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Alles beginnt irgendwo, obwohl viele Physiker anderer Meinung sind. Die Leute haben
immer gewul3t, dal3 die Anfénge der Dinge recht problematisch sind. So fragen sie sich zum
Beispiel, wie der Fahrer des Schneepflugs zur Arbeit kommt oder wo die Autoren von
Worterblichern die richtige Schreibweise von Wortern nachschlagen. Dennoch ist der Wunsch
allgegenwértig, in den ausgefransten, verhedderten und verknoteten Netzen der Raum-Zeit
einen Punkt zu finden, auf den man deuten kann, daf3 hier, genau hier alles begann...

(Terry Pratchett)
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1. Einleitung

1.1. PCB in der Umwelt

Einst stellte Wladimir Schatalow, ein russischer Kosmonaut fest: , Wir blicken zum
Himmel auf, und er scheint unendlich zu sein. Wir atmen, ohne uns dessen bewufl3t zu
sein, as sel das selbstverstéandlich. Ohne nachzudenken reden wir immer wieder vom
endlosen Luftmeer. Aber dann setzt du dich in ein Raumschiff, wirst von der Erde
losgerissen, und binnen zehn Minuten stof3t du durch die Luftschicht, hinter der das Nichts
ist: Leere, Kdlte, Dunkelheit. Der unermefdiche blaue Ozean des Himmels, der uns das
Atmen ermdglicht und vor abgrindiger Weite und Tod schiitzt, hat sich a's ein ganz zartes
Hautchen erwiesen. Wie verhangnisvoll ist es, diese zarte Schutzhille des Lebens auch
nur im geringsten zu schadigen!“!*! So konnten Wetter- und Umweltsatelliten erstmals um
1987 Hinweise auf die Existenz eines Ozonlochs erlangen, welches durch die bis dato
sorglos verwendeten Fluorchlorkohlenwasserstoffe (FCKW) verursacht wurde und wird.
Kennzeichnend fir die halogenierten Kohlenwasserstoffe, also auch fir die
Polychlorierten Biphenyle (PCB), ist die hohe Persistenz, so dal3 sie, einmal in die
Umwelt gelangt, nach Jahren und Jahrzehnten noch eine betrachtliche Schadwirkung
entfalten kénnen.

1.1.1. PCB-Produktion

Diese weitreichenden Konsequenzen dirften O. Dobner 1876 nicht bewufl3t gewesen
sein, as ihm durch Destillation von Dioxydiphenyl mit einem , Chlorphosphor” die
erstmalige Synthese eines Dichlorbiphenyls gelang.!”

Aufgrund der vielen Vorteile, die PCB in der technischen Anwendung bieten, wurde
die groRtechnische Produktion von PCB etwa 1930 aufgenommen.” Die PCB-
Herstellung erfolgt Uber die Chlorierung der bei der Destillation von Steinkohleteer
anfallenden Biphenyle. Technische Gemische werden Uber den Chlorgehalt nach
Gewichtsprozenten klassifiziert. Sie wurden von den Herstellern Bayer (Bundesrepublik
Deutschland) unter den Namen Chlophen, von Monsanto (USA) als Aroclor, von
Kanegafuchi (Japan) as Kanechlor, von Mitsubishi (Japan) als Santotherm, sowie von
Prodolec (Frankreich) als Phenochlor und Pyralen hergestellt und vertrieben. Der
Marktfihrer mit 98 % Marktanteil auf dem wichtigen US-Markt war unangefochten



Monsanto, deren Produktpalette von Aroclor 1232 bis Aroclor 1260 reichte. Die letzten
beiden Ziffern der Aroclor-Produkte geben, mit Ausnahme des Aroclor 1016 (41%
Chlorgehalt nach Gewichtsprozenten), den Chlorgehalt nach Gewichtsprozenten an.!!

1.1.2. Chemische und physikalische Eigenschaften der PCB
Zu den positiven chemischen und physikalischen Eigenschaften der PCB in der
technischen Anwendung zahlen**!:
Hohe Hitzestabilitét und damit schwere Entflammbarkeit
Hoher Flammpunkt: 443-653 K
Relativ besténdig gegen Séuren, Laugen und andere Chemikalien

Stabil gegen Oxidation und Hydrolyse in technischen Systemen

Geringe Wasserlodlichkeit (0,1-7000 ng/L), aber gute Loslichkeit in unpolaren
organischen Losemitteln und auch in Fetten

Niedriger Dampfdruck

Sehr gute Warmeleitféhigkeit

Sehr geringe elektrische Leitfahigkeit (gute I solatoren)
Nicht explosiv

Flissig bei Raumtemperatur, Dichte r : 1,182-1,0566 g/cm? bei Raumtemperatur

1.1.3. Klassifizierung und technische Anwendung von PCB

Insgesamt gibt es 209 verschiedenen PCB-Kongenere, die sich durch Zahl und Stellung
der Chloratome im Biphenylmolekil unterscheiden. Die PCB werden nach einer Nomenklatur
von Ballschmiter und Zell klassifiziert,®” welche spater von der International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC) tbernommen wurde;



Tabellel:  Summenformeln, Nomenklatur, Isomerenverteilung auf die PCB-Homologen
sowie deren Chlorierungsgrad (in %)

Summen- PCB- Anzahl der IUPAC- % Chlor
formel homologe |somere Nomenklatur
Ci2HoCl Mono 3 1-3 18,79
Ci12HsCl2 Di 12 4-15 31,77
Ci2H/Cl3 Tri 24 16-39 41,30
Ci12H6Cly Tetra 42 40-81 48,56
Ci12HsCls Penta 46 82-127 54,30
Ci2H4Cls Hexa 42 128-169 58,93
Ci2HsCly Hepta 24 170-193 62,77
Ci2H:Clsg Octa 12 194-205 65,98
Ci2HClg Nona 3 206-208 68,73
C12Clyo Deca 1 209 71,10

meta orthoortho” meta’
3 2 23
para 4 4" para

cl cl
X5 6 & 5 Y

Abb. 1; Chemische Struktur von PCB

Aufgrund dieser vorteilhaften chemischen und physikalischen Eigenschaften ergeben sich
viele Einsatzgebiete fur PCB. Hierbei wird die Anwendung in ,offenen*, d.h.
umweltzugéanglichen und ,, geschlossenen® Systemen unterschieden. Theoretisch zeichnen sich
»geschlossene” Systeme dadurch aus, dal3 die PCB der Umwelt nicht zuganglich sind, aber in



der Praxis kommt es immer wieder durch Leckagen, Unfélle und illegale Deponierung zu
betr&chtlichen PCB-Emissionen in die Umwelt.

In offenen Systemen wurden PCB u.a as Schmiermittel in Getriebedlen und
Schraubenfetten, als Impragnier- und Flammschutzmittel fir Holz, Papier, Stoffe und Leder,
zur Beschichtung von Transparent- und Durchschlagpapier, als Weichmacher in Kunststoffen,
als Zusatzmittel in Klebstoffen, Dichtungsmassen und Fugenkitten, als Dispergiermittel in
Druckfarbe und al's Bestandteil von Antifoulingfarbe eingesetzt.

In geschlossenen Systemen wurden PCB als Zusatzdielektrikum fir Kondensatoren, as
Isolier- und Kuhlflissigkeit for Transformatoren, als Hydraulik-FlUssigkeit, in Hochdruck-
pumpen und automatischen Getrieben, vor allem im Bergbau eingesetzt.[*°)

So wurden z.B. 1974 in der Bundesrepublik Deutschland 1075 t PCB in Kondensatoren,
1130 t PCB in Transformatoren und 871 t PCB im Kohlebergbau eingesetzt. Der Anteil der
verwendeten PCB sank bei Transformatoren und Kondensatoren kontinuierlich, so dal3 1984
keine PCB in diesen , geschlossenen* Anwendungen mehr verwendet wurden. Im Bergbau
hingegen wurden 1984 immer noch 607 t eingesetzt. Insgesamt wurden in diesem Zeitraum in
der Bundesrepublik Deutschland 23269 t PCB in diesen Bereichen eingesetzt. Dabei wurden
zunehmend die hoéher- von den niederchlorierten PCB substituiert.

1972 schrankte Bayer die Lieferung von PCB auf den Gebrauch in ,geschlossenen®
Systemen ein. Bis zu diesem Zeitpunkt wurden etwa 23000 t PCB in , offenen” Systemen
verwendet.

1.1.4. Unfallein der Umwelt mit PCB: Yusho und Yu Sheng

PCB wurden 1968 in das grelle Licht der Offentlichkeit geriickt, als es in einer
L ebensmittelfabrik in Japan ein Leck im Kihlsystem gab. Dabei kontaminierte das geruch-,
farb- und geschmacklose PCB zunéchst unbemerkt einen ReisOltank. Das kontaminierte
Reisdl gelangte in den Verkauf, erreichte die Geschéfte und vergiftete etwa 14000 - 15000
Personen. Durchschnittlich nahmen die Menschen Uber einen Zeitraum von 6 Monaten 1,2 g
Kanechlor 400 (41 % Chlorgehalt nach Gewichtsprozenten) auf. Dies fuhrte zu Symptomen
wie Lidschwellungen, Vergrolierungen und starker Sekretion der Meibom-Driisen, Chlorakne,
Sehstorungen, Taubheit in den Gliedmalien, Schwache und Mudigkeit. Verzogert kamen
Blindheit, Hyperkeratose und deutliche Pigmentierung durch Akkumulation von Melanin in
den Basazellen der Epidermis, Gelbsucht, Diarrhoe, Veranderungen des
Menstruationszyklus, Neuropathien, Kopfschmerz und Haarausfall. Die Symptome wurden
weltweit as Y usho-Krankheit bekannt. Bei Frauen, die wahrend der Schwangerschaft von der
Y usho-Krankheit betroffen waren, kam es zu Totgeburten. Bei Lebendgeburten kam es zur



Hyperpigmentierung der Mund- und Schleimhaut, hyperplastische Veranderungen des
Zahnfleisches, abnorme Verkalkung der Schadelknochen und deutlichem Untergewicht. Die
as ,fetales PCB-Syndrom“ umschriebenen Storungen wurden auf PCB-verursachte
Beeintrachtigungen des Sexualhormon und Calciumhaushaltes zuriickgefihrt. Bis 1983
starben 120 Y usho-Patienten, 41 davon an Krebs. Am haufigsten betroffen war Lunge, Leber
und Magen.

Die hinsichtlich der PCB-Problematik erwachte Offentlichkeit wurde 1979 erneut durch
kontaminiertes Reisol, diesmal in Taiwan, erschittert. Ein Gemisch aus Kanechlor 300 und
400 trat aus einem Gerét aus, welches in der Reisolproduktion verwendet wurde. Etwa 2000
Menschen waren diesmal betroffen, die Symptome &hnlich denen der Y usho-Krankheit. Die
» Reisdlkrankheit* ging diesmal unter dem chinesischen Begriff Yu Sheng in die Geschichte
ein und forderte bis Ende Februar 1983 24 Todesopfer.[***2

1.1.5. Eintragsquantitaten von PCB in die Umwelt

Aber auch schon vorher, ndmlich 1966 wurden von Jensen die persistenten PCB erstmalig
in Umweltproben entdeckt.[*¥ Dieser Befund war fiir viele Fachleute zunéchst erstaunlich,
hatte man doch in dem Glauben gelebt, dal3 die chemisch relativ inerten PCB, wenn sie in die
Umwelt gelangen, erst tber limnische Systeme transportiert werden, um dann einfach auf
dem Grund der Ozeane zu sedimentieren. In der Tat werden PCB zwar auch auf diese Art und
Weise transportiert, aber ihr Verhalten in der Umwelt gestaltet sich komplexer. So schétzten
Tanabe und Tatsukawa in einer 1986 veroffentlichten Studie, dal3 19 % (entspricht 230.000 t)
der weltweiten PCB-Produktion in die Ozeane gelangt ist, von denen sich 99 % im Wasser
befinden. Auflerdem sollen sich 790 t in der offenen Ozean-Atmosphédre aufhalten.
Demzufolge wird also nur ein verschwindend geringer Anteil sedimentiert.*!

Insgesamt wird die weltweite Produktion auf 1,2-1,5 Mio. t PCB geschatzt.***® Geht
man von einer weltweiten Produktion von 1,2 Mio. t PCB aus, sind bereits etwa 30 % (400
000 t) in die Umwelt gelangt, 800 000 t PCB sind entweder noch in Gebrauch oder schon
deponiert. Von den Deponien kénnen die PCB nur durch Verdampfen entweichen. Etwa
4800 t PCB entweichen so jahrlich in die Atmosphare, dort verwellen sie mit einer
Aufenthaltsdauer von 60 Tagen. Danach werden sie irreversibel in Ozeane transferiert.[**

Aber auch durch Leckagen in ,geschlossenen” Systemen, bei der Verbrennung in
Hausmullofen unter 1273 K, der unsachgemdal3en Entsorgung PCB-haltiger Altgerdte oder
zuweilen auch einfach dadurch, , dal3 eine Handvoll Arbeiter” in der kanadischen Arktis , altes
Transformatorentl“ verbrennt, kénnen PCB in Gegenwart und Zukunft in die Umwelt
gelangen.[**8!



1.1.6. Bestimmung des Umweltverhaltens von PCB durch physikochemische Parameter

Erkldren 1&% sich das Verhalten der PCB in der Umwelt recht umfassend anhand
physikochemischer Parameter. Verglichen mit anderen Chemikalien haben PCB einen hohen
n-Octanol-Wasser Verteilungskoeffizienten (Koy), der Ublicherweise als log Kow-Wert
angegeben wird und bei PCB zwischen 3,79 (PCB 1) und 8,23 (PCB 209) liegt.*¥ In der
Konsequenz werden PCB an unpolaren Flachen adsorbiert und in lipophilen Matrices
akkumuliert.

Ein weiterer wichtiger Parameter ist der nach dem Henryschem Gesetz ermittelbare
temperaturabhéngige Dampfdruck (pg). Das Henrysche Gesetz gilt fir reale Lésungen mit
geringer Konzentration des geldsten Stoffes: (%

(Gleichung 1) Ps = Xg Kg
mit Xg: Molenbruch des gel6sten Stoffes

Kg: Henry-Konstante [Pa]

So ist der Dampfdruck tri- und tetrachlorierter Biphenyle groRer als 1 x 107 Pa, wahrend
die hoherchlorierten hexa- und heptachlorierten Biphenyle einen um eine Groéf3enordnung
niedriger liegenden Dampfdruck haben.!” Demzufolge sollten theoretisch tberwiegend
niederchlorierte PCB in der Atmosphére zu finden sein. Diese Tendenz wird auch in einer
Studie Uber den Gehalt verschiedener PCB-Kongenere in der Umgebungsluft in Augsburg
bestétigt.”

Die Verfrachtung der PCB erfolgt hauptsachlich tber den gasformigen Zustand oder tber
die Adsorption an Aerosole.l” Durch den marinen und atmosphérischen Transport werden
die PCB global, auch in die entlegensten Gebiete, verteilt. Die chloroganischen Substanzen
steigen in den warmeren Regionen auf und kondensieren schliefdlich an den Polen, die die
Senken fiir diese Substanzen bilden.[**4



1.1.7. Biotransformation von PCB durch Bakterien

Zu einem geringen Anteil kénnen PCB auch in der Umwelt abgebaut werden. Bakterien
wie z.B. Alcaligenes oder Acetinobacter konnen vor alem niederchlorierte PCB zu einer
Chlorbenzolcarbonsdure metabolisieren. Aber auch andere Oxydationsprodukte kodnnen
entstehen. So bildet das Bakterium Rhizopus Japonicus hydroxylierte Metabolisierungs-
produkte.

Steigt der Chlorierungsgrad, geht die Metabolisierungsrate in den meisten Fallen drastisch
zurtick. Nicht nur ein hoher Chlorierungsgrad, sondern auch die Position der Chloratome kann
die Metabolisierung erschweren oder ganzlich verhindern. PCB mit zwei Chloratomen in
ortho-Position zeigen eine hohe Resistenz gegeniiber der Biotransformation. Wenn sich ale
Chloratome an einem Phenylring oder in der 2,3-Position befinden, wird der mikrobielle
Abbau erleichtert.’>*!

Haufig wird von den Laborbedingungen, unter denen den Bakterien nur PCB-haltige
Losungen als aleinige Nahrung angeboten werden, auf Umweltbedingungen geschlossen.
Nicht selten zeigten sich Chlororganika unter Laborbedingungen abbaubar, wéhrend
»uberraschend” hohe Konzentrationen dieser Schadstoffe in der Umwelt gefunden wurden.
Hierbei wurde nicht berlcksichtigt, dal3 Bakterien in der Umwelt in der Regel en
reichhaltiges Angebot an leichter zuganglichen Kohlenwasserstoffen vorfinden und deshab
die schwer metabolisierbaren Chlororganika héaufig verschmahen (Marzipan-Effekt). Ferner
konnen Matrixeffekte, z.B. Komplexierung mit Huminstoffen zu ener partiellen
»Maskierung* und damit erschwerten Transformation fihren.

1.1.8. Bioakkumulation

Sehr umfangreiche Untersuchungen wurden bisher auf dem Gebiet der
Bioakkumulierbarkeit der lipophilen PCB in verschiedenen Biota vorgenommen. In nahezu
allen Kompartimenten wurden sie gefunden. Auf verschiedenen Wegen konnen PCB
aufgenommen werden. Pflanzen konnen in gewissem Mal3e PCB absorbieren bzw. an den
Blattern und Wurzeln adsorbieren.!””) Terrestische und marine Lebewesen werden
Uberwiegend (90 %-95 %) durch Aufnahme von lipidreicher (gr.: lipos = Fett) Nahrung mit
PCB belastet. Dabel ist es naheliegend, dal3 Herbivore geringer belastet werden als Carnivore
und bei den letzteren digenigen am stérksten, die am oberen Ende der trophischen Stufen
stehen. So war z.B. in einer Studie von Letcher die Biokonzentration von Polarbaren (Ursus
maritimus) mit PCB am stérksten, gefolgt von Seehunden (Poca hispida) und arktischem
Lachs (Boreogadus saida), gemal der Rangfolge des arktischen Nahrungsnetzes.”® Ein
weiterer Aufnahmepfad von PCB ist die Weitergabe an Schadstoffen Uber die Muttermilch.



Obwohl PCB seit 1983 in der Bundesrepublik Deutschland nicht mehr hergestellt und
bereits 1978 die Anwendung auf , geschlossene Systeme* beschrankt wurde, nimmt die
Belastung der persistenten PCB z.B. in Muttermilch nur sehr langsam ab (Abb. 2). Erst 1989
erliefd der Gesetzgeber eine Verbotsverordnung, die das Inverkehrbringen und Verwenden von
PCB untersagte.”® Im Y usho-geschadigten Japan reagierte man bereits 1972 mit dem Verbot
von Verwendung, Herstellung und Import von PCB. Die USA folgten den Japanern 1977 mit
dem Verbot der Herstellung von PCB. Rétselhaft bleibt, warum der deutsche Gesetzgeber mit
einer derartigen Verzégerung auf die PCB-Problematik reagiert hat.
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Abb. 2: Zeitlicher Verlauf des PCB-Gehaltes in Muttermilch in Deutschland B

Ein Nebenaufnahmepfad ist die Absorption von PCB durch die Lunge oder Epidermis bel
terrestischen Lebewesen. Analoges gilt fir die Kiemen oder Haut bel marinen Lebewesen.
Fur den Menschen ist die Aufnahme von PCB aus der Atmosphére hauptsachlich in PCB-
bel asteten Innenrdumen von Bedeutung.

In Tabelle 2 sind einige durchschnittliche PCB-Belastungen fir verschiedene
Kompartimente enthalten.®” Deutlich wird noch einmal die ubiquitére Verteilung und das
Biokonzentrationsverhalten der persistenten PCB. Der Mensch as Endglied des
Nahrungsnetzes ist von den PCB in besonderem Mal3e betroffen, wie die Belastung der
Muttermilch zeigt.*? Spitzenwerte wurden im Fettgewebe der Inuit-Bevolkerung mit 2000
ny/kg Fett fir das Kongener 153 oder 17 mg/kg fur die gesamten Kongenere gefunden. In den
L eberproben wurden Gesamtbel astungen von 12,2 mg/kg Fett und in Gehirnproben 2,0 mg/kg
Fett gefunden.[*®



Tabelle 2: Durchschnittliche Kontamination durch PCB 34

Kompartiment Konzentration
Luft (Bundesrepublik Deutschland) 5-30 ng/m?
Trinkwasser 2-10 ng/L
Flisse und Seen 10-100 ng/L
Sliwasserfische 1-20 mg/kg
Greif- und Seevogel (Fett) 50-1000 mg/kg
Sedimente und Bdden 0,1-1 mg/kg
Pflanzenmaterial 5-15 nmy/kg
Nutztiere (Fett) 150-200 nmy/kg
Milchfett (Kuh) 50-150 no/kg
Muttermilchfett um 0,4-2 mg/kg

Keineswegs sind PCB heutzutage aus der Umwelt verschwunden, wie aktuelle
Forschungsergebnisse von L uft, Sedimenten und Biota beweisen.*** So steht zu befiirchten,
dal’ PCB bis auf weiteres problematischer Bestandteil des Umweltkreislaufs bleiben werden.

1.2. Aufnahme und Verteilung von PCB im Korper

Nach der oralen Aufnahme gelangen die PCB zusammen mit Fetten nahezu unverandert
in den Magen- und Darmtrakt. Die PCB werden in ein lipophiles Milieu eingebettet (sog.
Kohlenwasserstoff-Kontinuum) und erreichen so schliefdlich das absorbierende Dinn-
darmephitel. Die hydrophoben PCB werden in den Darmmukosa-Zellen an Lipoproteine wie
Chylomikronen, Albumin oder LDL (low-density-lipoprotein)-Proteine assoziiert, welche
dann als Transportproteine fungieren.*”




Nach Erreichen des Extrazellul&rraums und der Passage der Darmlymphe erreichen die
Assoziate schliefflich das Blutplasma. Von dort wird das innerhalb des Transportmediums
Blut an die Transportproteine assoziierte PCB-Molekil zur Pfortader transportiert, weiter
Uber die Leber zu alen anderen Organen, dem ZNS und alle weiteren Geweben des
K érpers.®®

Da die Biotransformationsrate des hochchlorierten 2,2",3,4,4",5,5-Heptachl orbiphenyls
(PCB 180) mit 5 % im Vergleich zum monochlorierten 4-Chlorbiphenyl (96-97 %) sehr
gering ist, wurde es fir einen Langzeit-Futterungsversuch einer Ratte verwendet, um die
Bioakkumulierbarkeit des Mutter-PCBs zu ermitteln. Die Tendenz der hohen
Biotransformationsrate von niederchlorierten PCB wurde in einem Human-Versuch mit
einem freiwilligen Probanden bestétigt.*® Die héchsten Konzentrationen der mit PCB 180
Uber zwei Monate gefitterten Ratte wurden im Fettgewebe und in absteigender Reihenfolge,
gefolgt von Trachea, Leber, Milz, zentralem Nervensystem (ZNS), Lunge und Blut
gefunden.™ Daraus ist ersichtlich, das die grofte Quantitdt der PCB in den Fettzellen
immobilisiert wird. Im Fettgewebe wurden etwa 1000 ng/kg Korpergewicht PCB 180
gefunden, wahrend die néchst niedrigere Belastung in der Trachea unter 10% der Belastung
des Fettgewebes lag. Allerdings ist die hohe Belastung der Trachea wohl eher auf die hohen
oralen Aufnahmekonzentrationen des PCB 180 zurlickzufiihren und demzufolge eher kein
Spiegel natiirlicher Belastungspfade.

1.2.1. Aufnahme eines PCB-Lipoprotein-Assoziatsin die Zelle

Am Beispiel eines Adipozyten im Fettgewebe s die Aufnahme eines PCB-
Chylomikron-Assoziats in die Zelle aufgezeigt. Die Aufnahme erfolgt durch transzellulére
Kandle des Endotheliums zur Plasmamembran. Dort wird der Komplex via Endozytose durch
die Plasmamembran in die Zelle aufgenommen (Abb. 3-1). Der Endozytose schlief3t sich
intrazelluldr die Entfernung des ,,Coats* und die Fusion mit priméren Lysosomen (Abb. 3-2).
an, deren hydrolytische Enzyme dann die endozytierten Stoffe in den durch die Fusion
entstandenen sekundéren Lysosomen ,verdauen*, was in diesem Fall die Freisetzung des
PCBs zusammen mit Fettsduren zur Folge hat. Nach der Metabolisierung des Proteins kann
das PCB von den zahlreich vorhandenen Triglyceriden oder auch den Fettsduren solubilisiert
werden (Abb. 3-3). Das PCB verbleibt dort, bis das Fett mobilisiert wird.[*"
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Lytoplasmatizche: Membran

Abb. 3: Weg und Aufnahme eines PCB in einen Adipozyten: (1) Endozytose des PCB-
Chylomikron-Assoziats. (2) Ein priméres Lysosom fusioniert mit dem PCB-
Chylomikron-Assoziat. (3) Von Triglyceriden solubilisiertes PCB.

Die geschilderten Aufnahmemechanismen gelten fir Zellen algemein. Weitere Wege in
der Zelle sind nach der Metabolisierung des Transportproteins, die Assoziation des PCB an
verbliebene Proteinreste. Dieser Komplex kann seinerseits an das endoplasmatische
Retikulum assoziieren oder auch in den Mitochondrien aufgenommen werden.

1.2.2. Eliminationsraten der PCB

Hunde schieden drei Tage nach intraventser Injektion von radioaktiv markiertem PCB
153 3% mit dem Urin und 63% mit dem Kot aus. Dies Ergebnis zeigt, dal3 der Gberwiegende
Antell der Substanzen (Muttersubstanz, Metaboliten) den Organismus Uber den Darm verl&3t.
Die Geschwindigkeit der Ausscheidung wird durch die Elimination der PCB aus dem
Fettgewebe und durch das AusmaB ihrer metabolischen Umwandiung bestimmt.'” Bei der
Analyse von Vollblut von Yu Sheng-Betroffenen im Zeitraum 1980-89 wurden
Halbwertszeiten von 1,1-5,7 Jahren ermittelt. So verwundert es nicht, dal3 PCB in hohen
K onzentrationen im Korper akkumuliert werden.™”
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1.3. Toxikologie der PCB

Um die akute Toxizitdt der PCB beurteilen zu kdnnen, griff man auf die letale Dosis
zurtick, die bei 50 % der Versuchstiere zum Tod fihrt (LDsg). So lag der LDso-Wert bei der
oralen Gabe von Aroclor 1221 bel Ratten bei 4,25 g/kg Kopergewicht. Intoxikations-
erscheinungen waren Ulzerationen im DUnndarm und im Drisenmagen. Eine einmalige orale
Gabe von 50 mg/kg Kopergewicht Aroclor 1254 verursachte ebenfalls bei Ratten innerhalb
von 12 Stunden Leberwachstum und eine Induktion hepatischer mikrosomaler Enzyme!*”!

Bei Kaninchen wurden LDse-Werte von 0,79 bis 3,17 g/kg Kopergewicht nach dermaler
Auftragung von Aroclor 1221, 1242, 1248 und 1260 festgestellt. Nichtsdestotrotz liegt die
mittlere todliche Dosis von technischen PCB-Gemischen relativ hoch.™™”

Nicht die akute, sondern die chronische Toxizitét ist es, die zur weltweiten Achtung von
PCB gefihrt hat. Symptome chronischer Intoxikationen wurden bekannt, als Menschen in
Japan und Taiwan hochgradig kontaminiertes Reisol verzehrten. Unter dem Eindruck der Yu
Sheng und Yusho-Opfer haben Wissenschaftler in zahlreichen Untersuchungen mit
Versuchstieren versucht, ndheres tiber die Intoxikation mit PCB herauszufinden.

Die meisten chronischen Studien wurden mit technischen PCB-Gemischen
vorgenommen. Sie waren Grundlage bei der Ermittlung einer tolerablen PCB-Dosis fir den
Menschen. Ratten, denen Uber eine Periode von acht Monaten Aroclor 1254 und 1260 im
Futter in unterschiedlichen Konzentrationen von 1,572 mg/kg Kopergewicht verabreicht
wurde, zeigten einen dosisabhangigen Anstieg des relativen Lebergewichtes und vergrof3erte
Hepatozyten mit erhéhtem Lipidgehalt %

Ein breiteres Spektrum PCB induzierter Verdnderungen wurde beim Rhesusaffen
beobachtet. Nach Uber zweijdhriger oraler Gabe von 0,28 mg/kg Kdpergewicht fanden sich
beim Rhesusaffen massive Verdnderungen im Gewebe von Milz und Lymphknoten, Erosion
und Ulzeration des Zahnfleisches, hypertrophe Gastrophatien mit cystischer Dilatation
einzelner Drisen, vergroflerte und nekrotische Hepatozyten, Hypertrophie des
Gallengangepithels, Hyperplasie des Gallengangs, Hypertrophie des Gallenblasenepithels und
ein nicht eindeutiger Anstieg der Zahl an Lysosomen in den follikuléren Ephitelzellen der
Schilddriise.!*”

Der nach langfristiger Zufuhr beim Rhesusaffen ermittelte NOAEL-Wert (no observed
adverse effect level) lag bel 0,8 mg/(kg* Tag) und der LOAEL-Wert (lowest observed adverse
effect level) zwischen 0,1 und 0,2 mg/(kg* Tag)!*®
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1.3.1. Strukturspezifische Toxikologie

Die toxikologische Wirkung der PCB ist sehr stark von der Struktur der einzelnen
Kongenere abhangig. Gemeinsam haben alle Kongenere, dal3 sie ein Cytochrom-P450-
abhangiges Monooxygenase-System, besonders nach langerfristiger Aufnahme von PCB,
induzieren konnen.

Die erste Klasse bilden die dem 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (sog. , Seveso-
Dioxin“ oder 2,3,7,8-TCDD) strukturdhnlichen planaren PCB 126, 169, 77, die das
mikrosomale Monooxygenase-System Cytochrom P450 1A1 und 1A2 (dlitere Nomenklatur:
Cytochrom P-448-abhangige Arylhydrocarbon-Hydroxylase) auf folgende Weise induzieren:
Im Zellinnern existiert ein Ah-Rezeptor, der normalerweise an ein ,, Heat-Shock-Protein® (hsp
90) gebunden ist (Abb. 4-A). Wenn der Induktor an den Ah-Rezeptor bindet, dissoziiert das
hsp 90 ab (Abb. 4-B). Sehr haufig handelt es sich bei dem Induktor schon um das
Xenobiotikum selbst, so dal3 das Xenobiotikum seinen eigenen Metabolismus induziert
(Autoinduktion) (Abb. 4-C).

Der Induktor-Rezeptor-Komplex bindet an den Ah-Rezeptor nukledrer Translocator
(ARNT) (Abb. 4-D) und gelangt durch Translokation in den Nucleus (Abb. 4-E). Dort wird
das Hetero-Dimer an bestimmte Stellen der nukleoléren DNA, der ,, Xenobiotika Responsive-
Enhancer*, XRE assoziiert (Abb. 4-F). Durch Bindung des Induktor-Ah-Rezeptor-
Komplexes an die n-DNA wird die Transkription der nachfolgenden Strukturgene aktiviert
(Abb. 4-G). Trandation der messenger-RNAs (m-RNASs) bewirkt die Genexpression von
CYP1A1 (Abb. 4-H). Dadurch kommt es zur ,,echten®, d.h. auf Aktivierung der Transkription
beruhenden Enzyminduktion.

Nicht jeder Induktor des MC-3 (3-Methylcholanthren) Typs kann jedes Enzym der Ah-
Gen Batterie gleichermafen induzieren.[*” Der Ah-Rezeptor besitzt Bindungsstellen fiir groRe
planare hydrophobe Liganden. Eine der Bindungstellen ist 1,0 x 0,7 nm und hat etwa die
Abmessungen von ,, Dioxin“. Die andere ist 1,4 x 0,7 nm grof3, so dal3 3-Methylcholanthren
hinei npaf3t. /%2

13



Zytoplasma

Abb. 4: Molekularer Mechanismus der Induktion von CYP1A1 durch Genexpression
am Beispiel des PCB 126

Die PCB dieser Klasse weisen zwel Chlorsubstituenten in beiden para-Positionen und
mindestens zwei Chlorsubstituenten in den meta-Positionen auf. Wegen der Abwesenheit von
Chlorsubstituenten in ortho-Position werden diese Kongenere auch als koplanare oder als
non-ortho PCB bezeichnet. Abb. 5 verdeutlicht die Strukturen am Beispiel des PCB 126, dem
wirksamsten Kongener der non-ortho PCB im Vergleich zum ebenfalls koplanaren 2,3,7,8-
TCDD.

a, .Cl

Cl

PCB 126

2,3,7,86TCDD

Abb. 5: Strukturvergleich von 3,3",4,4",5-Pentachlorbiphenyl (PCB 126, oben) und
2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD, unten)
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Die toxikologische Folge in der Gabe von unterschiedlichen Konzentrationen des
planaren PCB 126 an schwangere Ratten, aul3erte sich bei dem Nachwuchs Uberwiegend in
starken Deformationen der Genitalien. Vermutlich wurden die Deformationen durch den Ah-
Rezeptor-Signal-Pfad ausgel ost.[*?

Zur zweiten Klasse gehtren Kongenere mit mindestens zwei Chlorsubstituenten in ortho-
Position. Sie induzieren das gleiche Cytochrom-P450 2B1 (altere Nomenklatur: Cytochrom-
P450-abhéngige Monooxygenasen), wie das as Antiepileptikum eingesetzte Barbiturat
Phenobarbital.[*¥! In diesem Fall ist die strukturelle Ahnlichkeit aufgrund der Ethyl-Gruppe
des Phenobarbitals nicht ganz so offensichtlich, aber dennoch gegeben, wie in Abb.6
visuaisiert wird. Kongenere wie die PCB 128, 153, 155, 180, 149, 132 und weitere gehdren
zu dieser Klasse.

PCB 128

Phenobar bital

Abb. 6: Strukturvergleich von 2,2°,3,3",4,4 -Hexachlorbiphenyl (PCB 128, oben) und
Phenobarbital (unten)

Jahrelang glaubte man, dal3 mit den ,, Dioxin®-8hnlichen koplanaren PCB die Toxizitét der
PCB vollsténdig erfal3t wurde. Doch neuere Erkenntnisse belegen, dal3 vor alem die ortho-
substituierten PCB in die Ca’*-vermittelte Signalilbertragung in Lymphozyten, neuronalen
Zellen und Muskelzellen eingreifen konnen, aso neuro- und immunotoxisch wirken
konnen.[4547]

Die dritte Klasse hilden die Kongenere, die nicht symmetrisch an beiden Ringen
substituiert sind, nur einen Chlorsubstituenten in ortho-Stellung und an beiden Ringen vicinal
in meta- und para-Stellung weitere Chloratome aufweisen. Sie induzieren sowohl Cytochrom
P450 1A1 und 1A2 as auch Cytochrom P-450 2B1 und werden as mixed type inducer
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bezeichnet. Dazu zéhlen die PCB 105 und 118. Zur Veranschaulichung ist das PCB 105 in
Abb. 7 dargestellt.

PCB 105

Abb. 7: 2,3,3",4,4 -Pentachlorbiphenyl (PCB 105), ein mixed type inducer

Die toxischen Effekte der koplanaren und der annéhernd koplaneren PCB und des 2,3,7,8-
TCDD werden auf deren Bindung an den cytosolischen Ah(Arylhydrocarbon)-Rezeptor
zurtckgefuhrt. Der Ligand-Rezeptor-Komplex verursacht im Zellkern durch seine
Wechselwirkungen mit speziellen DNA-Sequenzen, eine gesteigerte mRNA-Synthese, der im
Cytosol eine dosisabhéngige Induktion verschiedener Proteine insbesondere der Cytochrome
P-450 1A1 und 1 A2 folgt. Der Grad der Aktivierung wird in Immunoassays Uber die
Arylhydrocarbon-Hydroxylase (AHH)-, die Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)- oder die
Ethoxycumarin-O-deethylase (ECOD)-Aktivitdt gemessen.!*® Die Mindestdosis, um
Cytochrome P-450 1A im Menschen zu induzieren, liegt bei >600 mg/kg; fur PB-Typ-
Induktoren deutlich niedriger bei >20mg/kg.[*®

1.3.2. TEF-Konzept

Um die Toxizitét technischer PCB-Mischungen beurteilen zu kénnen, entwarf Safe 1990
ein System der toxischen Aquivalenzfaktoren (toxic equivalency factors, abgekiirzt TEF). Die
Toxizitdt der koplanaren oder annéhernd koplanaren PCB sollte in Relation zu dem sehr
giftigen ,, Seveso-Dioxin“, dem 2,3,7,8-TCDD gesetzt werden, welches eine maximale Ah-
Rezeptor-Antwort aufweist und damit willkirlich den TEF-Wert von eins bekam.®™® TEF-
Werte der dioxindhnlichen PCB wurden in zahlreichen toxikologischen Untersuchungen
ermittelt, sie reichen etwa von 1¥10° (PCB 167) bis 0,1 (PCB 126). Besondere Beachtung
haben dabel die non-ortho-PCB (77,126 und169) gefunden, denen die hochsten TEF-Werte
zugeschrieben werden.®™™ Durch Multiplikation der TEF-Werte mit der Konzentration des
betreffenden Kongeners und Addition aller Produkte 183 sich das Gesamt-
Toxizitadtsaquivalent (Gesamt-TEQ) bestimmen. Dieser TEQ-Wert entspricht in seiner
toxischen Wirkung dann der Aquivalenzkonzentration derselben Menge an 2,3,7,8-TCDD. 2

Allerdings ist das TEF-System nicht ohne Kritikpunkte geblieben. Es berlicksichtigt nur
dioxindhnliche toxikologische Effekte und nimmt eine Additivitdt der einzelnen TEQ-Werte
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an, so dal3 also implizit auf ein Fehlen von Antagonismen und Synergismen der Schadstoffe
untereinander geschlossen wird. Dieser Schluf3 scheint aus heutiger Sicht zu simplifizierend
zu sein, da PCB-Kongenere mit anderen PCB-Kongeneren oder auch mit anderen
Schadstoffen antagonistisch oder synergistisch interagieren kénnen. 5%

Hauptsachlich werden die TEF-Werte aus verschiedenen (semi)-chronischen in vivo-
Studien mit Sdugetieren extrahiert und zu einem einzigen Wert zusammengefigt. Im
wesentlichen wurden die TEF-Werte fur die Risko-Beurteilung von Schadstoffen fur
Menschen zitiert. Allerdings konnen sich speziell fur Fische und Vogel ganz andere TEF-
Werte ergeben, so daR die Extrapolation auf z.B. das aguatische Okosystem zu einer
eklatanten Fehleinschdtzung der Geféhrdungssituation fihren kann. Von daher stellt die
Einfihrung von ECOTEF-Werten in Kombination mit NOAEL- und LOAEL-Werten eine
sinnvolle Erganzung zu den TEF-Werten dar.!®® Auch wiesen Hithnerfuss et al. bereits 1994
auf die Bedeutung eines erweiterten TEF-Systems hin, das neben den koplanaren auch die
atropisomeren PCB erfassen sollte, die eine wichtige Rolle in der Umwelt spielen, aber bisher
bei der Beurteilung der Toxizitat nur unzureichend berticksichtigt worden sind.!*”

1.4. Methylsulfonyl-PCB in der Umwelt

Erstmalig entdeckten Jensen et al. 1976 die Methylsulfonyl-PCB (MeSO,-PCB) im Fett
von Seehunden in der Ostsee.®® Ebenfalls 1976 wiesen Mio et al. Methylthio-PCB (MeS-
PCB) und MeSO,-PCB in, zuvor mit PCB 52 gefiitterten, Mausen nach.!® Das daraufhin
erweckte Interesse, auch an MeSO,-PCB, forderte in der Folgezeit zahlreiche neue
Erkenntnisse Uber die Metaboliten in Umweltproben zu Tage. So fanden z.B. Haraguchi et al.
1986 MeSO,-PCB ebenfals in Gewebeproben von in schwedischen Kuistengewassern
lebenden Seehunden, aber auch in japanischen Humanproben.!®*®% Damit war klar, daR diese
Metaboliten in vielen Spezies vorkommen kénnen.

Forschungsschwerpunkt bildeten die marinen Sdugetiere, in denen tellweise Gesamt-
PCB-Konzentrationen (nur Mutterverbindungen ohne Metaboliten) im zweistelligen ng/g
extrahierbare organische Matrix (EOM)-Bereich gefunden wurden. Setzt man die
summarischen MeSO,-PCB-Konzentrationen in das Verhdtnis zu den Gesamt-PCB-
Konzentrationen, findet man speziesabhdngig Werte von 2-20 % (Tabelle 3). Am
umfangreichsten ist das Datenmaterial Uber die Untersuchungen von Polarbdren (Ursus
maritimus). Dort lag der Anteil an MeSO,-PCB-Metaboliten um die 5 %.

Polarbéren enthalten, verglichen mit ihrer Hauptnahrung den Seehunden (Halichoerus
grypus), ein deutlich einfacheres Muster an PCB-Kongeneren. Daraus kann geschlossen
werden, dal3 ein Tell der Metaboliten nicht aus der Nahrung stammt, sondern dal3 das
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effiziente Enzymsystem der Polarbéren fur die Bildung von Metaboliten verantwortlich ist.
Der grofdte Teil der Metaboliten in Polarbéren stammt, Letcher et al. zufolge, jedoch aus der
Nahrung.!®¥ Diese These wird durch die Arbeit von Kato et al. unterstiitzt, in der Ratten
verschiedene Dosen eines 3-MeSO,-PCB verabreicht wurden und die hepatische
K onzentration dieses Metaboliten nahezu dosisabhangig zunahm.!®

Deutliche Unterschiede zeigen sich zu den Vogeln, wie z.B. den Kormoranen
(Phalacroconax carbo) und den Albatrossen (Diomedea immutabilis), in denen nur etwa 0,2
bis 0,3 % der Gesamt-PCB MeSO,-PCB waren. Mdglicherweise sind héhere Exkretionsraten
oder aber eine geringere Bildung von MeSO,-PCB dafir verantwortlich. Beachtenswert ist,
dal? bis zu etwa 50 % der Gesamt-PCB-Konzentration Hydroxy-PCB ausmachen.*? In
Tabelle 3 wurden jewells die Durchschnittswerte mehrerer Untersuchungen zugrunde
ge egt_[es-n]

Tabelle3:  Speziesvergleich der MeSO,-PCB im Verhéltnis zu den Gesamt-PCB

Organ/ SPCB SMeSO,-PCB & MeO-PCB

. a PCB
Spezies Gewebe  [nygFetf] [n /g Fetf] in % (gerundet)
Mensch Fett 30,3 0,5 2
H ieng) Leber 12,9 0,7

omo sapiens
P Lunge 9,3 0,7 7

Polarbar Fett 5,7-15,9 0,3-0,7 4-5
(Ursus maritimus) Leber 25,6 1,1 4
Belugawal Fett 4,2-22,6 0,1-0,4 2.4
(Delphinapterus leucas) Leber 8,0 1,0 13

und F 28,0-790 2,7-3,4 2-10
(Halichoerus grypus) ett ~ T '
Gestreifter Delphin Fett L5 0.2 1
(Stenella coerueoal ba) ’ '
Otter Muskel 11,2 0,4 4
(Lutra lutra) L eber 67,6 13,5 20
Wilder Nerz Muskel 20,5 0,2 1
(Mustela vison) L eber 25,3 1,3
ormoran F 31,8 0,06 0,2
(Phalacroconax carbo) ett ' ' '
Albatros Leb 3,3 0,01 0,3
(Diomedea immutabilis) ol ' ’ ’
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Damit MeSO,-PCB gebildet werden konnen, missen sie einige strukturelle
Voraussetzungen mitbringen: Das PCB mufl3 an einem Phenylring in den 3,4-oder 4,5
Positionen vicinale Wasserstoffatome besitzen. Es kann in den 2,5 oder 2,5,6-Positionen
Uber Chlorsubstituenten verfigen (Abb. 8).>" Umgekehrt formuliert, fuhrt die
Abwesenheit von 3,4- oder 4,5-vicinaAlen Wasserstoffatomen zu ener bevorzugten
Akkumulation dieser PCB im Korper.l”” Oftmals wird die 4'-Chlorsubstitution am zweiten
Phenylring als weitere strukturelle Voraussetzung genannt. Allerdings ist fraglich, ob dieses
ein notwendiges Kriterium darstellt, da auch einfache Chlorbenzole MeSO,-PCB-Metaboliten
bilden.!"®!

Cl Cl Cl Cl I
3
5
Cl Cl

PCB 70 PCB 110
Abb. 8: PCB 70 und 105 mit notwendigem Substitutionsmuster zur Bildung von
MeSO,-PCB

Alle in Tabelle 4 aufgefihrten MeSO,-PCB entsprechen den zuvor genannten
strukturellen  Mindestanforderungen. In  verschiedenen BiotaProben wurden bisher
mindestens 28 verschiedene Kongenere nachgewiesen, davon sind zehn bei Raumtemperatur
stabile chirde Kongenere!® Zu beachten ist die durch Einfihrung einer
Methylsulfonylgruppe bisweilen gegénderte Prioritat gemal? der IUPAC-Nomenklatur.
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Tabelle4:  In Biota nachgewiesene PCB, sowie deren MeSO,-PCB-Metaboliten. (Chirale
Kongenere sind fett gedruckt).

Mutter-PCB . Position der MeSO,-
. Position der
(Balschmiter- . MeSO,-PCB Gruppe und der
Chlorsubstituenten .
Nomenklatur) Chlorsubstituenten
31 245 3-31 3—MeSOZ-2,4,,5
4-31 4-MeS0,-2,4",5
49 0 45 3-49 3—MeSOZ-2,2, ,4,,5
4-49 4-MeS0,-2,2" 4,5
S 3-52 3-MeS0,-2,2° 5,5
2 2,255 P
> ’ 4-52 4-MeS0O,-2,2" 5,5
, 3-64 3-MeS0O,-2,4,5,6
64 2,346 ,
4-64 4-MeSO,-2,4,5,6
. 3-70 3-MeS0O,-2,3' 4,5
70 23,45 .
4-70 4-MeS0,-2,3 4,5
, , 3-87 3-MeS0,-2,2",3° ,4' 5
87 2,2°,3,45 e
4-87 4-MeS0,-2,2",3' 4,5
o 3-91 3-MeS0,-2,2" 4" 5,6
1 22,346
o 284, 4-91 4-MeS0,-2,2" 4 ,5,6
o 3-95 3-MeS0,-2,2" 55,6
22.,35,6 .
% 4-95 4-MeS0,-2,2 55,6
, , 3-101 3-MeS0,-2,2° 4 55
101 22,455 s e
0 4-101 4-MeS0O,-2,2" 4" 5,5
. 3-110 3-MeS0,-2,3",4°,5,6
110 233,46 .
4-110 4-MeS0O,-2,3" 4" 5,6
o a 3-132 3-MeS0,-2,2",3,4°,5,6
132 2,2,33,4,6 e
3 4-132 4-MeS0,-2,2,3 45,6
, , 3-141 3-MeS0O,-2,2",3° 4 55
141 2,2°,3,455 R
4-141 4-MeS0O,-2,2",3',4° 5,5
o 3-149 3-MeS0,-2,2" 4,55 ,6
149 2,2.,345,6 s e
4-149 4-MeS0,-2,2' .4 55,6
o , 3-174 3-MeS0,-2,2",3,4° 55,6
174 2,2,3,3,45,6 o
4-174 4-MeS0,-2,2",3 4 55,6
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1.4.1. Organ- und Gewebe-spezifische Akkumulation von 3- bzw. 4-MeSO,-PCB

Weiterhin kdnnen die einzelnen PCB-Metaboliten auch unterschiedlich stark in den
Organen bzw. Geweben akkumuliert werden. Am Beispiel von HO-PCB-Metaboliten konnten
Bergman et al. in einer aufschlul3reichen Studie zeigen, dal3 Ratten Metaboliten gewebe- und
organdifferenziert akkumulieren.”” Die Ratten wurden drei Tage lang mit je 25 mg/kg
Korpergewicht Aroclor 1254 gefiittert und nach der letzten Gabe im Abstand von 1, 7 und 14
Tagen getotet. Die Konzentration der Muttersubstanzen, gemessen am PCB 153, nahm in der
Lunge, Leber, Nieren und Fettgewebe stetig ab. 4-HO-2,3,5,3",4"-pentaCB konnte, bis auf das
Fettgewebe, in alen Organen nachgewiesen werden. Besonders interessant ist das Verhdtnis
vom Hydroxy-Metaboliten zum nicht abgebauten PCB 153. In der Lunge lag es am ersten
Tag bei 5 % und stieg im Verlauf von 14 Tagen auf 90 %. Fir die Leber ist im gleichen
Zeitraum ein Anstieg von 10 % auf 100 % zu verzeichnen. Erstaunlicherweise sinkt das
Verhdtnisin den Nieren von 20 % am 7.Tag auf 3 % nach 14 Tagen.

Bel Seehunden dominierte in einer Studie von Jandk et al. das 3-101 gegeniiber dem
4-101 im Fettgewebe, gefolgt von der Leber, wdhrend in der Lunge nur eine sehr geringe
Konzentration dieses Metaboliten nachgewiesen werden konnte. Das chirale 3-149 wurde in
der Leber in der hochsten Konzentration, gefolgt von der deutlich niedrigeren Konzentration
in der Lunge und einer sehr niedrigen Konzentration im Fettgewebe, nachgewiesen.”® In
einer éhnlichen Studie konnten Prud"homme et al. die Ergebnisse von Janék et al. fir das 3-
101 im Fettgewebe von Seehunden bestétigen. Darliber hinaus wurde festgestellt, dal3 aus den
Kongeneren 31, 49, 70 und 101 Gberwiegend die 3-MeSO,-PCB und dal’ aus den Kongeneren
87, 110 und 149 hauptsichlich die 4-MeSO,-PCB gebildet werden.[” Besonders augenfllig
war bei von Weistrand et al. untersuchten Humanproben die selektive Bildung von dem 3-132
(19,8 ng/g EOM) gegentiber dem 4-132 (0,07 ng/g Fett) in der Leber. Im Fettgewebe
hingegen lagen die Konzentrationen der 3-und 4-132-1somere im Bereich von 0,4 bzw. 0,7
ng/g Fett.™ In untersuchten Otterlebern fanden sich nach einer Studie von Haraguchi et al.
fast ausschliefdich die 3-MeSO,-PCB. Die Leber-spezifische Retention der 3-MeSO,-PCB
wurde auch bei wilden Nerzen, wenn auch nicht so ausgepréagt wie beim Otter, festgestelIt.*”!
Wahrscheinlich flhren sterisch anspruchsvolle Chlorsubstituenten in Vicinalstellung zum
Epoxid zu einer bevorzugten Bildung der entsprechenden 3- oder 4-MeSO,-PCB.
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1.4.2. Entstehungvon MeSO,-PCB

Aul¥er der unveranderten Akkumulation im Korper konnen PCB auch metabolisiert
werden. Dazu missen sie, analog dem oben fir einen Adipozyten beschriebenen Weg in
einen Hepatozyten gelangen. Auf der cytosolischen Seite des endoplasmatischen Retikulums
befinden sich u.a. die Cytochrome P-450 2B, die das beispielhaft verwendete 2,3,4°,6-
Tetrachlorobiphenyl (PCB 64) (Abb. 9-A) epoxidieren kénnen (Abb. 9-B), sofern sie die
unter 1.4 bereits genannten strukturellen Voraussetzungen mitbringen. Sofern das Epoxid
gebildet ist, teilen sich die Metabolisierungspfade zu den Hydroxy-PCB (HO-PCB) und den
MeSO,-PCB.

Das Epoxid, ein sogenannter Phase-I-Metabolit, migriert in das Cytosol und wird dort
durch den cysteinischen Schwefel des Phase-11-Enzyms, des Tripeptids Glutathion (GSH), an
der 3- oder 4-Position nucleophil angegriffen (Abb. 9-C1). Generell kann so immer die 3-
oder 4-Position substituiert werden; aber um die Abb. 9 Ubersichtlicher zu gestalten, sei hier
beispielhaft die Entstehung des 3-MeSO,-2,4",5,6-Tetrachlorobiphenyls (3-64) dargestellt.
Diese Reaktion kann durch Glutathion-STransferasen (GST) stark beschleunigt werden. Sie
halten das Substrat an einer lipophilen Bindungsstelle in réumlicher N&he des gebundenen
Glutathions fest. Als Reaktionsprodukt entsteht ein Monohydroxy-PCB/GSH-Addukt (Abb.
9-C2). Ausgehend von diesem Addukt kann Glutathion durch Einwirkung weiterer
Peptidasen eliminiert werden, so dass ein HO-PCB-Metabolit gebildet wird (Abb. 9-D).
Hydroxy-PCB konnen auf3erdem auch noch auf anderem Wege, durch die direkte Insertion
einer Hydroxy-Funktion, gebildet werden.[!

Das nach Dehydration entstandene Cystein-Addukt (Abb. 9-E) wird weiter Uber den
Mercaptursaure-Pfad (mercapturic acid pathway=MAP) metabolisiert. Im einzelnen spaltet
zuerst g-Glutamyltranspeptidase Glutaminsdure vom Komplex ab (Abb. 9-F). Dann erfolgt
die Abspaltung von Glycin mittels Cysteinglycinase (Abb. 9-G). Als letzter Schritt im MAP
wird das Konjugat acetyliert. N-Acetyltransferase ist hierfir verantwortlich (Abb. 9-H).

Die entstandene Mercaptursaure kann den Hepatozyten verlassen und in der
Gallenflissigkeit zum Gastrointestinal-Trakt gelangen. Einmal im Gastrointestinal-Trakt
angekommen, erfolgt teilweise eine reversible Deacetylierung der Mercaptursure und dann
eine Spaltung der C-S-Bindung von b-Lyasen. Das erhaltene Thiol (Abb. 9-1) kann as freies
Thiol ausgeschieden oder weiter methyliert werden. Die Methylierung wird durch in intestinal
basierten Mukosa-Zellen enthaltene  SMethyltransferasen  katalysiert, die S
Adenosylmethionin (SAM) as Methylgruppen-Donor verwenden. Der Methylthio-Metabolit
(Abb. 9-J) kann Uber den enterohepatischen Kreislauf zurtick in die Hepatozyten transportiert
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und dort von Cytochrom P-450-Systemen in einer ersten Oxidation zu Methylsulfoxid-PCB
(MeSO-PCB) (Abb. 9-K) oder in einer zweiten Oxidation zu Methylsulfonyl-PCB (Abb. 9-L)
oxydiert werden.

Im weiteren Verlauf kann der Metabolit nun Gber Faces ausgeschieden oder durch erneute
Resorption in lipidhaltigen Geweben akkumuliert werden. Aul3erdem ist auch eine weitere
Metabolisierung der MeSO,-PCB-Metaboliten zu bissMeSO,-PCB mit den MeSO,-Gruppen
jeweils in para-Stellung gefunden worden.!*0283881

Gluthation, Abk.GSH, (Glu-Cys-Gly)

HaN-CH-(CH2)2-CO-NH-CH-CO-NH-CH2-COOH

COOH CHoSH

23



\CHz

Cl

—_—
-H20

HOOCCHCH 2

ArCl «—

-Glycin
Cysteinglycinase

N- Acetyltransfer

HOOCCHCH 28 cl

HOOCCHCH 2CH2CHN

I
HOOCCH2HNCCHCH 2S Cl

ArCl

H2

E
l o Glutamyltranspeptidase

-Glutaminsaure

HOOCCH2H NCCHCH 2S

g@ngrCI

HS,

Transport zum
Gastrointestinal - Trakt

HNgCHg ArCl

—_—

ArCl

1) Deacetylierung

H3C

ArCl
zweite Oxidation
| |

3MeS0p-PCB 64 3-MeSO—PCB 64
K

l Akkumulation in
lipidhaltigen Geweben

H 3(‘\
/O

ArCl

Fézes

Abb. 9: Metabolisierungspfade am Beispiel des PCB 64

24

2) C-S-b-Lyase I I

Methylierung durch [
S-Adenosylmethionin (SAM)l

S Cl
i : : ;;Arc
| |

Katalysiert von
SMethyltransferasen

H3
Transport zur

-
erste Oxidation



1.4.3. Toxikologie der MeSO,-PCB

Oftmals sind es gerade die bei der Biotransformation entstehenden Metaboliten, die die
Giftwirkung auslosen. Ein gangiges Beispiel ist der in der Bevolkerung weit verbreitete
chronische Alkoholkonsum (ca. 1,5 Mio Alkoholkranke in Deutschland). Der Alkohol wird
hauptséchlich durch das Enzym Alkoholdehydrogenase zundchst zu Acetadehyd
metabolisiert. Anhaltende Ethanolzufuhr fuhrt zu einem Anfluten des reaktiven Metaboliten,
des Acetaldehyds, der am Zustandekommen nekrotischer Verénderungen beteiligt ist und in
schweren Fallen letztendlich zu einer Leberzirrhose fithren kann.!**#? |nsbesondere schadigen
hohe Acetaldehydspiegel die Mitochondrien und vermindern die Effizienz des Krebszyklus.
Der reaktive Acetaldehyd kann Pyridoxaphosphat (Vitamin B6) von seinem Apoprotein
verdrangen und damit zum -bei Alkohol-Kranken haufigen- Vitamin B6-Mangel beitragen.®

Ein klassischer Vertreter einer grof3en Gruppe von Umweltchemikalien ist das bel
unvollstandiger Verbrennung organischer Materialien (z.B. Zigarettenrauch, gegrilltes oder
gerauchertes Fleisch) entstehende Benzo(a)pyren. Dieses Prokarzinogen gehoért zu den
Substanzen, die erst durch korpereigene Biotransformation sogenannte ultimale Karzinogene
bilden. Interessanterweise entstehen bei der Biotransformation von Benzo(a)pyren Uber 50
Metaboliten, die wiederum Einflul auf die einzelnen metabolischen Schritte nehmen
(Hemmung oder Stimulation). So kdnnen Entgiftung und Giftung gleichzeitig ablaufen. Das
ultimale Karzinogen, namlich das (+)-Benzo(a)pyrene-7,8-diol-9,10-epoxid reagiert kovalent
mit Guanin in der nukledren DNS und |6st damit die erste Stufe der Karzinogese aus.'®!

Aus dem Gesagten geht hervor, dal? auch die Metaboliten der ubiquitéren Umweltgifte,
der PCB, besondere Aufmerksamkeit erlangten. Nach mehr als einjhriger Applikation einer
MeSO,-PCB-Kongeneren-Mischung nahm die Reproduktionsrate bei Nerzen um fast die
Hélfte ab. Teillweise hatten die Metaboliten einen stérkeren Einfluf3 auf die Reproduktionsrate
als bei der Applikation der Mutter-PCB.*® Aber nicht in jedem Fall sind die Metaboliten
aktiver als ihre Muttersubstanzen, so zeigten z.B. Hydroxy-PCB eine geringere Ah-Rezeptor
Bindungsaffinitéat als ihre Muttersubstanzen.®” In Versuchen mit Ratten zeigte sich, dai 3-
MeSO,-PCB, im Gegensatz zu 4-MeSO,-PCB, starke PB-Typ-Induktoren der hepatischen P
450-Enzyme sind.!®¥ Im Vergleich zu den Muttersubstanzen kénnen einige 3-MeSO,-PCB die
Cytochrome P-450 2B1, 2B2, 3A2 und 2C6 in Rattenlebern um ein vielfaches starker
induzieren.!® Wirft man einen Blick zu den bromierten Biphenylen, scheinen sich keine
fundamentalen Unterschiede zu den PCB zu ergeben.® Die groRere sterische Beanspruchung
der Brom- gegentiber den Chlorsubstituenten scheint keine Auswirkungen auf enzymatische
Resaktionen zu haben.

Mitunter ist es bereits gelungen, Bindungsproteine fur diverse MeSO,-PCB auszumachen.
Es handelt sich dabei wahrscheinlich um ein Uteroglobin-ahnliches 14 kDa-Protein, das aus

25



dem Lungenzytosol von Ratten partiell isoliert werden konnte.®® Das Protein wird fir die
Akkumulation von MeSO,-PCB im Lungengewebe von Ratten verantwortlich gemacht.!®

Bedenklich ist, da3 MeSO,-PCB auch auf Hormone, wie z.B. das Schildriisenhormon
Thyroxin wirken kénnen. Kato et al. (L-3,5,3",5 - Tetraiodthyronin, Abk. T4), dessen Pegel
die MeSO,-PCB reduzierten.®™ In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daf3
MeSO,-PCB auch auf weitere hormonelle Systeme wie das Glucocorticoid-System Einfluld
ausiiben konnen (siehe Kap. 5.1).

1.5. Atropisomere PCB

Vom griechischen cheir (Hand) abgeleitet, wurde der Begriff der Chiralitét gepréagt.
Chiral werden Objekte oder Molekile bezeichnet, die nicht mit ihrem Spiegelbild zur
Deckung gebracht werden konnen. Chirale Molekile sind auch optisch aktiv, da sie die
Schwingungsebene von linear polarisiertem Licht drehen. Ein chirades Molekdl und sein
Spiegelbild bilden ein Enantiomerenpaar (gr. Enantion= Gegenteil), die die Ebene des
polarisierten Lichts um den gleichen Betrag, aber in entgegengesetzte Richtung drehen. Die
theoretische Beschreibung besagt, dal? ein Molekdl nur dann chiral sein kann, wenn es keine
Drehspiegelachse S, besitzt. Sofern ein Molekdl ein Inversionszentrum i besitzt, ist es
zwingend achiral und damit optisch inaktiv.[%

Haufig kommt in der belebten Natur nur eines von beiden Enantiomeren vor. Beispiele
dafur sind die Aminosaure L-Alanin oder die Milchsdure, die in der Zdllflussigkeit nur als L-
Lactat auftritt. Phanomenal ist auch das in der Natur enantiomerenrein auftretende Carvon.
Das eine Enantiomere duftet nach Dillsamen, wahrend das andere as Geruch von
Krauseminzen wahrnehmbar ist. Obwohl sich die Enantiomere nicht beziglich ihrer
physikalischen und chemischen Eigenschaften unterscheiden, werden oftmals biochemisch
sehr unterschiedliche Wirkungen gefunden.'®¥ In diesem Zusammenhang wird Contergan®
immer wieder als ein trauriges und schon fast klassisches Beispiel genannt. Der chirale
Wirkstoff des Contergans® Thalidomid (Abb. 10) wurde als Racemat in den Verkauf
gebracht. Vor allem werdenden M(ittern wurde das 1957 auf den Markt gebrachte Contergan®
verschrieben, damit sie ,eine ruhige und angenehme Nacht® verbringen konnten, so
zumindest damals das Werbeversprechen. Das eine Enantiomer erbrachte auch tatséchlich die
gewlnschte sedative Wirkung. Das andere entfatete hingegen eine fruchtschadigende
Wirkung. Erst vier Jahre spéter, 1961, wurde das Medikament vom Markt genommen. Bis
dahin wurden bereits etwa 5000 Kinder mit schweren Mi(3bildungen geboren. Allerdings hétte
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der enantiomerenreine Wirkstoff diese Tragtdie nicht verhindert, da diese Substanz im
K orper racemisiert wird.[**

Abb. 10: Strukturformel von (-)-Thalidomid

Unter dem Begriff Chiralitét wird haufig die zentrale Chiralitdt mit asymmetrisch
substituierten C-Atomen verstanden. Daneben gibt es noch die planare, die helicale und die
axiale Chiralitat.” Die axiale Chiralitdt wird bei Biphenylen auch as Atropisomerie
bezeichnet. Von den 209 moglichen PCB-Kongeneren sind 78, theoretischen Berechnungen
von Pittmann et al. zufolge, chiral, 19 davon sind auch noch bei Raumtemperatur gegen
Racemisierung stabil. Dabei handelt es sich um die PCB 45, 84, 88, 91, 95, 131, 132, 135,
136, 139, 144, 149, 171, 174, 175, 176, 183, 196 und 197. Die Energiebarriere wird fast
ausschliefdlich durch die sterisch anspruchsvollen ortho-Chlorsubstituenten und nur in der
deutlichen Minoritét durch elektronische Effekte bestimmt.!*® Die bei Raumtemperatur
stabilen PCB weisen eine Energiebarriere gegen Racemisierung von tiber 80 k/mol auf.[*”
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2. Chromatographische Trennverfahren unter Verwendung chiraler

Trennsaulen

2.1. Chromatographische Trennverfahren

Unter dem Oberbegriff Chromatographie (gr.: chroma = Farbe; graphein = schreiben)
werden zahlreiche physikalische Trennverfahren zusammengefaldt. Dieser Name ist historisch
bedingt, da zunéchst nur farbige Substanzen getrennt wurden. Alle chromatographischen
Trennverfahren arbeiten mit einer mobilen und einer stationdren Phase. Im wesentlichen
unterscheidet man die Chromatographie nach den beiden Prinzipien der Verteilungs- und
Adsorptionschromatographie.

Die Gelpermeationschromatographie (GPC) arbeitet zum Beispiel nach dem Prinzip der
Ausschluf3chromatographie. Genauer gesagt, handelt es sich um eine Grof3enausschluf3-
chromatographie, bei der grél3ere Molekile nicht in die Poren der porésen stationdren Phase
hineindiffundieren kdnnen und somit zuerst eluieren, wéahrend kleinere Molekile durch
Diffusion in die Poren langer auf der Sdule gehalten werden. Diese Eigenschaft ist in der
Umweltanalytik von unschétzbarem Vorteil, da stdrende Matrix, vor alem Lipide, von den
zumeist kleineren Analyten abgetrennt werden kdnnen.

Die Gaschromatographie (GC) und die High performance liquid chromatography (HPLC)
funktionieren nach dem Prinzip der Adsorptionschromatographie. Ein Gemisch aus mehreren
Substanzen kann durch unterschiedlich starke Adsorption der Analyten an die stationdre
Phase in die einzelnen Bestandteile aufgetrennt werden. Je stérker die Wechselwirkungen mit
der stationdren Phase ausgepragt sind, desto langer ist die Retentionszeit. Allerdings spielt
auch die Diffusion eine Rolle und zwar um so mehr, je langer die Analyten auf der Saule
verwellen. Bel langen Retentionszeiten kann sich die Trennleistung durch Diffusion, die sich
bei der Auswertung der Chromatogramme as tailing bemerkbar macht, deutlich
verschlechtern. Optimiert sind demzufolge die kirzesten Retentionszeiten, bel gleichzeitig
maximaler Trennung der Substanzen. Da beides gleichzeitig nur schwer zu verwirklichen ist,
wird in der Praxis, je nach Anspruchslage, entweder die zeitliche oder die qualitative
Komponente starker betont. Grundsétzlich kann man die chromatograpischen Trennverfahren
qualitativ und quantitativ betreiben. Gerade die HPLC eignet sich auch fir préparative
Trennungen.

Oftmals reicht es in der Umweltanalytik aus, Substanzengemische mit einer achiralen
stationéren Phase zu trennen, da man nur an deren ldentifizierung und Quantifizierung
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interessiert ist. Schwierig wird das Unterfangen, wenn chirale Substanzen untersucht werden
sollen, etwa weil man sich neue Erkenntnisse Uber enantioselektive Enzymprozesse erhofft.
Waéhrend achirale Phasen fir die Trennung von sterisch und physikochemisch haufig sehr
unterschiedlichen Substanzen eingesetzt werden, mussen chirale Phasen die physikochemisch
gleichen und nur rdumlich anders angeordneten Enantiomere trennen koénnen. Die
Enantiomerentrennung wird zu Recht as die Konigsdisziplin der Chromatographie
bezeichnet, weil hier hdchste Anspriiche an das Saulenmaterial und die die Trennung
beei nflussenden Parameter gestellt werden miissen.*®

Die Gute der Enantiomerentrennung kann mit Hilfe von folgenden chromatographischen
Kennzahlen beschrieben werden:

Der Retentionsfaktor k ist ein Mal3 fur die Verweilzeit einer Substanz auf einer Saule. K
héngt von der Temperatur, der Flu3geschwindigkeit (= flow) und vom Phasensystem (der Art
von mobiler und stationdrer Phase) ab:

(Gleichung 2) k=t~
t0
mit tr = Retentionszeit der Substanz und to = Der Totzeit der Saule

Der Trennfaktor a wird aus dem Quotienten der Retentionsfaktoren k, und k; gebildet. Um in
der HPLC zu erreichen, sollte a bei einem Wert tber 1,05 liegen:

(Gleichung 3) a=-—*=

mit ky» = Retentionsfaktoren der beiden Enantiomere

Eine weitere Kennzahl ist die Aufldsung R:
(Gleichung 4) W L
4 k+1

mit N = Trennstufenzahl

Aus der letztgenannten Formel &3t sich folgern, dal3 eine Verdoppelung der Séulenlange die

Auflésung R lediglich um den Faktor 1,4 verbessert (\/E). Erst ab einer Auflgsung von R 3
1,5 sind die peaks basislinien-getrennt.

Oftmals ist esin der Praxis schwierig, R zu bestimmen. Da das Hauptinteresse bei einer
guantitativen HPLC-Trennung in einer Basidinien-Trennung besteht, ist es sinnvoll, einen
maoglichst einfach handzuhabenden Parameter T zu bestimmen, der die Relation zwischener
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minimalen Hohe hni, zwischen den Enantiomerenpeaks und der maximalen Peakhohe hpax
des ersteluierenden peaks als prozentualen Wert angibt (Abb. 11). Bei einem T-Wert von null
ist das Racemat nicht angetrennt, bei einem Wert von 100 handelt es sich um eine Basidlinien-
Trennung. Das entspricht einem R-Wert von 1,5. Jeder dazwischenliegende T-Wert zeigt
sozusagen die Qualitét der Enantiomerentrennung an und wird nach folgender Formel
berechnet:

- 85
(Gleichung 5) T:§1- mh 100

hmax hmin

Abb. 11: Variablenermittlung der Trennqualitét T

2.1.1. Cyclodextrine

Als besonders geeignet fur chirale Trennungen haben sich in der Vergangenheit
Cyclodextrinphasen erwiesen. Die Cyclodextrine (CD) wurden Ende des 19. Jahrhundert von
Villiers entdeckt und bestehen aus 6, 7 oder 8 1,4-a-glykosidisch verknlpften
D-Glucopyranose-Einheiten und werden als a-, b- und g-Cyclodextrine bezeichnet (Abb.
12).992%1 Cyclodextrine entstehen beim enzymatischen Abbau von Stérke durch den Bacillus
circulans unter Einwirkung von Cyclodextringlycosyltransferase und werden durch selektive
Ausféllung gewonnen. In ihrer dreidimensionalen Struktur erinnern sie an  einen
Basketballkorb mit unterschiedlich grofen Ringdurchmessern (Abb. 12). Das Innere des
Hohlraums ist lipophil, so dal3 ein unpolarer Teil des Analyten in den Cyclodextrinring
eindringen kann.
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HO
-Cyclodextrin ﬂ-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
1.37 nm 1.53nm — 1.69 nm
0.57 a v 0.78 N -‘ 0.96
(=) (=) =)
‘ 0.78 nm ‘ 0.78 nm ‘ 0.78 nm

Abb. 12 Strukturformeln und Abmessungen der a-, b- und g-Cyclodextrine

2.1.2. Enantioselektive Gaschromatographie mit modifizierten Cyclodextrinen

Zwar gelang 1983 Koscielsky et al. erstmalig die gaschromatograpischen Trennungen
von a- und b-Pinen mit einer in Formamid gelGsten nativen a-Cyclodextrin-Phase, aber fir
die hochauflésende Gaschromatographie erwiesen sich die nativen Cyclodextrine als
ungeeignet, well sie sich beim Schmelzen zersetzen und nicht in den in der
Gaschromatographie gangigen Polysiloxanphasen l6sen lassen.[*®”  Abhilfe schafften
derivatisierte Cyclodextrine, die heute ihre vielfdltigen Anwendungen in der
Gaschromatographie gefunden haben. Mit derivatisierten Cyclodextrinphasen wurde bisher
eine Bandbreite sehr unterschiedlicher Substanzen wie den Terpenen, Pheromonen,
Pharmaka, Agrochemikalien und viele Umweltschadstoffe wie die PCB sowie deren
Metaboliten enantioselektiv getrennt.!*%2%"
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Zu den in der Gaschromatographie gebrauchlichen Phasen gehtren z.B..
Heptakis(6-O-methyl-2,3-di-O-n-pentyl)-b-cyclodextrin
Heptakis(2,6-di-O-methyl-3-O-n-pentyl)-b-cyclodextrin
Octakis(2,3,6-tri-O-ethyl)-g-cyclodextrin (TEG-CD)
Octakis(3-O-butyryl-2,6-di-O-n-pentyl)-g-cyclodextrin (Lipodex E?)

Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-)-b-cyclodextrin  (2,3-Me-
6-TBDMS-b-CD)

In der vorliegenden Arbeit wurde hauptséachlich das letztgenannte b-Cyclodextrinderivat
in verschiedenen Mischungsgraden mit den achiralen Saulenmaterialien OV 1701 und SE 52
verwendet.

2.1.3. Enantioselektive HPLC mit modifizierten Cyclodextrinen

In der HPLC werden neben den Cellulose- und Amylosederivaten in jingerer Zeit auch
verstarkt makrozyklische Glykopeptide eingesetzt. Armstrong stellte diese makrozyklischen
Antibiotika, die als chirale stationdre Phasen verwendet werden kénnen erstmals 1994 auf
einer Konferenz in Pittsburgh (USA) vor. Zu diesen Antibiotika z&hlen die Vancomycin-
(Handelsname: Chirobiotic V), die Teicoplanin- und die Ristocetin A-Phasen. Eine ganze
Reihe von Pharmaka, wie z.B. Ibuprofen, Warfarin, Mephobarbital und Fenoprofen, konnte
mit diesen chiralen Phasen getrennt werden.

Die Cyclodextrine werden in der HPLC nativ oder derivatisiert mittels eines sogenannten
Soacers chemisch an modifizierte Kieselgele gebunden. Die Immobilisation der
Cyclodextrine ist in der HPLC notwendig, weil die polaren Lésungsmittel sie andernfalls aus
der Saule spilen wirden. Die Cyclodextrinphasen, insbesondere die b-Cyclodextrine, wurden
sehr erfolgreich in der enantioselektiven Trennung von PCB, sowie deren Metaboliten
eingesetzt.

Neben den nativen a-, b-, g-Cyclodextrinen werden derivatisierte Cyclodextrine wie die
permethylierten (PerMe) a-, b- und g-Cyclodextrine oder auch speziellere Phasen wie das
monofunktionalisierte  PerMe-b-Cyclodextrin M ono[6-O-(aminohexyl)-2,3-di-O-methyl]
heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)cyclomalto-heptaose  eingesetzt.  Entweder werden die
Cyclodextrine einfach mittels eines Alkylspacers oder, etwas aufwendiger, mittels eines

32



funktionalisierten Spacers an die modifizierten Kieselgel, oftmals Aminopropylkieselgel
gebunden, wie Abb. 13 veranschaulicht.!**®

K@&eelgel Spacer
/ lSI—O\ /OR

@) Si @)
e NN
/S|_O

MeO OMe

permethyliertes Cyclodextrin

Abb. 13 PerMe-b-CD an Aminopropylkieselgel gebunden

2.1.4. Optimierung der HPL C-Parameter

Neben dem Sdulenmateria gibt es noch zahlreiche weitere Parameter, die die Trennung
der Enantiomeren beeinflussen:

L sungsmittelzusammensetzung
Art der Lésungsmittel
Temperatur
FlieRgeschwindigkeit (flow)
Puffersysteme

Im rever sed-phase Modus werden polare Ldsungsmittel eingesetzt, die sich nach ihrer
Starke unterscheiden: Acetonitril> Methanol>Wasser. Um optimale Trennungen zu erzielen,
werden zur Feinabstimmung héufig Losungsmittelgemische wie z.B. Methanol/\Wasser
eingesetzt. Da die Losungsmittel die Analyten unterschiedlich gut von der Cyclodextrinphase
eliminieren kénnen, besteht ihre Wirkung vor allem in der Variation der Retentionszeit.
Generell wird die Trennung der Enantiomeren mit zunehmender Retentionszeit besser,
verbunden alerdings mit zunehmenden nachteiligen Diffusionseffekten, die die verbesserte
Trennung wieder aufheben kdnnen.
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Ein weiterer wichtiger und leicht zu &ndernder Parameter ist die Temperatur. Generell
wird die enantioselektive Trennung durch niedrige Temperaturen positiv beeinfluf3. Hierin
liegt gegenliber der Gaschromatographie ein erheblicher Vorteil, da auch thermisch sensible
Substanzen enantioselektiv getrennt werden konnen. Allerdings muf3 in der Nadhe des
Gefrierpunktes des Losungsmittels mit grofer Vorsicht gearbeitet werden, da die
Hochdruckpumpe der HPL C sonst grof3en Schaden nehmen kann.

Zwar gilt auch fir die Flief3geschwindigkeit, dal? die Trennung um so besser wird, je
geringer der flow eingestellt wird. Bei zu geringem flow nimmt die Diffusion deutlich zu,
verschlechtert also das Ergebnis. Das Optimum kann unter Beachtung der Van-Deemter-
Kurve gefunden werden. Erfahrungsgemald spielt die Diffusion erst bei sehr geringen
Flief3geschwindigkeiten eine grolere Rolle, die in der Praxis aufgrund zu langer
Retentionszeiten aber nicht angestrebt werden.

Insbesondere bei chiralen Pharmaka kann die Variation des pH-Wertes des
Losungsmittels durch den Einsatz von Puffersystemen wie z.B. Essigsdure/Triethylamin
(TEA) oder Triethylaminacetat/Ammoniumnitrat entscheidende Vorteile erbringen. So kann
z.B. Phenylalanin erst bei pH 4 unter Einsatiz des Essigsdure/TEA-Puffers Basisinien-
getrennt werden, wahrend bei pH 6 noch Uberhaupt keine Antrennung zu verzeichnen ist. Fr
die PCB-Metaboliten ist der Einsatz von Puffersystemen nicht sinnvoll und auch nicht
erforderlich, da durch Optimierung der anderen Parameter ausreichende Enantiomeren-
trennungen erreicht werden konnten.

2.1.5. Voraussetzungen fur chirale Diskriminierung

Voraussetzung fur die chirale Diskriminierung ist nach der Pirkle-Regel mindestens eine
Drei-Punkt-Interaktion zwischen Adsorbat und Adsorbens.!**? K oshland und Mesecar fanden
heraus, dal? die Drei-Punkt-Interaktion fir viele biochemische Prozesse nicht ausreichend ist
und beflrworteten deshalb eine Vier-Punkt-Interaktion als Mindestvoraussetzung fir diese
Systeme™? Diese Interaktion zwischen Adsorbat und Adsorbens fuhrt zur chiralen
Diskriminierung, so dal} die Enantiomere unterschiedlich stark retardiert werden. Die
eingangs erwahnten Adsorptionskréfte des Adsorbats an dem Adsorbens lassen sich durch
folgende Wechselwirkungen noch néher spezifizieren:

p-p Wechselwirkungen
Wasserstoffbriickenbindungen
Inklusion

Sterische Wechselwirkungen



Dipol-Dipol Wechselwirkungen
|onenaustausch

Beeinflussen lassen sich diese Wechselwirkungen durch geeignete Wahl der stationdren
Phase sowie durch die zahlreichen zuvor genannten Parameter. Durch die Vielfat der die
Trennung beeinflussenden Parameter zéhlt die HPLC einerseits zu den diffizilen
chromatographischen Verfahren, andererseits erdffnen sich gerade dadurch Chancen, auch
bisher nicht oder nur schwer trennbare chirale Substanzen zu separieren.

2.2. Qualitative HPLC/ Optimierung der Trennqualitét

Zuerst sollten fur die Enantiomerentrennung der Metaboliten verschiedene Saulen getestet
werden:

1. 30 x 4 mm natives b-Cyclodextrin (Macherey—Nagel)

2. 30 x4 mm PerMe a-Cyclodextrin (Macherey—Nagel)

3. 30 x 4 mm unvollsténdig methyliertes b-Cyclodextrin (Macherey—Nagel)

4. 30 x 4 mm g-Cyclodextrin (Macherey—Nagel)

5. 250 x 8 mm an Aminopropyl gebundenes PerMe-b-Cyclodextrin (Dittmann et al)
6. 250 x 8 mm unvollsténdig methyliertes b-Cyclodextrin (Macherey—Nagel)

7. 250 x 8 mm PerMeb-Cyclodextrin (Macherey—Nagel)

Die kommerziellen Sdulen werden mit einem oder mehreren Spacern versehen, well die
Synthese eines garantiert nur monofunktionalisierten Cyclodextrin nicht wirtschaftlich
durchgefiihrt werden kann. Eingesetzt werden unpolare an Kieselgel gebundene spacer,
wahrend Dittmann et al. spacer mit polaren Gruppen in der Alkylkette synthetisierten.
Aulerdem ist seine Synthese so aufgebaut, dal3 die Autoren nur monofunktionalisierte PerMe-
Cyclodextrine erhalten haben und keine statistisch verteilte Funktionalisierung wie bei den
kommerziellen Phasen. Zieht man in Betracht, dal3 mindestens eine Drei-Punkt-Interaktion
zwischen Adsorbat und Adsorbens zur chiralen Diskriminierung notwendig ist, sollten
moglichst reine Phasen fir eine optimale Enantiomerentrennung eingesetzt werden.

Qualitativ getrennt werden sollten die folgenden MeSO,-PCB: 3-91, 4-91, 3-132, 4-132,
3-149, 4-149, 3-174 und der PCB-Metabolit 4-MeO-149. Die a- und g-PerMe-
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Cyclodextrinphasen, die native b-Cyclodextrinphase. sowie die von Ellerichmann verwendete
monofunktionalisierte PerMe-b-Cyclodextrin-Saule erwiesen sich zur LoOsung dieser
Trennprobleme als ungeeignet und wurden deshalb im weiteren Verlauf dieser Arbeit nicht
mehr eingesetzt. Méglicherweise hat die monofunktionalisierte PerMe-b-Cyclodextrin-Saule
eine im Laufe der Zeit unginstige chemische Veranderung erfahren, so dal3 nur noch der
Einsatz der kommerziellen HPL C-Saulen ratsam erschien.

Diese  kommerziellen praparativen 250 x 8 mm PerMe-b-Cyclodextrin-Saulen
unterschieden sich durch ihre Methylierungsgrade. Generell zeichnen sich permethylierte
Trennphasen dadurch aus, dal3 alle Hydroxy- durch Methoxygruppen ersetzt sind. Haglund
setzte zwei solcher hintereinandergeschalteter PerMe-b-CD-Saulen des gleichen Herstellers
erfolgreich ein, um damit die meisten chiralen PCB mittels der HPLC zu trennen.™*Y) HPLC-
Saulen diesen Typs (aber anderer Chargen!) wurden auch erfolgreich fir die
Enantiomerentrennung der PCB-Metaboliten eingesetzt. Zuerst wurde die PerMe-b-CD-Saule
eingesetzt, die, wie in Tabelle 5 ersichtlich, die wichtigen MeSO,-PCB 3-149 und 3-174
entweder gar nicht oder schlechter als die kleine mit unvollstandig methyliertem b-
Cyclodextrin gepackte 30 x 4 mm Saule trennte. Jaus et al. stellten in ihren Untersuchungen
ebenfalls fest, dal3 unvollstandig methylierte Cyclodextrinphasen besser trennen kénnen als
permethylierte Cyclodextrinphasen.’*"**#113 Gl{icklicherweise gelang es dem Chemiker
Riering von Macherey-Nagel eine weitere 250 x 8 mm Saule mit dem nicht vollstandig
permethylierten b-Cyclodextrin zu packen und so en erfolgreiches up-scale fur die
guantitativen  Enantiomerentrennungen zu ermdglichen. Die exakte chemische
Zusammensetzung der Saulenmaterialien konnte leider im Rahmen dieser Arbeit nicht
ermittelt werden, da sich bereits an Kieselgel gebundene Cyclodextrinderivate ihrer Analyse
nahezu entziehen 19712113

Eigentlich sollte man erwarten kdnnen, dal3 es entweder keine deutlichen Unterschiede in
der Trennleistung der beiden Saulen geben wiirde oder dal3 eine der beiden Saulen die andere
vollstandig Uberragt. Nicht verwunderlich wére es, wenn es sich dabei um die vollstéandig
permethylierte b-Cyclodextrin-Saule handeln wirde. Erstaunlicherweise unterschieden sich
die beiden Saulen bisweilen erheblich und ebenso erstaunlich erganzten sie sich oft
komplementér, wie in Tabelle 5 und den Abb. 14 und Abb. 15 demonstriert wird. W&hrend
die unvollstandig permethylierte b-Cyclodextrin-Séule die MeSO,-PCB 3-149 und 3-174
besser trennte, war die PerMe-b-Cyclodextrin-Séule bei der Trennung der Metaboliten 3-91,
3-132, 4-132, 4-149 und 4-MeO-149 zum Teil deutlich Uberlegen. Die geringfiigigen
Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung der beiden Saulen bewirkten sehr
unterschiedliche Trennleistungen der strukturell im Grunde sehr &hnlichen MeSO,-PCB.
Allerdings kann die Regel von Pirkle, der zufolge der Einsatz eines moglichst reinen chiralen
Selektors die besten Enantiomerentrennungen hervorbringen mafdte, in dieser Arbeit nicht
gestutzt werden, weil die besten Enantiomerentrennungen in einigen Fallen auf der chemisch
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eher uneinheitlichen unvollstandig methylierten b-Cyclodextrin-Séule erhalten wurden. Im
wesentlichen gibt es zwei Erklérungsmaoglichkeiten:

Entweder ist ein unvollsténdig methyliertes Cyclodextrinderivat der einzig aktive chirae
Selektor und die restlichen Cyclodextrinderivate nur Fillmaterial oder die verschiedenen
modifizierten Cyclodextrine wirken in der Kombination als chirale Selektoren. Nach dem
bisherigen Erkenntnisstand ist es wahrscheinlicher, die letztgenannte Mdglichkeit in Betracht
zu ziehen, also die Kombination verschieden methylierter b-Cyclodextrin-Spezies als
optimale chirale Selektoren.

So wird noch einmal verdeutlicht, dal3 chirale Trennungen mit der HPLC nur unter
Optimierung der zahlreichen Parameter und des Saulenmaterials mdglich sind. Die
Trennbedingungen konnten unter Einstellung einer Flufl3geschwindigkeit von 1,5 mL/min,
einer Saulentemperatur von 278 K und einem Loésungsmittelgemisch von 80/20
(Methanol/Wasser) optimiert werden. Diese optimaen Einstellungen wurden fur ale in
Tabelle 5 genannten MeSO,-PCB verwendet.

Tabelle 5: Leistungsvergleich der relevanten HPLC-Trennsdulen, (to= 36 sec)

Untermethylierte b-Cyclodextrin-Saule PerMe-b-Cyclodextrin-Saule
PCB- Ret. 1 Ret2 a-Wet T-Wert | Retl Ret2 a-wert T-Wert
Metabolit i) [min] (% | [min] [min] [%]
3-91 33,7 24,3 1.10 50 289 341 118 100
4-91 24,3 25,0 1,03 5 378 388 1,03 5
3-132 37,8 - 1,00 0 444 474 1,06 60
4-132 26,2 - 1,00 0 374 397 1,06 55
3-149 47,7 56,0 1,17 100 | 486 - 1,00 0
4-149 32,6 - 1,00 0 423 482 114 100
4-MeO-149| 29,3 30,9 1,05 20 571 608 1,06 80
3-174 33,7 47,7 1,41 100 | 282 299 1,06 80
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Abb.14: Vergleich der Enantiomerentrennung von 4-132 auf der unvollsténdig
methylierten b-CD-Saule (li.) und der PerMe-b-CD-Saule (re.)
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Abb.15: Vergleich der Enantiomerentrennung von 3-149 auf der unvollsténdig
methylierten b-CD-Saule (oben) und der PerMe-b-CD-Saule (unten)
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2.3. Verfahrensentwicklung einer quantitativen Enantiomerentrennung mittels HPLC

Wenn bel der qualitativen HPLC zur Diskriminierung der Enantiomere eine Antrennung
von T = 20 % reichen kann, um die Enantiomere eindeutig zuzuordnen, wird bei der
guantitativen HPLC eine weitestgehende Enantiomerentrennung bendtigt, um einerseits
Uberhaupt enantiomerenreine Verbindungen zu erhalten und andererseits minimale
Substanzverluste verkraften zu missen. Quantitativ sollten die MeSO,-PCB 3-91, 3-132, 4-
132, 4-149, 3-149 und 3-174 getrennt werden. Fir die Trennung der letztgenannten beiden
MeSO,-PCB wurde die préparative unvollstandig methylierte b-Cyclodextrin-Saule, fur die
restlichen Metaboliten die préparative PerMe-b-Cyclodextrin-Saule eingesetzt.

Mit zunehmender Injektionsmenge wird eine Saule hoher belastet. Dies hat zur Folge, dal3
die Trennqualitét T abnimmt. Wenn eine geringe Injektionsmenge gewahlt wird, sollte im
Idealfall eine Basidlinientrennung erhalten werden. Vorteilhaft ist, dald sofort ohne eine
weitere Aufreinigung reine Enantiomere erhalten werden. Nachteilig kann die grof3e Anzahl
an Injektionen, gekoppelt mit einem hohen L6sungsmittelverbrauch und dementsprechend
hoheren Kosten, sein.

Deshalb wurden zwei unterschiedliche Verfahren zur quantitativen Enantiomeren-
trennung getestet: Das erste Verfahren (= Verfahren 1) verfolgte das Ziel, mit vielen niedrig
dosierten Injektionen ohne weitere Aufreinigung sofort reine Enantiomere zu erhalten. Beli
dem zweiten Verfahren (= Verfahren 2) sollten wenige, zugleich hoch dosierte Injektionen
erfolgen. Dabei wird die Saule zwar hoher belastet, zugleich sinkt der Lésungsmitteleinsatz
deutlich. Das fihrt zu Zeit- und Kosteneinsparungen, bei gleichzeitig geringerer
Umweltbelastung. Nachteilig sind die zusétzlichen Aufarbeitungsschritte, da die Enantiomere
bei der ersten Trennung meistens nicht rein erhalten werden. Ebenfalls nachteilig ist der mit
den weiteren Reinigungsschritten verbundene Substanzverlust. Soweit die theoretische
Gegenuberstellung der beiden Verfahren; im Folgenden wird der praktische
Verfahrensvergleich erlautert.

2.3.1. Quantitative Enantiomerentrennung mit Verfahren 1

Pro Lauf wurden etwas Uber 10 ng des MeSO,-PCB-Metaboliten 3-174 injiziert.
Insgesamt waren 200 HPL C-Laufe notwendig, um 2,1 g Racemat aufzutrennen. Abweichend
von den sonst Ublichen HPL C-Parametern wurde bei diesen Trennungen mit einem flow von
0,5 mL/min gearbeitet. Um die basislinien-getrennten Enantiomere (Abb. 16) aufzufangen,
wurde ein Retentionszeiten-gesteuerter autosampler verwendet. Bel  Erreichen der
voreingestellten Retentionszeiten fing der autosampler beide Enantiomere getrennt in zwel
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250 mL-Kolben auf. Um die Qualitdt der Enantiomerentrennung zu erhdhen, wurde das
zwischen den basislinien-getrennten Enantiomeren anfallende Eluat verworfen. Insgesamt
wurden 4,8 L Methanol, 1,2 L Wasser und 2 L n-Hexan verbraucht. Die Aufarbeitung der
enantioselektiv getrennten Analyten erfolgte durch dreimaliges Ausschitteln des polaren
L sungsmittelgemisches mit n-Hexan und anschlief3endem Einengen zur Trockene.

80
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Abb. 16: Quantitative Enantiomerentrennung des 3-174 in niedriger Konzentration

Klar ist, dald es bei 200 HPLC-L&ufen eine Schwankungsbreite der Retentionszeiten
geben muf3, deshalb sollte die Reinheit der erhaltenen Enantiomere tGberpriift werden. Dazu
wurden den Eluat eine Probe entnommen und erneut injiziert. Die Reinheit ergibt sich aus
dem Verhdtnis der Verunreinigung zu der gewlinschten Substanz und betrug bel der ersten
Fraktion 98,7 % und bei der zweiten 94 %. Die Ausbeute lag bei 0,8 mg bzw. 0,7 mg.

Insgesamt war der Zeit-, Losungsmittel- und Kostenaufwand des Verfahrens 1 recht hoch.
Die zweite Fraktion wurde trotz Basislinientrennung nicht nicht in ausreichender Reinheit
erhalten, so dal3 weitere clean-up-Schritte notwendig wurden (Abb. 17). Das heil, dal3 die
vorgereinigte Fraktion auf ein Volumen von 1,0 mL eingengt und erneut jewells in einem
Injektionsvolumen von 250 pL injiziert wurde. Diese Prozedur wurde gegebenenfalls
wiederholt, bis eine hohe Enantiomerenreinheit erreicht wurde. Ursache fur die
Notwendigkeit des weiteren clean-up ist die grofie Anzahl der HPLC-L&ufe und die damit
verbundenen Schwankungen der Retentionszeiten. Da der autosampler bel fest
voreingestellten Retentionszeiten aktiviert wurde, konnte der Retentionszeiten-shift nicht
berlicksichtigt werden. Obwohl das zwischen den Enantiomeren anfallende Eluat verworfen
wurde, konnte das zweiteluierende Enantiomer nicht ohne weitere Aufreinigung in

40



zufriedenstellender Reinheit erhalten werden. Nachteilig ist des weiteren, dal3 die
Substanzverluste sowie die Kontaminationsgefahr mit steigender Zahl der HPLC-Lé&ufe

grofier werden.
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Ersteluierendes Enantiomer (= Fraktion 1) mit einer Reinheit von 98,7 %;
zweiteluierendes Enantiomer (= Fraktion 2) mit einer 94 %igen Reinheit und nach
weiterer Aufreinigung mit einer Reinheit von 99,x % (eingeblendete Grafik)

Abb. 17

2.3.2. Quantitative Enantiomerentrennung mit Verfahren 2

Mit Einfuhrung dieses Verfahrens sollte versucht werden, das erste drastisch zu
verbessern. Dazu wurde die Menge pro Injektion mit 0,46 mg mehr as vervierzigfacht,
wodurch die Zahl der HPLC-Laufe von 200 auf 12 reduziert werden konnte, bel gleichzeitiger
Erhéhung der zu trennenden Racematmenge von 2,1 auf 2,8 mg. Die Flief3ggeschwindigkeit

wurde von 0,5 mL/min auf 1,5 mL/min verdreifacht.

Aul¥erdem wurde die starre zeitabhangige autosampler-Steuerung aufgegeben und durch
eine flexible peak-Hohen-abhéngige ersetzt. Sobald der UV-Detektor ein signifikant
ansteigendes Signal verzeichnete, wurde der autosampler nach einer gewissen Totzeit, die
sich aus der Flief3geschwindigkeit und der zuriickgelegten Wegléange vom Detektor zum
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autosampler ermitteln 14R3t, aktiviert. Bei Uberschreiten einer vorher festgelegten peak-Hohe
fing der aktivierte autosampler an, das Enantiomer im Kolben zu sammeln, beendete den
Sammelvorgang nach Unterschreiten einer zweiten Marke. Mit dem zweiteluierenden
Enantiomer wurde genauso verfahren. Allerdings missen die Aktivierungs- bzw.
Deaktivierungsmarken individuell festgelegt werden. Dabel ist zu beachten, dal3 sich die
peak-Hohe vom Grundlinienrauschen deutlich genug abheben mul3, weil es sonst zu einer
Fehlsteuerung des autosamplers kommen kann. Diese Methode ist gegentiber einer
zeitabhangigen autosampler-Steuerung unbedingt vorzuziehen, weil die Retentionszeiten der
Substanzen trotz gleicher Konditionen sehr stark variieren konnen.

Trotz der vielfach hoheren Injektionsmenge wurde immer noch eine hervorragende
Basidinientrennung des 3-174 erhalten (Abb. 18). Die Ausbeute des ersteluierenden
Enantiomers lag bel 2,3 mg und die des zweiteluierenden bei 1,9 mg.
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Abb. 18: Quantitative Enantiomerentrennung des 3-174, Injektionsvolumen 250uL,
Konzentration 2,2 mg/mL

Insgesamt bleibt festzuhalten, dal3 im Vergleich des Verfahren 2 zum Verfahren 1 der
Losungsmittelverbrauch um 80 %, der Zeitbedarf um Uber 90 % und die Kosten dem
entsprechend, reduziert werden konnten. Des weiteren wurden aufgrund der verbesserten
Trennparameter und vor alem des Einsatzes des peak-Hohen-abhangig gesteuerten
autosamplers, die Enantiomere ohne jegliche weitere Aufarbeitung in sehr hoher Reinheit
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erhaten (99,x %)(Abb.19). Natirlich ist der 3-174-Metabolit ein Ausnahmefal bel der
Enantiomerentrennung von MeSO,-PCB, well in diesem Fall die Retentionszeiten der
Enantiomere auf3ergewohnlich weit auseinanderliegen .

16

mAU 3-174 Fraktion 1  Fraktion 2
46,4/\ 29,1
i A\

Abb. 19: Enantiomerenreine Fraktionen 1 und 2 des 3-174 (Die Fraktionen 1 und 2 sind
aus Anschauungsgrinden in einem Chromatogramm zusammengefalit)

Oftmals mussen auch unvollstandig getrennte Enantiomere wie z.B. das 4-132 (T= 55 %)
guantitativ getrennt werden (Abb.14). Das ersteluierende Enantiomer konnte als Reinsubstanz
erhalten werden, wenn es bis maximal hyin aufgefangen wurde (Abb. 20). Demgegeniber
wurde das zweiteluierende Enantiomer durch das tailing des ersten unvermeidbar verunreinigt
(Abb. 20) und bedurfte weiterer Aufreinigungsschritte, die immer darin bestanden, das Eluat
auf ca. 1 mL einzuengen und anschlief3end in einem Injektionsvolumen von jeweils 250 L
erneut zu injizieren. Das Eluat wurde so aufgefangen, dal3 mdglichst nur die gewiinschte
Fraktion erhalten wurde.
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Abb. 20: Uberpriifung der Enantiomerenreinheit des 4-132 (Zur Veranschaulichung sind
beide Fraktionen in einem Chromatogramm abgebildet).

Um die Verunreinigung ab initio zu verringern, wurde das Eluat, ausgehend von hyin,
einige Sekunden lang verworfen, bevor das zweiteluierende Enantiomer aufgefangen wurde.
Bei den Reinigungsschritten wurde die peak-Hohen-Erkennung so eingestellt, dal3 der
autosampler erst nach Passieren der Verunreinigung aktiviert wurde. Abb. 21 zeigt das
zweiteluierende Enantiomer nach dem ersten  Reinigungsschritt. Fur  diese

Enantiomerentrennung war ein Reinigungsschritt ausreichend. In einigen Falen war auch
noch ein zweites clean-up erforderlich.
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Abb. 21: Fraktion 2 des 4-132 nach Aufreinigung



Alle weiteren Racemate wurden nach dem Verfahren 2 in ihre Enantiomere getrennt. Bei
der Aufreinigung ist ein gewisser Substanzverlust nicht zu verhindern, deshalb wurde von
dem zweiteluierenden Enantiomer eine etwas geringere Ausbeute erhalten.
Nichtsdestoweniger ist der Substanzverlust als gering anzusehen, so dal3 sich eine weitere
Aufarbeitung des verworfenen Eluats nicht lohnt, auch deshalb nicht, weil mit steigender Zahl
der Aufarbeitungsschritte die Kontaminationsgefahr zunimmt. Tabelle 6 gibt einen Uberblick
Uber die Quantitdét und Reinheit der im Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierten
Enantiomere.

Tabelle6:  Quantitat und Reinheit der mittels HPLC getrennten Enantiomere

Fraktion1l Reinheit Fraktion 2 Renheit

Metabolit |[mg] [%0] [mg] [%0]

3-91 0,3 99,x 0,6 99,x
3-132 1,8 99,x 1,4 98,5
4-132 21 99,x 1,4 99,x
3-149 2,3 99,x 2,2 99,x
4-149 0,4 99,x 0,5 99,x
3-174 23und0,8 99xund98,7 |2,6 99,x

Anm.: 99,x %ige Reinheit bedeutet, dal? die Reinheit grofker gleich 99 % ist.

2.4. Uberprufung der Enantiomerenreinheit mittels GC

Die Reinheit der mittels HPLC getrennten Enantiomere wurde zum einen mit der HPLC
selbst Uberprift, zur weiteren Absicherung auch noch gaschromatographisch mit einer 15 m
langen chiralen Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-)-b-cyclodextrin (20%
in SE 52)- Saule (2,3-Me-6-TBDMS-b-CD). Die Ergebnisse der HPLC konnten
gaschromatographisch bestétigt werden, beispielhaft ist die Uberpriifung der Enantiomere des
3-149 in Abb. 22 gezeigt.
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Abb. 22 Gaschromatographische Uberpriiffung mit einer 15 m langen chiraen
Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-)-b-cyclodextrin  (20%
in SE 52)- Saule der zuvor mit der HPLC getrennten Enantiomere

2.4.1. Vergleich der Elutionsreihenfolgen: GC vs. HPLC

Die Enantiomerentrennung auf gaschromatographischen Sdulen |&3 sich wesentlich
besser beherrschen, weil die Wechselwirkungen des unsolvatiserten Analyten mit dem
chiralen Saulenmaterial nur von wenigen Parametern abhangt. Im Gegensatz dazu lassen sich
Enantiomerentrennungen  mittels chiraler HPLC-Phasen aufgrund der zahlreichen
Einflugrofien auf die Analyten bis dato nur sehr schwer vorhersagen. Hinzu kommt, dal3 die
Analyten durch das Losungsmittel solvatisiert werden. Das hat zur Folge, dal3 die komplexen
Parameter bei Enantiomerentrennungen immer noch empirisch bestimmt werden miissen.

Das Enantiomer mit den stéarkeren Wechselwirkungen mit der chiralen Phase wird 1anger
auf der Saule retardiert und eluiert spéter als das schwacher wechselwirkende Enantiomer.
Obwohl die Saulen in der HPLC und GC chemisch relativ dhnlich sind, erfahren die
Enantiomere andere Wechselwirkungen, so dald die Elutionsreihenfolgen identisch sein
konnen, aber nicht mussen, wiein Tabelle 7 verdeutlicht wird.
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Tabelle 7: Elutionsfolgenvergleich: HPLC-Enantiomerentrennungen auf einer 250 x 8
mm unvollstédndig oder permethylierten-b-CD-Phase, GC-Enantiomeren-
trennungen auf einer 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD-Saule (20% in SE 52);15m

Enan HPLC Elutionsfolge  Gleiche Elutionsfolgefolge GC?
3-91 1 Nein
3-91 2 Nein
3-132 1 Nein
3-132 2 Nein
4-132 1 Ja
4-132 2 Ja
3-149 1 Ja
3-149 2 Ja
4-149 1 Ja
4-149 2 Ja
3-174 1 Ja
3-174 2 Ja

2.5. Vergleich der Enantiomerentrenungen: GC vs. HPLC

Alle gaschromatographisch getrennten Enantiomere der PCB-Metaboliten und der PCB
wurden in einer Ubersicht in den Tabellen 8 und 9 dargestellt. Fiir die Enantiomerentrennung
der MeSO,-PCB erwies sich eine 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD-Saule (20% in SE 52) am besten,
fur die Mutterverbindungen eine 2,3-Me-6-TBDM S-b-CD-Saule (50% in OV 1701).

Tabelle8:  Mit der 15 m langen mit der chiralen 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD-Phase (20% in
SE 52) belegten Sdule gaschromatographisch getrennte PCB-Metaboliten

Enantiomer 1 Enantiomer 2 T-Wert
Metabolit [Ret. In min] [Ret. in min] a-Wert [%]
391 515 : 1 0
491 54,7+ 56,8 1,03 100
495 523 54,8+ 1,05 100
3132 98,9 100,7 1,02 50
4132 104,3 108,7 1,04 100
4-MeO-149+* 26,2 : 1 0
3-149 78,0 81,5 1,04 100
4-149 87.1 93,2 1,07 100
3174 1433 154,0 1,07 100
4174 159,5 172,0 1,08 100

*Das ersteluierende Enantiomer des 3-91 koeluiert mit dem zweiteluierenden Enantiomer des
4-95; ** Njcht trennbar
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Tabelle9:  Mit der 25 m langen mit der chiralen 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD-Phase (50% in
OV 1701) belegten Saule gaschromatographisch getrennte PCB im Uberblick)

Enantiomer 1 Enantiomer 2 T-Wert
PCB a-Wert
[Ret. In min] [Ret. in min] [%0]
a1 3] 8 ann 103 |5
95 35,0 36,0 1,03 85
132 68,3 69,0 1,01 6
149 65,0 66,3 1,02 35
174 1415 - 1 0

2.6. Zusammenfassung der chromatographischen Ergebnisse

Qualitativ konnte durch die einmalige Kombination der unvollstdndig- und der
permethylierten b-CD-Saulen die MeSO,-PCB 3-91, 3-149, 4-149 und 3-174
basidliniengetrennt, die 3-132, 4-132 und 4-MeO-149 weitgehend angetrennt und das 4-91
leicht angetrennt werden. Zur besseren Beurteilung der Glte von Enantiomerentrennungen
wurde als neuer Parameter die Trennqualitét T eingefhrt.

Quantitativ konnten die Enantiomere der MeSO,-PCB 3-91, 3-132, 4-132, 3-149, 4-149
und 3-174 in Mengen zwischen 0,3 und 3,1 mg erfolgreich getrennt und in sehr hohen
Reinheiten von zumeist 99,x % erhalten werden. Unter Optimierung der Trennparameter
sowie Einfuhrung eines peak-Hohen-gesteuerten autosamplers konnte der Zeit-, Kosten- und
Losungsmittelaufwand minimiert werden. Zusétzlich erlaubt das Verfahren 2 selbst dann
guantitative Enantiomerentrennungen bei gleichzeitig hohen Anspriichen an die Reinheit,
wenn die Enantiomere nur angetrennt sind (T > 50 %).

Vergleicht man die gaschromatographischen Enantiomerentrennungen und die
Enantiomerentrennungen mittels HPLC (Tabelle 10), trennte die HPLC trotz geringerer
Trennstufenzahl N in zwei Féllen (3-91 und 4-MeO-149) besser, in zwei Féllen (4-91 und 4-
132) schlechter und in vier Falen (3-132, 3-149, 4-149, 3-174) gleich gut, wobel die
Enantiomere bis auf das 3-132 basisliniengetrennt sind.

Wichtig war, bel genauerer Betrachtung, da® vor alem die in Umweltproben
dominierenden Methylsulfonyl-Metaboliten des PCB 132 und 149 auch der pr8parativen
enantioselektiven HPLC-Trennung zuganglich waren. Die Enantiomere der 4-91- und 4-
MeO-149-Metaboliten konnten zwar angetrennt werden, aber da sie in nur in einer sehr
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geringen Menge vorhanden waren, war eine quantitative Trennung nicht durchzufihren.
Meines Wissen ist die qualitative Enantiomerentrennung des 4-MeO-149 mittels HPLC in
dieser Arbeit erstmalig gelungen. Eine weitergehende Optimierung steht noch aus. Somit
konnen jetzt nicht nur MeSO,-PCB in kurzer Zeit quantitativ und enantiomerenrein mittels
der HPL C getrennt werden, sondern es scheint bei entsprechender Optimierung nunmehr auch
moglich zu sein, Methoxy- und Hydroxy-PCB enantioselektiv zu trennen.

Tabelle10: Vergleich der Enantiomerentrennungen zwischen GC (15 m 2,3-Me-6-
TBDMS-b-CD-Sule (20% in SE 52)) und HPLC (250 x 8 mm, unvollstandig
und permethylierte b-CD-Siulen)

DieHPLC-
Metabolit T-Wert GC [%)] T-Wert HPLC [%] | Trennungen waren
im Vergleich zu den
GC-Trennungen.... .
3-91 0 100 Besser
4-91 100 5 Schlechter
4-95 100 -* Nicht vergleichbar*
3-132 50 60 Gleich gut
4-132 100 55 Schlechter
4-MeO-149 0 80 Besser
3-149 100 100 Gleich gut
4-149 100 100 Gleich gut
3-174 100 100 Gleich gut
4-174 100 -* Nicht vergleichbar*

*Die Racemate 4-95 und 4-174 existierten nur in Konzentrationen von maxima 100 ng/mL
und waren dementsprechend der HPL C nicht zuganglich.
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3. Polarimetrie

Schon Pasteur betrachtete 1848 die Salze der Traubensdure sehr genau. Dabei fiel ihm
auf, dal3 das Salz aus einer Mischung zweier Kristale bestand, die sich wie Bild und
Spiegelbild verhielten. Unter der Lupe trennte er die chiralen Kristallformen voneinander und
|6ste jede Kristallart in Wasser auf. Er war erstaunt, als er feststellte, dal3 die chiralen
Natriumammonium-Salze der Weinsaure in der Lage waren, die Schwingungsebene linear
polarisierten Lichts um den gleichen Betrag in entgegengesetzte Richtungen zu drehen. Das
Prinzip polarimetrischer Untersuchungen funktioniert folgendermal3en: Monochromatisches
Licht einer Natriumdampflampe trifft auf einen Polarisator, der das Licht linear polarisiert.
Dieses Licht durchquert die mit der gelOsten optisch aktiven Substanz gefiillte Mel3zelle, und
dabel wird die Schwingungsebene des linear polarisierten Lichts mit oder gegen den
Uhrzeigersinn gedreht. Drehrichtung und Drehwinkel werden von einem Analysator erfaldt.
Dreht das Enantiomer die Schwingungsebene des polarisierten Lichts im Uhrzeigersinn nach
rechts, so wird die Drehrichtung konventionsgemald durch (+) gekennzeichnet, hingegen
erhdlt die Drehrichtung entgegen dem Uhrzeigersinn ein (-)-Vorzeichen. Die Gréle des
Drehwinkels und die Drehrichtung sind Stoffkonstanten.

Da die polarimetrisch untersuchten MeSO,-PCB nur geringe und somit ungenaue
Drehwinkel aufwiesen, wurde auf deren Bestimmung verzichtet. In einigen Féllen (3-91, 3-
149 und 3-174) konnte trotz mehrmaliger Wiederholung auch keine Drehrichtung bestimmt
werden, da sich das Vorzeichen schon durch eine simple 180°-Drehung der Kivette anderte.
Die gesamte Quantitdt der mittels enantioselektiver HPLC erhaltener Enantiomere wurde in
jeweils 10 mL n-Hexan gelOst, in eine vorher gereinigte Kvette Uberfuhrt und bel der einzig
verfligbaren Wellenlange von 589 nm, bel einer Temperatur von 293 K, vermessen. Den
Enantiomeren des 3-132 und 4-132 konnte eindeutig eine Drehrichtung zugeordnet werden
(Tabelle 11). Die Ergebnisse konnten auch bei habierter Konzentration der beiden
letztgenannten Metaboliten bestétigt werden. Eine umfangreichere Konzentrationsreihe
konnte aufgrund der geringen Substanzmengen und der niedrigen Drehwinkel nicht erstellt
werden.

Tabelle11: Polarimetrische Bestimmung der Drehrichtung von MeSO,-PCB-Enantiomeren

MeSO,-PCB- | Elutionsfolge | Drehrichtung
Enantiomer (HPLC)

3-132 1 +
3-132 2 -
4-132 1 -
4-132 2 +
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4. VCD-Spektroskopie

4.1. Einleitung

Wie bereits erwdhnt, wurde in jingerer Zeit beobachtet, dal? einige der MeSO,-PCB in
Biota selektiv in dem Lungen- und Lebergewebe akkumuliert werden.™* Der Mechanismus
fir diese Selektivitdt ist noch immer nicht ganz verstanden worden, obwohl reversible
Bindung in Proteinen eine wichtige Rolle in der Retention der MeSO,-PCB in der Leber
spielt, z.B. an das Fettsdure-bindende Protein (Fatty acid binding Protein, FABP), wahrend
die Retention in der Lunge davon abhangt, ob die MeSO,-PCB an Uteroglobin binden
konnen**> 7 Zu den wichtigsten MeSO,-PCB in Lebern von Saugetieren gehdren die
chiralen Metaboliten 3-149, 3-132 und 4-132 (Abb. 23), die nur etwas weniger hydrophob als
ihre Muttersubstanzen sind, so da3 sie lange in der Biosphare bleiben!*® Wie schon eingangs
erwahnt, haben Kato et al. herausgefunden, dal3 einige 3-MeSO,-PCB verschiedene
Cytochrome signifikant induzieren konnen.[****® Daher ist es anzunehmen, daR ein Teil der
toxischen Effekte, die von PCB induziert werden, von den MeSO,-PCB stammen. Sowohl
enantioselektive Transformation als auch verschiedene toxische Effekte der Enantiomere sind
postuliert worden. Eine Verifizierung dieser Annahmen erforderte die enantioselektive
HPLC-Trennung der MeSO,-PCB-Enantiomere, die Bestimmung der absoluten Strukturen
und eine systematische Untersuchung der enantioselektiv bedingten toxischen Effekte der
MeSO,-PCB-Enantiomere. Das Wissen uber die absoluten Strukturen wird einen tieferen
Einblick in die Enzym-Substrat-Wechselwirkungen bezltglich der PCB-Transformations-
prozesse erlauben und néhere Erkenntnisse beziiglich des Mechanismus der chiralen Substrat-
Selektion einiger Enzyme liefern konnen.

Bisher wurde die absolute Struktur meistens mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse
aufgeklart. Da einige Substanzen nur schlecht oder gar nicht kristalliseren oder unter
natdrlichen Umstdnden nicht in kristalliner Form vorliegen, suchte man nach neuen
Maoglichkeiten der Aufklérung der absoluten Konfiguration und stief? auf die Mdglichkeiten
des VCD (vibrational circular dichroism). Weil keine MeSO,-PCB-Einkristale zu erhalten
waren, entschieden wir uns fur den VCD in Verbindung mit quantenchemischen ab initio
Berechnungen.

VCD ist eine IR-spektroskopische Polarisationsmethode. Aufbauend auf dem Phadnomen
des Zirkulardichroismus, welches seit 1847 bekannt ist, hat der VCD erst weitreichende
Anwendung gefunden, nachdem die franzosische Firma Jouan 1960 erfolgreich einen
Dichrograph entwickeln konnte.*¥ Man verwendet links und rechts zirkular polarisiertes
Infrarotlicht (Abb. 24) und ermittelt das Differenzspektrum, das erhalten wird, wenn die
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Absorption von rechts zirkular polarisiertem Licht von der Absorption des links zirkular
polarisierten Lichts subtrahiert wird.

PCB 3-149 PCB 3-174
| Cl SO:CH
’ c 'Sl so,cH;,
+—O~O) R O®)
Cl Cl Cl cf d Sl
3-MeS0,-2,2",4°,5,5",6-hexachlorbiphenyl 3-MeSO0,- 2,2",3",4",5,5",6-heptachlorbiphenyl
PCB 3-132 PCB 4-132
C | CI O:CHs | | ClI
OO | A ID)som
Cl Cl cl l
3-MeS0,-2,2",3",4",5,6-hexachlorbiphenyl | 4-MeS0,-2,2",3,3",4",6-hexachlorbiphenyl

Abb. 23: Strukturen der untersuchten MeSO,-PCB

Linear polarisiertes Rechts und links

Licht zirkular polarisiertes
Licht
FT-IR Spektrometer l MeSO cl
Qo E®
e
/ Cl
Cl T
Unpolarisiertes PEM /A
E Chirale Detektor
Licht Probe
Polarisator

Abb. 24: Schematischer Aufbau eines VCD-Spektrometers (PEM = Photoelastischer
Modulator)
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Fur achirale Substanzen oder racemische Mischungen ist diese Differenz gleich null,
wahrend bei chiralen Verbindungen die reinen Enantiomere zu komplementéren Spektren
fuhren. VCD-Spektren sind schwierig zu erhalten, weil die Differenz zwischen den
Wechsalwirkungen mit links und rechts zirkular polarisierten Licht im Bereich von 10™ bis
10° Absorptions-Einheiten liegen, so daB nur sehr hochwertige und empfindliche
Spektrometer in Frage kommen.

Fur jedes Enantiomer wurden spezifische VCD-Spektren erhalten, aber ein Rickschlul3
des Spektrums auf das respektive Enantiomer nur auf empirischer Basis ist unmoglich, weil es
schwierig ist, die Interaktionen von einer bestimmten Vibrationsschwingung mit zirkular
polarisiertem Licht vorherzusagen. Somit mussen computersimulierte Spektren erzeugt
werden, um die absolute Konfiguration der Enantiomere aus den experimentellen Daten
abzuleiten. Es missen quantenchemische ab initio-Berechnungen angestellt werden, welche
die Valenz- und Deformationsschwingungen eines Molekils und dessen Interaktion mit
Zirkular polarisiertem Licht im Computer simulieren konnen.!** Normalerweise kann eine
Zuweisung der Banden in dem experimentellen Vibrationsspektrum zu den
Normal schwingungen des Molekiils ausgefiihrt werden. In dem Fall der PCB-Derivate wére
dies extrem schwierig, weil die Anzahl der Nomalschwingungen fir diese Molekile sehr
hoch ist. Weiterhin kann nur eine begrenzte Region des Spektrums wegen der relativ geringen
Empfindlichkeit der VCD-Methode aufgenommen werden. Deshalb ist in der vorliegenden
Arbeit die Zuordnung der VCD-Spektren der Enantiomere durch Vergleich der
experimentellen mit den berechneten Spektren erfolgt.
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4.2. VCD-Messungen

Jedes der reinen Enantiomere 3-149, 3-132, 4-132 und 3-174 (1,4 - 3,1 mg) wurde in 100
nL CDCl; gel6st.*?" Die Enantiomere 3-91 und 4-149 wurden nicht untersucht, weil fir die
VCD-Messungen nicht genitigend Substanz vorhanden war.Zuerst wurde ein unpolarisiertes
Absorptionsspektrum  mit einem [IFS66/S FTIR Spektrometer (Bruker, Ettlingen,
Deutschland) unter Verwendung ein 210 nm CaF,-FlUssigkeitszelle, mit einer Aufldsung von
6 cm™* und 32 scans, aufgenommen. Als Beispiel ist ein unpolarisiertes Spektrum des 3-149 in
Abb. 25 gezeigt. Danach wurden VCD-Spektren in einem Bereich zwischen 1800 und 1000
cm™ auf demselben Spektrometer, welches mit eéinem PMA 37-Modul verkniipft war, unter
Verwendung eines photoelastischen Modulators fur die Erzeugung zirkular polarisierten
Lichts aufgenommen.

07 -
0,6 -
0,5- H
o 04-
S ﬂ
g“ 0,3 -
2]
,.Q -
< 0,2 1 "
0,1 1 u
0,0 - |
Vyi
' I ! J /A ! J M I ' 1 ! I !
3200 3000 2800 1800 1600 1400 1200 1000
Wellenzahl [cm™]

Abb. 25: Unpolarisiertes Infrarotspektrum des MeSO,-3-149



4.3. Abinitio-Kalkulationen

Die unterschiedlichen MeSO,-PCB wurden aus einem Biphenyl-Templat durch adaquate
Substitution der Wasserstoffatome gegen Chloratome und einer Methylsulfonylgruppe mit der
Software GaussView modelliert.**? Die volle Geometrieoptimierung wurde mit der Gaufd 98-
Software mit einem 6-31G* Basissatz im Rahmen der Dichtefunktional-Theorie in der Form
der ,Becke’s Drel-Parameter-Ansatz dichtefunktionaler Hybridmethoden® in Kombination
mit der Korrelationskorrektur von Lee, Yang und Parr (B3-LYP) vorgenommen.[***27 Fiyr
das 3-149 wurde die Energiepotentialflache fur die Rotation der Methylsulfonylgruppe
berechnet. Fur diese Prozedur wurde die optimierte Geometrie fixiert. Die Torsionswinkel
wurden systematisch in 10° Inkrementen variiert, und auf3erdem wurden ein-Punkt Energie-
Berechnungen angestellt. Diese Berechnungen fihrten zu drei verschiedenen Energieminima.
In einer analogen Weise wurden die drei verschiedenen Konformere konstruiert. Eine
Geometrieoptimierung wurde fur jeweils ein Enantiomer der vier in dieser Arbeit betrachteten
MeSO,-PCB  durchgeftihrt. Aufeinanderfolgend wurden Frequenzberechnungen und
Berechungen der VCD-Parameter vorgenommen. Die berechneten Frequenzen schienen
systematisch zu hoch zu sein. Deshalb wurde eine einfache Anpassungsprozedur mit der
Methode der Kkleinsten Fehlerquadrate und eines einheitlichen Skalenfaktors unter
Verwendung der dominantesten Banden im experimentellen VV CD-Spektrum, vorgenommen.
Alle Skalenfaktoren lagen in der Grdf3enordnung zwischen 0,983 und 0,988.

4.4. Resultate

Abb. 25 zeigt das unpolarisierte Infrarotspektrum vom MeSO,-PCB 3-149. Die C-H-
Streckschwingungen der Phenylringe lagen tiber 3000 cmi™ und etwas unterhalb 3000 cmi* die
C-H-Streckschwingungen der aliphatischen Methylgruppe. Die Banden im Bereich zwischen
1400 und 1600 cm™ wurden den Deformationsschwingungen der Phenylringe zugeordnet.
Weitere Banden in der Region unter 1400 cm™ entsprachen den out-of-plane-Schwingungen
der aromatischen Ringe und den Deformationsschwingungen der Sulfonylgruppe. Die
Geometrieoptimierung  fohrte  zu  Strukturen  mit  Minima in den respektiven
Energiehyperflachen fir ale vier in dieser Arbeit untersuchten MeSO,-PCB-Enantiomere.
Dieser Schluf? kann aus dem Faktum abgel eitet werden, dal? keine imaginaren Frequenzen bel
der Frequenzberechnung auftraten. Schluf3endlich waren viele Schritte notwendig, um die
Konvergenz-Kriterien zu erreichen. Eine Analyse der adaquaten Konvergenzparameter (d.h.,
Kréfte, die auf die einzelne Atome in den Molekilen wirken und ihre Verlagerung zwischen
zwel  Optimierungsschritten) hat offen gelegt, dal3 die Kréfte im Verlauf der finalen
Optimierungsschritte rapide abnahmen. Auf der anderen Seite, blieb die Verlagerung der
Kréfte relativ grol, bis die Konvergenzzone erreicht werden konnte, was indiziert, dal3 die
Minima der Energiehyperfléchen flach sind. Die Winkel zwischen den Ebenen der beiden
Phenylringe lagen zwischen 88° bis 90°, d.h., in alen vier hier betrachteten Fallen, erreichten
die Ringe eine fast rechtwinklige Stellung zueinander.

55



Zuerst wurde das VCD-Spektrum fir die optimierte Geometrie des 3-149 berechnet
(Abb. 26), aber der Vergleich zu den experimentellen Spektren der beiden Enantiomere
lieferte unbefriedigende Resultate. Da aus der Literatur gut bekannt ist, daf3 lokale
Konformationen einen signifikanten Einflufd auf die VCD-Spektren ausiiben kdnnen, wurde
daraufhin die Energiehyperfléche fir die Rotation der Methylsulfonylgruppe um die C-C-
Bindung in die Berechnungen einbezogen.*® Die Energie des Molekills wird in Abb. 27 in
Abhangigkeit vom Winkel zwischen den Atomen 1/2 und den Atomen 3/4, dargestellt (die
Zuordnung der Atome 1-4 erfolgt in Abb. 26). Offensichtlich wurden drei unterscheidbare
Energieminima beobachtet. Zwel der drei Strukturen sind bezlglich dieser Energieminima
gleich, sie unterscheiden sich nur dadurch, dal3 sich der MeSO,-Substituent auf verschiedenen
Seiten der benachbarten Phenylringe befindet. Diese Strukturen wéren identisch, wenn das
Molekul eine Spiegelebene hétte, aber aufgrund der Chiralitdt des Molekils gibt es eine
kleine Energiedifferenz. Das dritte Minimum ist sehr flach und zeigt eine vergleichsweise
hohe Energie.

Abb. 26: Mit der Gaul3 98-Software mit einem 6-31G* Basissatiz im Rahmen der
Dichtefunktional-Theorie in der Form der ,Becke's Drei-Parameter-Ansatz
dichtefunktionaler ~ Hybridmethoden*® in  Kombination  mit  der
Korrelationskorrektur von Lee, Yang und Par (B3-LYP) berechnete
Geometrie des MeSO,-PCB 3-149
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Abb. 27: Energiehyperflachen-Scan fur die Rotation der MeSO,-Gruppe des MeSO.-
PCB 3-149 mit Abbildungen der Energie-minimierten Geometrien

Auf Basis der drei Energieminima fir die Rotation der Methylsulfonyl-Gruppe wurde die
Optimierungsprozedur unter Berilicksichtigung der Rotation um die C-C-Achse zwischen den
beiden Phenylringen wiederholt, d.h., dal3 fur die jeweiligen Berechnungen diesmal die
Orientierung der MeSO,-Gruppe in einer der drei Energieminima-Positionen fixiert wurde.
Jede Berechnung fihrte zu einer unterschiedlich optimierten Struktur. Die folgende
Frequenzanalyse fir die berechneten Strukturen erbrachte keinen Hinweis auf imaginare
Frequenzen. Das impliziert, dal? alle drel Konformationen des Molekils Energieminima sind.
Unter Beriicksichtigung der Infrarotintensitéten fir unpolarisiertes Licht wurden VCD-
Intensitéten fur die drei verschiedenen Konformere berechnet und VCD-Spektren, unter der
Annahme, dai es sich um Lorentz-Banden mit einer Halbwertsbreite von 8 cm* (geschétzt
auf Grundlage der experimentellen Daten) handelt, fir diese Resultate simuliert. Die
resultierenden simulierten VCD-Spektren der verschiedenen Konformere werden in Abb. 29
gezeigt. Es ist evident, dal3 einige der Banden sehr abhangig von der lokalen Konformation
der MeSO,-Gruppe sind, da sich alle Spektren auf ein Enantiomer beziehen. Eine genauere
Betrachtung der Normalschwingungen, im Sinne der Eigenvektoren, in Abhangigkeit von der
Konformation der MeSO,-Gruppe zeigte, da3 ale Bander sensitiv auf signifikante
Bewegungen der MeSO,-Gruppe oder der benachbarten CH-Gruppe des Phenylrings
antworten. Da die Vibrationsbewegungen schneller als die Rotationsbewegungen sind, wirde
man ein gemitteltes Ergebnis aus den verschiedenen Konformationen in diesem Experiment
erwarten. Somit wurde ein Durchschnitt der simulierten VCD-Spektren fur den Vergleich
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zwischen Experiment und Kalkulation berechnet. Eine gleichwertige Population der zwei fast
gleichen Konformere wurde vermutet. Das Spektrum des dritten Konformers wurde wegen
seines hdheren Energieniveaus, im Gegensatz zu den ersten beiden, nur zur Hélfte gewichtet.
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Abb. 28: Simulierte VCD-Spektren der verschiedenen Konformationen des MeSO,-PCB
3-149 (die Zuordnungen zu den Konformeren sind identisch mit Abb. 27).

Das experimentelle VCD-Spektrum des 3-149 ist in Abb. 29 im Vergleich zum
Durchschnitt der berechneten Spektren gezeigt. Die Spektren stimmen in dem Bereich von
1800 cm™ bis 1200 cm* gut tiberein. Alle dominanten Banden in dem experimentellem
Spektrum sind von den guantenchemischen Berechnungen reproduziert worden, obwohl
einige Abweichungen der Wellenzahlen der Banden beobachtet wurden. Diese Abweichungen
befinden sich in einem Bereich zwischen 5 und 15 cm™ und liegen damit in einer Fehlerbreite,
die von dieser Methode fur die quantenchemischen Berechnungen erwartet werden kann.
Unterhalb von 1200 cm* ist die Ubereinstimmung zwischen den experimentellen und den
berechneten Daten weniger zufriedenstellend, insbesondere weichen die simulierten von den
beobachteten Intensitéten ab.
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Abb. 29: Experimentelle und simuliete VCD-Spektren von a) links oben:
ersteluierendes Enantiomer des (S)-MeSO.-PCB 3-149; b.) rechts oben:
zweiteluierendes Enantiomer des (R)-MeSO,-PCB 3-174; c.) links unten:
ersteluierendes Enantiomer des (R)-MeSO,-PCB 3-132; d.) rechts unten:
erstel uierendes Enantiomer des (R)-MeSO,-PCB 4-132

Ferner werden die experimentellen und simulierten Spektren des 3-174 in Abb. 29
verglichen. Augenscheinlich ist dort eine gute Ubereinstimmung, 2zwischen dem
experimentellen und dem kalkulierten Spektrum, zu sehen. Verglichen mit dem 3-149 zeigen
die dominanten Banden eine hohere VCD-Intensitét. Im Gegensatz zu dem Spektrum des 3-
149 sind keine Banden in einem Bereich (iber 1400 cm™ sichtbar. In der Region zwischen
1400 und 1100 cmi* wurde eine gute Ubereinstimmung zwischen dem Experiment und der
Kalkulation erhalten. Unterhalb von 1100 cm™ ist die Ubereinstimmung zwischen dem
Experiment und den berechneten Daten weniger zufriedenstellend.

Weiterhin zeigt Abb. 29 die experimentellen und berechneten Spektren fir das 3-132.
Offenbar ist die Intensitdt der VCD-Banden deutlich niedriger als bei den Metaboliten 3-174
und 3-149. Dieser Befund entspricht aber auch den in der Simulation reproduzierten
Resultaten. Insgesamt ist die Ubereinstimmung zwischen den experimentellen und simulierten
Daten mit den zuvor diskutierten Spektren vergleichbar. Die beste Ubereinstimmung der
intensivsten Banden wurde in der Region von 1600 bis 1100 cm™ beobachtet.
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Schliefdich werden in Abb. 29 VCD-Spektren fir das 4-132 dargestellt. Wie im Fall des
3-132 war die Intensitét der Banden im Vergleich zu den anderen Kongeneren dieser Studie
insgesamt niedrig. Das &3t vermuten, dal? das Chlor-Substitutionsmuster dieses Kongeners
generell zu niedrigen VCD-Intensitdten fiihrt. Die Ubereinstimmung zwischen den
experimentellen und den berechneten Spektren ist etwas besser alsim Fall des 3-132.

Die absoluten Strukturen der vier MeSO,-PCB Enantiomere lassen sich aus den oben
beschriebenen Daten schlief3en und werden in Abb. 30 wiedergegeben. Es ist interessant zu
beobachten, dal3 diese Strukturen sehr ahnlich aussehen. Zum Beispiel liegen bel allen vier
Kongeneren die Winkel zwischen den Ebenen der beiden Phenylringe zwischen 88° und 90°,
d.h., die Ringe erreichen zueinander eine fast rechtwinklige Konformation. Weiterhin sind die
Methylsulfonylgruppen ebenfalls fast rechtwinklig beziiglich des mit ihnen verbundenen
Phenylrings ausgerichtet.

MeSO,-PCB 3-149 MeSO,-PCB 3-174

MeSO,-PCB 4-132

N
M =

\

VAN

Abb. 30: Absolute Strukturen der vier MeSO,-PCB Enantiomere, die in dieser Arbeit
untersucht wurden: a.) links oben: ersteluierendes Enantiomer des (S)-MeSO,-
PCB 3-149; b.) rechts oben: zweiteluierendes Enantiomer des (R)-MeSO,-
PCB-3-174; c.) links unten: ersteluierendes Enantiomer des (R)-MeSO,-PCB
3-132; d.) rechts unten: ersteluierendes Enantiomer des (R)-MeSO,-PCB 4-132
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Schliefdich [a3 sich die R- und S-Konfiguration fur diese MeSO,-PCB nach der IUPAC-
Nomenklatur bestimmen, nachdem wir Kenntnis von der absolute Struktur erhalten konnten.
Dazu geht man von der Biphenylachse als , stereogenes Zentrum® aus. Dazu faflit man die
beiden C-Atome, Uber die die beiden im 90°-Winkel zueinander stehenden Phenylringe
verknUpft sind (also die 1- und 1'-Positionen) formal zu einem fiktiven stereogenen Zentrum
zusammen. Danach werden analog zur Vorgehensweise bei einem realen stereogenen C-Atom
die Prioritéten nach den CIP-Regeln zunéchst in den insgesamt vier ortho-Positionen der vier
Ringe ermittelt. Sollte damit noch keine eindeutige Prioritdtenfolge von 1 — 4 erreicht sein,
fahrt man — gemald den Ublichen CIP-Regeln — mit den meta- und gegebenenfalls para-
Positionen fort (Die Reihenfolge der vorkommenden Substituenten ist: Chlor> Schwefel
(Methylsulfonylgruppe)> Wasserstoff).[*

Nach der Festlegung der Prioritétenfolge erfolgt die rdumliche Anordnung der Substituenten
im Grunde genommen analog der eines asymmetrisch substituierten Kohlenstoffatoms mit
tetraedrisch angeordneten Substituenten. Hierzu blickt man frontal auf die Langsachse des
MeSO,-PCB-Molekils, so dal3 sich der vordere Phenylring z.B. in einer vertikalen und der
dahinter liegende in einer horizontalen Position aus der Sicht des Betrachters befindet.
Hilfreich und fir die sichere Bestimmung der R- und S-Konfiguration unbedingt ratsam ist es,
ein Molekilmodell eines asymmetrisch substituierten Kohlenstoffatoms zur Hand zu nehmen
und die Prioritétenfolge in der Weise darauf zu Ubertragen, dal3 die vorderen beiden auf den
Betrachter zeigenden Substituenten eine vertikale und die beiden weiter vom Betrachter
entfernten Substituenten eine horizontale Position einnehmen. Die Biphenylachse des PCB-
Metaboliten entspricht dabel dem asymmetrischen Kohlenstoffatom des Molekilmodells.
Sind alle Substituenten in der Prioritétenfolge auf das Modell Ubertragen, erfolgt die
Bestimmung der R- bzw. S-Konfiguration sehr einfach nach den CIP-Regeln fur
asymmetrisch substituierte Kohlenstoffatome.l**” Die Tabelle 12 zeigt eine Ubersicht tiber
die R- und S-Konfigurationen der MeSO,-PCB bezlglich der Elutionsreihenfolgen der mittels
HPLC und GC getrennten Enantiomere.

61



Tabelle12:  Ubersicht und Zuordnung der R- und S-Konfigurationen der MeSO,-PCB zu
den Elutionsreihenfolgen der Enantiomere fir die unvollstandig und die
permethylierte b-CD-HPLC-Saulen und die 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD-GC-
Sule (20% in SE 52)

HPLC GC
MeSO,-PCB Elutionsreihenfolge Elutionsreihenfolge
1 2 1 2
3-149 S R S R
3-174 S R S R
3-132 R S S R
4-132 R S R S

45. Zusammenfassung

Moglicherweise ist die VCD-Spektroskopie in Verbindung mit quantenchemischen ab
initio Berechnungen die einzige Methode, die diese Art von Informationen fur die MeSO,-
PCB liefern kann, da es fast unmdglich scheint, von diesen Verbindungen brauchbare
Einkristalle fur die Rontgenstrukturanalyse zu erhalten. Zum ersten Mal konnte fir relativ
komplexe und flexible Molekile, wie die PCB-Metaboliten, gezeigt werden, dal3 unsere
experimentelle Herangehensweise eine wirkungsvolle Methode fur die Bestimmung der
absoluten Konfiguration derartiger chiraler Substanzen ertffnet hat.
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5. Untersuchung verschiedener toxikologischer Effekte der MeSO,-PCB

und ihrer Mutterver bindungen

5.1. Disruptive Einflisse ausgewédhlter MeSO,-PCB Enantiomere auf den Glucocorticoid-
abhangigen Signalibertragungspfad

Bisher werden die PCB-Metaboliten in Toxizitdtsabschdtzungen fir PCB-belastete
Umweltkompartimente regelmaldig ignoriert. Dieses Vorgehen ist nicht mehr langer
nachvollziehbar, wenn man die unter 1.4.3 genannten toxischen Effekte berticksichtigt.
Unterstrichen wird die Forderung der Einbeziehung der PCB-Metaboliten in
Toxizitdtsabschétzungen auch dadurch, dafd weitere Erkenntnisse aus Untersuchungen von
Johansson et al. vorliegen, die belegen, dal3 verschiedene MeSO,-PCB in der Lage sind, z.B.
die in den Nebennierenrinden beherbergte Glucocorticoidsynthese zu inhibieren. Da dieser
Effekt bei den Mutterverbindungen nicht festgestellt wurde, kann davon ausgegangen werden,
da? nur die Metaboliten dafiir verantwortlich sind.**¥ Einige MeSO,-PCB storten die
glucocorticoide Homoostase durch Bindung an den Glucocorticoid-Rezeptor (GR). Vier der
optisch aktiven MeSO,-PCB waren in der Lage, beide Funktionen zu beeintrachtigen.!**?
Glucocorticoide sind energiemobilisierende katabole Hormone, die die Gluconeogenese
ankurbeln, sowie den Fett- und Proteinabbau férdern. Die Glucocorticoide werden aus
Cholesterin hauptsachlich mittels der Cytochrome P450-Familie synthetisiert. Der finale
Biosyntheseschritt besteht in der Umwandiung von 11-Deoxycortisol zu Cortisol mittels der
CYP11B1. In der Medizin werden chemisch leicht veranderte Cortisone vor alem als
antiallergene, schmerzlindernde und immunosuppressive Medikamente eingesetzt.

5.1.1. Experiment

Zwar ist bekannt, dal3 pharmakol ogische oder toxische Effekte von chiralen Pharmaka oft
nur auf ein Enantiomer zurtickzufihren sind, aber Gber chirale Umweltschadstoffe ist in dieser
Hinsicht nur wenig bekannt, noch weniger tUber ihre Metaboliten. Deshalb ist es erforderlich,
das Wissen uber die Wirkweise und das toxische Potential der MeSO,-PCB auszudehnen, um
die riesigen ,,weil3en Fléchen" auf der ,,Landkarte” dieser terra incognita auszufillen. Lange
Zeit konnten diese Experimente aufgrund des Mangels an enantiomerenreinen V erbindungen
nicht vorgenommen werden. Da diese MeSO,-PCB jetzt enantiomerenrein vorliegen, konnten
entsprechende toxikologische Untersuchungen in Kooperation mit M. Johansson und C.
Larsson durchgefiihrt werden.!”® Konkret solite der EinfluR der reinen MeSO,-PCB-
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Enantiomere auf die Transkriptionsrate des Glucocorticoid-Rezeptor-abhdngigen Enzyms
Tyrosinaminotransferase (TAT) untersucht werden.

Die Funktionsweise des Glucocorticoid-Rezeptors |&3t sich wie folgt skizzieren:
Allgemein gehort der GR zu der ,,Kern-Rezeptor-Familie“. Der erste Schritt besteht in der
Bindung eines Liganden an den GR. Durch dessen Bindung wird der GR-,heat-shock*-
Protein(hsp)-Komplex gespalten, hsp l6st sich ab. Bel den Liganden handelt es sich im
Normalfall um Steroidhormone wie Dexamethason, die an ihren Rezeptor sehr selektiv
binden konnen. Sie bewirken eine Verstéarkung der Transkription. Detaillierter beschrieben,
ist der aktivierte Liganden-Rezeptor-Komplex nun in der Lage, an das Glucocorticoid-
Response-Element (GRE) der DNA zu binden. Ahnlich wie beim Ah-Rezeptor wird dadurch
eine Verstérkung der DNA-Transkription ausgelst. Die Bindung eines Steroidhormons an
den Rezeptor wandelt diesen in einen Transkriptionsverstérker um; spezifische Gene werden
nun exprimiert. TAT ist ein Enzym, dessen Transkription vom Glucocorticoid-Rezeptor
abhéngt. Binden MeSO,-PCB kompetitiv stérker an den GR a's Dexamethason, blockieren sie
diesen und erniedrigen in der Folge die Transkriptionrate des TAT-Enzyms. Die weitere
experimentelle Vorgehensweise und Details sind im Experimentellen Teil unter 10.2 zu
finden.

5.1.2. Ergebnisse

Die maximale TAT-spezifische Aktivitét wurde erreicht, indem die Zellen 18 Stunden
einer 1M Dexamethason-Lésung ausgesetzt wurden. Bel dieser Dexamethason-
Konzentration war die spezifische TAT-Aktivitdt sechsfach gegenilber dem Basisniveau
erhoht (27 £ 4 nmol/mg/min, Durchschnittswert £ SD mit n=3). In den Effektstudien wurde
eine Konzentration von 1nM Dexamethason verwendet, um eine spezifische TAT-Aktivitét
von 50% der maximalen Aktivitét zu induzieren.

Die Effekte der Dexamethason-induzierten spezifischen TAT-Aktivitdt wurden 18
Stunden nach Gabe der reinen 3-149- und 4-149-Enantiomere registriert (Abb. 31). Beide
Enantiomere des 4-149 inhibierten die spezifische TAT-Aktivitdt dosisabhangig. Bel einer
Konzentration von anndhrend 1 nM, inhibierten sie 50 % der TAT-Aktivitat (ICsp). Das
zweiteluierende Enantiomer inhibierte die durch Dexamethason angeregte Induktion bel einer
Konzentration von 2 nM vollstandig, wahrend das andere auch bei einer Konzentration von 4
nM den Basiswert nicht erreichte. Im Gegensatz dazu, zeigte keines der Enantiomere des 3
149 Effekte auf die spezifische TAT-Aktivitét.
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Abb. 31: Effekte der enantiomeren MeSO,-CB149 auf Dexamethasorn-induzierte TAT-
Aktivitét in der hepatozytischen Reuber-Ratten Zelllinie. Die Zellen wurden
Dexamethason (1nM) exponiert und die einzelnen Enantiomere (0,1-5 M) 18
Stunden in dem Medium belassen. Die Konzentration von 10% M in dem
Graph reprasentiert die Abwesenheit der Enantiomere, so dal? dort die TAT-
Aktivitéat gleich 100% gesetzt wurde. Bel dieser Konzentration konnten keine
Anzeichen der Toxizitét festgestellt werden. Jeder Mef3punkt reprasentiert den
Durchschnittswert + SD aus drei Messungen

5.1.3. Diskussion

Die Dexamethasorrinduzierte TAT-Aktivitdt wurde as eine in-vitro-Test-Variable
verwendet, um die Unterschiede zwischen den Enantiomeren des 3- und 4-149 bezlglich des
Glucocorticoid-abhangigen Signaltibertragungspfades zu studieren. In einer Studie von 1998
zeigten Johansson et al., dal3 die racemischen 3- und 4-MeSO,-PCB 149 dosisabhangig mit
®H-Dexamethason um die Bindung an den M&use-GR (extrahiert aus dem Leberzytosol)
konkurrierten.™*! Interessanterweise waren ale getesteten MeSO,-PCB, die an den Mause-
GR banden, Atropisomere. Unsere Ergebnisse zeigen, dal3 beide Enantiomere des 4-149
Auswirkungen auf den Glucocorticoid-abhangigen SignalUbertragungspfad hatten, wahrend
dies bei beiden Enantiomere des 3-149 nicht der Fall war. Diese Beobachtung befindet sich in
Einklang mit einer Studie des gleichen Zelltyps, in der das racemische 3-149 ebenfalls keine
Effekte zeigte (Johansson et al., Manuskript in Vorbereitung). Die Konzentrationen, die fir
inhibitorische Effekte (1Csp) bendtigt wurden, waren fast dieselben fir die Enantiomere und
das Racemat des 4-149, obwohl es eine deutliche Abweichung beziuglich des 1Cyg0-Wertes
gab. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 der GR nicht enantiopréferiert von den MeSO,.
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PCB inhibiert wird, der GR somit Uber keine enantioselektive Erkennung beziglich der
MeSO,-PCB verfigt. Allerdings unterschieden sich sehr wohl die Stellungsisomere 3-149
und 4-149 in ihren inhibitorischen Effekten. Die para-Position des 4-149 bewirkte eine
stdrkere Inhibierung des GR, vermutlich deshalb, weil dieses Molekll aufgrund seiner
Linearitdt weniger sterische Hinderungen verursachte.

5.2. Abbauverhalten von chiralen PCB-Verbindungen in Hepatozyten

Eines der zentralen und wichtigsten Organe fir den Stoffwechsel ist zweifellos die Leber.
So wird z.B. beim Menschen wird ein Leberblutflufd von 1,5 L Blut/min erreicht. Deshalb hat
dieses hochaktive Organ mit grof3er metabolisierender Aktivitat unter Toxikologen vorrangige
Beachtung gefunden und in zahllosen Publikationen Uber hepatische Prozesse einen
entsprechenden Niederschlag gefunden. So ist es nicht verwunderlich, dal3 gerade die
Hepatozyten auch im Zentrum der PCB-Forschung stehen. Nicht zu unrecht erhofft man sich
davon entscheidende Erkenntnisse tber den Abbaumechanismus der ubiquitdren PCB sowie
der Wirkungsweise vor allem der PCB-Metaboliten.

Ein Schritt in diese Richtung wurde von Larsson et al. dadurch getétigt, dal? Ratten eine
einmalige Gabe von 25 mg/kg Koérpergewicht Chlophen A 50 verabreicht wurde. Die Ratten
wurden im Abstand von je zwel Wochen getotet und anschlief3end ihre Lebern auf PCB und
MeSO,-PCB untersucht.** Die Konzentrationen der Muttersubstanzen nahm linear ab,
wahrend die Konzentrationen der MeSO.-PCB in der zweiten Woche ein Maximum
erreichten, und danach kontinuierlich abnahmen (Abb. 32). Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit der Langzeituntersuchung von Brown et al., die PCB-Konzentrationen im
Blutserum von Arbeitern einer Kondensatorenfabrik vor und nach PCB-Exposition Uber einen
Zeitraum von 16 Jahren untersuchten. !’
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Abb. 32 a PCB und & MeSO,-PCB Konzentrationen in Rattenlebern, 1,2,4,8 Wochen
(= W1-w8) nach Behandlung mit Chlophen AS50. Die schmalen Baken
repréasentieren die Standardabweichung mit n = 4 [*4

Ein genauerer Blick auf die untersuchten chiralen MeSO,-PCB zeigte, dal? in 4-Position
substituierte Metaboliten gegentiber den in 3-Position substituierten in der Rattenleber in der
Uberzahl entstanden waren.!™* In einer weiteren Untersuchung wurden Ratten die reinen
radioaktiv markierten Enantiomere des 3-149 und das radioaktiv markierte 4-149 als Racemat
intra vends injiziert. Das racemische 4-149 zeigte eine geringe Exkretion in die Galle bzw.
Intestinaltrakt und bestétigt somit die in der vorhergehenden Untersuchung gefundene hohere
Akkumulation der an 4-Position substituierten MeSO,-PCB in der Leber. Ahnlich geringe
Exkretionsraten zeigt auch das (R)-3-149 Enantiomer. Die in Galle und Intestinaltrakt
gefundene Radioaktivitdt stammte nahezu vollstdndig von dem ersteluierenden
Enantiomer.!**!

Die Untersuchungen konnten allerdings nicht abschliefRend kléren, ob entweder eine
enantioselektive Bildung der MeSO,-PCB aus den PCB erfolgt oder ob das ersteluierende
Enantiomer verstérkt abgebaut wird. Die Vermutung lag nahe, dal3 letzteres zutreffen konnte.

Um diese These zu beweisen, wurde von mir folgendes Experiment vorgenommen: Mit
einer Nahrlosung praparierte Rattenhepatozyten sollten mit racemischen PCB 149 und in
einer zweiten Petrischale mit racemischen 3-149 Metaboliten versetzt und zw6lf Stunden
inkubiert werden. Nach der Aufarbeitung erfolgte die Untersuchung mittels GC und GC/MS
auf enantioselektives Metabolisierungsverhalten (Experimentelle Details und Durchfihrung
s.10.3)
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5.2.1. Reaultate

Die Muttersubstanz, das PCB 149, wurde nach zwolfstindiger Inkubationszeit auf etwa
die Hélfte abgebaut. Da es in diesem Experiment auf qualitative Aussagen ankam, wurde auf
die aufwendige Verifizierung der Methode verzichtet. Insofern muf3 die Abbaurate von 50 %
als halbquantitative Schdtzung betrachtet werden, die sich as Mittelwert nach dreimaliger
Durchfiihrung des Experiments ergab. Wie in Abb. 33 zu sehen ist, erfolgte ein etwa 50
%iger, aber nicht enantioselektiver, Abbau des PCB 149 nach besagter |nkubationszeit.

(mV] PCB 149

400+

300- mit Hepatozyten

200+

100+

ohne Hepato_zyte\n_>

0_

| 1 |
680 660 700 720 [min]

Abb. 33: Auf der 25 m langen chirdlen 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD-Saule (50 % in OV
1701) S&ule angetrennte PCB149-Enantiomere mit und ohne Zugabe von
Hepatozyten nach jeweils zwdlfstiindiger Inkubationszeit

Vergleicht man jedoch das Abbauverhalten des PCB-Metaboliten 3-149 bei
Inkubation mit 10 Mio. Hepatozyten und einer ebenfalls zwdlfstiindigen Inkubationszeit
mit dem des PCB 149, stellt man einen enantioselektiven Abbau des ersteluierenden
Enantiomers fest (Abb. 34). Dieses Ergebnis bezlglich des 3-149 wurde in
Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen von einigen weiteren Untersuchungen
erziglt 15138135138 Allerdings wurde bisher noch kein Vergleich zwischen dem
enantiosel ektiven Abbauverhalten der Muttersubstanz und des Methylsulfonylmetaboliten
angestellt.
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Abb. 34: Auf der 15 m langen chiralen 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD-Séule (20% in SE 52)
gaschromatographisch  vollstdndig getrennte  Enantiomere des PCB-
Metaboliten 3-149 mit und ohne Zugabe von Hepatozyten nach jeweils
zwolfstundiger Inkubationszeit

5.2.2. Diskussion

Das Abbauverhalten des PCB 149 ist im Vergleich zu seinem Metaboliten 3-149 nicht
enantioselektiv. Wird davon ausgegangen, dal3 hauptsachlich MeSO,-PCB aus den
abgebauten Muttersubstanzen gebildet wurden, muf3 folglich geschlossen werden, dai3 die fir
den Metabolismus zum Methylsulfonyl-Abbauprodukt verantwortlichen Cytochrome und
weiteren Enzyme keinen chiralen Diskriminierungsschritt enthalten. Anzumerken ist, dai3
keine MeSO,-PCB a's Abbauprodukte gefunden werden konnten. Das heifdt allerdings nicht,
da’ keine MeSO,-PCB entstanden sind. Moglicherweise wurden sie so fest an Proteine
gebunden, dal} sie trotz eingehender Aufarbeitungsschritte chromatographisch nicht
nachzuweisen waren.

Sofern die racemischen 3-149 Metaboliten entstanden sind, werden sie entweder
enantioselektiv weiter metabolisiert oder enantioselektiv transportiert. Experimente mit
Hepatozyten sind diesbeziglich sehr sinnvoll, weil sie eine vom restlichen Organismus
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getrennte Betrachtung der Leber und somit Ruickschlisse auf die ihre spezifische
Arbeitsweise erlauben.

Weitere Experimente mit radioaktiv markierten Verbindungen mussen Klarheit dartiber
liefern, um welchen Prozeld es sich handelt. Interessant ist jedoch die Feststellung, dal3 im
Falle der weiteren Metabolisierung spezifischere, d.h. enantioselektiv arbeitende Enzyme in
den Prozel3 einzugreifen scheinen. Vor allem aber miifde es sich um andere Enzymsysteme
handeln, die die weitere Metabolisierung der etwas polareren MeSO,-PCB bernehmen.
Fraglich ist, ob es sich, analog zu den Mutterverbindungen, ebenfalls um einen
autoinduktiven Mechanismus der Cytochromaktivierung handelt. Das mifRte sich in
Gegenwart der MeSO,-PCB in einer erhohten Aktivitéat bestimmter Cytochrome aufiern.

Auf der anderen Seite ist nicht auszuschlief3en, daf3 der enantioselektive Schritt auf einem
enantioselektiven Transport zu den Ausscheidungsorganen beruht, auch in Anbetracht der
Ergebnisse von Johansson et al.l**¥ Fraglich bliebe aber, warum der Organismus gerade in
einem die Ausscheidung betreffenden Vorgang ein Enantiomer retardieren sollte, wahrend das
andere ausgeschieden wird.
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6. Biotaproben

6.1. Einleitung

Umfassende Anaysen von Biota der verschiedenen trophischen Stufen auf PCB und
MeSO,-PCB wurden bereits im Bereich des marinen Okosystems durchgefiihrt.!**¢ Sehr
IGickenhaft sind bisher hingegen die Untersuchungen an terrestrischer Biota der verschiedenen
trophischen Stufen. Deshalb fuhrten wir umfassende Studien Gber PCB und MeSO,-PCB in
Zusammenarbeit mit L. Karasek (Veterinarinstitut, Prag) von Reh- (Capreolus capreolus) und
Wildschwei nproben (Sus scrofa) aus Dessau, Fichsen aus Schleswig-Holstein (Canis vulpes),
einem Pelikan (Pelecanus occidentalis) aus dem Prager Zoo und Humanproben, ebenfalls aus
Prag, durch, um ein moglichst breites Spektrum verschiedener terrestrischer Lebewesen
abzudecken. Nicht zuletzt ist der Mensch as Endglied des Nahrungsnetzes von besonderem
Interesse bei derartigen Untersuchungen.

Die Reh- und Wildschweinproben stammen aus der Region um Dessau, unweit der
ehemaligen Chemiekombinate Bitterfeld. Diese Region wurde aufgrund der erheblichen
Umweltverschmutzung zu DDR-Zeiten ausgewahlt. Fraglich war, wie sich die Situation nach
mehr als einem Jahrzehnt nach Stillegung der Betriebe darstellen wirde, zumal, je nach
Produktionsaktivitét, orangefarbene Flusse, bisweilen gelbe Luft, der ,Silbersee” und viele
andere heute unvorstellbare Umweltverschmutzungen aus dieser Region zu trauriger
Berihmtheit gelangt sind. Die Fiichse stammen aus der industriell relativ wenig belasteten
Region Schleswig-Holstein. Der Pelikan ist als ein illustratives und comparatives Beispiel zu
sehen, der sich im Gegensatz zu allen anderen hier untersuchten Lebewesen hauptsichlich
von Fisch erndhrt. Der Grof3raum um Prag gilt, ebenso wie die Bitterfeld-Region, as relativ
stark mit chlororganischen Substanzen bel astet.

Speziell fur die Dessauer Proben und die Fichse sollte zudem ein umfassendes Bild zur
PCB-Belastung, erstellt mit folgenden 19 PCB-Kongeneren, erarbeitet werden: Die DIN-PCB
28, 52, 101, 138, 153 und 180, aso Vertreter der niedrig-, mittel- und hochhalogenierten
PCB, die in praktisch allen technischen Gemischen in htheren Konzentrationen vorkommen,
die Atropisomere 91, 95, 132, 149 und 174, die Coplanaren ,, Dioxin-ghnlichen“ PCB 77, 81,
126 und 169, die mono-ortho PCB 105 und 118, die zu den mixed-type-inducern zdhlen, das
di-ortho PCB 170 sowie das PCB 187 as ein weiterer Vertreter der hochhal ogenierten PCB-
Kongenere. Aulerdem sollten die atropisomeren MeSO,-PCB 3-91, 4-91, 4-95, 3-132, 4-132,
3-149, 4-149, 3-174 und 4-174 nachgewiesen werden. Die Zusammenstellung der PCB der in
Prag untersuchten Proben folgte einer etwas anderen Schwerpunktsetzung. Zum Teil wurde
der Schwerpunkt auf andere PCB gelegt, insbesondere viele der hoherhalogenierten
Kongenere waren in den dortigen Untersuchungen vertreten. Die Human- und Pelikanproben
wurden auf folgende 45 PCB hin untersucht: 8, 18, 28, 31, 44, 47, 49, 52, 56, 66, 70, 74, 84,
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87, 91, 95, 97, 99, 101, 105, 110, 129, 132, 137, 138, 141, 146, 149, 151, 153, 156, 157, 163,
167, 170, 180, 183, 187, 189, 194, 195, 199, 202, 203, 206, 209.

Als Vertreter fur Wildtiere wurden zundchst Rehe als relativ standorttreues Wild
ausgesucht. Sie eignen sich zudem sehr gut as Bioindikator, weil sie als Herbivore den
Schadstoffbelastungen der Pflanzen ihrer unmittelbaren Umgebung direkt ausgesetzt sind.
Weiterhin wurden Wildschweine, ebenfalls aus dem grofReren Gebiet um Dessau, welches
nordlich von Bitterfeld liegt, in die Studie einbezogen, weil sie Allesfresser sind und ein
hoheres Bioakkumulationspotential als Rehe aufweisen sollten. Nicht zuletzt stand der
Mensch im besonderen Focus dieser Untersuchung, weil er am oberen Ende des
Nahrungsnetzes steht und deshalb aufgrund des sehr hohen Bioakkumulationspotentials auf
eine moglichst unbelastete Nahrung, zu der eben auch Rehe und Wildschweine gehéren,
achten sollte, sofern er nicht das Erbe friherer Umweltsinden via Muttermilch an die
nachfolgenden Generationen weitergeben will. Aul3erdem wurden drei Flichse (Canis vulpes)
aus Schleswig-Holstein untersucht. Die Fichse sind Carnivore und sollten demzufolge das
hochste Bioakkumulationspotential aufweisen. Allerdings stammen sie aus dem wenig
industrialisierten Schleswig-Holstein, so dal3 eher eine geringe PCB-Belastung zu erwarten
war, zumal die Fichse nicht alter als finf Monate waren.

Neben der Zusammenstellung der zu untersuchenden Analyten, war die Wahl der
untersuchten Organe bzw. Gewebe sehr wichtig. Bereits Bachour et al. untersuchten in ihrer
Studie Gehirne, Lebern und Muskelgewebe u.a. von hessischen Fiichsen und Rehen.!™” Nur
bei den von ihnen untersuchten Humanproben ermittelten sie auch die PCB-Gehalte in der
Lunge und fanden hohe Werte. Sie fiihrten die hohe Akkumulation der PCB-Kongenere auf
ein PCB-bindendes Protein zurtick. Die Arbeiten von Lund et al. mit dem Methylsulfonyl-
Metaboliten des 2,2°,5,5 -tetrachl orbiphenyls, sowie die vorhergehende Arbeit von Brandt et
al., die sich mit den Muttersubstanzen beschéftigte, lieferten den Grund fir die Annahme der
Existenz eines PCB-hindenden Proteins in der Lunge™"**¥%% so wurden neben der Leber
und dem Fettgewebe als wichtige Zielorgane fur die lipophilen Kontaminanten auch die
bisher als Zielorgan fur PCB bisher wenig beachtete Lunge in die Untersuchung von Reh-,
Wildschwein- und Fuchsproben mit einbezogen, um auch beztiglich der Verteilung der PCB
auf die Zielorgane ein moglichst umfassendes Bild zu erhalten. Von den Human- und
Pelikanproben wurde nur das Fettgewebe untersucht.

Besonders  aufféllige  Chlorkohlenwasserstoffe, z.B.  1,1,1-Trichlor-2,2-big[4-
chlorphenyl]ethan (DDT), bzw. dessen Metabolit 1,1-Dichlor-2,2-big4-chlorphenyl]ethen
(DDE) und vor alem die verschiedenen Hexachlorocyclohexan-Kongenere (HCH), sollten
ebenfalls nicht ignoriert werden, allerdings mul3 klar gesagt werden, dal3 nicht das
Hauptaugenmerk dieser Untersuchung auf diesen Verbindungen lag, so dal3 diese nur am
Rande behandelt werden konnten.
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Zur Aufarbeitung der aus Deutschland stammenden Biota-Proben wurden eine bereits in
meiner Diplomarbeit erfolgreich getestete schonende clean-up-Methode, die ohne die
Schwefelsiure und ohne Natronlauge auskommt, eingesetzt.**" Diese Methode wurde zur
Analyse von kurzkettigen Chlorparaffinen entwickelt und mufite fur die PCB und die MeSO,-
PCB-Analyse erneut umfassend validiert werden. Eines der Ziele dieser Untersuchung war es
auch, eine moglichst universelle Methode fir moglichst viele Substanzklassen zu entwickeln,
um das cleanup der Umweltproben zu vereinheitlichen und vor allem zu vereinfachen. Die
Analyse der Prager Biota-Proben erfolgte mit einer &hnlichen Aufarbeitungsmethode.
Unterschiede zu der von mir verwendeten Methode werden angegeben. Um die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse im Rahmen der Qualitdtssicherung zu gewahrleisten, wurde
ein Laborleistungstest vorgenommen.

6.2. Methode/ Experimentelles

Da die Methode im Laufe der Zeit in geringfligigen, aber manchmal wichtigen Details an
die Erfordernisse der PCB-Analytik angepald wurde, erschien es ratsam, die Methode hier im
ganzen noch einmal vorzustellen. Hervorzuheben ist, dal3 es sich lediglich um geringfigige
Modifikationen handelt, die den Charakter der Methode im ganzen nicht verandern, aber
durchaus haufig praktische Verbesserungen und Vereinfachungen gegeniber der
Diplomarbeit ergeben haben (weitere Details zur Probenaufarbeitung finden sich unter 10.6).

6.2.1. Probenahme

Die Probenahmen erfolgten in mehreren Etappen im Juli 2001. Die Proben aus Dessau
wurden in einem Kuhlraum bei etwa 270 K zwischengelagert, bevor sie in einer Kihlbox
unverziglich nach Hamburg transportiert wurden. Die Organentnahme selbst erfolgte von
Jagern vor Ort. Die Fuchse wurden im ganzen bei 255 K gelagert und gefroren in das Labor
nach Hamburg transportiert. Dort erfolgte die Organentnahme nach dem Auftauen der Fuichse
durch Offnen des Corpus und anschliefRender Homogenisierung der Proben. Da es sich um
sehr junge Fichse handelte, konnte kein Fettgewebe enthommen werden. Die
Humanfettproben stammen aus einem Prager Krankenhaus, der Pelikan aus dem Prager Zoo.

6.2.2. Homogenisieren

Fir die Homogenisierung wurde Natriumsulfat 3 Stunden bel 523 K ausgeheizt, um es
von evtl. vorhandenen Verunreinigungen zu befreien. Von Leber und Lunge wurden je 10 g
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und vom Fettgewebe je 5 g Probenmaterial verwendet. Es wurde soviel Natriumsulfat
hinzugegeben, bis eine homogene trockene Masse entstand.

6.2.3. Extraktion

Die Soxhlet-Apparatur wurde vorher grundlich mit n-Hexan und Aceton gespult. Vor
Beginn der Aufarbeitung wurde eine dreistindige Vorextraktion mit dem gleichen
Losungsmittelgemisch durchgefiihrt. Die kleinen Soxhlet-Einséize wurden zugunsten der
grof3en leichter handhabbaren Soxhlet-Einsdtze substituiert und wurden mit dem Homogenat
befullt. Als Ldésungsmittel wurde n-Hexan/Aceton 2:1 verwendet. Nach achtstindiger
Extraktion wurde das verbleibende Lésungsmittel aus der Soxhlet-Apparatur entfernt und mit
dem restlichen Losungsmittel im Kolben vereint.

Das gleiche Losungsmittelgemisch wurde fir die in Prag analysierten Proben verwendet,
allerdings wurde statt mit einer Soxhletextraktion mit einer kaltextraktiven Methode
gearbeitet.

6.2.4. EOM-Bestimmung

Der Kolbeninhalt wurde in zwei gleiche Halften aufgeteilt, wobei die eine Héfte zur
weiteren Aufarbeitung vorgesehen war. Mit der anderen Hélfte wurde der Gehat an
extrahierbarer organischer Matrix (EOM) bestimmt. Dazu wurde die Probe nach der
Extraktion unter reduziertem Druck am Rotationsverdampfer eingeengt und in einen
Mef3kolben geflillt. Die Halfte wurde entnommen und in einem offenen vorher gewogenen 8
mL-Glaschen durch mehrtégiges Verdunsten des Ldsungsmittels zur Trockne eingeengt. Bei
Fettgewebe-Proben wurde zusétzlich ein Stickstoffstrom durch die Probe geleitet und die
Probe anschlief3end bei 393° K im Ofen fir mehrere Stunden belassen. Anschlief3end wurden
die Glaschen erneut ausgewogen und aus der Differenz der EOM-Gehalt bestimmit.

6.2.5. Clean-up

Da das Aceton bel der Gelpermeationschromatographie (GPC) storen wirde, mufite es
am Rotationsverdampfer unter reduziertem Druck und einer Wassertemperatur von 318 K
entfernt werden. Bei dem L 6sungsmittelwechsel wurden die Proben auf unter 2 mL eingeengt.
Die Proben wurden durch einen auf der Injektionsspritze sitzenden Einmal-Vorfilter des Typs
Minisart SRP 25 der Fa. Sartorius aufgezogen. Mit Dichlormethan: Cyclohexan 1:1 wurde
das 8 mL-Probeglaschen dreimal nachgespilt und ebenfalls durch den Vorfilter aufgezogen,
um grobe stérende Matrix zu entfernen. Wichtig ist, auf das Totvolumen des Vorfilters zu
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achten, damit beim Vorschieben des Stempels die Luft in der Injektionsspritze nicht die
Flissigkeit aus dem Vorfilter herausdréngt. Der Vorfilter &3t sich durch mehrmaliges
Zurickziehen des Stempels entleeren.

Die GPC diente im wesentlichen zur Abtrennung aller hochmolekularen Stoffe,
namentlich v.a. des Fetts. Die Apparatur wurde auf eine Fluf¥rate von 2,7 mL/min eingestellt
und mit Cyclohexan/ Dichlormethan 1:1 als L6sungsmittel betrieben. Ein Volumen von 4 mL
wurde in die GPC-Apparatur injiziert. Aufgefangen wurde die GPC-Fraktion in der Zeit von
25min 50s-55 min. Um die Robustheit der Methode zu erhdhen, ist in der Schnittzeit der GPC
eine Sicherheitsmarge von 1,5 min enthalten. Die erhaltene Fraktion wurde unter reduziertem
Druck am Rotationsverdampfer auf ein Volumen von etwa 0,5 mL eingeengt, danach wurde
durch zweimaliges Auffillen mit n-Hexan und erneutem Einengen ein Losungsmittelwechsel
vollzogen.

Etwas anders wurde die GPC (8 x 500 mm) unseres Kooperationspartners betrieben. Die
FluRrate betrug 0,5 mL/min. Aufgefangen wurden die PCB sowie die MeSO,-PCB in einer
Fraktion in der Zeit von 29 - 48 min. Als Lésungsmittel wurde frisch destilliertes Chloroform
verwendet. Nach der GPC efolgte direkt die GC-Quantifizierung ohne Mini-Silica-
Fraktionierung, so dafd die PCB und die MeSO,-PCB in einer Fraktion eluiert werden.
Vorteilhaft an der ,,Prager Methode” ist die noch kirzere Aufarbeitungszeit, nachteilig die
moglicherweise etwas hohere Matrixbelastung. Details zur abschlieffenden  GC-
Quantifizierung finden sich unter 10.6.2.

Anschlief3end erfolgte die weitere Aufarbeitung der ,Hamburger Proben® durch eine
Fraktionierung der Probe unter Verwendung einer Mini-Silica-Séaule. Eluiert wurde in der
Reihenfolge:

1) n-Hexan,

2) n-Hexan:Dichlormethan 9:1,
3) n-Hexan:Dichlormethan 4.6,
4) Dichlormethan.

5) Dichlormethan: Ethylethanoat
6) Ethylethanoat

Die aus der Mini-Silica-Fraktionierung erhaltenen Ldsungsmittel wurden nach dem oben
beschriebenen Verfahren durch n-Hexan ersetzt. Nach Zugabe von 0,05 mL des internen
Standards PCB 54 wurden die Proben am Rotationsverdampfer auf ein Volumen von unter
0,1 mL aufkonzentriert. Das Volumen der Probe wurde durch Auswaage der 2 mL Vials vor
und nach dem Befullen mit der Probe anhand der Dichte von n-Hexan (0,66 g/mL) bestimmt.
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6.2.6. GC/MS-Auswertung

Zunéchst wurde ein PCB-Standard injiziert, dann wurden mehrere Proben nacheinander
jeweils zweifach mittels GC/MS-ElI vermessen. Die Auswertung erfolgte nach folgender
Formel:

Fo A/, XCg

(Gleichung 6) C.=
Fs XEOM X(Fs /(((Viss *Ciss) /Vp) 1 Ci9)) ¥Fiss))

mit
Cr  Konzentration der Analysenprobe [ng/g EOM]
Fr  Fache (Area) der Probe
Ve Volumen der Probe [mL]
Cs Konzentration des Standards [ng/mL]
Fs  Fl&che des Standards
EOM Extrahierbare organische Matrix [g]
Korrekturfaktor Interner Standard (1S):
Fiss  Féachedes|S
Viss Volumendes|Sim Standard [mL]
Ciss Konzentration des 1S im Standard [ng/mL]
Ve Volumen der Probe [mL]
Cise  Konzentration des 1S in der Probe [ng/mL]
Fiss Fachedes|Sim Standard

Zur Quantifizierung wurden die in Tabelle 13 angefihrten lonen verwendet, wobel das
erstgenannte zur Quantifizierung und das zweite zur qualitativen Kontrolle diente. In einigen
Félen war die Quantifizierung Uber das erste lon nicht moglich, weil es durch Koelutionen
(v.a. Pnthalate, Silicone) Uberlagert wurde. In diesen Féllen konnte h&ufig Uber das schwerere,
aber weniger intensive zweite lon quantifiziert werden. Im Gegensatz zur
gaschromatographischen Analyse lassen sich viele Koelutionen dank der unterschiedlichen
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lonenspuren auf dem MS auflésen und vermeiden. So konnten die fast koeluierenden PCB
132 und 105 dank unterschiedlicher Massenspektren problemlos quantifiziert werden.

Die Kalibrierung unter Verwendung eines Korrekturfaktors erwies sich as unerlaiich,
well die Performance des GC/MS-EI von Messung zu Messung extrem stark schwankte und
verléldliche Mefresultate nur die gleichzeitige Verwendung eines externen und eines internen
Standards erzielt werden konnten. Nicht in jeden Fall und bei allen Messungen ist ein IS
notwendig. So kann bei GC-ECD-Messungen wegen der stabilen Empfindlichkeit des EC-
Detektors auf die Kalibrierung mittels IS im allgemeinen verzichtet werden.

Um noch empfindlichere Konzentrationsbestimmungen der MeSO,-PCB durchfihren zu
konnen, wurden zusétzlich zu dem GC-MS EI noch ein GC-MS NCI mit ebenfalls einer DB5-
MS-Saule, sowie ein GC mit einer CP-Sil 5/C 18CB-Séule und einer DB608-Saule zur
Verifizierung eingesetzt.

6.2.7. Wiederfindungsraten

Da diese schonende cleanup-Methode bisher noch nicht fur die Aufarbeitung von PCB
und MeSO,-PCB eingesetzt worden ist, mul3ten zunéchst Wiederfindungsraten (WFR) fur die
Einzelschritte der Methode, insbesondere die GPC und Mini-Silica-Fraktionierung, bestimmt
werden, um evtl. auftretende Substanzverluste bestimmten Teilschritten zuordnen zu kdnnen.
Dazu wurden zunachst WFR fir die GPC bestimmt, um den Zeitraum festzulegen, in dem das
Eluat aufgefangen werden sollte. Fir den gewdahlten Zeitraum von 25 min 50s - 55 min
wurden hohe WFR gefunden, die darauf schlief3en lief3en, dal3 die PCB und MeSO,-PCB
vollstdndig erfaldt werden konnten. Die Einzelbestimmung der WFR fur die Mini-Silica-
Fraktionierung ist vorteilhaft, weil es zum einen gerade in diesem Schritt durch Anhaften der
Analyten an der Saule zu signifikanten Substanzverlusten kommen kann und zum anderen die
Verteilung der Analyten auf die Fraktionen bestimmt werden kann. Die PCB befanden sich in
der ersten und zweiten, die MeSO,-PCB ausschliefdlich in der funften Fraktion.

Anschlie3end wurde eine WFR-Bestimmung fir die gesamte Methode mit drel
Wiederholungen und eine Blindwert-Bestimmung vorgenommen (Tabelle 13), um
gegebenenfalls Kontaminationen aus dem Labor erkennen zu kénnen. Die von dem
Kooperationspartner in Prag ermittelten WFR fir deren Methode lagen zwischen 88 % und
107 %.

77



Tabelle13: Wiederfindungsraten (WFR) der PCB-Kongenere und MeSO,-PCB (n= 3) fir
die Gesamtmethode, Bestimmungs (BG)- und Nachweisgrenzen (NG), sowie
Retentionszeiten und fir GC-MSEI-Quantifizierung verwendete lonen

WFR BG NG Ret. | Ouant.
PCB Nr. | (MW SD [%] | [ng/g EOM]| [ng/g EOM]| [min] [lon 1 lon2
28 99+ 2 0,2 0,1 28,46 186 256
52 104+ 6 0,3 0,1 30,13 220 292
81 77+ 6 0,4 0,1 34,43| 220 292
77 119+ 10 0,3 0,1 35,07 220 292
95 121+ 9 0,5 0,2 32,36 254 326
91 115+ 22 0,9 0,3 32,51 254 326
101 95+ 8 1,1 0,4 33,37 254 326
118 107+ 4 1,0 0,4 3559 254 326
105 100+ 8 1,2 0,4 36,58 254 326
126 111+ 4 1,9 0,6 38,18 254 326
187 98+ 6 4,8 1,6 38,23 254 326
174 102+ 2 5,7 1,9 39,13 254 326
180 76+ 4 4,8 1,6 40,17| 254 326
170 91+ 5 1,9 0,6 41,18| 254 326
149 101+ 10 1,1 0,4 35,48 290 360
153 97+ 14 1,9 0,6 36,49 290 360
132 119+ 9 0,9 0,3 36,55 290 360
138 86+ 6 2,3 0,8 37,47 290 360
169 111+ 9 5,6 1,9 41,08| 290 360
1S54 97+ 6 - - 28,04 220 292
3-91 88+ 17 1,8 0,7 46,15 290 404
4-95 94+ 13 2,8 1,0 46,55| 290 404
4-91 95+ 14 2,2 0,8 46,32| 290 404
3-149 84+ 18 2,4 0,8 50,17 324 438
4-149 86+ 8 4,4 1,6 51,45( 324 438
3-132 100+ 10 3,5 1,2 52,52| 324 438
4-132 96+ 15 4,3 1,5 53,58 324 438
3-174 97+ 15 3,1 1,0 55,19 324 438
4-174 93+ 19 4,3 1,4 55,53 324 438

6.2.8. Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweisgrenze gibt die minimale Konzentration eines Analyten an, bei der sich der
vom Analyten verursachte peak mit ausreichender statistischer Sicherheit vom Untergrund
unterscheidet. Sie ist dadurch festgelegt, dal? die peak-Hohe einer Substanz dreimal so hoch
sein muf3 wie das Grundlinienrauschen. Fir eine sichere Quantifizierung reicht dieses jedoch
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nicht. Eine Bestimmungsgrenze ist dadurch gekennzeichnet, dald der zu bestimmende Peak
ein neunfaches des Grundlinienrauschens, d.h. der dtatistischen Schwankungen der
Grundlinie, erreichen mul3, damit eine Substanz sicher quantifizierbar ist.

Die Bestimmungs- bzw. Nachweisgrenzen hangen nur von der absoluten PCB-Menge in
den Proben ab. Da sie aber auf unterschiedliche EOM-Mengen fir Leber-, Lungen- und
Fettproben bezogen werden, ergeben sich unterschiedliche Nachweisgrenzen bei gleichem
Frischgewicht. Fir die Aufarbeitung der Fettproben wurde nur das halbe Frischgewicht
eingesetzt, so dal3 eine gewisse Nivellierung erfolgt. Die angegebenen Bestimmungs- bzw.
Nachweisgrenzen sind konservativ berechnet, d.h., daf3 im Einzelfall niedrigere, nicht aber
hohere Bestimmungs- bzw. Nachweisgrenzen erreicht wurden. Zwischen 0,5 und 9 ng/g EOM
(S/N = 9), bezogen auf Fettproben (Human- und Pelikanfett), lagen die Bestimmungsgrenzen
bei dem Prager K ooperationspartner bei der PCB-Bestimmung.

Tabelle 14 gibt einen Uberblick liber alle Bestimmungs- und Nachweisgrenzen fir die
MeSO,-PCB. Alle Werte werden in ng/g EOM angegeben und beziehen sich auf die Matrix
der ausgewéhlten Proben. Nachdem kein PCB 174 in den Biota-Proben gefunden wurde,
wurden auch die atropisomeren Metaboliten 3-174 und 4-174 von weiteren Untersuchungen
exkludiert.

Tabelle14:  Alle Bestimmungs (BG)- und Nachweisgrenzen (NG) der GC-ECD, GC-MS
NCI und GC-MS El-Messungen zur Bestimmung der MeSO,-PCB im Uberblick

[ng/g EOM] | GC-MS EI | GC-MS-NCI |GC CP-Sil5/C 18 CB| GC DB608
Metaboliten] NG BG | NG BG NG BG NG BG
3-91 0,7 18] 04 1,2 0,5 1,4 0,5 1,5
4-95 10 28] 0,8 2,5 0,8 2,4 0,9 2,6
4-91 08 22| 05 1,5 0,5 1,4 0,6 1,5
3-149 08 241 03 0,7 0,2 0,7 0,3 0,9
4-149 16 44] 04 1,2 0,4 1,2 0,5 1,5
3-132 1,2 35| 05 1,5 0,2 0,7 0,3 0,9
4-132 15 43| 0,6 1,8 0,2 0,7 0,4 1,0

6.2.9. Blindwerte

Generell ist es fur eine Methode vorteilhaft, wenn mit ihr mdglichst wenige
Aufarbeitungsschritte verbunden sind, weil die Kontaminationsgefahr abnimmt. Zu
unterscheiden ist zwischen den Kontaminanten, die mit der gesuchten Substanz koeluieren
und damit storen, und den nichtkoeluierenden Kontaminanten, die fur diese Aufarbeitung
nicht betrachtet werden mussen. Auf die Analyse wirkten sich einige Phthalate storend aus,
die bereits nach dem Kontakt mit Kunststoffen, wie z.B. Deckeldichtungen, unvermeidbar in
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die Probe gelangten und zum Teil zu peak-Uberlagerungen mit den Analyten fihrten.
Aufgrund der hohen Eintragsquantitéten dieser Matrix erwies sich die Quantifizierung tber
ausgewahlte einzelne lonen in einigen Féllen flr einige Analyten als nicht durchfihrbar.

6.2.10. Fehlerbetrachtung

Beim Ansetzen des Standards kdnnen Volumenfehler entstehen, die etwa bei 5% liegen.
Die methodisch bedingten Fehler kdonnen durch Bestimmung der Wiederfindungsraten
ermittelt werden. Die Abweichung vom Mittelwert der einzelnen Werte reichte von 2-22%.
Die mittlere Abweichung betrug 6 %. Partiell konnte der bel der Aufarbeitung entstehende
Fehler durch Reduzierung der Blindwerte minimiert werden. Vorausgesetzt wird natrlich,
dal3 ein geeigneter Ersatz fur den auszutauschenden Einzelschritt zur Verfligung stiinde, der
keine neuen Blindwert-Probleme verursacht. Ansonsten wére eine Minimierung des Fehlers
der gesamten Methode nur durch Weglassen von Einzelschritten denkbar.

Eine wichtige Fehlerquelle ist die Quantifizierung mit dem GC/MS. Die extremen
Schwankungen des Detektors sind nur schwerlich selbst bei gleichzeitiger Verwendung eines
internen und externen Standards vollsténdig zu eliminieren. Eine weitere bedeutende
Fehlerquelle stellt die recht grobgestrickte Peak-Integration mit der Magnum-Software dar,
die die manuelle Festlegung der Integrationsgrenzen nur in sehr eingeschranktem Mal3e
zull3t. Insbesondere bei Koelutionen mit stérenden Substanzen lassen sich die Peaks nur
schwerlich mittels manueller Integration separieren. Es ist festzuhalten, dal3 der letzte Schritt
der Analyse, die GC/MS-Auswertung, der fehlertréchtigste ist.

Die Auswertung erfolgte ausschliefdlich durch manuelle Integration, d.h. daf3 die
Integrationsgrenzen fir jedes Kongener einzeln festegelegt wurden. Allgemein [t sich
festhalten, dal3 der Fehler umso grofeer wird, je kleiner die zu integrierenden peaks sind.
Dieses ist verstéandlich, wenn man bedenkt, daf3 das Rauschen der Grundlinie im Verhaltnis
zum zu integrierenden peak mit abnehmender peak-Grof3e zunimmt. Deshalb wird der Fehler
um so grofer, je kleiner die Konzentrationen sind. Er kann im Einzelfall bel ca. 40 % im
Bereich von 5 ng/g EOM liegen, wadhrend der Fehler bei Konzentrationen um die 50 ng/g
EOM mit 20 % veranschlagt werden kann.

6.2.11. Laborleistungstest

Die Nagelprobe ener jeden analytischen Methode und ihrer Anwender ist der
Laborleistungstest. Normalerweise haben universitare Einrichtungen aufgrund ihrer
begrenzten finanziellen Mittel nicht die Moglichkeit, an Ringversuchen mit zertifizierten
Referenzmaterialien teilzunehmen. Um trotzdem die Vorteile solcher Vergleiche nutzen zu
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kénnen, wurde eine Parale-Untersuchung unter Betelligung des akkreditierten
Veterindrinstituts in Prag, des ebenfalls akkreditierten NILU (Norwegian institute for air
research) in Tromsd (Norwegen) und unseres Hamburger Labors einer Wildschweinleber-
(Dessau-Serie) und einer Leber-Probe eines arktischen Dorsches (Boregadus saida LEP) aus
Norwegen angestellt. Zwar sind die wahren Werte nicht bekannt, weil kein zertifizierter
Standard verwendet wurde und somit auch die Richtigkeit der Analysen nicht mit letzter
Sicherheit erhalten werden kann, dennoch ist dieser Vergleich von grof3er Aussagekraft, well
die genannten renommierten Labors an diesem Test beteiligt waren. Jeweils ein Homogenat
dieser Proben wurde an die beteiligten Labors abgeben und nach der jewells Ublichen
Methode parallel aufgearbeitet. Die Ergebnisse werden in Tabelle 15 vorgestellt.

Tabelle 15: Ergebnisse einer vergleichenden Untersuchung zweier Biotaproben mit
dem Veterindrinstitut in Prag und dem NILU in Tromso

[ng/ g EOM] JHamburg Prag NILU]rel. SA] Hamburg Prag NILUJrel. SA
PCB-Nr. Wil dschweinleber [%] Dorschleber [%]
28 274 246 26 61 24,0 193 193] 11
52 16,6 303 181] 28 27,6 20 85 42
81 0,0 0,0
77 0,0 0,0
95 28,8 17,1
91 0,0 0,0
101 51,0 624 27 67 34,0 28 1791 25
118 n.g. 2,6 18,6 431 40
105 0,0 0,0 0,0 18,8 | 100
126 0,0 0,0 0,0 1,2 ] 100
187 n.g. 2,7 0,0 2,8 | 100
174 n.g. 0,0
180 10,0 99 40 35 n.g. 94 84 5
170 n.g. 2,6 n.g. 5,6
149 12,1 1,9 73 8,7 4,0 56
153 447 385 1381 41 46,7 402 36| 11
132 0,0 0,0
138 46,0 396 1461 41 48,7 31,9 353] 19
169 0,0 0,0

Vor mehr as 20 Jahren vertffentlichten Horwitz, Kamps und Boyer die Ergebnisse von
mehr als 50 Ringversuchen und kamen zu dem Schluf3, dal3 die relative Standardabweichung
mit abnehmender Konzentration der zu messenden Substanz stark zunimmt.!**? Die relative
Standardabweichung (rel. SA) bezieht sich dabei auf die jewells beteiligten Laboratorien und
ist somit ein MaR fiir die Labor-zu-L abor-Ubertragbarkeit einer Methode und natiirlich auch
ein Mal3 fur die Reproduzierbarkeit der erzeugten Daten. Im unteren einstelligen Nanogramm-
Bereich sind im Sinne des Horwitz-Kriteriums relative Standardabweichungen von bis zu
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+45 % akzeptabel, im Bereich von 100 ng sind es +30 %.*¥ Im Falle der Wildschweinleber
falen dieim NILU vermessenen PCB 28, 101, 153 und 149 deutlich und das PCB 180 knapp
aus dem Rahmen des Horwitz-Kriteriums, wahrend alle DIN-PCB, die in Hamburg und Prag
gemessen wurden zum Teil deutlich unterhalb dieser Grenze liegen. Zu bemerken ist, dal3 aus
Zeitgrinden in Prag nur die sechs DIN-PCB untersucht werden konnten. Auf3erdem wurden
uns Probleme bei der Auswertung seitens der Norweger mitgeteilt, so dal3 aufgrund der
Datenlage davon ausgegangen werden kann, dal3 die Konzentrationen der genannten PCB
deutlich zu niedrig von norwegischer Seite ermittelt wurden. Fur das PCB 149 kann diese
Feststellung so nicht getroffen werden, da nur zwei Vergleichswerte vorliegen.

Ein Blick auf die DIN-PCB der Dorschleber-Untersuchungen zeigt Konzentrationen, die
in alen Fallen das Horwitz-Kriterium erflllen, einzig das PCB 52 Uberschreitet diese Grenze
geringfligig. Die PCB 187 und 126 konnten nicht nachgewiesen werden, sie liegen offenbar
knapp Uber der Nachweisgrenze der Hamburger Methode. Die Werte des PCB 118 liegen
zwischen unserem und dem Norwegischen Labor relativ weit auseinander. Eine genauere
Diskussion ist aufgrund der begrenzten Datenlage nicht moglich. Wahrend das PCB 149 unter
Berlicksichtigung der niedrigen Konzentration knapp auf3erhalb der Grenze liegt, konnte fir
das Kongener 105 keine Ubereinstimmung erzielt werden, weil es in unserer Untersuchung
nicht nachgewiesen werden konnte.

Insgesamt lagen alle in Prag und Hamburg ermittelten Konzentrationen der DIN-PCB
innerhalb des von Horwitz vorgegebenen Bereichs, so da’ die Reproduzierbarkeit der
Analysenergebnisse gegeben ist. Mit Einschrdnkungen sind hingegen die Resultate aus
Norwegen zu betrachten. Bei diesem Vergleich hat sich gezeigt, da3 die Teilnahme an
Ringversuchen auch fur akkreditierte Labors von nicht zu unterschétzender Wichtigkeit ist,
zumal die Qualitét der Arbeit so in Absténden immer wieder Uberprift werden kann.
Betrachtet man nur die Dorschleber-Proben, so lagen ale drel Labors innerhalb des
zuléssigen Bereichs, was fir die Qualitdt dieser Analysen spricht. Hierbel ist zu
berlicksichtigen, dal3 unsere Resultate systematisch etwas hoher als die anderen
Analysenergebnisse liegen. Dieses gilt nur fir die Dorsch-, aber nicht far die
Wildschweinleberproben, bel denen diese Korrelation nicht festgestellt werden konnte.

6.2.12. Wiederholbarkeit der Methode

Mochte man die Prézision einer Methode bestimmen, unterscheidet man zwischen der
Wiederholbarkeit (gleiches Labor) und der Reproduzierbarkeit (Laborleistungstest
verschiedener Laboratorien). Die Wiederholbarkeit (Tabelle 16) wurde durch eine vierfach
aufgearbeitete Probe (Wildschweinleber aus der Dessau-Serie) festgestellt.
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Tabelle16: Wiederholbarkeit der Methode (n=4) anhand der Ermittlung des Mittelwertes
(MW), der Standardabweichung (STABWN) und der prozentualen Abweichung

(Abw.)

PCB Nr. |MW+STABWN Abw.[%]
28 244 19
52 20+2 13
81 0+0
77 0+0
95 25+3 13
91 0+0

101 46+4 10
118 1545 34
105 0+0
126 0+0
187 0+0
174 0+0
180 100 8
170 13+0 3
149 10+1 15
153 3545 16
132 0+0
138 3745 15
169 0+0

Die Probe wurde jewells zweifach mit dem GC-MS vermessen. Prozentuale
Abweichungen wurden in der Bandbreite von 3-34 % festgestellt, im Mittel bel ca. 15 %. Das
zeigt, dal3 diese Methode eine Bestimmung der Substanzen mit relativ geringem stati stischen
Fehler zuld’t. Ebenso verhdlt es sich fiur die Aufarbeitungsmethode des Prager
Kooperationspartners, bel dem die Standardabweichungen fir ale Anayten zwischen 5 %
und 11 % (n = 3) lagen.

6.3. Ergebnisse

Zwar waren weitere Umweltkontaminanten neben den PCB nicht Gegenstand dieser
Untersuchung, dennoch waren einige Chlororganika derart augenfallig, dal3 sie hier nicht
ignoriert, sondern Anhand einer Wildschweinleberprobe aus dem Revier Dessau-Nord
exemplarisch dargestellt werden sollen. Die Quantifizierung dieser Probe wurde
gaschromatographisch mit einer ,,DB5-* und einer ,DB17“-Saule im Veterinarinstitut in Prag
vorgenommen (Abb. 35). Diese Probe stellt durchaus kein Beispiel einer fur die Region
unublichen Belastung dar, vielmehr soll die charakteristische Verteilung der Chlororganika
dieser ehemaligen Industrieregion illustriert werden. Die Quantifizierung dieser Probe ergab
far die Hexachlorcyclohexan (HCH)-1somere a-HCH und g-HCH Werte von 8,0 bzw. 5,4
ng/g EOM. In eine andere Region stof¥ die Konzentration von b-HCH mit 1136,86 ng/g EOM

83



vor. Aus Untersuchungen des Veterinarlabors Stendal sind auch 100-fach hohere
Spitzenwerte, also Konzentrationen um 100 ng/g EOM (!) bekannt geworden. Dieses zeigt
sehr deutlich, dald es sich bel dieser Probe keinesfalls um eine Spitzenbelastung handelt und
auch, dal3 die Verseuchung dieser Region mit Riickstanden aus der Lindan-Produktion immer
noch alarmierend ist. Mit 71,9 bzw. 71,0 ng/g EOM lagen die Hexachlorbenzen (HCB)- und
die 1,1-Dichlor-2,2-big4-chlorphenyl]ethan (p,p’-DDD)-Belastung etwas hoher as die
Belastung mit den DIN-PCB. Der 1,1,1-Trichlor-2.2-big 4-chlorpenyl]ethan (DDT)-Metabolit
1,1-Dichlor-2,2-big[4-chlorphenyl]ethen (p,p’-DDE) wurde nach dem b-HCH in der
zweithochsten Konzentration mit 215,1 ng/g EOM gefunden. Dieses charakteristische
Belastungsmuster ist auch durch die Befunde von anderen Proben bestétigt worden.
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Abb. 35: Mit Chlororganika kontaminierte Leber eines Wildschweins aus dem Revier
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Im Vergleich zu den hoéherkonzentrierten Chlororganika lagen die summarischen und
gemittelten PCB-Gehalte der Dessau-Proben mit Werten zwischen 78 und 337 ng/g EOM
sehr viel niedriger. Starke Konzentrationsschwankungen der HCH- und DDT-Derivate lassen
auf eine lokale Kontaminationsquelle schlief?en, wahrend bel den PCB-Belastungen keine
extremen Ausreif3er vorlagen und somit eher auf eine , Hintergrund“-Belastung geschlossen
werden kann. Tabelle 17 gibt einen Uberblick tber die Mittelwerte der PCB-Belastungen in
den Wildproben. Alle Einzelwerte sowie weitere Probendaten sind im Anhang in den
Tabellen A1-A3 und A5 zu finden.

Tabelle17: PCB-Konzentrationen in Leber, Lunge und Fettgewebe in Rehen (n=6),
Wildschweinen (n=5) und Fiichsen (n=3; nur Leber und Lunge)
[ng/g EOM] Reh Wildschwein Fuchs
PCB Leber Lunge Fett Leber Lunge Fett Leber Lunge

28 26x 20 63+ 39 14+ 11 26+ 9 39+ 13 2+ 0 20+ 1 42+ 11
52 21+ 12 38+ 27 8+ 4 19+ 8 23+ 10 3+2 9+ 0 29+ 9
81 6+ 3 13+ 7 2+1 2+ 1 2+3 n.g. 1+ 0 6% 2
77 2+ 1 2+0 n.d. 1* n.d. n.d. 0,9* 0,6
95 13+ 7 277 6+ 3 18+ 9 n.d. n.d. n.d. n.d.
91 n.d. 3+ 2 2,4* n.d. 11 n.d. n.d. n.d.
101 23+ 15 76 51 13+ 9 25+15 35+11 9+ 8 10+ 1 50% 24
118 12+ 6 33+ 12 12+ 7 73 10+ 3 3+3 8+3 23+ 12
105 2+1 2+ 0 2+2 30 2+3 n.d. 2+ 0 n.d.
126 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
187 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
174 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
180 12+ 5 22+ 14 22+ 14 11+ 3 12+ 4 61 430+ 422 60x 32
170 n.d. n.d. 54 14* n.d. 6+ 4 255+ 130 33+ 11
149 22+13 32+ 16 10+ 6 8+3 51 4+ 3 7+ 8 4,8*
153 26x 14 37+ 21 41+ 19 21+ 9 14+ 2 19+ 9 704+ 672 137
132 22+ 10 10+ 6 2+ 0 n.d. 0+1 1+ 2 27* 6*
138 18+ 6 44+ 27 167 25+ 14 15+ 2 13+ 5 162+ 51 17+ 10
169 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Summe | 167483 338+ 116 144+49] 148+60 146+43 78+ 19| 1566+ 1173 400+ 88

*Nur in einer Probe quantifizierbar; n.d. = nicht detektierbar, n.q. = nicht quantifizierbar

Theoretisch sollten die Herbivore, wie die Rehe, ein geringeres Akkumulationspotential
als die allesfressenden Wildschweine aufwei sen. Betrachtet man jedoch die Werte, finden sich
eher bel den Rehen (Lunge und Fett) etwas hohere PCB-Belastungen as bel den
Wildschweinen. Die carnivoren Flichse weisen hingegen deutlich hohere PCB-Belastungen
auf. Zu beachten ist zudem, dal? es sich um sehr junge Flchse handelt. Einschrankend ist zu
erwdhnen, dal3 die Fichse aus Schleswig-Holstein und nicht aus Dessau stammen, was die
direkte Vergleichbarkeit nattrlich beeintrachtigt. Wird aber berticksichtigt, dal3 Schleswig-
Holstein as relativ unbelastete Region gilt und die Fichse trotzdem erhohte PCB-Werte
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aufweisen, so spricht das fur die theoretische Einordnung der Carnivore tiber den Herbivoren.
Als am hochsten belastet haben sich die Fuchslebern mit 1566 ng/g EOM an Gesamt-PCB
herausgestellt. Dieses entsprach einer etwa vierfach hoheren Belastung gegentiber der Lunge.
Bel den Rehen stellt sich dieser Sachverhalt umgekehrt dar: Die Lunge weist etwa eine
doppelt so hohe Belastung auf wie die Leber. Allerdings sind auch gerade bel den
Fuchslebern hohe Schwankungen zwischen den einzelnen Proben festzustellen, so dal3 sich
diese Umkehrung wieder relativiert.

Die Rehfettproben bewegen sich auf dem gleichen Niveau wie die PCB-Belastungen in
der Leber. Bel den Wildschweinfettproben wurden etwa halb so hohe Belastungen wie in der
Leber festgestellt. Generell ist bei Fettproben zu berlicksichtigen, dal3 die EOM um en
vielfaches hoher liegt als in Leber und Lunge. Auf das Frischgewicht bezogen, wirden sich
fur die Fettproben die hochsten Werte ergeben. Allerdings ist es in der Literatur allgemein
Ublich, EOM-Werte anzugeben, um moglichst leicht vergleichbare Werte zu erhalten.

Erwartungsgeméal’ lagen die Konzentrationen der DIN-PCB generell Uber denen der
anderen Kongenere. Auffalig waren die hohen Konzentrationen der DIN-PCB 138, 153 und
180 in einzelnen Fuchslebern, wobei allein das Kongener 153 fast 50 % der gesamten PCB-
Konzentration ausmacht und alle drei Kongenere zusammengenommen fir 90 % der PCB-
Belastung in der Fuchsleber verantwortlich sind.

Eine Ausnahme bildete das atropisomere PCB 149, das in den Organen und dem
Fettgewebe der Rehe &hnliche Konzentrationen wie das PCB 153 erreichte. In den
Wildschweinproben ist dieses Verhdtnis mit 1:3 sehr viel niedriger. Mit etwa 1 % erreicht es
in Fuchsleber und Fuchslunge ein Minimum. Das PCB 132 ist in vergleichsweise niedrigen
Konzentrationen nachzuweisen, ebenso das PCB 91. Das PCB 174 konnte in keinem
Kompartiment nachgewiesen werden. Allerdings lag die Nachweisgrenze dieses
Atropisomers mit 1,9 ng/g EOM relativ hoch. Bleibt als letztes chirales Kongener das PCB
95, welches in Rehleber, -lunge und —fett in etwas niedrigeren Konzentrationen als das PCB
149 gefunden wurde, in den Wildschweinproben nur in der Leber und Uberhaupt nicht in den
Fuchsproben.

Die koplanaren PCB spielen bei der Zusammensetzung des TEQ-Wertes zur Beurteilung
der Toxizitét eine wichtige Rolle. Bis auf das PCB 81, welches in Konzentrationen von 2-13
ng/g EOM (bezogen auf die Durchschnittswerte) gefunden wurde, ist nur noch das PCB 77 in
sehr niedrigen Konzentrationen nachgewiesen worden. Fir die wurden mit 1,9 bzw. 1,6 ng/g
EOM relativ hohe Nachweisgrenzen bestimmt. In den Umweltproben konnten die koplanaren
PCB 126 und 169 nicht nachgewiesen werden. Wirde man die geringen TEQ-Werte der
koplanaren PCB zum alleinigen Bestimmungskriterium fur die Beurteilung der Toxizitat
erheben, wirde man félschlicherweise Entwarnung geben, ohne dal3 dieses aufgrund der
Belastung mit z.B. atropisomeren PCB gerechtfertigt wére.
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Die mono-ortho-PCB 105 und 118, die zu den sogenannten mixed-type-inducern gehoren,
wurden in sehr niedrigen (PCB 105) bzw. in Konzentrationen von 3-33 ng/g EOM gefunden
(PCB118). Im Rahmen einer Toxizitétsbewertung sollten die mixed-type-inducer, in diesem
Fall vor allem das PCB 118, nicht vernachléssigt werden, wenn eine moglichst umfassende
Bewertung erfolgen soll.

Neben den PCB 138 und 180 konnte ein weiteres di-ortho-PCB, das PCB 170, vor allem
in Fuchslebern in betrachtlichen Konzentrationen nachgewiesen werden. In den Rehen und
Wildschweinen waren kaum Belastungen mit diesem Kongener festzustellen. Auch in der
Fuchslunge wurden deutlich niedrigere Konzentrationen von 33 ng/g EOM gefunden.

Das hochhalogenierte PCB 187 konnte in dieser Untersuchung nicht nachgewiesen
werden. Allerdings ist die Nachweisgrenze mit 1,6 ng/g EOM relativ hoch, so daf3 niedrige
Konzentrationen nicht erfal3 werden konnen.

Umfangreiche Bemihungen wurden unternommen, um die MeSO,-PCB in den Reh,
Wildschwein- und Fuchsproben nachzuweisen. Zundchst wurden GC-MS ElI Messungen
angestellt, die in keinem Fall nachweisbare Belastungen mit atropisomeren MeSO,-PCB
ergaben. Danach wurden besonders vielversprechende Proben ausgewahlt, um die Messungen
mit dem empfindlicheren GC-MS NCI in dem Prager Labor und parallel mit dem GC auf
zwei Sdulen unterschiedlicher Polaritée zu wiederholen. Doch auch be den
Wiederholungsmessungen konnten keine MeSO,-PCB nachgewiesen werden.

Hingegen in Human- und Pelikanfettproben wurden betréchtliche Konzentrationen
festgestellt (Tabelle 18). Alle Einzelwerte der Humanfettproben sowie weitere Probendaten
konnen im Anhang in den Tabellen A4 und A5 nachgesehen werden. In den
Humanfettproben wurden, ebenfalls wie bei den Flichsen, zu Gber 90 % des Gesamt-PCB-
Gehaltes die DIN-PCB gefunden. Herausragend ist die PCB-Belastung des Pelikans des
Prager Zoos mit 137037 ng/g EOM (bzw. 137,0 ug/g EOM). Es ist zu vermuten, dal3 die
aullergewohnlich hohe PCB-Kontamintion des 28 Jahre alten Tieres durch den taglichen
Konsum von Fischen aus naheliegenden Gewassern verursacht wurde.

87



Tabelle18: PCB-Konzentrationen im Fettgewebe von Humanproben (n =11) und einer

Pelikanprobe
[ng/g EOM] Human- Pelikan-
PCB fett fett
8 n.d. 55
18 n.d. 117
28 31 1208
31 n.d. 153
44 n.d. 807
47 n.d. 376
52 1+0 1711
66 n.d. 1269
70 n.d. 337
74 5+2 752
91 n.d. 157
95 n.d. 1279
101 5+1 4187
105 4+1 594
118 65134 n.a.
128 n.d. n.a.
132 n.d. 611
136 n.d. n.a.
138 361+199 16570
149 75 7390
151 n.d. 4424
153 6124302 32292
156 n.d. 1825
163 n.d. 4924
170 11+3 7991
174 n.d. n.a.
180 4244221 34303
187 n.a. 8471
194 6+1 3152
195 4+1 1132
206 0+0 618
209 1+0 332
Summe 1514+462 137037

*Nur in einer Probe quantifizierbar; n.d. = nicht detektierbar, n.q. = nicht quantifizierbar

NatUrlich ist bei der Pelikanprobe zu berticksichtigen, dald es sich um ene
Einzeluntersuchung handelt. Die extrem hohe PCB-Belastung dieser Probe liefd vermuten, dal?
auch die MeSO,-PCB in nachweisbarer Menge entstanden sind. Von besonderem
wissenschaftlichen Interesse ist deshalb die Frage, auf welche Weise ein Organismus auf
extrem hohe PCB-Belastungen reagiert. Wie in Tabelle 19 zu sehen ist, sind enige
atropisomere MeS0O,-PCB in Konzentrationen deutlich Gberhalb der Bestimmungsgrenze in
der Pelikanprobe vorhanden, die Belastungen der Humanfettproben sind vergleichsweise sehr
gering. Bemerkenswert ist, da3 die Methylsulfonylmetaboliten 3-132 und 4-132 in sehr
geringen Konzentrationen nachgewiesen werden konnten, obwohl die Muttersubstanz nicht
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mehr detektiert werden konnte. Auffallig ist an der Pelikanfettprobe, dal3 bevorzugt in para-
Stellung substituierte Metaboliten entstanden sind.

Tabelle19:  Konzentrationen atropisomerer MeSO,-PCB im Fettgewebe von Humanproben
(n =11) und einer Pelikanprobe
[ng/g EOM] Human- Pelikan-
Metabolit fett fett
391 0,9* 4,1
491 n.d. 3,4
4-95 n.d. 3,5
3132 0,5* n.d.
4-132 0,6 +0,3 3,4
3-149 0,5+0,2 6,3
4-149 0,6 +0,3 19,1
Summe 15+£1,1 39,8

*Nur in einer Probe quantifizierbar; n.d. = nicht detektierbar

Abschlief3end sollten die in den Humanfettproben und der Pelikanfettprobe gefundenen
atropisomeren MeSO,-PCB einer enantioselektiven Untersuchung mit einer auf 8 m
gekurzten chiralen 6 Tx-2,3-Me-b-CD (20 % in SE 52)-Trennphase. unterzogen werden.
Bereits bei den achiralen Untersuchungen lagen die Konzentrationen der MeSO,-PCB in den
Humanfettproben nahe der Bestimmungsgrenze, so da3 diese Metaboliten in der
enantioselektiven Analyse nicht mehr nachweisbar waren. Die Enantiomerenverhatnisse
(enantiomeric ratio = ER) der Pelikanfettprobe werden in Tabelle 20 wiedergegeben.
Tabelle20:  Enantiomerenverhaltnisse (ER= ersteluierendes Enantiomer/zweitel uierendes
Enantiomer = a/b) von MeSO,-PCB in der Pelikanprobe

Metabolit ]a [ng/g EOM]|b [ng/g EOM]] ER [a/b]
3-132 n.d. n.d. -
4-132 2,3 11 2,1
3-149 2,7 3,6 0,75
4-149 11,8 7,3 1,6
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Leider konnte die enantioselektive Analyse die Metaboliten 3-91, 4-91 und 4-94 nicht
erfassen. Glucklicherweise konnten aber die in Umweltproben relevantesten Enantiomere der
MeSO,-PCB 3-132, 4-132, 3-149 und 4-149 enantiosel ektiv analysiert werden. Beide in para-
Stellung substituierten Metaboliten weisen ER von deutlich >1 auf, wéhrend sich fir den in
meta-Stellung substiuierten Metaboliten 3-149 genau umgekehrte Verhdltnisse, ndmlich ER
von <1 ergeben. Diese Ergebnisse befinden sich im Einklang mit Untersuchungen von
Wiberg et al. und Ellerichmann et al., die vor allem Fettgewebe, aber z.T. auch Leber und
Lunge von verschiedenen Spezies wie Polarbaren, Robben sowie Ratten und Menschen
beziiglich der Enantiomerenverhaltnisse dieser Metaboliten analysierten.l*%>%¢!

6.4. Diskussion

Die schonende Aufarbeitungsmethode, die ohne oxidierende Sauren auskommt, konnte
erfolgreich fir PCB sowie MeSO,-PCB validiert werden, indem Bestimmungs- und
Nachweisgrenzen, Wiederholbarkeit, Reproduzierbarkeit, Wiederfindungsraten, Blindwerte
bestimmt und aul3erdem auf die Robustheit der Methode geachtet wurde. Besonders wichtig
war die Feststellung der guten Reproduzierbarkeit der leicht unterschiedlichen Methoden,
bezogen auf unser und das Labor unser Kooperationspartner in Prag, weil die erhalten
Ergebnisse vergleichbar sein mufdten. Vorteilhaft war, dal3 die von mir angewandte Methode
mit den in diesem Arbeitskreis Ublichen Modulen auskommt und somit leichter auch fir
andere Mitglieder des Arbeitskreises zu Verfligung steht.

Betrachtet man die Analysenergebnisse bezuglich der Muttersubstanzen und geht man
davon aus, dald die DIN-PCB den alergrofdten Anteill an der Gesamtbelastung mit PCB
ausmachen, so kann man trotz etwas unterschiedlicher Kongenerenzusammensetzung, die den
Untersuchungen zugrunde lagen, extreme Unterschiede in der PCB-K ontamination feststellen.
Die Gesamtbelastung mit PCB reichte von 78 ng/g EOM im Wildschweinfett bis 137000 ng/g
EOM im Pelikanfett. Aus dieser sehr unterschiedlichen Gesamtbelastung mit PCB wird schon
deutlich, daf3 unterschiedliche Konzentrationen an MeSO,-PCB gefunden werden miissen. Je
nach trophischer Stufe und Spezies ist die Fahigkeit, PCB-Mutterverbindungen zu
metabolisieren, stark unterschiedlich ausgepragt. So lagen die Konzentrationen der MeSO--
PCB bei den Reh-, Fuchs- und Wildschweinproben unter den Bestimmungsgrenzen, wahrend
die Humanproben diesbezliglich aus Sicht eines Umweltanalytikers vielversprechender
waren, ebenso nattrlich auch die Pelikanprobe. Vergleicht man die Konzentrationen der
Mutterverbindungen mit denen der MeSO,-PCB, werden klare Unterschiede in den
Metabolisierungsgraden erkennbar, wie in den Abb. 36 und 37 gezeigt wird.
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Abb. 36: Konzentrationen der atropisomeren 3- und 4-MeSO,-PCB [ng/g EOM] im
Vergleich zu den Muttersubstanzen in Humanfettproben
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Abb. 37 Konzentrationen der atropisomeren 3- und 4-MeSO,-PCB [ng/g EOM] im
Vergleich zu den Muttersubstanzen in Pelikanfettproben

In den Humanfettproben wurden die MeSO,-PCB 3-91, 3- und 4-132 in Konzentrationen
nahe den Bestimmungsgrenzen gefunden. Deren Mutterverbindungen konnten alerdings
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Uberhaupt nicht mehr bestimmt werden. Dieses zeigt einmal mehr die Dringlichkeit der
Einbeziehung auch und vor allem der Metaboliten in die Analyse von Biota-Proben. Der
Antell an 3- und 4-149-Metaboliten im Vergleich zu ihrer Muttersubstanz betrug 16 %. Fir
die Pelikanfettprobe ergibt sich ein vdllig anderes Bild: Die MeSO,-PCB-Metaboliten der
Kongenere 95, 132 und 149 wurden nur in Konzentrationen von 0,3 % bis 0,6 % im Vergleich
zu den Mutterverbindungen gefunden, lediglich die Methylsulfonylmetaboliten des
Kongeners 91 machten einen hheren Anteil im Vergleich zur Mutterverbindung aus.

Dieses zeigt einmal mehr deutlich die Abhangigkeit des Metolisierungsgrades von der
jeweiligen Spezies. Der Mensch zahlt zu der obersten Stufe des Nahrungsnetzes und verfiigt
Uber das effektivste Enzymsystem zum Abbau der Metaboliten. Obwohl in den Wildschwein-
Reh- und Fuchsproben zum Teil hohere Konzentrationen der Muttersubstanzen gefunden
wurden, konnten keine Metaboliten nachgewiesen werden. Es liegt nahe, dal3 das
Abbauvermtgen dieser Wildtiere fur atropisomere PCB nicht so ausgepréagt ist, wie das des
Menschen. In das Bild flgt sich die Pelikanfettprobe nahtlos ein. Lediglich, weil eine 1000-
fach hohere Belastung z.B. des Atropisomers 149 gefunden wurde, konnten Uberhaupt
MeSO,-PCB im Pelikanfett nachgewiesen werden.

Seit der Aufklarung der absoluten Struktur der MeSO,-PCB 3-149 und 4-132 war es
endlich méglich, die R- und S Konfiguration zuzuordnen. Auffalig ist, dal3 beide bevorzugt
im Pelikanfett angereicherten Enantiomere des 4-132 und 3-149 die R-Konfiguration besitzen.
Da es sich nur um zwei Metaboliten handelt, kann die Ubereingtimmung zuféllig sein.
Dennoch ist ein weiteres Nachspiren dieses Sachverhates in weiteren Experimenten
wunschenswert, weil das Verstdndnis um die strukturabhangige Retardierung der MeSO,-
PCB-Enantiomere sicherlich ausgeweitet werden kann, um natirlich auch letztlich Struktur-
Wirkungszusammenhange zwischen den atropisomeren Metaboliten und den degradierenden
Enzymen zu erkennen und zu verstehen.
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7. Zusammenfassung

Heutzutage liegt das Hauptproblem der PCB-Belastung nicht mehr in spektakul&ren
Chemieunfallen wie die der 60er und 70er Jahre, namentlich den Yu Sheng- oder Y usho-
Unfalen mit tausenden Opfern, sondern in der ,Hintergrund-Belastung® dieser
Chlororganika. Diese fuhrt zu einer permanenten Aufnahme geringer Mengen an
Schadstoffen, die aufgrund ihrer Lipophilie ein hohes Bioakkumulationspotential aufweisen.
Zwar hat sich der Gesetzgeber 1989 dazu durchgerungen, die Verwendung und das
Inverkehrbringen der PCB in Deutschland zu verbieten, trotzdem nehmen die PCB-
Belastungen nur sehr langsam ab. Diese persistenten Umweltkontaminanten sind tber die
Jahre hinweg in unterschiedlichen Konzentrationen in jedem von uns tber die Aufnahmewege
der Muttermilch oder Uber die Nahrung, und zwar nahezu weltweit, angekommen. Ob wir
diese unsichtbaren und geruchlosen Substanzen aus unserem Bewuldsein verdrangen oder
nicht, wir sind die Erben vergangener oder aktueller Umweltsiinden und sie betreffen uns
taglich. Die PCB werden im Korper eingelagert oder metabolisiert. Auf ihrem Weg durch den
Korper entfaten sie ihre vielféltigen Einfliusse auf den Organismus. Die toxischen
Auswirkungen der in hohen Konzentrationen aufgenommenen PCB sind zahlreich und seit
den Yu Sheng- und Yusho-Unféllen Gegenstand vieler Untersuchungen gewesen. Das heil3t
aber keinesfalls, dal3 daraus die Schluf3folgerung gezogen werden darf, dal3 PCB in geringeren
Konzentrationen, wie sie heutzutage als , Hintergrund-Belastung® in der Umwelt auftreten,
unschadlich sind. Gerade hier besteht noch ein grof3er Bedarf an weiteren Untersuchungen,
und deshalb ist es so wichtig, ndheres Uber die toxikologische Wirkung der PCB und vor
allem auch seiner unzureichend beachteten Metaboliten zu erfahren.

Atropisomere PCB bzw. MeSO,-PCB eignen sich besonders gut as chirae Umwelt-
Indikatoren, weil viele Enzymsysteme derartige aktivierenden Substrate enantioselektiv
erkennen kénnen. Bei der Vielzahl mdglicher Substrate ist es notwendig, dal3 sie Uber
hochselektive Erkennungsmechanismen verfligen, damit nur das ,richtige® Substrat an das
Enzym binden kann. Da atropisomere MeSO,-PCB biomimetisch z.B. auf den
Glucocorticoid-Rezeptor wirken kdnnen, sind sie prédestiniert fur die Studien tber ihren
Metabolisierungs- und Wirkmechanismus im Kérper, Uber den immer noch viel zu wenig
bekannt ist.

Bereits von Kato et al. wurde aufgeklart, dal3 einige 3-MeSO,-PCB verschiedene
Cytochrome signifikant induzieren koénnen.®***¥ Als Konsequenz ist es naheliegend,
anzunehmen, dal ein Tell der toxischen Effekte, die von PCB induziert werden, von den
MeSO,-PCB stammen. Sowohl enantioselektive Transformation als auch differenzierte
toxische Effekte der Enantiomere sind postuliert worden. Eine Verifizierung dieser
Annahmen erforderte die enantioselektive HPLC-Trennung der MeSO,-PCB-Enantiomere,
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die Bestimmung der absoluten Strukturen und eine systematische Untersuchung der
enantioselektiv bedingten toxischen Effekte der MeSO,-PCB-Enantiomere. Das Wissen Uber
die absoluten Strukturen wird einen tieferen Einblick in die Enzym-Substrat-
Wechselwirkungen beziglich der PCB-Transformationsprozesse erlauben und néhere
Erkenntnisse bezliglich des Mechanismus der chiralen Substrat-Selektion einiger Enzyme
liefern kénnen.

Zunéchst mufdten die racemischen MeSO,-PCB quantitativ in ihre Enantiomere getrennt
werden. Auf dieser Enantiomerentrennung aufbauend, sollte zundchst die absolute Struktur
dieser Metaboliten aufgeklart werden. Anschliefiend sollten die Enantiomere fir
toxikologische Untersuchungen verwendet werden. Deshalb befafdt sich der erste Tell dieser
Arbeit mit der quantitativen Enantiomerentrennung von MeSO,-PCB mittels chiraler
Trennphasen. Die HPLC ist fur derartige Enantiomerentrennungen die chromatographische
Methode der Wahl, weil bei optimierter Vorgehensweise in relativ kurzer Zeit die fir
weitergehende Experimente notwendigen Quantitéten enantioselektiv getrennt werden
konnen. Zunéachst mufdten adaquate Trennsdulen gefunden werden. Die Wah! fiel auf eine
permethylierte und eine unvollstandig methylierte b-Cyclodextrinsaule. Generell haben sich
bislang nur Cyclodextrinderivate fur die Enantiomerentrennung der atropisomeren PCB als
geeignet erwiesen. Mit kovalent gebundenen makrozyklischen Antibiotika as stationéare
Phase gelang hingegen keine Enantiomerentrennung. Bemerkenswert ist, dal3 selbst geringe
Unterschiede im Methylierungsgrad des Sdulenmaterials zu vollig unterschiedlich guten
Enantiomerentrennungen derselben MeSO,-PCB fiuhren kénnen. Das zeigt einmal mehr, wie
empfindlich  enantioselektive Trennungen selbst auf kleinste Anderungen  der
Zusammensetzung des Saulenmaterials oder der Trennparameter reagieren.

Der erste Schritt in der Enantiomerentrennung bestand in der Optimierung der HPLC-
Trennparameter. Im zweiten konnte durch Optimierung des Trennverfahrens und durch
Einfihrung eines peak-HOhen-gesteuerten autosamplers der Zeit-, Kosten- und
L 6sungsmittelaufwand drastisch verringert werden. Das optimierte Verfahren erlaubt jetzt
selbst dann eine quantitative Enantiomerentrennung, bel gleichzeitig hohen Anspriichen an
die Reinheit (> 99,x %), wenn die Enantiomere nur angetrennt sind (T >50 %). Quantitativ
konnten die Enantiomere der MeSO,-PCB 3-91, 3-132, 4-132, 3-149, 4-149 und 3-174 in
Mengen zwischen 0,3 und 3,1 mg erfolgreich getrennt werden.

Nach der polarimetrischen Bestimmung der Drehrichtung einiger MeSO,-PCB sollte im
zweiten Teil dieser Arbeit die Aufklarung der absoluten Strukturen dieser Metaboliten
erfolgen. Bisher wurde die absolute Struktur meistens mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse
aufgeklart. Da einige Substanzen nur schlecht oder gar nicht kristalliseren oder unter
Standardbedingungen nicht in kristalliner Form vorliegen, mufie nach neuen Moglichkeiten
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der Aufkl&rung der absoluten Konfiguration gesucht werden. Weil im vorliegenden Fall keine
MeSO,-PCB-Einkristalle zu erhalten waren, fiel die Entscheidung fir die VCD (vibrational
circular dichroism). in Verbindung mit quantenchemischen ab initio Berechnungen.

Die VCD ist eine IR-spektroskopische Polarisationsmethode. Verwendet wird zirkular
polarisiertes Infrarotlicht, welches auf die chirale Probe trifft und zu einem Differenzspektrum
fuhrt, das erhalten wird, wenn die Absorption von rechts zirkular polarisiertem Licht von der
Absorption des links zirkular polarisierten Lichts subtrahiert wird. Fur achirale Substanzen
oder racemische Mischungen ist diese Differenz gleich null, wahrend bei chiralen
Verbindungen fur die reinen Enantiomere komplementére Spektren erhalten werden. VCD-
Spektren sind schwierig zu bekommen, weil die Differenz zwischen den Wechselwirkungen
mit links und rechts zirkular polarisiertem Licht im Bereich von 10™ bis 10 Absorptions-
Einheiten liegen, so dal3 nur sehr hochwertige und empfindliche Spektrometer in Frage
kommen, wie sie vor allem in jiungster Zeit entwickelt worden sind.

Fir jedes Enantiomer wurden spezifische VCD-Spektren erhalten, aber ein Rickschlul3
des Spektrums auf das respektive Enantiomer nur auf empirischer Basis war unmoglich, weil
es schwierig ist, die Interaktionen von einer bestimmten Vibrationsschwingung mit zirkular
polarisiertem Licht vorherzusagen. Somit mufdten computersimulierte Spektren erzeugt
werden, um die absolute Konfiguration der Enantiomere aus den experimentellen Daten zu
folgern, z.B. muf3ten quantenchemische ab initio-Berechnungen angestellt werden, welche die
Vibrationsschwingungen eines Molekils und dessen Interaktion mit zirkular polarisiertem
Licht im Computer simulieren konnten.!*** Normalerweise kann eine Zuweisung der Banden
in dem experimentellen Vibrationsspektrum zu den Normalschwingungen des Molekils
ausgefuhrt werden. In dem Fall der PCB-Derivate wirde dies extrem schwierig sein, well die
Anzahl der Nomalschwingungen fur diese Molekile sehr hoch ist. Deshalb ist in der
vorliegenden Arbeit die Zuordnung der VCD-Spektren der Enantiomere durch Vergleich der
experimentellen mit den berechneten Spektren erfolgt.

Die Vorgehensweise war dabel wie folgt: Zuerst wurde eine rechnerische
Geometrieoptimierung der MeSO,-PCB durchgefiihrt. Diese ergab en relativ flaches
Energieminimum bel einem Winkel der beiden Phenylringe von 88° bis 90° zueinander.
Daraufhin wurde das VCD-Spektrum fir die optimierte Geometrie der MeSO,-PCB
berechnet, aber der Vergleich zu den experimentellen Spektren der beiden Enantiomere
lieferte zunédchst unbefriedigende Resultate. Erst die Einbeziehung der aulRerdem
energieminimierten Energiehyperflachen der Methylsulfonylgruppe erbrachte eine gute
Vergleichbarkeit der experimentellen und der berechneten Spektren in der Region zwischen
1400 cm* und 1100 cmit. Dazu wurden die Energieminima fiir die Methylsulfonylgruppe, bei
gleichzeitig fixierter Geometrie des restlichen Moleklls im Energieoptimum, berechnet.
Insgesamt wies diese drei unterscheidbare Energieminima auf. Zwel der drei Strukturen
waren beziglich der Energieminima gleich, die dritte wies eine vergleichsweise hohe Energie
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auf. Deshalb wurden die Spektren im Verhdltnis 2:2:1 gewichtet und zu einem Spektrum
verschmolzen. Aus dem Vergleich der kalkulierten und experimentellen Spektren konnte die
absoluten Strukturen der MeSO,-PCB 3-149, 3-132, 4-132 und 3-174 aufgeklart werden. Zum
ersten Mal konnte fir relativ komplexe und flexible Moleklle, wie die PCB-Metaboliten,
gezeigt werden, dal3 unsere experimentelle Herangehensweise eine wirkungsvolle Methode
fur die Bestimmung der absoluten Konfiguration chiraler Substanzen ertffnet hat.

Der dritte Teil dieser Arbeit befaldt sich mit der toxikologischen Wirkweise der MeSO,-
PCB im Korper. In vieen Fdlen sind es gerade diese Metaboliten, die z.B. in die
Hormonsynthese eingreifen. Erkenntnisse aus Untersuchungen von Johansson et al. belegen,
dal’ verschiedene MeSO,-PCB in der Lage sind, z.B. die in den Nebennierenrinden
beherbergte  Glucocorticoidsynthese zu inhibieren. Da dieser Effekt bei den
Mutterverbindungen nicht festgestellt wurde, kann davon ausgegangen werden, dal3 nur die
Metaboliten dafir verantwortlich sind. Trotzdem werden die PCB-Metaboliten in
Toxizitétsabschéatzungen bislang nicht beriicksichtigt.

Zwar ist bekannt, dal3 pharmakol ogische oder toxische Effekte von chiralen Pharmaka oft
nur auf ein Enantiomer zurtickzuftihren sind, aber Uber chirale Umweltschadstoffeist in dieser
Hinsicht nur wenig bekannt, noch weniger tber ihre Metaboliten. Deshalb ist es erforderlich,
das Wissen Uber die Wirkweise und das toxikologische Potential der chiralen MeSO,-PCB
auszudehnen. In Zusammenarbeit mit C. Larsson und M. Johansson sollte der Einflul3 der
reinen MeSO,-PCB-Enantiomere auf die Transkriptionsrate des Glucocorticoid-Rezeptor
(GR)-abhangigen Enzyms Tyrosinaminotransferase (TAT) untersucht werden. Binden
MeSO,-PCB kompetitiv stérker an den GR als Dexamethason, blockieren sie diesen und
erniedrigen in der Folge die Transkriptionrate des TAT-Enzyms.

Unsere Ergebnisse zeigen, dal3 beide Enantiomere des 4-149 Auswirkungen auf den
Glucocorticoid-abhangigen Signaltbertragungspfad hatten, wahrend dies bei beiden
Enantiomeren des 3-149 nicht der Fall war. Diese Beobachtung befindet sich in Einklang mit
einer Studie der gleichen Zelle, in der das racemische 3-149 ebenfalls keine Effekte zeigte
(Johansson et al., Manuskript in Vorbereitung). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 der GR
nicht enantiopréferiert von den MeSO,.PCB inhibiert wird, der GR somit Uber keine
enantiosel ektive Erkennung beziiglich der MeSO,-PCB verfigt. Allerdings unterschieden sich
sehr wohl die Stellungsisomere 3-149 und 4-149 in ihren inhibitorischen Effekten. Die para-
Position des 4-149 bewirkte eine stérkere Inhibierung des GR, vermutlich deshalb, weil dieses
Molekll aufgrund seiner Linearitét weniger sterische Hinderungen verursachte.

Neben der Studie Uber inhibitorische Einflisse der MeSO,-PCB auf das Hormonsystem
war es von Interesse, weitere Erkenntnisse Uber das Abbauverhalten der PCB in der Leber zu
erhalten. Da die Leber zu den aktivsten Organen im Stoffwechsel zahlt, stehen die
Hepatozyten im Zentrum der PCB-Forschung, wenn es darum geht, weitere Erkenntnisse tiber

96



den Abbaumechanismus der PCB zu erhalten. Bisher konnten schon einige Ergebnisse
bezliglich des Abbauverhaltens der PCB festgestellt werden, z.B. dal3 in para-Position
substituierte Metaboliten gegenilber den in meta-Position substituierten in Uberzahl
entstanden waren. In einer weiteren Untersuchung wurden Ratten die reinen radioaktiv
markierten Enantiomere des 3-149 und das radioaktiv markierte 4-149 als Racemat i.V.
injiziert. Das racemische 4-149 zeigte nur eine geringe Exkretion in die Galle bzw.
Intestinaltrakt und bestétigte somit die in der vorhergehenden Untersuchung gefundene
hohere Akkumulation der an 4-Position substituierten MeSO,-PCB in der Leber. Ahnlich
geringe Exkretionsraten zeigte auch das zweiteluierende 3-149 Enantiomer. Die in Galle und
Intestinaltrakt gefundene Radioaktivitét stammte nahezu vollsténdig von dem ersteluierenden
Enantiomer. >

Die friheren Untersuchungen konnten allerdings nicht abschlief3end kl&ren, ob entweder
eine enantioselektive Bildung der MeSO,-PCB aus den PCB erfolgt oder ob das
ersteluierende Enantiomer verstérkt abgebaut wird. Die Vermutung lag nahe, dal3 letzteres
zutreffen konnte. Um diese These zu beweisen, wurde von mir folgendes Experiment
vorgenommen: Mit einer Nahrldsung praparierte Rattenhepatozyten sollten mit dem PCB 149
und in einer zweiten Petrischale mit dem 3-149 Metaboliten versetzt werden und nach der
Aufarbeitung mittels GC und GC/MS auf enantioselektives Metabolisierungsverhalten
untersucht werden.

Die Untersuchung ergab, dal3 die Muttersubstanz, das PCB 149, nicht enantioselektiv
abgebaut wurde, das Transformationsprodukt 3-149 aber sehr wohl. Wird davon
ausgegangen, dal3 hauptsachlich MeSO,-PCB aus den Muttersubstanzen gebildet wurden,
mul3 daraus folglich geschlossen werden, dal3 die fir den Metabolismus zum Methylsulfonyl-
Abbauprodukt verantwortlichen Cytochrome und weiteren Enzyme keinen chiralen
Diskriminierungsschritt enthalten. Sofern die racemischen 3-149 Metaboliten entstanden sind,
werden sie entweder enantioselektiv weiter metabolisiert oder enantioselektiv transportiert.
Experimente mit Hepatozyten sind diesbezliglich sehr sinnvoll, weil sie eine vom restlichen
Organismus getrennte Betrachtung der Leber und somit Rickschltisse auf die ihre spezifische
Arbeitsweise erlauben. Im Falle der weiteren Metabolisierung der 3-149 Metaboliten wirden
spezifischere, d.h. enantioselektiv arbeitende Enzyme in den Prozef eingreifen. In Anbetracht
der Ergebnisse von Johansson et al. ist es auch denkbar, dal3 der enantioselektive Schritt in
einem selektiven Transport zu den Ausscheidungsorganen liegen konnte**¥ Weitere
Experimente werden diesen Sachverhalt aufklaren missen.

Das abschliefiende Kapitel dieser Arbeit befaldt sich mit der Analyse verschiedener
terrestrischer Biotaproben auf PCB und MeSO,-PCB. Untersucht wurden Fuchse aus
Schleswig-Holstein, Rehe und Wildschweine aus der Region um Dessau und Humanproben
aus Prag sowie ein Pelikan aus dem Prager Zoo. Neben dem Fettgewebe bei allen
Biotaproben wurde bei den Wildschweinen und Rehen auch Leber- und Lungengewebe
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analysiert. Verglichen mit anderen Chlororganika wurden PCB in den Fuchs- Wildschwein-
und Rehproben in relativ geringer Konzentrationen gefunden (78 - 1566 ng/g EOM). Im
Gegensatz dazu wurden im Humanfett hohe PCB-Konzentrationen festgestellt, Ubertroffen
nur noch von der Pelikanfettprobe (137 pg/g EOM). Bei den Fuchs-, Wildschwein- und
Rehproben lagen die Konzentrationen der MeSO,-PCB unter und in den Humanproben leicht
Uber der Bestimmungsgrenze. Tendenziell wurden die in para-Stellung substituierten
Metaboliten in hoheren Konzentrationen als die in meta-Stellung substituierten gefunden. Die
Pelikanfettprobe war aufgrund der htheren Konzentration an MeSO,-PCB-Metaboliten auch
der enantiosel ektiven gaschromatographischen Analyse zuganglich. Die
Enantiomerenverhaltnisse ergaben eine Bevorzugung des ersteluienden Enantiomers der 4-
MeSO,-PCB und umgekehrte Verhdtnisse der 3-MeSO,-PCB und damit eine generelle
Préferenz der R-Konfigurationen.
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8. Summary

Nowadays, the main problem of PCB-contamination is not related to spectacular
accidents as encountered in the 60ties and 70ties, in particular Yu Sheng or Yusho with
thousands of victims, but it is connected to the “background-contamination” of these
chlorinated compounds. This leads to a permanent uptake from little amounts of contaminants
which exhibit a high bioaccumulation potential according to their lipophilic properties.
Though the legislator restricted the usage of PCB in 1989, the PCB-burden is decreasing very
dowly. These persistent environmental contaminants have arrived in everyone of us, world
wide in different concentrations, via the uptake from mother milk or from food. Insofar, we
are the heirs of past or present environmental sins and we have to cope with it daily. On their
way through the body these substances show influences on various life processes. The
toxicological effects of PCBs are manifold and since the Yu Sheng and Yusho accidents
matter of countless investigations. Decreasing and relatively low concentrations as
encountered nowadays, do not allow the conclusion that the PCB problem has been solved.
On the contrary, special emphasisis now being placed on the toxicological effects of PCB and
their metabolites. Possibly, PCB-metabolites exert an additional influence on the sensitised
immune system of many people.

Atropisomeric PCB and MeSO,-PCB, respectively, are assumed to represent good chiral
indicators, because many enzyme systems can recognise these activating substrates
enantioselectively. According to the numerous possible substrates it is necessary that they
possess highly selective recognizing mechanisms, in order to allow the “right” substrate only
to bind to the receptor of the enzyme. As atropisomeric MeSO,-PCB can exert biomimetic
effects on the glucocorticoid-receptor, they are predestined for studies about their
metabolisation- and effect-mechanisms in the body.

Kato et al. aready reported that some 3-MeSO,-PCBs can induce different cytochromes
significantly.!®**¥ Consequently, it was assumed that part of the toxicological effects induced
by PCBs actually are related to MeSO,-PCB. Furthermore, differential toxic effects of the
MeSO,-PCB enantiomers have been postulated. A verification of these assumptions required
the enantioselective separation of the MeSO,-PCB-enantiomers by HPLC, the determination
of the absolute structures and a systematic investigation of the different toxic effects of the
MeSO,-PCB-enantiomers. The knowledge about absolute structures will alow a deepened
insight into the enzyme-substrate-interactions according to the PCB-transformation processes
and a closer view related to the mechanism of the enantiosel ective substrate-selection of some
enzymes.

First the racemic MeSO,-PCB had to be separated into their enantiomers quantitatively,
followed by the determination of the absolute structure as well as different toxic effects of
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these enantiomers. Therefore, the first part of this work deals with the quantitative
enantioselective separation of the MeSO,-PCB with chiral stationary phases using HPLC
which allowed to obtain sufficiently high amounts of pure enantiomers for further
experiments in a short time. In the present case optimum separation was achieved by a
permethylated and an incompletely methylated b-cyclodextrine-column, respectively. In
general only cyclodextrine-derivates have been shown to be useful in the enantiomeric
separation of the atropisomeric PCB. Covalently bound macrocyclic antibiotics did not allow
any enantiomeric HPLC-separation. It is worth noting that even dlight differences in the
degree of methylation can give rise to totally different results in enantiomeric separation of
the same MeSO,-PCB. This emphasises how sensitively enantioselective separations are
responding to very small variations in the composition of the column-material or the system
parameters.

The first step of the study on the enantiosel ective separation consisted of the optimisation
of the HPL C-parameters. In a second step the system was further optimised by introducing a
peak-high-controlled autosampler, thus reducing the time-, cost and solvent-expense
drastically. The optimised process allowed a quantitative enantiomeric separation with high
purity ( > 99,x %), even when the enantiomers are not baseline separated ( T > 50 %). The
enantiomers of the MeSO,-PCB 3-91, 3-132, 4-132, 3-149, 4-149 and 3-174 were separated
successfully in amounts between 0,3 and 3,1 mg.

After polarimetric determination of the sense of rotation for MeSO,-PCB 3-132 and 4-
132 the second part of this work aimed at the determination of the absolute structures of 3-
132, 4-132, 3-149 and 3-174. As these congeners did not crystallise sufficiently well-shaped
for x-ray investigations, new possibilities to determine the absolute molecular structure had to
be found. It turned out that VCD (vibrational circular dichroism) in combination with ab
initio calculations in the present case was an appropriate approach.

VCD isan IR spectroscopic polarisation method, where circular polarised infrared light in
present of a chiral sample leads to a difference spectrum, which is obtained when the
absorption of the right circularly polarised light is subtracted from the absorption of the left
polarised light. For achiral substances this difference is zero, while pure enantiomers lead to
complementary spectra. VCD-spectra are difficult to obtain because the difference between
the interactions of left and right circularly polarised light are in a range from 10 to 10°
absorption units, so only very few valuable and sensitive spectrometers which were devel oped
in the last years are able to cope with these strict requirements.

For every enantiomer specific VCD spectra were obtained, but an assignment of the
spectrum to the respective enantiomer on empirical basis only was impossible, because it is
difficult to predict the interactions of a certain vibration mode with circularly polarised light.
S0 it was necessary to produce computer simulated spectra to infer the absolute configuration
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of the enantiomers from the experimental data. Therefore, quantum chemical ab initio
computer calculations had to be performed which were able to simulate the vibration modes
of amolecule and its interactions with circularly polarised light. Usually, an assignment of the
bands in the experimental vibration spectrum to the norma mode of the molecule can be
achieved. However, in the case of the PCB derivatives this would be extremely difficult,
because the number of normal modes for these molecules is very high. As a consequence, the
assignment of the VCD-spectra in this work was accessible only by comparison of the
experimental with the calculated spectra.

The approach was afollows: First a calculated geometric optimisation of the MeSO,-PCB
was performed. The result was a relatively flat energy minimum of the phenyl rings at an
angle of 88° to 90°. Thereafter, the VCD-spectrum was calculated for the optimised geometry
of the MeSO,-PCB, but the comparison with the experimental spectra of both enantiomers
was still unsatisfactory. Then, the energy minimised potential energy surface scans of the
methylsulfonyl group were also included into the calculation. This was leading to a good
comparability of the experimental and calculated spectra in the region between 1400 cmi* and
1100 cm™. Therefore, the energy minima for the methylsulfonyl group with fixed geometry in
the rest of the molecule were calculated. In total three distinguishable energy minima were
obtained. Two of the three structures were the same regarding the energy minima while the
third structure showed a relatively high energy. Therefore, the spectra were weighed in the
relationship 2:2:1 and fused to one spectrum. Comparison of the calculated with the
experimental spectra allowed the determination of the absolute structures of the MeSO,-PCB
3-149, 3-132, 4-132 and 3-174. Thus it was shown that our experimental approach represents
a powerful method for the determination of the absolute configuration of relatively complex
and flexible chiral substances such as the MeSO,-PCBs.

The third part of this work deals with the toxicological effects of the MeSO,-PCB on
living beings. Results from joint investigations of Johannsson et al. and the present author
prove that different MeSO,-PCB are able to inhibit the glucocorticoid synthesis in the cortex
of suprarena gland. As this effect was not observed for the respective parent compounds, it
can be safely assumed that inhibition effects of this kind that may be found in extracts of
environmental samples have to be rather attributed to the action of the metabolite than to the
parent PCB. Furthermore, these results stress the necessity of including the transformation
products in toxicological studies of environmental contaminants.

Differential pharmaceutical as well as toxic effects are well documented for chiral
pharmaceutics, but the knowledge on enantioselective toxic effects of chiral environmental
contaminants is scarce. Therefore, it was another aim of the present work to extend the
knowledge about receptor interaction mechanisms and the toxicological potential of the chiral
MeSO,-PCB. In co-operation with C. Larsson and M. Johansson the influence of the pure
MeSO,-PCB enantiomers on the transcription rate of the glucocorticoid receptor (GR)
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dependent enzyme tyrosinaminotransferase (TAT) was investigated. If the MeSO,-PCBs bind
competitively stronger to the GR than dexamethasone they block it and lower, as a
consequence, the transcription rate of the TAT-enzyme.

Our results have shown that both enantiomers of the 4-149 exert an impact on the
glucocorticoid dependent signalling pathway, while this was not the case for both enantiomers
of the 3-149. This observation was in agreement with a study of the same type of cells, where
the racemic 3-149 was not exerting any effects (Johansson et al. in preparation). The results
have shown that the GR is not inhibited enantioselectively by the MeSO,-PCB, and that the
GR has no enantiosel ective recognition with regard to these MeSO,-PCBs. But the isomers 3-
149 and 4-149 possess significantly different effects regarding the inhibitory effects. The
para-position of the 4-149 caused a stronger inhibition of the GR, possibly because this linear
molecule causes less steric hindrance.

In addition to the study about the inhibitory influences of the MeSO,-PCB on the
hormone system the transformation of PCBsin the liver was of particular interest, because the
liver is one of the most active metabolising organs. Laboratory investigations with
hepatocytes showed that in para-position substituted metabolites were preferentially formed
as compared with the respective meta-derivative. In a further study the pure radioactive
labelled enantiomers of the 3-149 as well as the radioactive labelled 4-149 racemate were
injected into the veins of rats. The racemic 4-149 showed a lower excretion rate into the bile
and the intestina tract, respectively. This is in line with higher accumulation rates of 4-
MeSO,-PCB in the liver reported in the literature. Similar low excretion rates also showed the
second eluting enantiomer. The radioactivity found in bile and intestinal tract stemmed nearly
completely from the first eluting enantiomer.!**!

These observations can be based on an enantioselective formation of the second-eluting
4-MeSO,-PCB, or, dternatively on a preferentia transformation of the first-eluting
enantiomer. Clarification of this problem was expected by the following experimental
approach: Rat hepatocytes, treated with a liquid fertilizer, were mixed with PCB 149 and in a
second petri dish with the 3-149 metabolite. After cleanup of the samples enantioselective
transformation was analysed using GC-ECD and GC-MS.

The investigation showed that the parent PCB 149 was not transformed enantioselectively
in contrast to its metabolite 3-149. If it is assumed that mainly the 3-149 is formed by
transformation of the parent compound, it can be concluded that the cytochromes and
enzymes which are responsible for the transformation process do not include a chiral
discrimination information. It should be noted that in addition to enantioselective formation
and transformation processes also enantioselective transport processes may play arole. This
can only be settled by further experiments.
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The last chapter of this work is dealing with the organ—specific analysis of PCB and
MeSO,-PCB in terrestric biota-samples. Foxes from Schleswig-Holstein, boars and deer from
the Dessau-region close to the former chemistry plant Bitterfeld and human samples from
Prague, as well as a pelican from the zoo Prague were selected for these analyses. In all biota
samples fat tissue was investigated, while lung- and liver-tissues were analysed in boars and
deers only. Compared to other chlorinated compounds PCB have been detected in fox-, boar-
and deer-samples in relatively low concentrations (78 — 1566 ng/g EOM). However, in human
samples high amounts of PCB were detected, exceeded by the pelican fat sample only (137
pHg/g EOM). For the fox-, boar- and deer samples the MeSO,-PCB concentrations ranged
below and the human samples dlightly above the limit of quantitation. In general the para-
substituted metabolites were found in higher concentrations than the meta-substituted ones.
The pelican fat sample was accessible to enantiosel ective gas chromatographic analysis due to
higher MeSO,-PCB concentrations. The enantiomeric ratios showed a preference of the first-
eluting enantiomer for the 4-MeSO,-PCB and of the second-eluting enantiomer for the 3-
MeSO,-PCB, which in both cases is consistent with a preference of the R-configuration.
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9. Ausplick

Die Enantiomerentrennung chiraler Substanzen wird neben der enantiospezifischen
Synthese eine Herausforderung fur die Zukunft bleiben. Aufgrund von energetisch sehr
kleinen Differenzen sind chirale Selektoren in der Lage, die Enantiomere zu trennen. In dieser
Arbeit ist es gelungen, die MeSO,-PCB in einem optimierten Verfahren mittels chiraler
permethylierter b-Cyclodextrin-HPLC-Trennphasen in kurzer Zeit in Milligrammengen in
ihre  Enantiomere zu trennen. Die Vereinfachung der Enantiomerentrennung ist
Voraussetzung fir die leichte Zuganglichkeit dieser enantiomerenreinen Substanzen fir
weitere Experimente.

In der Natur spielen chirale Diskriminierungen eine wichtige Rolle, insbesondere auch bei
Enzym-Substrat-Wechselwirkungen. Durch die in dieser Arbeit gelungene Aufklérung der
absoluten Struktur kann ein neues und herausforderndes Kapitel im Versténdnis der
enantiospezifischen Substraterkennung aufgeschlagen werden. Die Anwendbarkeit der
Erkenntnisse wird nicht nur auf PCB und deren Metaboliten beschrankt bleiben. Der
Mechanismus, der zur chiralen Selektion der Substrate durch die Enzyme fihrt, ist auch auf
dem sehr wichtigen Gebiet der pharmazeutischen Anwendungen zur Bekd&mpfung von
Krankheiten von grof3er Bedeutung. Praktisch alle neu zugelassenen chiralen Medikamente
missen entweder enantiomerenrein sein oder aber hinsichtlich der Wirkung fir ale
vorhandenen Enantiomere getestet werden. Diese kritische Inaugenscheinnahme kommt nicht
von ungefdhr. Immer wieder kam es in der Geschichte der Medizin zu extrem schadlichen
Nebenwirkungen weiterer in dem Medikament enthaltener, aber auf ihre Schédlichkeit hin
nicht untersuchter Enantiomere. Auf dem Weg, die chirale Diskriminierung der Enzyme zu
verstehen, ist es ausgenommen nitzlich, die exakte dreidimensionale Struktur der Substrate
zu kennen, um sie mit der réaumlichen Struktur der Enzyme korrelieren zu kénnen. Sind aso
die Enzyme oder Proteine erst genau bekannt, die fur die chirale Diskriminierung der MeSO,-
PCB verantwortlich sind, konnen Bindungsstudien veranlaldt werden. Aus toxikologischen
Experimenten ist bereits bekannt, daf3 z.B. das ersteluierende Enantiomer des 3-149 verstérkt
abgebaut oder abtransportiert wird. Ist das dafir verantwortliche Enzym oder Protein erst
lokalisert und ausfindig gemacht worden, so konnte endlich mit Hilfe von
Computersimulationen herausgefunden werden, welche Bindungsassoziationen zwischen
Substrat und Enzym zur chiralen Diskriminierung fuhren. Schon lange wartet die Frage nach
dem Mechanismus der chiralen Diskriminierung auf eine Antwort. In dieser Arbeit konnte mit
der Aufklarung der absoluten Struktur chiraler MeSO,-PCB ein wichtiger Beitrag zur Losung
dieser Frage geleistet werden. Aber noch immer warten anspruchsvolle herausfordernde
Aufgaben dieser Fragestellung auf ihre Losung. Gelange die endgultige Aufklérung der
chiralen Diskriminierung, konnten diese Erkenntnisse direkt der Pharmaforschung zu gute
kommen.
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Neben dieser sehr umfangreichen weiteren Fragestellung wéren auch weitere
toxikologische Untersuchungen wiinschenswert, weil im Rahmen dieser Arbeit zwar gekléart
werden konnte, dal3 kein enantioselektiver Schritt im Abbau der Muttersubstanzen des PCB
149 zu den konjugierten MeSO,-PCB stattfindet, aber nicht, ob in dem weiteren Abbau dieser
Metaboliten oder dem Abtransport des ersteluierenden Enantiomers die enantioselektive
Bevorzugung stattfindet. Der Abbaumechanismus ist zwar schon intensiv von vielen
Forschern untersucht und weitgehend aufgeklart worden, aber noch immer gibt es Licken,
den Weg eines PCB durch den Kérper zu verfolgen und seine Metabolisierung zu verstehen.
Nach wie vor gilt es, diese verbleibenden Licken zu schliefien, um letztendlich auch
toxikologischen Phanomenen, wie z.B. der Entstehung der Chlorakne, auf die Spur zu
kommen.

Schliefdlich  wurden in  ener Untersuchung verschiedener Biota-Proben
unterschiedliche PCB- und MeSO,-PCB Kontaminationen in unterschiedlichen Organen
gefunden. Da insbesondere auch in Humanfettproben hthere MeSO,-PCB- und PCB-Gehalte
gefunden worden sind, wéaren Untersuchungen von Humanlunge oder Humanleber
interessant, um die Ergebnislage zu komplementieren. Enantiosel ektive Untersuchungen der
Metaboliten, die auch andere Abbauprodukte neben den MeSO,-PCB einschlief3en kdnnten,
sowie der Muttersubstanzen wirden ein umfassendes Bild der Enantiomerenverteilung im
menschlichen Organismus liefern.

AuRerdem konnten zum Teil erhebliche Umweltbelastungen z.B. mit b-HCH und p,p’-
DDE sowie weiteren Chlororganika in den Proben aus Dessau festgestellt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte nur illustrativ auf diese Belastungen eingegangen werden.
Deshalb wére eine systematische grofRangel egte Analyse von Biota-Proben dieser Region sehr
winschenswert, um einma deutlich zu zeigen, dal3 die dortige Umweltverseuchung ein
langwieriges unerwiinschtes Erbe sein wird, die nicht unter dem Mantel der Verschwiegenheit
vergessen wird.
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10. Experimenteller Tall

10.1. Experimentelle Daten zu: Chromatographische Methoden

10.1.1. HPLC

Das HPLC-System bestand aus einem Probengeber Gina 50, einer Gradientenpumpe
Modell 480, einem Kolonnenthermostat STH 585, enem UV-Detektor 340s
(hauptséchlich 254 nm), der Datenaufnahmesoftware Gynkotech 5.5 (alle Gerdte und
Software von Gynkotech, Germering, Deutschland) und einem Fraktionssammler SF-
2120 (Advantec/MFS, CA, USA). Bel den HPLC-Saulen handelte es sich um eine 250 x 8
mm unvollsténdig methylierte b-Cyclodextrin-Sule und um eine 250 x 8 mm PerMe-
Cyclodextrin-Saule (Macherey—Nagel, Diren, Deutschland).

10.1.1.1 GC

a) Gaschromatograph: GC 8180 (Fa. Carlo Erba)

Saule 1. CB-Saule belegt mit: CP-SiI 5/C 18CB, Fa. Chrompack, Middelburg,
Niederlande, Filmdicke 0,1 nm, £ 0,32 mm; Lange: 100 m

Saule 2: SPB 608 Supelco, Bellefonte, USA; Filmdicke 0,25 um, Saule/ 0,25 mm;
Lénge: 30 m

Injektion: on column
Detektor: ®*Ni- ECD (Fa. Carlo Erba), Basistemperatur 558 K

make-up-Gas. Stickstoff (150 kPa), Trégergas: Helium (150 kPa)

ChromStar (Bruker-Franzen-Analytik) Vers.3.26

b) Gaschromatograph: GC 6000 Vega (Fa. Carlo Erba)

Saule: 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD (50:50 in OV1701), Filmdicke 0,1 nm, A£0,25 mm,
Lange25m

Trégergas. Helium (60 kPa)
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weitere Geréteparameter siehe @)

¢) Gaschromatograph: GC 6000 Vega (Fa. Carlo Erba)

Saule: 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD (20% in SE 52), Filmdicke 0,1 mm, A 0,25 mm,
Lange 15 m

weitere Geréteparameter siehe @)

10.1.2. Temperaturprogramme GC

Fur PCB-Kongenerentrennung verwendete achirale CB-Saule belegt mit: CP-Sil
5/C 18CB, Temperaturprogramm: 343 K/2 min-20 K/min-473 K-/190 min

Fir MeSO,-K ongenerentrennung verwendete achirale CB-Saule belegt mit: CP-Sil
5/C 18CB, Temperaturprogramm: 343 K/2min-20 K/min- 433 K-10 K/min- 518
K/100 min

Fir MeSO,-Kongenerentrennung verwendete achirdle SPB  608-Saule,
Temperaturprogramm: 343 K/2min- 30 K/min-433 K- 10 K/min- 553 K/60 min

Fir chirale PCB-Muttersubstanzen verwendete chirale 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD
(50:50 in OV1701)-Saule, Temperaturprogramm: 343 K/2 min-40 K/min-
443 K/70 min

Fur MeSO,-PCB verwendete chirale 2,3-Me-6-TBDMS-b-CD (20% in SE 52)

Saule, Temperaturprogramm: 343 K/2 min-20 K/min-433 K/25 min-1,2 K/min-
507 K-1,0 K/min-518 K/30 min
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10.2. Experimentelle Daten =zu: Disruptive Einflisse ausgewahlter MeSO,-PCB
Enantiomere auf den Glucocorticoid-abhangigen Signallibertragungspfad

10.2.1. Zdlkulturen

Die Enantiomere des 3-149 und 4-149 wurden fir diese Effektstudie mit den hepatischen
Rattenzellen der Reuber-Zelllinie (H4-11-E-C3) ausgewahlt. Die Zélllinie wurde vom ECACC
(European Collection of Cell Cultures) erhalten und in 75 ¢’ groRRen Zellkultur-Kolben in
Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s Medium (DMEM), ausgestattet mit 10% Serum Supreme,
1% nicht-essentiellen Aminosduren (NEAA), 50 Einheiten/mL Penicillin und 50 ng/mL
Streptomycin (Bio Whitaker, Goteborgs termometerfabrik, Goteborg, Schweden), gehalten.
Die Zedlkultur-Kolben wurden in einem humiden Inkubator bei 300 K und 5% CO-
aufbewahrt. Vor jedem Experiment wurden die Zellen in einer Menge von 0,8 x 10°
Zellen/Loch in 6-Loch-Platten gesdt und dort fur 24 Stunden belassen. Am zweiten Tag
wurde den Zellen 1 mL eines frischen Mediums mit 2,5 % Serum Supreme, 1 % NEAA mit
Dexamethason (1nM) und das Enantiomer (0,1-10 nM) zugefihrt. Alle Testsubstanzen
wurden in DM SO geldst und aus einer 1000fach konzentrierteren MutterlGsung hinzugefugt.
Die Kontrollen wurden nur mit DM SO behandelt. Die DM SO-K onzentration Uberstieg nie die
Marke von 0,1 %. Jedes Experiment wurde dreimal bel jeder Konzentration der
Testsubstanzen ausgefuhrt. In alen Experimenten wurden die Zellen den Testsubstanzen 18
Stunden ausgesetzt, bevor sie abgeerntet und der spezifischen TAT-Aktivitéts-Untersuchung
zugefuhrt wurden.

10.2.2. TAT-Assay

Anschlief3end wurden die Platten mit der Reaktionsldsung auf Eis gelegt. Das Medium
wurde verworfen und die Zellen dreima mit einer kalten phosphat-gepufferten SalzlGsung
(PGS) gespiilt. Die Zellen wurden mit einem speziellen Zellwischer abgeerntet, in kaltem
PGS aufgelost und bei 100 g (5 min bei 277 K) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen wurden in 0,6 mL kaltem PGS gel6st und mit Schallwellen
homogenisiert. Ein 0,2 mL Aliquot des Zellhomogenats wurde fir das TAT-Assay verwendet.
Das Zellhomogenat wurde zu einem Phosphatpuffer (pH 7,3) gegeben, der 6,85 mM Tyrosin
und 1,33 mM Pyridoxal-5"-phosphat enthielt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,3 M
a-Ketoglutarat gestartet. Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 M NaOH. Die
spektroskopische Untersuchung erfolgte bei 331 nm, durch Messung des Zellhomogenats
gegen einen Blindwert, der aus der NaOH-Ldsung vor Zugabe des Zellhomogenats erhalten
wurde!®141  Die  spezifische TAT-Aktivitst wurde in nmol gebildetem p-
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Hydroxybenzaldehyd /mg Protein/ min ausgedriickt. Der Proteininhalt des Zellhomogenats
wurde durch bovines Serumalbumin al's Standard gemessen.**®!

10.3. Experimentelle Daten zu: Hepatozyten-Test:

10.3.1. Gewinnung der Hepatozyten

Fur die Herstellung der priméren Hepatozytenkultur wurden méannliche Wistar-Ratten mit
einem Gewicht von 140-200 g verwendet. Die Tiere wurden durch intra peritonale Injektion
von 60 mg/kg KGW Nembutal-Na betdubt. Nach Verschwinden der Reflexe (Austiben von
Druck auf eine Hinterpfote) wurde die Ratte auf Flief3papier gelegt, welches sich in einer
Kunststoff-Photoschale (30 x36 cm) befand. Bauch und Brust wurden mit 70 %igem Ethanol
getrankt und das Fell wurde abgetrennt. Der Bauchraum wurde gedffnet, so dal3 Darm und
Leber frei lagen. Man réumte den Darm zur Seite, bis die Pfortader frei lag und stach eine
Flugelkanile (21 G) ein. Uber diese wurde mittels einer Perigtaltikpumpe steriler Ca, Mg-
freier Hank’s Puffer gepumpt (20 mL/min), bis die Leber deutlich erblaf3te. Dann klemmte
man die Vena cava unterhalb der Leber ab und 6ffnete sie oberhalb der Leber, damit Blut und
Perfusat abflief3en konnten. Nach ca. 5 Minuten wurde Uber dassel be Schlauchsystem eine auf
310 K (37° C) temperierte Losung von ca. 70 mg Collagenase (Sgma, Minchen) in 200 mL
Williams Medium E (WME) zugefiihrt. Man perfundierte mit einer Geschwindigkeit von 20
mL/min fir eine Gesamtzeit von 12 min. Danach tUberfihrte man die nun sehr weiche Leber
in eine sterile Petrischale (75 cn) und tibergoR sie mit der restlichen Perfusionslésung.

Zur Dissoziation der Leberzellen wurde die Kapsel vorsichtig eingeritzt und mit einer
Pipette entfernt. Mit Hilfe eines groben sterilen Metallkammes (z.B. Hundekamm aus
Edelstahl) wurden die Zellen vorsichtig abgekdmmt. Die groben Teile wurden durch Filtrieren
der Zellen durch eine sterile Gaze entfernt. Die Zellen wurden in ein steriles 50 mL Plastik-
Zentrifugengefald Uberfuhrt und bei 50 x g 5 Minuten lang abzentrifugiert. Das Uberstehende
Medium wurde mit einer Pasteurpipette Uber eine Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Nach
Resuspension in frischem WME ohne Collagenase wurden die Zellen erneut abzentrifugiert
und darauf in 40 mL WME resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl sowie der der
viability wurde eine 1:10 Verdinnung hergestellt. Man entnahm dazu 100 nL der frisch
aufgewirbelten Zellsuspension und flgte 700 n. WME (ohne FCS) sowie 200 nL einer 5
%igen Trypanblau-L6sung (in 0,9 % NaCl) zu. Mit Hilfe einer Pasteurpipette entnahm man
nun ein wenig Zellsuspension und beschickte damit eine Neubauer-Ha&matozytenkammer.
Ausgezahlt wurden vier Quadrate, wobei die Gesamtzahl und die Anzahl der blau angefarbten
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(toten) Zellen bestimmt wurden. Die Anzahl der |ebensfahigen Hepatozyten berechnete sich
nach folgender Formel:

Gesamtzahl - tote Zellen «
4

lebendezellen/ mL = 10*

Die viability (Uberlebensrate) der Zellen ergab sich aus:

Gesamtzellenzahl - tote Zellen
Gesamtzellenzahl

Viability (%) =

Ist die viability < 70 %, dann wurden die Zellen nicht flr einen Test verwendet.

10.3.2. Aussaat der Zellen

Je 10" lebende Hepatozyten (530°/mL) wurden in Mehrfachpetrischalen aus Plastik
(Durchmesser 3 cm, eine Einheit = 6 Schélchen) mit 2 mL WME + 10 % f6tales Kélberserum
(FCS) ausgesédt. In die Testschalen gab man vorher sterile, runde Plastikscheibchen
(Thermanox coverdlips, 2,5 cm). Fir jede Testkonzentration wurden zwei Schélchen benétigt.
Eine wurde mit den PCB-Verbindungen und den Hepatozyten, eine zweite wurde as
Vergleich nur mit dem Medium und PCB-V erbindungen versetzt. Zusétzlich benétigte man je
ein Schachen fur die Negativkontrolle (Lésungsmittelkontrolle) sowie eine Positivkontrolle
(2-Acetylaminofluoren und UV 245 nm). Die Zellen wurden zwei Stunden lang bei 310 K
(37°C) und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Wahrend dieser Zeit hefteten sich die
lebenden Zellen an die Plastikscheibchen an. Dieses wurde nach Ablauf der zwel Stunden am
Stereomikroskop stichprobenartig Uberpriift (1-2 Schélchen). Die Zellen sollten sich bei
leichter Bewegung der Schale nicht relativ zum Untergrund bewegen.

10.3.3. Exposition der Zellen

Nach zweistindiger Inkubation wurde das Medium zusammen mit den nicht
angewachsenen Zellen abgesaugt und durch 2 mL frisches WME + 10 % FCS ersetzt. Die zu
testenden PCB bzw. PCB-Metaboliten loste man in DMSO und setzte 1 mL in einer
Konzentration von 2 x 10 mol/L den Zellkulturen bzw. den Vergleichsschalchen (nur mit
Medium (der N&hrldsung) gefillt) zu. Die Losungsmittelkonzentration sollte dabei nicht mehr
als 0,5 % betragen. Die Losungen wurden nach der zwdlfstindigen Inkubationsphase mit
einem Zellwischer in ein Polypropylengefald tberfhrt.
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10.3.4. Aufarbeitung und Auswertung des Hepatozyten-Tests

Die 10 mL Losung im Polypropylengefa? wurde sofort bel 263 K (-10°C) bis zur
Aufarbeitung eingefroren. Zur Aufarbeitung wurde solange N&SO, in die
Polypropylengeféf3e gegeben, bis eine relativ feste rosafarbene Masse entstand. Diese Masse
wurde in Soxhlethiilsen Uberfiihrt und in einer achtstiindigen Soxhlet-Extraktion mit 150 mL
n-Hexan/ Aceton im Verhdtnis 2:1 extrahiert. Der Kolbeninhalt wurde auf 20 mL eingeengt
und in einen 25 mL Spitzkolben Gberfuhrt. Dann wurde ein Lésungsmittelwechsel auf n-
Hexan vorgenommen, in dem der Inhalt dreifach auf <1 mL eingeengt und wieder in n-Hexan
aufgenommen wurde. Anschlief3end wurde der auf < 1 mL reduzierte Inhalt in ein vorher
ausgewogenes 2 mL-Gléaschen dberfihrt und durch erneute Auswaage das Gewicht und
Anhand der Dichte von n-Hexan auch das Volumen bestimmt. Die Auswertung der
Ergebnisse erfolgte mit dem GC unter den 10.1 beschriebenen Bedingungen sowie zur
Uberpriifung mit dem GC-MS im El Modus (s.10.6.3).

10.4. Experimentelle Daten zu: Biotaproben

10.4.1. Reinigung der Glasgerate

Es wurden ausschliefdlich fir analytische Zwecke bestimmte Glasgerdte benutzt. Die
Reinigung erfolgte durch mehrmaliges Spulen mit Wasser. Anschliefiend wurden die
Glasgerate im Trockenschrank bel 373 K getrocknet. Des weiteren wurden die Glasgeréte mit
Aceton p.a. und n-Hexan ,, Suprasolv* jeweils dreimal gespult. Abweichend hiervon wurde die
Soxhlet-Apparatur mit Aceton ,, Suprasolv* statt mit Aceton p.a. gespult. Die Soxhlet-Einsétze
wurden vor dem Spulen mit Losungsmittel fur zwel Stunden bei 773 K ausgeheizt, um schwer
zu entfernende organische Matrix abzutrennen.

111



10.5. Verwendete Chemikalien

10.5.1. Losungsmittel

Tabdle21: Verwendete Chemikalien

L 6sungsmittel Hersteller Gefahren- R- und S- Sétze
symbol

Aceton Suprasolv Merck, F R: 11 S:9,16,23,33
Darmstadt

Aceton p.a. Merck, F R: 11 S:9,16,23,33
Darmstadt

Essigsdureethylester Merck, F R: 11 S:16-23.2-

z.R. Darmstadt 24/25-36/37

Dichlormethan Merck, Xn R: 40 S:23.3-24/25-
Darmstadt 36/37

n-Hexan Merck, Xn, F R: 11,16 S:16,23,29,33
Darmstadt

Suprasolv

10.5.2. Feststoffe

Natriumsulfat (wasserfrei, gepulvert, Merck, Darmstadt) wurde vor Gebrauch sechs
Stunden bel 823 K im Ofen ausgegl iht.

Silicagel (Flashgel; Grofie 30-60 mm; durchschnittliche Korngrofze 40 mm; J.T. Baker,
Deventer, Holland) wurde bei 393 K tber Nacht im Ofen belassen. Eine Stunde vor Gebrauch
wurde das Silicagel zum Abkuhlen aus dem Ofen geholt.
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10.5.3. Standard

Der Standard der Fa. Dr. Ehrenstorfer enthielt die PCB-Kongenere in Konzentrationen
von jeweils 10 mg/L. Durch Verdinnen im Verhdltnis 1:100 wurde die hauptséchlich
verwendete Standardkonzentration von 100 ng/mL erreicht.

10.5.4. Entsorgung der Chemikalien

Die zum Spilen verwendeten Losungsmittel Aceton und n-Hexan wurden getrennt
gesammelt und préparativ arbeitenden Arbeitskreisen zur Verfligung gestellt. Andere und
verunreinigte Losungsmittel sowie L ésungsmittel gemische wurden der Entsorgung zugefihrt.

10.6. Details zur Probenaufarbeitung

Fur die grof3en Soxhlets wurden 150 mL Losungsmittel bendtigt. Nach achtstiindiger
Soxhlet-Extraktion wurde der Extrakt aus den 250 mL-Kolben mit dem Extrakt aus dem
Soxhletaufsatz vereinigt. Der Extrakt wurde geteilt, um mit der einen Hélfte die EOM-
Bestimmung, wie bereits beschrieben, vorzunehmen. Die andere Hélfte wurde am
Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von 323 K und einem Druck von
anfanglich 60 kPa und letztlich 36 kPa eingeengt. Der in einem 25 mL-Kolben eingeengte
Extrakt wurde zweima mit jeweils etwa 15mL n-Hexan aufgefullt und zwecks
L 6sungsmittelwechsel abermals eingeengt.

Der auf 1 mL eingeengte Extrakt wurde in ein 8 mL-Glaschen tberfuhrt, weil die auf den
Vorfilter aufgesteckte Nadel nicht in den 25 mL-Spitzkolben hineinreichte, und dann tber den
Vorfilter aufgezogen. 3mL des Loésungsmittelgemisches der  Gelpermeations-
chromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1) wurden zum zweimaligen Nachspulen des 8
mL-Gla&schens verwendet und ebenfalls Uber den Vorfilter aufgezogen. Der Vorfilter wurde
nach dem Aufziehen der Probe verworfen. Eine zweite Injektionsnadel wurde auf die 5 mL-
Spritze aufgesteckt. In die GPC wurde ein Volumen von 4 mL injiziert. Anschlief3endes
Einengen am Rotationsverdampfer erfolgte bel 318 K und einem Druck von 31 kPa. Zwei
weitere Male wurden je 15 mL n-Hexan zugegeben und bei 36 kPa eingeengt, um einen
Losungsmittelwechsel  durchzufiihren.  Lésungsmittelwechsel sind  erforderlich, um bel
nachfolgenden Aufarbeitungsschritten keine Polaritétsverschiebungen zu erhalten.

113



Die Mini-Silica-Saule wurde vor dem Auffangen der ersten n-Hexan-Fraktion mit 8 mL
n-Hexan gespilt, welches verworfen wurde. Auf die Mini-Silica-Saule wurde ein
Probenvolumen von 0,5 mL aufgetragen. Zu beachten ist, dal3 kein LGsungsmittel von aufen
an die Mini-Silica-Saule gelangt, Uber die Halterung der Mini-Silica-Saule lauft und von dort
in das 8 mL-Glaschen tropft. Sehr leicht ist dieses der Fall, wenn die Pipetten Ldsungsmittel
verlieren. Die Kontaminationsgefahr durch solche Vorgange ist sehr hoch.

Durch erneutes Einengen der L6sung und zweimaliger Zugabe von je 15 mL n-Hexan
wurde die Losung jewells bel 36 kPa auf ein Endvolumen von unter 0,5 mL eingeengt.

Unter einem leichten Stickstoffstrom wurden die Extrakte weiter aufkonzentriert, um das
notige Signal-Rausch-Verhdtnis fur die GC/M S-El-Messungen erreichen zu kénnen.

10.6.1. HP-GPC

Pumpe: HPLC (Merck L 6200)

Detektor: UV (Merck L 4006)

Glassaule: Innendurchmesser 20 mm; Lange 48 cm; (Firma Latex: M2-48)
Fillung: 90 cm?® (Fiillhéhe 30 cm),Biobead SX 3 (BioRad, Deutschland)

flow: 2,7 mL/min

10.6.2. GC HP 5890 Seriell

Ldsungsmittel: | sooctan

Injektion: fast splitless (120 s) Injektion, zwei automatische Injektoren
I njektortemperatur: 313K

Detektor: zwel “Ni Elektroneneinfangdetektoren (ECD)
Detektortemperatur: 573 K

Temperaturprogramm: 353 K/2 min, 20 K/min to 493 K, 0.7 K/min to 553 K
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Kapillarsaulen: DB 5 MS (J+W Sientific, Folsom, CA, USA), £0,25 mm, 0,25
mm Filmdicke, Lange60 m, dsationare Phase: 5%
Phenylmethylpolysiloxan

DB 17 (J+W Scientific, Folsom, CA, USA), £0,25 mm, 0,25
mm Filmdicke, Lénge60 m, stationdre Phase: 50%
Phenylmethylpolysiloxan

Carrier gas, flow: Helium, 1,2 mL/min, constant flow

Make-up gas, flow. Stickstoff, 60 mL/min fir beide ECD

10.6.3. GC/MS-EI: Varian 3400

split/splitless in splitless mode

Trégergas. Helium (70 kPa)

Kapillarsaule: DB 5-MS-ITD (J+W Scientific, Folsom, CA, USA), Filmdicke 0,25 nm,
A 0,25 mm, Lange 30 m, stationére Phase: 5 % Phenylmethylpolysiloxan
Temperaturprogramm: 333 K/2 min-5 K/min-533 K-13 min

transfer line: 523 K

MS: Magnum ITD, Finnegan MAT

El 70 eV, Scan 100-500 amu, scan rate: 0,6 s, Emissionsstrom 10 mA, manifol d-
Temperatur 453 K, A/IM Amplitude: 2,7V, AGC: 40 000

Software: Magnum

10.6.4. Schema des Analyseverfahrens

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit soll das Analyseverfahren in folgenden noch einmal
schematisch dargestellt werden:
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Probenahme und Lagerung bei 255 K

)

Homogenisieren der Probe mit Natriumsulfat in der Analysenmihle

)

Soxhlet-Extraktion

l

Halbieren der Probe:

erste Halfte: Eindampfen zur EOM-Bestimmung

zweite Halfte: Einengen am Rotationsverdampfer auf 2 mL

l

Probe Uber Vorfilter durch GPC-1njektionsspritze aufziehen (L uer-Lock-System)

}

Gel permeati ons-Chromatographie (GPC)

}

Einengen und Ldsungsmittelwechsel am Rotationsverdampfer auf 1 mL

)

Mini-Silica-Saule, Elutionsreihenfolge:

1. n-Hexan; 2. n-Hexan:Dichlormethan 9:1; 3. n-Hexan:Dichlormethan; 4. Dichlormethan;
5. Ethylethanoat:Dichlormethan; 6. Ethylethanoat

!

Einengen der Fraktionen am Rotationsverdampfer (mit Lésungsmittelwechsel) auf Endvolumen unter 0,1 mL

!

GC/MS-El
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Anhang
Biotaproben

Tabdlen Al:

Einzelergebnisse der Reh-Proben

Reh, Fett
PCB [ng/g EOM]| 1 2 3 4 5 6 | Mittelwertx SD
28 42 355 139 144 150 4,0 14+ 11
52 27 89 124 153 51 47 8+ 4
81 ng. 31 ng. ng. 11 na. 2+1
77 ng. nd. nd nd nd nd n.d.
95 49 49 122 ng. ng. 35 6+ 3
91 nd. nd 24 nd nd nd 2,4*
101 54 282 49 241 11,3 8.3 13+ 9
118 35 225 14,1 182 9,2 50 12+ 7
105 nd. 67 12 25 14 nd. 2+ 2
126 nd. nd. nd nd nd nd n.d.
187 nd. nd. nd nd nd nd n.d.
174 nd. nd. ng. nd nd nd n.d.
180 88 17,3 36,2 n.g. 409 105 22+ 14
170 27 54 123 ng. 20 nd. 5+ 4
149 10,0 134 82 216 34 7,0 10+ 6
153 32,8 28,0 67,1 359 650 20,7 41+ 19
132 24 42 31 23 32 16 2+ 0
138 6,0 189 nag. 225 n.qg. 185 16+ 7
169 nd. nd. nd. nd nd nd. n.d.
Summe 83,5 197,0 188,2 156,8 157,6 83,8 144+ 49
Reh, Lunge
PCB [ng/g EOM] 1 2 3 4 5 6 | Mittelwert+ SD
28 138,7 59,4 41,7 572 248 579 63+ 39
52 90,9 44,0 27,7 293 12,4 289 38+ 27
81 n.g. 24,0 148 9,8 5,8 n.g. 13+ 7
77 n.g. 4,0 2,3 n.d. 25 n.d. 20
95 n.g. n.g. 175 36,7 28,2 28,2 27+ 7
91 n.g. n.d. n.g. 51 2,0 n.d. 3+2
101 176,1 87,0 56,1 568 31,8 51,0 76+ 51
118 ng. 472 31,3 40,8 146 32,7 33+ 12
105 n.g. n.d. 1.8 2,6 n.d. 31 20
126 n.g. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
187 n.g. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
174 n.g. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
180 n.g. 39,4 n.g. 16,2 11,6 n.g. 22+ 14
170 n.g. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
149 ng. 596 348 13,7 285 26,0 32+ 16
153 ng. 685 383 47,1 146 198 37+ 21
132 ng. 200 121 57 121 48 10+ 6
138 n.g. 76,1 n.g. 353 22,5 n.g. 44+ 27
169 n.g. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Summe 405,7 529,1 278,2 356,3 211,3 2525 338+ 116
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Tabdlen A2:

Reh, Leber

PCB [ng/g EOM] 1 2 3 4 5 6 | Mittelwert+ SD
28 242 240 7,1 93 316 625 26+ 20
52 210 197 6,4 ng. 181 411 21+ 12
81 9,4 78 2,8 ng. nd n.g. 6+ 3
77 3,5 nd. 1,6 nd. nag. n.g. 2+1
95 ng. 190 ng. 82 ng. nag. 13+ 7
91 nd. nd. nd nd nd nd n.d.
101 21,1 453 12,3 142 ng. n.g. 23+ 15
118 219 166 6,0 7,8 10,6 n.g. 12+ 6
105 28 nd. 41 ng 29 1,0 2+ 1
126 nd. nd. nd ng nd nd n.d.
187 ng. ng. nd ng nd nd n.d.
174 nd. nd. nd nd nd nd n.d.
180 152 16,5 ng. ng. 6,2 n.g. 12+ 5
170 nd. nd. nd ng nd nd n.d.
149 242 284 33 ng. 17,6 407 22+ 13
153 28,8 332 16,4 13,2 13,7 51,0 26+ 14
132 36,6 30,1 16,4 13,2 10,9 29,9 22+ 10
138 175 27,3 11,6 ng. 18,0 n.g. 18+ 6
169 nd. nd. nd ng nd nd n.d.

Summe 226,3 268,0 88,1 659 1295 226,2 167+ 83

Einzelergebnisse der Wildschwein-Proben

Wildschwein, Fett

PCB [ng/g EOM]| 1 2 3 4 5 | Mitelwertx SD
28 35 26 ng.ng 27 2+ 0
52 6,1 34 ng.ng 1.8 3+2
81 n.g. n.g. n.g. n.g. n.g. n.g.
77 nd. nd. n.g. ng. nd. n.d.
95 n.d. n.g. n.g. n.g. nd. n.d.
91 n.d. nd. n.g. ng. nd. n.d.
101 51 19,7 n.g. n.g. 35 9+ 8
118 15 83 nqg.ng. 1,8 3+3
105 nd. nd. nd. nd. nd. n.d.
126 n.d. nd. n.g. ng. nd. n.d.
187 59 50 n.g.ng 90 6+ 2
174 n.d. nd. n.g. ng. nd. n.d.
180 50 7,1 ng.ng. 6,2 6+ 1
170 34 45 n.g.ng. 11,0 6+ 4
149 1,2 8,0 n.g.ng. 4,0 4+ 3
153 12,0 16,8 n.g. n.g. 30,7 19+ 9
132 n.g. 3,7 n.g. ng. nd. 3,7*
138 12,2 8,9 n.g. n.g. 20,0 13+ 5
169 nd. nd. n.g. ng. nd. n.d.

Summe 56,0 88,0 n.q. n.q. 90,7 78+ 19
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Wildschwein, Lunge

PCB [ng/g EOM] 1 2 3 4 5 | Mittelwert+ SD
28 545 21,6 31,4 50,5 38,6 39+ 13
52 33,7 13,1 135 334 237 23+ 10
81 72 24 18 ng nd 3+ 2
77 nd. 10 1,3 nd. nd. 1+ 0
95 ng. nd. nd. nd ng n.d.
91 23 nd. 29 nd nd 2+ 0
101 38,6 22,3 23,1 42,6 48,9 35+ 11
118 152 90 8,3 84 naq. 10+ 3
105 80 15 13 nd ng. 3+3
126 nd. nd. nd nd ng n.d.
187 nd. nd. nd nd ng n.d.
174 nd. nd. nd nd nd n.d.
180 94 17,7 ng. n.qg. 104 12+ 4
170 nd. nd. nd nd nd n.d.
149 88 50 51 6,3 nug 5+1
153 170 149 120 ng. n.g. 14+ 2
132 nd. 3,1 nd nd ng. 3,1*
138 15,8 10,4 13,1 n.g. 237 15+ 2
169 nd. nd. nd nd nd n.d.

Summe 210,4 121,9 113,7 141,1 145,4 146+ 43

Wildschwein, Leber

PCB [ng/g EOM]| 2 3 4 5 Mittelwert+ SD
28 49 15,7 33,1 31,0 26+ 9
52 ng. 93 245 243 19+ 8
81 ng. 34 12 naq. 2+ 1
77 nd. 1,2 nd. n.d. 1*
95 12,0 25,7 n.q. 26,8 18+ 9
91 nd. nd. nd. n.d. n.d.
101 21,6 16,9 14,8 48,0 25+ 15
118 ng. 11,1 37 63 7+ 3
105 nd. 30 34 nd 30
126 nd. nd. nd. n.d. n.d.
187 nd. nd. nd. n.d. n.d.
174 nd. nd. nd naq. n.d.
180 11,6 154 7,7 121 11+ 3
170 nd. nd. ng. 14,0 14*
149 93 85 45 127 8+ 3
153 13,9 21,5 15,2 33,6 21+ 9
132 nd. 3,7 nd nd. n.d.
138 11,0 n.g. 183 39,7 25+ 14
169 nd. nd. ng nd n.d.

Summe 84,3 135,3 126,4 248,5 148+ 60
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Tabellen A3: Einzelergebnisse der Fuchs-Proben

Fuchs, Lunge

PCB [ng/g EOM]| 1 2 3 | Mittelwert+ SD
28 38,0 33,5 55,0 42+ 11
52 296 20,1 38,6 29+ 9
81 6,3 3,9 9,7 6% 2
77 nd. 0,6 n.d. 0,6*
95 nd. nd. naq. n.d.
91 ng. 1,4 nd. n.d.
101 55,7 24,8 722 50+ 24
118 25,2 10,7 354 23+ 12
105 nd. nd. n.d. n.d.
126 nd. nd. n.d. n.d.
187 nd. nd. n.d. n.d.
174 nd. nd. n.d. n.d.
180 286 943 57,3 60x 32
170 334 453 22,8 33+ 11
149 nd. 48 n.g. 4.8*
153 137,7 96,9 179,3 137,0
132 ng. ng. 56 6*
138 9,7 ng. 24,8 17+ 10
169 nd. nd. n.d. n.d.

Summe 364,2 336,3 500,7 400+ 88

Fuchs, Leber

PCB [ng/g EOM] 1 2 3 Mittelwert+ SD
28 21,8 20,8 19,3 20+ 1
52 10,6 9,3 8,8 9+ 0
81 1,8 1,0 n.d. 1+ 0
77 n.d. 0,9 n.g. 0,9*
95 nd. n.d. n.g. n.d.
91 nd. n.d. n.g. n.d.
101 104 89 12,0 10+ 1
118 8,0 4,7 11,4 8+ 3
105 3,3 2,3 2,1 2+ 0
126 nd. n.d. n.d. n.d.
187 nd. n.d. n.d. n.d.
174 nd. n.d. n.d. n.d.
180 132,9 914,2 243,0 430+ 422
170 121,8 260,9 3827 255+ 130
149 3,0 1.4 17,2 7+ 8
153 162,1 1457,3 493,2 704+ 672
132 n.g. n.g. 27,6 27*
138 n.g. 126,4 1994 162+ 51
169 nd. n.d. n.d. n.d.

Summe 475,6 2808,1 1416,7] 1566+ 1173
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Tabelle A4: Einzelergebnisse der Human-Proben

Human, Fett
[ng/g EOM]

PCB 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 MW + SD
8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
18 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
28 0,7 3,1 6,5 2,6 2,8 55 3,7 6,2 51 2,3 n.d. 3+l
31 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
44 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
47 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
52 0,8 15 1,7 0,9 14 0,7 1,6 11 1,0 0,6 0,7 1+0
66 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
70 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
74 2,4 2,6 6,4 3,8 6,1 11 58 3,6 47 4,3 2,1 5+2
91 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
95 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

101 5,6 4,7 8,5 3,4 6,1 7,1 3,3 59 24 3,9 11 5+1

105 54 3,9 4,8 6,4 2,8 4,1 5,6 2,1 5 1,8 2,2 4+1

118 58,3 66,5 13,5 90,2 14,8 71,3 58,3 139,1 88,5 59,1 12,8 65+34

128 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

132 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

136 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

138 311,1 512,3 554,7 498,2 3551 1884 611,2 12,8 501,7 71,4 56,8 | 361+199

149 10,3 43 52 9,4 18,7 115 2,8 2 4 2,9 n.d. 75

151 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

153 401,2  858,1 66,3 7129 1773 5254 9555 10244 712,3 688,1 168,5] 612+302

156 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

163 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

170 10,5 11,5 16,1 14,3 9,7 6,9 8,7 15,4 14,7 5,8 4,8 11+3

174 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

180 2843 7054 6598 5441 5587 2743 6140 61,3 4554 85,6 109,3| 4241221

194 5 6,3 8,8 7,1 8,5 3,9 51 9,1 6,7 3,6 24 6+1

195 3,2 4,1 58 6,2 7.4 2,3 2,2 6,4 4,1 1,8 2,7 4+1

206 0,5 0,9 0,8 1,4 0,8 0,7 0,9 0,7 1 0,7 n.d. 00

209 0,8 1,3 1,2 0,7 15 0,7 1,1 1,3 1,2 1,1 n.d. 1+0

Summe 1100,1 2186,5 1360,1 1901,6 1171,7 1113,8 2279,8 1291,4 1807,8 933 363,4] 1514+462
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Tabelle A5: Probendaten der Biota-Proben

[Geschlecht/Alter (Jahre)l
Probe-Nr. Mensch Pelikan Wildschwein Reh Fuchs
1 W/ 71 M/ 28 W/ 1 M/ 5 M/ 5 Mon.
2 W/ 56 M/ 1 F/1 M/ 5 Mon.
3 W/ 82 M/ 1 M/ 1 M/ 5 Mon.
4 M/ 76 M/ 1 M/ 3
5 W/ 62 M/ 1 M/ 1
6 M/ 68 M/ 1
7 W/ 73
8 M/ 57
9 M/ 74
10 W/ 69
11 W/ 34
Revier/ Gewicht [kq]
Probe-Nr. |Reh Wildschwein Fuchs

1 Dessau-Nord, 20 |Dessau-Nord, 23 |Kattendorf, 4

2 Torten, 11 Dessau-Nord, 24 |Kattendorf, 4

3 Torten, 13 Torten, 42 Kattendorf, 4

4 Torten, 14 Dessau-Nord, 68

5 Dessau-Nord, 12 |Dessau-Nord, 65

6 Dessau-Nord, 13
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