt Plonbach

Tabelle 15-2 Probenbezeichnungen, Einwaagen und Probenahteasier Sedimentproben

@ Einwaage = Bezogen auf Trockenmasse
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15.6. Extraktion und Probenvorbereitung der Sediment-
und Wasserproben

15.6.1. Extraktion der Taihu Trockensedimente
Es wurden jeweils 10 g eingewogen, sequentielDidhlormethan und Ethanol im Soxhlet 8
h extrahiert und die zur Trockne eingeengten Ex¢rak1 mL Ethanol aufgenommen.

Probenbezeichnung Einwaage [g]
#0 10
#1 10
#6 10
#9 10
#12 10

Tabelle 15-3Einwaagen der Trockensedimente zur Extraktion

15.6.2 Extraktion der Mulde Sedimente

Die Sedimente wurden in einem mehrfach zuvor midexan und Aceton gespilten

Zentrifugenglaschen extrahiert. Die festen Bestilatder Feuchtsedimente wurden
zunachst 15 min im Ultraschallbad mit 20 mL einesx&h/Aceton-Gemisches = 1:1 (v/v)

extrahiert und im Anschluss wurde die ExtraktionSichittelinkubator bei 37°C fortgesetzt.
Nach dem Zentrifugieren der Probe wurde die orgheisPhase abgenommen und die
wassrige Phase bei —22°C im Eisfach ausgefrores.Hdawurde noch einmal mit wenig n-

Hexan gespult und dieses zum Extrakt hinzugeflgg. \Ereinigten organischen Phasen
wurden im Vakuum zur Trockne eingeengt und schib@fdh 1 mL Ethanol aufgenommen.

Dieser Extrakt wurde dann fur die weiteren Untensungen sowie fur die Fraktionierung

eingesetzt. Um auch polarere Komponenten zu erfassgrden die Sedimentproben nach
dem gleichen Verfahren mit Ethylacetat extrahiert.

15.6.3  Extraktion der Brunnenwasserproben BVV 473-511 aus der

Mulde
10 ml der Probe wurden in einem zuvor mit Hexan uAdeton gespilten
Zentrifugenréhrchen zunachst zweimal mit 10 ml Hexad anschlieRend mit dem gleichen
Volumen Dichlormethan jeweils bei 37 °C im Schiittelbator 5 h extrahiert. Die
organische Phase wurde abgetrennt und zur Trogkgeengt. Der Riuckstand wurde in 200
puL Ethanol gel6st und fur weitere Untersuchungegesetzt.

15.6.4 Clean-up der Sedimentextrakte: GroRRenausschluss-

chromatographie (GPC)

Fur die Abtrennung von makromolekularen Verunraeingen (Huminstoffe, Chlorophyll)
aus Sedimentextrakten wurde mit der Groéf3enaussdiitematographie (GPC) gearbeitet.
Es kam eine mit der Phase Biobeads SX-8 gepacktie 8ér Firma Latex zur Anwendung.
Die Glassaule hatte einen Innendurchmesser von 120 eme Lange von 48 cm und ein
Fullvolumen von 50-132 mL. Als Laufmittel wurde eid:1 (v/v)-Mischung von Ethylacetat
und Cyclohexan verwendet. Die GPC-Saule war mierelHPLC-Pumpe (Merck L 6200)
verbunden und die Detektion erfolgte bei héchsteptindlichkeit mit A=254 nm (Merck
L4006, mit Deuteriumlampe).
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Arbeitsbedingungen:
Laufmittel Cyclohexan und Ethylacetat (beide zur Ruckstamalgtik, Merck) wurden vor
dem Lauf im Verhdltnis 1:1 gemischt und die Braasflaschen an die Pumpe
angeschlossen.
Fluss Es wurde ein Fluss von 1.5 mL/min gewahlt, sosdder Druck nicht 20 mbar
Uberstieg
Injiziertes Volumen 500 pL des ethanolischen Sedimentextrakts —wurdeiit
Ethylacetat:Cyclohexan = 1:1 (v/v) auf ein Endvo&amvon 5 mL verdiinnt und ein Volumen
von bis zu 1 mL pro Lauf dieser Lésung auf die 8@dgeben.

Arbeitsbedingungen (Forts.):
UV-Detektor Es wurde die héchste Empfindlichkeit bei einerIMfange von 254 nm
gewahlt
Die Kalibration der Saule erfolgte durch Messung r d&/erweilzeit eines
Chlorophylistandards.

15.7. Toxikologische Untersuchungen

15.7.1 Parameter fir die Toxikologie

Insbesondere bei Arbeiten mit bakteriellen Systemeas im starkeren MalRe noch fur das
Arbeiten mit zellbiologischen Systemen gilt (vglR@D, LUC-Assay), muss das Arbeiten
unter keimfreien Bedingungen gewahrleistet seins warch Sterilisation der Gerate bei
gespanntem Wasserdampf (120 °C, 20 min) erreichid. wWerbrauchsmaterialien zur

einmaligen Verwendung (PE) sind durch die Herstetie Gammastrahlung sterilisiert.

Inkubationszeit

Um die optimalen Wachstumsbedingungen fur &ercoliStamm UC 1121 zu ermitteln,
wurden die Bakterien unterschiedlich lange inkubiBurch Messung der optischen Dichte
und Zahlung der resultierenden Koloniezahl der latisprten Bakterien auf Vollagarplatten
wurde eine optimale Inkubationszeit von 9h erntitt®iese Bedingung wurde flur alle
weiteren Experimente verwendet.

Phanotyp des E. coli- Stammes UC 1121
Um eine gleichbleibende Qualitat der Bakterienzel@zustreben, wurden in regelmalidigen
Abstdnden Tests =zur phanotypischen Charakterigieruwturchgefihrt und neue
Bakterienaliquots angesetzt. Diese wurden durchphatiteren auf Vollagarmedium und
anschlieBendem Beimpfen der N&hrlosung mit gewaemse Kolonien der
Vollagarmediumplatte angeztichtet.
Zur phanotypischen Charakterisierung werden die zifpehen Eigenschaften der
Bakterienstamme getestet (Tabelle 15-4). So weddenoh Farbung mit Kristallviolett die
Bakterienzellwande auf ihre Permeabilitdt getestetpei Zellen mit intakter Zellwand
diesen Farbstoff permeieren und schliel3lich daragrunde gehen, so dass auf dem
Vollagarmedium kein Wachstum beobachtet werden kann
Die Arabinoseresistenz wird durch Zugabe von Aradiim Minimalagar gepruft, wobei
nur mutierte Zellen diese Resistenz erlangen. Wit estparameter sind die
Ampicillinresistenz, die Empfindlichkeit gegenlbeiWachstumsfaktoren und die
Excisionsreparatur. Das Ausbleiben der Excisioremapr wird durch UV-Bestrahlung
getestet.

189



Experimenteller Teill

Stamm UC 1121 (Ara-Test)

Phanotypische Eigenschaften
Ara-Sensitivitat -
Ampicillin +
Kanamycin -
Tetracyclin -
Chloramphenicol -
ohne Arginin -
ohne Methionin +
ohne NAD -
EMB-Agar +
UV-Sensitivitat -
Genetische Eigenschaften

araD
tol C (Zellwand)
A uvrB
pKM 101

Tabelle 15-4Phano- und genotypische Eigenschaften des in digbeit fir den Ara-Test ver@ndeten
Bakterienstamm

In der Tabelle repréasentiert das "-" das Ausbleidea Koloniewachstums und damit die
Empfindlichkeit des Stammes gegenuber dem Wegla@éseralle der Wachstumsfaktoren)
oder dem Hinzufligen von Antibiotika bzw. ArabinoBee Abkurzung pKM 101 bezeichnet
das Plasmid, das in diesem Stamm eingefigt bzw. dem dieser Stamm

transfiziert/transformierfwurde, wobei das Kirzel eine definierte Genkarts Béasmids

signifiziert. In diesem Plasmid wurde eine Mutatiom Arabinosegen im araD Abschnitt
eingefugt (araD). Tol C bezeichnet die eingefugaivwandmutation, die die Zelle flr
lipophile Substanzen durchlassiger macht. Der Ngickier Methode der phanotypischen
Charakterisierung ist, dass die Funktionstiichtiger Zellen nicht Gberprift werden kann.
Man kann lediglich feststellen, ob eine Kontamioatimit fremden Bakterienzellen vorliegt.

Negativkontrollen
Unter der Spontanmutationsrate versteht man dairlichen Prozel3 des Bakteriums seinen
naturlichen, nicht-genetisch modifizierten Zustarmlirickzuerhalten. Dieser Prozeld ist
unabhangig von aul3eren Einflissen. Die Zahl deoiieh, die spontan mutieren, werden in
der Negativkontrolle erfasst. Um etwaige Einfligskech das Losungsmittel zu erfassen,
werden diese in der Negativkontrolle gepruft. Inndeneisten Fallen wurden die
Negativkontrollen mit Ethanol bzw. DMSO vorgenommea in diesen die Testsubstanzen
gel6st vorlagen.
Die Mittelwerte der Negativkontrollen mit Standdbekaeichungen gibt die Tabelle 15-5
wieder. Wie aus Tabelle 15-5 hervorgeht, ist didokezahl der Negativkontrolle auch
abhangig vom verwendeten Bakterienstamm und kasimadie stark variieren.

2 Die Transformation einer Bakterien- oder Saugéeztellt die genetische "Programmierung" diesdiezait
einer kunstlichen Vektor-DNA bzw. Plasmid-DNA dar.
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UC 1121| UC 1101| TA 98 TA 100

ohne S9 - Zusatz, mit DMSQ 316+96 340%70 17 4937+28

mit S9 - Zusatz, mit DMSO 19+6 134 + 30

Tabelle 15-5Spontanmutationsraten der in dieser Arbeit verwamdstamme®!

Positivkontrollen
Zur Indikation eines mutagenen Effektes wird einasifvkontrolle, die unter gleichen
Bedingungen wie die Testsubstanz behandelt wirdallph im Testsystem mitgefihrt.
Voraussetzung ist, dass die Testsubstanzen nachgtiaohen Wirkungsprinzip wie die
Positivkontrollen mutagen wirken.

In Experimenten ohne metabolische Aktivierung wultié ethyl-N'-itronitrosoguanidin
(MNNG) eingesetzt, das ein ,direct acting mutageddrstellt und, als Diazomethan-
Precursor, methylierend wirkt. Fur Experimente mmiétabolischer Aktivierung wurde 2-
Aminoanthracen, das intermediar ein Nitreniumiolddti eingesetzt (vgl. Abbildung 3-2, S.
28).

Das Verhaltnis der Koloniezahl der Testsubstanz zKoloniezahl in der
Losungsmittelkontrolle wird als Induktionsrate behaet. Unter Mutagenitdt im
Bakterienmutagenese-Experiment versteht man defisigemaR eine Verdoppelung der
Koloniezahl der Testsubstanz gegenuber der Kolahiezin der Negativ- resp.
Losungsmittelkontrolle. Die Zahl der Kolonien inrdéegativ- resp. Losungsmittelkontrolle
des Mutagenesetests wird als Spontanmutationseatadhnet.

Die in Experimenten ermittelten mutagenen, niclischen Dosen von 2-Aminoanthracen
betrug 2 pg (nicht gezeigt) bzw. fir MNNG 10 pug Bddung 15-1). Diese Dosen wurden
fur alle Experimente angewendet.

30,0

—— Indukti

20,0 +

150 +
10,0 +

50+

0,09 i
H20 DMSO 0.01pg 0.03yg Olpg O3pg 1yg 3ug 10 20pg  30ug

Abbildung 15-1: D/W-Kurve fir MNNG im ARA-Test
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Arabinoseresistenz-Test (Ara-Test)/ Ames-Test — Rezepte

Testverfahren Ara-Test
Bakterienanzucht
20 mL Nahrbrihe werden mit 100 pL Bakterienaliquabhgeimpft und 9h im
Schittelinkubator bei 37°C und 90 Umdrehungen/Mingeschiittelt — Die Dichte betragt
dann annahrend 5*¥Bakterien/mL (Uberpriifung der optischen Dichte he410 nm).
Anschliel3end wird die Suspension bei 3000 Umdreénimgin (20 min) zentrifugiert und der
Uberstand abgegossen. Das Bakterienpellet wirddim2 VB-Medium (1x) resuspendiert.
Diese Bakteriensuspension wird fir den MutagenessA direkt, d.h. ohne weitere
Verdiinnung, eingesetzt. Fiir den Zytotoxizitatstestl diese Suspension auf 1°1fit VB-
Medium (1x) verdinnt.
Test.
Pro Dosisstufe werden 3-4 Parallelen bestimmt. Déstlésungen setzen sich wie folgt
zusammen:
30 pL Lésungsmittel (fur die Negativkontrolle) bzWestsubstanz (od. Positivkontrolle)
500 pL VB-Medium (1x) bzw. S9-Mix
100 pL Bakteriensuspension
Die Testansatze werden dann fir 20 min bei 37°CSichuttelinkubator inkubiert und
anschlielBend mit 2 mL Weichagar versetzt und aof Aigarplatten ausplattiert. Die Platten
werden fur 24 Stunden (Zytotoxizitatstest) bzw.StAnden (Mutagenesetest) im Inkubator
inkubiert. Die Koloniezahl wird abschlieRend miine&n Koloniezahler ausgezahlt. Die
Uberlebensrate im Zytotoxizitatstest ergibt sicls dem Verhéltnis des Mittelwerts aus der
Koloniezahl der Test Verbindungen zur L&sungsnkitietrolle. Die Induktion im
Mutagenesetest ergibt sich aus dem Verhaltnis detelMerts aus der Koloniezahl der
Testverbindung zur Lésungsmittelkontrolle.

Man spricht (entsprechend der OECD-Empfehldif’) von einem eindeutig positiven
Ergebnis im Mutagenese-Experiment, wenn die Induktieine Verdoppelung der
Koloniezahl relativ zur Lésungsmittelkontrolle ebga hat.

Kontrollen

Die Positivkontrolle im Experiment ohne metaboliscAktivierung erfolgte mit 30 pg

MNNG/Platte absolut. 2-Aminoanthracen, von dem ZXPledte absolut eingesetzt wurde,
diente im Experiment mit metabolischer Aktivierualg Kontrolle.

Testverfahren Ames-Test
Bakterienanzucht
20 mL Nahrbrihe werden mit 100 pL Bakterienaliquabhgeimpft und 7h im
Schittelinkubator (37°C, 90 Umdrehungen/Minuteluimiert. Die Bakteriendichte betragt
annahrend 5*19 Bakterien/mL (Uberpriifung der optischen Dichte Bei410nm). Die
erhaltene Bakteriensuspension wird direkt im Texjesetzt.

Test

Die Glas — und Kunststoffartikel sind vor Gebraadhautoklavieren (vgl. 6.1.). Zu 20 pL der
Positivkontrolle (s. dort) bzw. der Testsubstaran denen 3 Platten/Dosis eingesetzt werden,
wird 100uL Bakteriensuspension und 100 puL Phospifigip (bzw. 100 uL S9 Mix, s.u.)
gegeben und diese auf einem Vortexer kraftig gesalhi Die Mischungen werden
anschlieBend far 30 min bei 37°C und 120 Umdrehoimg@ im Trockeninkubator
vorinkubiert.
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Nach Zugabe von 2 mL flissigem Top-Agar wird diesthiung geschuttelt und dann auf die
Agar-Platten ausgegossen. Diese werden zur gleigigm@ Verteilung der Flussigkeit
gleichmafig geschwenkt und anschliel3end 48 Stupeiei7°C im Inkubator bebrutet.

Kontrollen
Die folgende Tabelle gibt die Dosierung der Pokdivrollen wieder, die sich nach dem
verwendeten Stamm und der Verwendung eines mesareinden Systems (S9-Mix) richtet.

Stamm - S9 +S9

TA 98 2-Nitrofluoren,2 pg/20ul 2-Aminoanthracen glOuL

TA 100 NaN, 1ug/20 pL 2-Aminoanthracen, 1ug/20puL

TA 1535 NaN, 1pug/20 pL 2-Aminoanthracen, 1ug/20pL

Tabelle 15-6:Gentypische Charakteristika der coli Stamme
Rezepte
ARA-Test mit Escherichia coli

Nahrldsung:

25 g/L Nutrient Broth Nr. 2, Oxoid (autoklaviert ibd20°C) mit Ampicillinzusatz
Casaminoséaure-Zusatz beim StamncoliUC 1123

Vogel-Bonner (VB)-Medium (50x)

Aqua dest. (45°C) 670mL
MgSQOy-7 HO 109
ZitronensaureH,0 100 g
KoHPO, 5009
NaNHHPO, « 4 H,O 175¢g

Jedes Salz wird vollstéandig geldst, bevor die Zegdds nachsten Salzes erfolgt. Die Losung
wird auf 1L Endvolumen aufgefullt und autoklaviert.

VB-Medium 1x (1fach)

Aqua dest 980 mL

VB Medium (50x) 20 mL

Nutrient Agar (flr Cytotoxizitatstest)
28 g Oxoid Agar , 1000 mL Aqua dest., 25 mg Ampicil

Nahrbriihe zur Bakterienanzucht

Oxoid nutrient broth No. 2 25¢
Aqua dest. 1000 mL
Ampicillin 25 mg

Antibiotikazusatze konnen je nach verwendeten Stawanieren — Ampicllin fir UC —
Stamme

Weichagar (Top-Agar

Oxoid purified Agar 69

NacCl 5¢

Aqua dest. 800 mL

Autoklavieren, dann vor Benutzung folgende Losungezufligen:
D-Glukose 250 mg/100 mL

d-Biotin 12 mg/100 mL
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Selektiv Minimalagar fiir ARR Mutanten deiE. coli Stamme UC 1121, UC 1122 und UC
1123

Oxoid purified Agar 179
Aqua dest. 900 mL
Autoklavieren, dann folgende Lésungen hinzufigen

VB Medium (50x) 20 mL
Glycerol (99%), 20g/100 mL 10 mL
L-Arabinose (sterilfiltriert), 20g/100 mL 10 mL
Arginin  1g/100 mL 4 mL
Methionin 1g/100 mL 4 mL
NAD (sterilfiltriert) 0.59/100 mL 1mL
d-Biotin (sterilfiltriert) 0.01g/100 mL 50 mL
Adenin (sterilfiltriert) 1.359/100 mL 0.1M HCI ImL
Thiamin (sterilfiltriert) 0.5g/100 mL 1mL
Ampicillin 25 mL

Ames-Testmit S. typhimurium

Agarplatten (Minimal-Glukose-Platten)
Das Medium besteht aus 1.5% Agar, 2% Glukose undeWMBonner-Salzldsung in
destilliertem Wasser. Nach dem Autoklavieren wieg dMedium auf ca. 50°C abgekuhlt und
dann unter einer sterilen Werkbank in sterile Kstu$t-Petrischalen (25-30 mL) gegossen.
Nach dem Abkihlen werden die Agar-Platten im Kiimaok resp. Kuhlraum aufbewahrt.
Die Platten werden 1 Tag vor dem Versuch aus dehisg€iirank genommen.

Top Agar
Der Top Agar besteht aus 0.6% Agar und 0.6% NaGlastilliertem Wasser. Der Ansatz

wird 20 min bei 120°C im Autoklaven sterilisiertdianschlie3end in Portionen zu 100 mL
im Kdihlschrank verwahrt. Vor dem Versuch wird deopTAgar in der Mikrowelle
geschmolzen und 20 mL einer sterilen Losung vonn\b Histidin-HCI & 0.5 mM Biotin
hinzugefligt und gut gemischt. Der Top Agar wird\iMasserbad bei 42°C aufbewahrt und
flissig gehalten.

S9 Mix (S9-Fraktion+Kofaktoren)
Die Fraktion (bzw. der Uberstand), die durch Zdagration bei 9000g aus dem
Rattenleberhomogenat erhalten wird, bezeichnetat®a89. Die Ratte wurde dafir zuvor mit
Arochlor 1254 (PhenobarbitalB-Napthoflavon) behandelt, um so die metabolischevitét
der Leberzellen zu steigern. Die Fraktion wird-580°C gelagert und vor Verwendung durch
Zugabe von Co-Faktoren und Phosphatpuffer pH Amwendung fertiggestellt.

Der fertige S9-Mix hat folgende Zusammensetzung:
31.5 mg NADP und 14.0 mg Glukose-6-Phosphat wendéh6 mL Natriumphosphatpuffer
(pH 7.14) gelost. Dazu werden 100 pL KCI-MgStammldsung und 1 mL S9-Fraktion
gegeben. Der Phosphatpuffer und die KCI-Mg8&iammldsung werden vorher Uber einen
Sterilfilter sterilfiltriert. Glukose-6*-Phosphaind NADP werden am Versuchstag frisch im
Phosphatpuffer geldst. Der S9-Mix wird wahrend essuchs auf Eis aufbewahrt.
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15.7.3 Ethoxyresorufin-O-Deethylase-Test (EROD)

Testprinzip
Cytochrom P450 1A1 katalysiert die Desalkylierung Heteroatomen (S,0O,N), was hier

durch das Ethoxyresorufin ausgenutzt wird. Die Fdeeenz des Resorufin kann dann im
Medium beid = 530 nm gemessen werden. Um eine weitere Oxitlags Resorufins durch
das cytosolische Enzym Diaphorase zu vermeidem g@m Medium Dicumarol zugesetzt.
Da Resorufin endogen weiter zu nicht-fluoreszieeend Produkten konjugiert
(Glucuronidierung bzw. Sulfatierung) werden kanmpéehlt sich eine Inkubation der
Mediumuberstande m@-Glucuronidase bzw. Arylsulfatase.

Testverfahren.
Zellen 2x mit warmen PBS-Puffer waschen
100 pL ETRF-Medium zugeben
30 min 37°C
5% CQ
75 pL Uberstand abnehmen
+ 25 pL Na-Acetatpuffer + 25 pL Glucuronidase/lanyfatase
+ 200 pL abs. EtOH 2 h, 37 °C (Schuttelinkubator)
+ 200 pL abs. EtOH
v
10 min bei 3000 rpm zentrifugieren 10 min bei @@Pm zentrifugieren
v
Messung der Uberstande Messung der Uberstande
(100-200uL) (100-200uL)

Erlauterungen.

Das ETRF-Medium ist erst kurz vor Gebrauch anzesetmd auf 37°C vorzuwarmen. Fur
die Messung der Kalibrationskurve mit Resorufin smagie eigene Platte angesetzt werden,
welche zusammen mit der Test-Platte inkubiertiwldie Messung der Uberstande (100-200
pL) erfolgt auf einer schwarzen Platte.

Nach der Behandlung mit ETRF-Medium kdénnen dieedefiormal weiterkultiviert werden:
1. ETRF-Medium vollstandig absaugen
2. Zellen 2x mit warmen PBS-Puffer waschen
3. Medium zugeben
Fur die Positivkontrolle wird 2 uM Methylcholantiresowie 1¢ mM 2,3,7,8-TCDD
eingesetzt.
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Messung

» Kalibrationskurve
Die Standards werden kurz vor Gebrauch gemal demttierschema (Tabelle 15-7) in
Kulturmedium angesetzt. Zur Erstellung der Kalilmaskurve werden die Standards B-H
eingesetzt. Als Stammlésung wird eine 10 mM Resorubsung verwendet.

Nr. | pmol/mL | Verdinnundg Ansatz

A 1*10° 1:100 10 pL Stamm+ 990 pl
B 2000 1:50 10 uL A + 490 pL
C 1000 1:2 250 pL B+250 pL
D 500 1.2 250 pL C+250 pL
E 250 1:2 250 pL D+250 pL

F 125 1:2 250 uL E+250 pL
G 62.5 1:2 250 pL F+250 pL
H 31.25 1:2 250 pL G+250 pL

Tabelle 15-7:Verdinnungsreihe fur die Kalibration im EROD-Test
Die Platten werden mit einem Messprogramm im Flaeter gemessen.

Chemikalien/L6sungen

* PBS-Puffer w/o Ca, Mg (Biochrom, L 1825), 4 °C

* 0.8 mM Ethoxyresorufin (Sigma, E 3763): 1 mg/5.1B BMSO, aliquotieren und in
sterilen, lichtgeschiitzten Gefal3en bei -20°C lagern

e 10 mM Resorufin (Sigma, R 3257): 23.52 mg/10 miOHaliquotieren und bei —20°C
lagern

e 1 mM Dicumarol (Sigma, M 1390): 8.4 mg/25 mL.®

* 0.1 M Natriumacetat-Puffer pH 4.5: 4,1015 g/ 500 O, pH mit Essigsaure
einstellen

* [B-Glucuronidase/Arylsulfatase (Roche 127060,2502B000 RU):

» stets frisch ansetzen, 15 Fisherman Units/ 120WRois pro Well

e 0.15 pL Enzym/25 pL Na-Acetatpuffer (1:166 v/v)

ETRF-Medium, stets frisch anzusetzen:
e Kulturmedium geman der Vorschrift 1/1
e + 10 uM Hydroxycumarin (stock 100x)
* + 8 uM Ethoxyresorufin (stock 100x)

Proteinbestimmung nach Bradfoffilir den EROD-Test) Prinzip der Proteinbestimmung
Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgt nach deimzpr von Bradforé®, das auf einer
Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blue saurer Losung an basische und
aromatische Aminosaurereste basiert.

% pH Wert ist vorgegeben
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Abbildung 15-2: Struktur von Coomassie-Brilliant-Blue
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Durch die Bindung des Coomassie-Brilliant-Blue komes zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums vok = 465 nm zW\ = 595 nm. Fir die Proteinbestimmung wird eine
Kalibration mit einem Proteinstandard (BSA = BoviBerum Albumin) vorgenommen.
Zellen werden mit Puffer gewaschen und abzentefigiDas Zellpellet wird mit 60 pL
Puffer eingefroren. Nach dem Auftauen des ZellpeNerd dieses in Abhéangigkeit von der
Zelldichte, die durch Auszahlen unter dem Mikroskbpstimmt wird, verdinnt. Die
Verdinnung muss so erfolgen, dass das EndvolumerL38etragt. Hinzu kommen 200 pL
des Farbstoffs Coomassie-Brilliant blue, so dass &i5 Verdiinnung vorliegt. Dieser Ansatz
wird im Dunkeln 20 min bei Raumtemperatur stehelaggen, damit der Farbstoff an das
Protein bindet.

Die Messung erfolgt dann b&i = 620 nm im Elisa-Reader. Ausgehend von einer Bovi
Serum Albumine (BSA)-Stammldsung der Konzentrattomg/mL werden die folgenden
Verdunnungen (vgl. Tabelle 15-8) flr die Kalibratiangesetzt.

Konzentration Verdinnung Mischung [uL]
20 pg/mL 1:100 2uL BSA +198 uL
40 pg/mL 1:50 4 uL BSA + 196 pL
60 pg/mL 1:33 6 ul BSA + 194 uL
80 pug/mL 1:25 8 UL BSA + 192 uL
100 pg/mL 1:20 10 uL BSA + 190 L
120 pg/mL 1:16 12 uL BSA + 188 pL
140 pg/mL 1:14 14 uL BSA + 186 pL

Tabelle 15-8:Verdinnungsreihe fur die Kalibration mit dem BSAx&iard

15.7.4 Zytotoxizitat in H4lIE-Zellen (Hepatomzellen)

In diesem Fall wird eine geringe Anzahl von Zell@®0 pro Flasche) in Kultur mit der
Testsubstanz behandelt. Dabei kommt es je nachzif@ixizu einer dosisabhéngigen
Reduktion Uberlebender Zellen. AnschlieRend lassih ndie Zellen eine Woche lang
wachsen, wobei die Uberlebenden Zellen Koloniedei] die unter dem Mikroskop manuell
ausgezahlt werden.

15.7.5 Ostradiol-Verdrangungsassay mit ERa und ER[3

Das Experiment wird unter standiger Eiskuhlung Hgefiihrt. Die Ostrogenrezeptoren
werden mit TEDG-Puffer auf die Endkonzentration @8 pmol/pL verdinnt und von der
Stammlosung des 3H-Ostradiols werden Aliquote nftg@mol [3H]-Ostradiol (1.2 puCi) und
den unmarkierten Kompetitoren (Testsubstanzenlist@gender Konzentration Gber Nacht
bei 4°C gelagert. Das Verhaltnis von Rezeptor ztradml entspricht genau 1: 1.2, so dass
eine vollstandige Absattigung der Rezeptoren mit destradiol vorliegt.

Ebenso wird eine Negativkontrolle, bestehend auffePwnd [3H]-Ostradiol, und eine
Positivkontrolle, bestehend aus DES und [3H]-Ostiadber Nacht bei 4°C gelagert.
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Dann werden die Rezeptor-Ligand-Komplexe durch Begeon 500 puL Hydroxylapatit an
dieses gebunden und die Lésungen durch leichtespeipder AnsatzgefaRe gut
homogenisiert. Die Loésungen werden anschlielBend seinz bei 4000-5000 RPM
zentrifugiert (kurz antippen) und das ungebundesgadiol mit der tiberstehenden Losung
abgegossen.

Um den Anteil an ungebundenem Ostradiol vollstandig entfernen, muss das
Hydroxylapatit mit 1 mL TEDG-DTT Puffer dreimal gagchen und anzentrifugiert werden.
Nach dem Waschvorgang wird das Pellet in 1 mL 2N Mdlstandig aufgeldst, in ein
Szintillationsgefal tberfuhrt und mit 9 mL Sziilbnsflissigkeit (Ready Flow IlI, Liquid
Scintillation Cocktail, Beckman) aufgefillt. Dierfgge Losung wird im Szintillationszahler
gemessen. Die Messung des Szintillationscocktailslgeé Gber einen Zeitraum von 5
Minuten, wobei alle 30 Sekunden ein Messwert genemmvird, und die Messwerte am
Ende gemittelt werden.

Vorschrift zur Durchfihrung des Verdrangungsassays

TEDG-Puffer

200 mmol/L Tris, pH 7,5 25 mL (10 mmol/L Endkonnetion)

75 mmol/L EDTA 10 mL (1,5 mmol/L Endkonzentrat)o
99,9% (v/v) Glycerol 50 mL (10% Endkonzentrajion
Demineralisiertes Wasser auf ein Endvolumen v@hraL auffillen

1 mol/L DTT (Dithiothreithol)-Stammlésung
DTT 1,542 g 0,771g 0,386g
Aqua dem. 10 mL 5mL 2,5mL

TEDG-DTT-Puffer
Je mL TEDG wird 1 mmol/L DTT-Stammlésung zugeseDds DTT ist instabil und muss
frisch zum TEDG-Puffer zugesetzt werden.

Hydroxylapatit (HAP)
Hydroxylapatit 100 g
TEDG-Puffer 100 mL

Rekombinanter, humane Ostrogenrezeptoren ER, -8 (Panvera, Madison, WI)

Die Rezeptoren werden in bestimmter Konzentratipndl 3H-Ostradiol/mL] und Aktivitat
[pmol 3H-Ostradiol gebunden/mg] als Stammldsungie@eit und missen entsprechend
verdinnt werden. Es werden Aliquots fir jeweilseairVersuch abgefullt und bei -80°C
gelagert. Die Berechnung der Rezeptormenge eréolgog dem beiliegenden "Certificate of
Analysis" des jeweiligen Rezeptors.

3H-Ostradiol: 1,2 pmol 3H-Ostradiol in 5 uL EtOH

21 pL des 3H-Ostradiols (1 mCi/mL) werden zunaahster Vakuumszentrifuge getrocknet.
Der Ruckstand wird auf 1000 pL (entspricht 0.24 Ppig aufgefullt. Von dieser Lésung
entnimmt man 5uL je Probe, was 1.2 pmol 3H-Ostilagtitspricht.

1 umol/L DES-L8sung (PositivkontrolleDES im gleichen Losungsmittel wie Testsubstanz
I6sen. Konzentration: 1000 pL => 100 mmol/L

198



Experimenteller Teill

15.7.6 Luciferase-Reportergenassay (LUC-Assay) mit MVLN Zellen

Um die Transkriptionsaktivitdt der Rezeptoren nadgmendenbindung zu testen, wurde der
Luciferase-Assay durchgefuhrt. Hierzu muss in defier, die getestet werden sollen, ein
mit dem ER gekoppeltes Reporterkonstrukt vorliegtas die Messung estrogener Effekte
entsprechend ihrer Starke zulasst. Zu diesem Zwecden MCF-7 Zellen, Passage 160, mit
einem E2-responsiven Vektor transfiziert, der dyatBese der Firefly Luciferase (FFLuc)
voran treibt (ERE-TK-Luc) sowie einem Kontroll-Vekt (pRL-TK), der konstitutiv die
Renilla Luciferase (RLuc) exprimiert.

Transiente Transfektion der MCFE-7 Zellen

MCF-7 Zellen, Passagen 159-160, wurden in 12-walttéh in Standardmedium in Kultur
genommen und bei ausreichendem Konfluenzgrad (S6)-&@&nsient mit ig ERE-TK-Luc
und Iug pRL-TK unter Anwendung des Lipofectamine Plus do&eaes (Invitrogen)
transfiziert wie bei Monroe et al*®'! beschrieben (s. Anhang). Drei Stunden nach der
Transfektion werden die Zellen gewaschen und mib I8-FBS enthaltendem DMEM/F12
versehen. Die weitere Behandlung erfolgt 24 Sturspgiter mit den Testsubstanzen in den
Konzentrationen 0,1, 1,0 und 10giml oder 1M E2 in DMEM/F12 mit Zusatz von 10%
cs-FBS oder mit diesem Medium allein. Je Behandlumgl eine Dreifachbestimmung
durchgefuhrt. Nach wiederum 24 Stunden werden éiéed geerntet (s. Anhang) und das
Lysat im Luciferase Assay eingesetzt.

Transfektion von MCFE-7 Zellen mit ERE-TK-Luc und p:

Der pRL-TK Vektor (Promega, Madison, WI, Nr. E224&%)thalt eine Herpes simplex Virus
Thymidinkinase (HSV-TK)- Promotorregion stromauftgawvon RLuc. Der HSV-TK sorgt

fur eine geringe konstitutive Expression des RLumtollreporters in den Zellen. Der pRL
.Kontroll-ReportERVektor* enthélt die cDNA, welchiie Renilla Luciferase (RLuc) kodiert.

Die konstitutive Expression der RLuc wird durchtimamte Promotor Elemente, die sich auf
dem Plasmid befinden, sichergestellt. ERE-TK-Lumo(Rega) ist der estrogeninduzierbare
Firefly Luciferase Reporter Vektor. Die Transfektiwird in 12-well Platten vorgenommen.
Zunachst werden in jedes Well 286Gerumfreies DMEM/F12 gegeben, welches ji|33us
Reagent (Invitrogen) enthélt. Diese Mischung isekti vor der Transfektion im ndétigen
Mafl3stab herzustellen. Die Platten werden fur 10it3mi Raumtemperatur inkubiert. Nun
werden 250l der ebenfalls frisch hergestellten Mischung aersimfreiem DMEM/F12 und
Lipofektamin (1,33l in 250ul Medium) auf die Zellen gegeben und wiederum 15iven
Raumtemperatur inkubiert.

Die Zellen werden zweimal mit PBS gewaschen uncatdref3end 5001 Transfection Mix
zugegeben. Dieser besteht aus 50ng pRL-TK unty@®ERE-TK-Luc je Well und wird direkt
vor Zugabe in der notwendigen Menge hergestellt.

Die Transfektion findet bei 37°C Uber 3 Stundenlmkubator statt. Im Anschluss wird das
Medium mit DMEM/F12, welches 10% cs-FBS enthéalsetzt und die Zellen, wie in oben
beschrieben, behandelt.

Ernten der MCE-7 Zellen

Nach der 24 Stunden Behandlung miussen die MCF-lerZzelum Einsatz im Luciferase
Assay geerntet werden. Unter dem Mikroskop wird destand der Zellen tberprift. Dies
geschieht unter Anwendung der ,Passive Lysis* Ma#&alie bei Promega beschrieben ist
(Instructions zu Kat.Nr. E1980). Zum Ernten derl&elwird Passive Lysis Buffer (5X)
verwendet (Promega Nr. E1941), der zunachst 1:®lesitilliertem Wasser verdinnt wird.
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Pro Well werden nach zweimaligem Waschen mit PBGuR6es verdinnten Puffers (1X)
eingesetzt; sind nur wenig Zellen in den Wells amdien, kann das Volumen auf 100
reduziert werden. Die Platten werden fur 15min Baumtemperatur geschittelt bis zur
vollkommmenen Lyse der Zellen (Mikroskop). Das ltygkann nun direkt aliquotiert (20-
30ul) im Luciferase Assay eingesetzt oder in markigppendorfgefal3e Uberfihrt werden
zur Lagerung bei —80°C.

Durchfiihrung des Luciferase Assays

Die Bestimmung der Luciferase Aktivitat erfolgt antAnwendung des ,Dual-Luciferase
Reporter Assay Systems“ (Promega, Madison, WI). Hasdelt sich um ein duales
Reportersystem, da simultan zwei individuelle R&genzyme innerhalb eines Systems
exprimiert und nacheinander gemessen werden, uad die Luciferase des Gluhwirmchens
(Firefly, lat. Photinus pyralis) und die der GaguRenilla (lat. Renilla reniformis). Die
Expression des einen Reporters ist hierbei an sieexperimentelle Bedingungen geknuipft,
und zwar wird das Promotor-Reportergen-KonstruktEERK-Luc durch E2 reguliert,
wahrend

die Aktivitat des co-transfizierten Reporters niokin diesen abhéangig ist (keine E2-
Regulation des pRL-TK). Er dient somit als interndentrolle. Bezieht man die jeweils
gemessene FFLuc-Aktivitat auf die entsprechendecRkiivitat, so ist es mdglich variable
59 Parameter im Experiment, wie beispielsweise tdoteede in der Zahl lebender Zellen, in
der Effizienz der Transkription oder in den Piggttblumina, zu minimieren.

Zuerst wird in einem Luminometer die Lumineszenz #aefly Reporters vermessen, die
durch Zugabe des Zelllysats in das vorgelegte keuvasfe Assay Reagent Il initiiert wird.
Sofort danach wird durch Zufiigen des ,Stop&Glo“-Best’ in denselben Reaktionsansatz
der erste Effekt gequencht und die Reaktion derilBehuciferase in Gang gesetzt
(Abbildung 15-3). Dies ist moglich, da die Struldnr der beiden Luciferase Enzyme
voneinander verschieden sind und die Enzyme umiiedicche Substratanforderungen
besitzen.

Die Firefly und auch die Renilla Luciferase fungierdirekt nach ihrer Translation als
genetischer Reporter. In der Firefly Luciferaseakatierten Reaktion wird unter Beteiligung
von ATP, Magnesium und Sauerstoff das Luciferin 2Driluciferin oxidiert und Photonen
werden emittiert (s. Abbildung 15-3), die gemesaenden. Die Renilla Luciferase oxidiert
unter Verbrauch von Sauerstoff das Coelenteratferini zum Coelenteramid und erzeugt
auf diese Weise Lumineszenz.

Der Luciferase-Assay umfasst folgende Schritte:

1. Zufuigen von 20l Zelllysat zum Luciferase Assay Reagent I, dakuminometer
Gefal3en zu je 1Q0vorgelegt wurde. Durchmischen durch auf und ge®ieren.
2. Messen der Firefly Luciferase Aktivitat.

3. Zugabe von 1Q0 ,Stop&Glo“-Reagent. Durchmischen.

4. Messen der Renilla Luciferase Aktivitat.

5. Das Luminometer wird so programmiert, dass esMiesswerte automatisch normalisiert
(FFLuc gegen RLuc) und den Mittelwert jeder Dregsimmung samt Standardabweichung
errechnet. Die Ergebnisse, ausgedrickt in relativiehteinheiten (Relative Light Units,
RLU), werden anschlieBend grafisch dargestélft.
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Abbildung 15-3 Verlauf der Luciferasereaktion. Zuerst wird die Lineszenz des Firefly Reporters vermessen
(Oxyluciferin), die durch Zugabe des Zelllysatsdims vorgelegte Luciferase Assay Reagent Il (enBéditle
Luciferin) initilert wird. Sofort danach wird durchufiigen des ,Stop&Glo“ Reagent (enthélt Coelertiera) in
denselben Reaktionsansatz der erste Effekt gequandhdie Reaktion der Renilla Luciferase in Gaegejzt.
Das durch die Reaktion emittierte Licht dient deeten Messung.
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