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Dissertation A. Miiller: Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Kovalente Biomolekil kte in der Toxikologi

1.1.1 Mechanistische Bedeutung

1.1.1.a Kovalente Nukleinsdure-Addukte

Kovalente Addukte zwischen Fremdstoffen oder Fremdstoffmetaboliten und zelluldren
Nukleinsduren spielen eine bedeutende Rolle bei der durch genotoxische Substanzen
bedingten chemischen Kanzerogenese.

Yamagiwa und Ichikawa [1] zeigten bereits im Jahre 1918 durch ihre Experimente mit Teer
auf Kaninchenhaut, dass sich mit chemischen Substanzen gezielt Tumoren auslésen liessen.
In der Folge wurden durch Tierexperimente zahlreiche natlrliche oder synthetische
Substanzen mit kanzerogener Wirkung identifiziert [2] und es begann die Untersuchung der
Kanzerogenese auf biochemischer Ebene.

Miller und Miller [3] beobachteten die Ausbildung fest an Gewebe gebundener Azofarbstoffe
bei Versuchstieren, die zuvor das kanzerogene p-Dimethylaminoazobenzol aufgenommen
hatten. Da diese, wie die entstandenen Tumore, nur in der Leber zu finden waren und zudem
ein Zusammenhang zwischen der Menge gebundener Azofarbstoffe und Tumorhaufigkeit
bestand, wurde eine kovalente, chemische Bindung von Dimethylaminoazobenzol an
zellulare Strukturen erstmals als mechanistischer Faktor in der chemischen Kanzerogenese
angesehen. Brookes und Lawley entdeckten 1964 schliesslich Nukleinsduren als
Zielstrukturen polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe und somit das molekulare
Modell der chemischen Mutagenese [4].

Es zeigte sich, dass einige Substanzen das Potential besitzen, direkt mit Nukleinsauren eine
kovalente Bindung einzugehen (direkte Kanzerogene), wahrend viele Chemikalien erst durch
Metabolisierung zu wirksamen Kanzerogenen werden (indirekte Kanzerogene) [5].

Typische metabolische Aktivierungsreaktionen solcher indirekter Kanzerogene sind
Cytochrom P450-katalysierte mikrosomale Phase-I-Reaktionen wie Epoxidierung (z.B.
polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe) oder N-Hydroxylierungen (z.B. aromatische
Amine). Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht solcher direkter und indirekter Kanzerogene, fur die
eine kovalente Bindung an Nukleinsduren nachgewiesen ist. Gemeinsames Merkmal dieser
Substanzen ist ein elektrophiles Zentrum, welches in der Lage ist, mit Nucleophilen innerhalb
der Nukleinsduren (z.B. O8-Guanin) eine kovalente chemische Bindung einzugehen und so
deren Struktur zu verandern. Fir das Ausmal® der mutagenen und in der Folge
moglicherweise kanzerogenen Wirkung ist der Ort sowie der alkylierende Rest von
entscheidender Bedeutung.
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Tab.1: Beispiele direkter und indirekter genotoxischer Kanzerogene nach Marquardt [2]

Direkte Kanzerogene Indirekte Kanzerogene
a-Halogenalkohole Polycyclische Aromaten
Nitrosamide Aromatische Amine
Alkylhalogenide Aromatische Nitroverbindungen
Stickstoff-, Schwefelloste Alkene

Aziridine, Epoxide Nitrosamine

Alkylsulfate Aldehyde

Nitrosoharnstoff Naturstoffe [Aflatoxine, Furane]

1.1.1.b Kovalente Proteinaddukte

Kovalente Addukte zwischen Fremdstoffen oder Fremdstoffmetaboliten und zellularen
Proteinen sind oftmals beteiligt an einer durch Xenobiotika induzierten Zytotoxizitat. Bei
Untersuchungen der durch Brombenzol verursachten Leberschadigung wurde erstmalig
durch Brodie 1971 [6] eine kovalente Bindung von Fremdstoffmetaboliten an Proteine als
wesentlicher Faktor des toxischen Geschehens postuliert.

Heute sind flr eine ganze Reihe cytotoxischer Substanzen kovalente Proteinaddukte
nachgewiesen, ihre mechanistische Bedeutung ist jedoch oft unklar. Tabelle 2 gibt hiertber
zusammenfassend einen Uberblick [7], [8].

Der Pathomechanismus der durch n-Hexan induzierten Neurotoxizitat ist bisher am besten
verstanden [9]: n-Hexan wird metabolisch zum y-Diketon 2,5-Hexandion umgesetzt, dieses
reagiert mit E-Amino-Gruppen aus Lysinresten kovalent unter Ausbildung von Pyrrolen.
Hierbei sind hauptsachlich Lysinreste von axonalen Proteinen des Cytoskeletts betroffen,
durch Oxidation des Pyrrolringes kommt es zu einer Quervernetzung von Neurofilamenten
[10].

Folglich wird der cytotoxische Effekt direkt durch kovalente Bindung eines Fremdstoff-
metaboliten hervorgerufen. Es ist jedoch auch mdglich, dass die kovalente Bindung an
Proteine indirekt eine schadliche Wirkung ausldst, wenn es bei der Bindung zur Entstehung
eines Immunogens kommt. Dies ist der Fall bei einer ,Halothan-Hepatitis“ [11]. Das
Inhalationsnarkotikum Halothan wird mikrosomal oxidiert, Gber einen reaktiven Metaboliten
entstehen trifluoracetylierte Leberproteine mit Antigenqualitat, welche die Bildung von
Antikérpern und eine Immunreaktion hervorrufen.

Bei vielen Fremdstoffen, bei denen die Ausbildung kovalenter Proteinaddukte nachgewiesen
wurde, kann deren toxische Wirkung jedoch nicht nur allein dadurch erklart werden, es
mussen gleichzeitig nichtkovalente Effekte vorhanden sein, die zur Zellschadigung fiihren.
Dies ist bei Paracetamol der Fall, worauf unter 1.2.3.b genauer eingegangen wird.
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Tab.2: Beispiele cytotoxischer Substanzen mit nachgewiesener kovalenter Proteinbindung [12]

Paracetamol Halothan
Acrylamide Isoniazid
Allylalkohol 1-Naphthol

Benzol Valproinsaure
Brombenzol Schwefelkohlenstoff
Chloroform Mitomycin C

1.1.2 Biomolekiiladdukte als Dosimeter

In den 70er Jahren begann die Untersuchung von Biomolekiladdukten vor dem Hintergrund
einer in vivo-Dosimetrie reaktiver Substanzen. Ehrenberg [13] flihrte 1974 das Konzept der
»Tissue-Dose®, der am Wirkort auftretenden Konzentration elektrophiler Molekile, am
Beispiel des Ethylenoxids ein. Da ein Zusammenhang zwischen den Konzentrationen am
Wirkort und anderen Kompartimenten besteht, kénnen, um auf die ,Tissue Dose* zu
schliessen, Biomolekiladdukte stellvertretend in Blutzellen bestimmt werden und somit
Aufschluss geben Uber eine individuelle innere Beanspruchung eines Organismus durch
reaktive Fremdstoffe bzw. Metabolite. 1976 wurden erstmals im Tierexperiment Hamoglobin-
addukte von radioaktiv markiertem Ethylenoxid quantifiziert [14], wenig spater gelang es,
Hamoglobinaddukte des Ethylenoxids auch in Humanproben nachzuweisen [15]. Das
analytische Prozedere war aufwendig, isoliertes Hamoglobin wurde vollstandig hydrolysiert
und die modifizierten Aminosauren mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie
nachgewiesen. Eine wesentliche Verbesserung der Analytik wurde 1986 mit der ,N-Alkyl-
Edman-Methode® erreicht, bei der durch einen modifizierten Edman-Abbau das N-terminale
Valin vom Hamoglobin abgetrennt wurde [16]. Fremdstoffaddukte am nucleophilen Valin
konnten damit schneller, selektiver und empfindlicher nachgewiesen werden. Obgleich DNA-
Addukte genotoxischer Substanzen das eigentliche Zielmolekiil enthalten und in Leukozyten
mit 32P-Postlabeling-Technik sehr sensitiv nachgewiesen werden konnen, werden zum
biochemischen Monitoring in der Routine bevorzugt Proteinaddukte verwendet [17]. Diese
zeigen nicht nur eine direkte Proportionalitdt zu den Nukleinsdureaddukten, sondern bieten
dariber hinaus eine grosse Verfligbarkeit sowie Stabilitdt einmal gebildeter Addukte, die im
Gegensatz zu DNA-Addukten enzymatisch nicht verandert werden [18]. Dabei werden meist
Hamoglobinaddukte untersucht; Tabelle 3 gibt eine Uberblick gangiger Anwendungen.
Aufgrund der langen Lebensdauer der Erythrocyten von etwa 120 Tagen kdnnen Addukte im
humanen Hamoglobin bis zu einigen Monaten nach einer Fremdstoffexposition
nachgewiesen werden [19]. Albuminaddukte haben aufgrund der Albuminhalbwertszeit von
etwa 20-25 Tagen eine deutlich kirzere Lebensdauer, kénnen aber, gerade bei hepatisch
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gebildeten Fremdstoffmetaboliten, hohe Konzentrationen erreichen, bedingt durch die
Albuminsynthese in der Leber sowie das Fehlen einer Membrangrenze, wie sie bei den

Erythrocyten gegeben ist.

Tab.3: Beispiele fiir die Verwendung von Hamoglobinaddukten als humane Biomarker [20]

Ethylenoxid 2,6-Dinitrotoluol
Butadien PHIP

Acrylnitril 2,4,6-Trinitrotoluol (TNT)
Acrylamid 1-Nitropyren

Anilin m-Toluidin
4-Aminobiphenyl PAH

1.2 Paracetamol

1.2.1 Historisches

Im Jahre 1886 entdeckten Cahn und Hepp zufallig, durch eine Verwechslung mit Naphthalin,
die antipyretische Wirksamkeit des Acetanilids. Aufgrund ihrer ausgepragten Hamatotoxizitat
war die Substanz jedoch nicht als Arzneimittel geeignet. Das ab 1887 verfligbare
Acetanilidderivat Phenacetin zeigte bei gleicher Wiksamkeit eine deutlich bessere
Vertraglichkeit und wurde als Analgetikum und Antipyretikum in die Therapie eingefuhrt. Mit
zunehmender Verwendung des Phenacetins traten gehauft analgetikainduzierte
Nephropathien (,Phenacetinniere®) auf, was schliel3lich zu weitgehenden Einschrankungen
und Verboten in der Anwendung filhrte [21]. Bereits 1893 entdeckte Mering Paracetamol als
Metabolit des Phenacetins, 1899 wurde es auch als Stoffwechselprodukt des Acetanilids
identifiziert, jedoch erst die Arbeiten von Brodie und Axelrod 1948 fuhrten letztlich zur
Verwendung des Paracetamols als Arzneimittel seit den 50er Jahren [22]. Aufgrund seiner
guten Vertraglichkeit ist Paracetamol (englisch: ,Acetaminophen®) heute eines der
populérsten, nicht-verschreibungspflichtigen Schmerz- und Fiebermittel und gilt besonders in
der Padiatrie als Standardtherapeutikum.

0 @] 0
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Abb.1.: Chemische Strukturen von Acetanilid, Paracetamol und Phenacetin (von links)



Dissertation A. Miiller: Einleitung 5

1.2.2 Pharmakologie

1.2.2.a Wirkungsmechanismus

In der analgetischen und antipyretischen Wirkung ist Paracetamol &ahnlich der
Acetylsalicylsaure, wohingegen Paracetamol in analgetischen Dosen keine antiphlogistische
Wirksamkeit besitzt. Der genaue Wirkungsmechanismus der Substanz ist bis heute nicht
vollstandig geklart. Flower und Vane erklarten 1972 die antipyretische Wirkung mit einer
zentralen Hemmung der Prostaglandinsynthetase [23], die fehlende antiphlogistische
Wirkung ist moglicherweise auf eine verminderte COX-Hemmung in Anwesenheit von
Peroxiden in entziindetem Gewebe zurlckzufiihren [24]. Die klinische Bedeutung einer
nachgewiesenen Hemmung der Cyclooxygenase-3 [25] ist unklar. An der analgetischen
Wirksamkeit scheinen auch zentrale serotonerge Mechanismen [26] sowie moglicherweise
eine indirekte Aktivierung von Cannabinoid-CB1-Rezeptoren [27] beteiligt zu sein.

1.2.2.b Kinetik

Als Analgetikum und Antipyretikum wird Paracetamol in Einzeldosen von 500-1000 mg
vorwiegend oral eingenommen, die empfohlene Tagesmaximaldosis fur Erwachsene betragt
4 Gramm. Padiatrische Dosierungen liegen bei 10-15mg/kg alle 4-6 Stunden und maximal 5
Dosen taglich. Orale Paracetamoldosen in Form von Tabletten zeigen Bioverfigbarkeiten
von 60-89% [28], werden schnell resorbiert und entwickeln meist nach 45-60 Minuten die
Plasmamaximalkonzentration [28]. Diese liegt bei therapeutischen Dosierungen im Bereich
von 5-20 mg/L [29]. Paracetamol Uberquert die Blut-Hirn-Schranke sowie die Plazenta [30],
ist in den meisten Korperflissigkeiten gleichmassig mit einem Verteilungsvolumen von
ungefahr 0,9 L/Kg verteilt [29]. Eine signifikante Plasmaproteinbindung ist bei therapeu-
tischen Dosen nicht zu beobachten [29].

Paracetamol unterliegt im Organismus einer ausgiebigen Metabolisierung (s. Abb.2),
lediglich ca. zwei Prozent einer verabreichten Dosis erscheinen unverandert im Urin.

Der Uberwiegende Teil wird nach Glucuronidierung (40-67%) und Sulfatierung (30%) in Form
inaktiver und nicht toxischer Konjugate renal und biliar ausgeschieden [31]. Ein geringerer
Teil (5-9%) des Paracetamols wird mikrosomal zu N-Acetyl-p-Benzochinonimin oxidiert,
neben Cyp2E1 sind hieran auch andere Cytochrom-P450-abhangige mischfunktionelle
Oxidasen (1A2, 2A6, 3A4) beteiligt [32]. N-Acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI) ist ein sehr
reaktives Intermediat mit elektrophilen sowie oxidierenden Eigenschaften und wird schnell
mit Glutathion zu 3-[Glutathion-S-yl]-Paracetamol umgesetzt, welches weiter zur
entsprechenden Merkaptursaure metabolisiert und augeschieden wird [29].
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Abb.2: Metabolismus des Paracetamols

1.2.3 Paracetamolintoxikation

1.2.3.a Epidemiologie

Erstmalig wurde 1966 Uber das Auftreten schwerer Leberschadigungen im Zusammenhang
mit Paracetamollberdosierungen berichtet [33, 34], ab Mitte der 70er Jahre war in vielen
Landern ein epidemieartiger Anstieg an Paracetamolvergiftungen zu verzeichnen.

Waren beispielsweise in England und Wales 1977 noch 144 Todesfalle auf Paracetamol
zurtickzufiihren, waren es 1997 bereits 500 Falle jahrlich, was zu dieser Zeit ungefahr einem
Sechstel aller strassenverkehrsbedingten Todesfalle entsprach [35].

In den USA war in den Jahren 1995 bis 1999 die Paracetamolintoxikation die haufigste
Intoxikation Uberhaupt und verursachte jahrlich mehr als 26000 Klinikeinweisungen [31]. Bis
heute ist Paracetamol dort auch wichtigster atiologischer Faktor des akuten Leberversagens
[36]. Annahernd zehn Prozent aller Anrufe bei den Giftinformationszentren betreffen
Paracetamol-Ingestionen, auch in Deutschland. [37].

Die Mehrheit der Paracetamolvergiftungen ist durch suizidal motivierte Einnahme einer
einzelnen akuten Uberdosis bedingt. Akzidentelle Intoxikationen treten haufiger auch durch
Kummulation bei mehrfacher Einnahme relativ hoher Einzeldosen insbesondere bei Kindern
auf [38], [39]. Diese Intoxikationen zeigen gegeniiber den beabsichtigten Paracetamol-
vergiftungen eine hohere Mortalitat [38].
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1.2.3.b Klinik

Das klinische Bild einer Paracetamolintoxikation, wie sie bereits ab Dosierungen von ca. 6 g
bei einem Erwachsenen beobachtet wurde, zeigt einen mehrphasigen Verlauf:

In einer initialen Phase von etwa 24 Stunden entwickeln sich haufig unspezifische Symptome
wie Ubelkeit, Erbrechen, Schwindel und Schwéche [39]. Die folgende 24-72-stiindige
Latenzphase verlauft nahezu symptomfrei und tauscht Uber die Schwere des toxischen
Geschehens hinweg, das sich auf biochemischer Ebene entwickelt. Initial zeigt sich
laborchemisch ein Transaminasenanstieg, der nach ca. 3 Tagen zum Bild des akuten
Leberversagens mit Bilirubinanstieg, PT-Verlangerung, Hypoglykamie, Gerinnungsstérungen,
hepatischer Enzephalopathie und lkterus fortschreitet [40].

Sehr haufig entwickelt sich zuséatzlich ein Nierenversagen mit tubularen Nekrosen [41].
Prothrombinzeiten von mehr als 100 s, ausgepragte Enzephalopathie, metabolische Azidose
(pH<7,3) sowie eine Paracetamol-Halbwertszeit von mehr als vier Stunden gelten als
schlechte prognostische Faktoren. Hirnédem und Multiorganversagen sind die haufigsten
Todesursachen [31], [42], [43].

1.2.3.c Biochemie

Die biochemischen Vorgange, die der durch Paracetamol induzierten Hepatotoxizitat
zugrunde liegen, sind trotz umfangreicher Untersuchungen bis heute nicht vollstandig
geklart. Erwiesen ist, dass es bei Aufnahme toxischer Dosen an Paracetamol zu einer
vermehrten mikrosomalen Bildung von NAPQI in der Leber und in der Folge zu einer
Abnahme des hepatischen Glutathions kommt [44]. Im Urin steigt der Anteil an Cystein
sowie Mercaptursauremetaboliten stark an [45]. Nach Erschépfung des Glutathiongehalts
erfolgt eine kovalente Bindung des NAPQI an Cysteinylreste von Proteinen der Hepatozyten
in Form einer Michael-Addition [46]. Glutathionerschdpfung und kovalente Bindung gelten
als kritischer Schritt in der Entstehung der Lebernekrose. Es besteht eine Korrelation
zwischen dem Ausmal der kovalenten NAPQI-Bindung und der Hepatotoxizitat im
Tierexperiment [47], [48]. Wurde die kovalente Bindung anfanglich mit radioaktiv markiertem
Paracetamol [43] sowie mit immunologischen Methoden [49], [50] nachgewiesen, gelang
schlieBlich durch die Verwendung spezifischerer, massenspektrometrischer Methoden eine
eindeutige ldentifizierung von Proteinen, die durch NAPQI kovalent verandert wurden [51],
[62]. Dabei konnten NAPQI auch an extrahepatischen Proteinen wie Hamoglobin [53]
nachgewiesen werden. Fur einige Enzyme, die durch NAPQI verandert wurden, liess sich
eine Aktivitatsdnderung nachweisen, deren Bedeutung aber unklar ist [54], [55].

Auch das 3'OH- Acetanilid, ein Regioisomer des Paracetamols, zeigt eine dem Paracetamol
vergleichbare kovalente Proteinbindung und fuhrt zur Glutathionerschépfung der Leber,
entfaltet jedoch keine Hepatotoxizitat [56]. Deshalb gilt die kovalente Bindung an
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Leberproteine nicht als alleinige Ursache der toxischen Wirkung. Aufgrund der starken
Bindung des NAPQI an mitochondriale Proteine ist jedoch eine Beteiligung an der initital
auftretenden mitochondrialen Dysfunktion der Hepatocyten wahrscheinlich [57]. Eine starke
Anreicherung von Glutathiondisulfiden sowie Nitrotyrosin innerhalb der Mitochondrien deutet
zudem auf starke oxidative Belastung dieser Zellkompartimente hin [58], [59]. Zusammen
mit einer Stérung der zellularen Calciumhomdostease sowie einer Ausschittung
proapoptotischer BCL2-Proteine [57] kommt es zu einem Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials, einer Unterbrechung der ATP-Synthese sowie einer
Freisetzung Apoptose induzierender Faktoren (AIF, Endonuclease G, Cytochrom C, sMAC)
aus den Mitochondrien. Dabei ist im Zellkern ein Abbau von DNA zu beobachten [60].
Zudem bewirkt die Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration eine Aktivierung von
Calpain-Proteasen, und damit eine Proteolyse von Strukturproteinen [57].

Morphologische Studien zeigten, dass die geschadigten, zentrilobular gelegenen
Hepatozyten an einer (onkotischen) Nekrose zugrundegehen [61].

1.2.3.d Diagnostik

Die Erkennung einer Paracetamolvergiftung ist in der Klinik anfangs erschwert durch das
Fehlen einer initialen, richtungsweisenden Symptomatik und die erst spat einsetzenden
Zeichen einer schweren Leberschadigung.

Sowohl bei absichtlichen als auch akzidentellen Uberdosierungen werden haufig falsche
Angaben gemacht. Vielfach bestehen zudem wegen des initialen Erbrechens nach héheren
Dosierungen Unsicherheiten hinsichtlich der tatsachlich aufgenommenen Menge [62].

Eine Ermittlung der Paracetamolkonzentration im Blut gilt heute diagnostisch als Mittel der
Wahl, es stehen colorimetrische [63], immunologische [64] und chromatographische [65]
Analysenverfahren zur Verfigung. Es besteht eine Korrelation zwischen dem zeitlichen
Verlauf der Paracetamolserumkonzentration und dem Risiko einer Leberschadigung. Das
von Rumack und Matthew [66] erstellte semilogarithmische Nomogramm erlaubt, ausgehend
von einer einzelnen Konzentrationsbestimmung im Blut, eine Aussage hinsichtlich einer zu
erwartenden Hepatotoxizitat sowie einer moglichen Therapieindikation. Voraussetzung ist ein
hinreichend genau bekannter Einnahmezeitpunkt, zudem gilt die Beziehung nur bei
Aufnahme einer einzelnen, nicht-retardierten Paracetamoldosis [31], [66]. Aufgrund der
aulerst raschen Abnahme der Paracetamolserumkonzentration (Halbwertszeit 2 bis maximal
4 Stunden) ist eine zeitnahe Bestimmung wichtig. Zum Zeitpunkt der Manifestation der
Leberschadigung sind, aufgrund der ausgepragten Latenz der Vergiftung, Serum-
konzentrationen haufig nicht mehr zu detektieren und problematisch zu interpretieren [67].
Handelt es sich bei leicht erhdhten ,Leberwerten® (Transaminasen, Bilirubin, Gerinnungszeit)
des klinisch-chemischen Labors nur um Zeichen eines schon langer bestehenden,

unspezifischen Leberschadens oder um den Beginn eines fulminanten Leberversagens
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durch eine Uberdosis Paracetamol, das eine lebensrettende Lebertransplantation
erforderlich macht? In dieser Situation ware es hilfreich, einen besser geeigneten Parameter
einer Intoxikation bestimmen zu kénnen, wobei langlebigen Metaboliten oder Addukten des
toxischen NAPQI eine besondere Rolle zukommen kénnte.

Der bei einer Vergiftung verstarkt gebildete reaktive Paracetamolmetabolit NAPQI (vgl.
1.2.3.c) zeigt eine kovalente Bindung auch an Proteine ausserhalb der Leber, was
immunologisch (jedoch lediglich bei einem einzigen Patienten mit schwerer PCM-induzierter
Leberschadigung (AST>60001U/L)) nachgewiesen wurde [68]. Unspezifisch makromolekular
gebundenes Cysteinyl-PCM konnte auch bei Patienten mit geringer ausgepragten
Leberschadigungen detektiert werden [67],[69] und zeigte eine Korrelation mit dem Ausmaf}
des Leberschadens [70]. Tierexperimentell wurde eine Bindung von NAPQI am Hamoglobin
beobachtet [63].
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Abb.3: Rumack-Matthew Nomogramm

1.2.3.e Behandlung

Unspezifische Giftelimination:

Bei Paracetamoldosen von mehr als 100mg/kg und einer nicht langer als 4 Stunden
zurtckliegenden Aufnahme ist eine Magenspulung angezeigt [71], [72]. Zur Effektivitat des
induzierten Erbrechens als primare Giftelimination existieren unterschiedliche Meinungen

[71], [73]. Aktivkohle verringert signifikant die Resorption von Paracetamol, jedoch nur, wenn
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eine aulerst frihzeitige Applikation erfolgt. Bei einer sofortigen Kohlegabe nach
Paracetamolingestion konnte eine Abnahme der resorbierten Paracetamolmenge um mehr
als 60% nachgewiesen werden, bei Applikation nach einer Stunde ungefahr noch eine
Reduktion von 20%. Aktivkohle muss in grossem Uberschuss vorhanden sein [74].
Spezifische Antidottherapie:

Nachdem bereits frih eine Abhangigkeit der Lebertoxiziat vom hepatischen Glutathion-
angebot nachgewiesen und dessen protektive Bedeutung auf biochemischer Ebene bekannt
war [44], ergaben sich hieraus Ansatze fur eine wirkungsvolle Therapie. Eine Gabe von
Glutathion selbst erwies sich als ineffektiv, da dieses schlecht zellgangig ist. So konnte nur
mit unrealistisch hohen Dosen im Tierexperiment eine Verminderung der Toxizitat beobachtet
werden [72], [75], [76]. Daflr zeigten Cystein, Cysteamin, Methionin, N-Acetylcystein sowie
Dimercaprol und Penicillamin experimentell eine gute Wirksamkeit und wurden Kklinisch
untersucht. 1973 wurden erstmals Patienten nach Paracetamolvergiftung erfolgreich mit
Cysteamin, das 4-10h nach Ingestion intravents verabreicht wurde, behandelt [77]. Oral
verabreichtes Methionin erwies sich bei friher Applikation als etwas weniger effektiv und
konnte zudem durch eine zu spate Verabreichung oder verzdgerte Resorption zu
Komplikationen fihren [72]. Behandlungen mit Dimercaprol [78] und Penicillamin [79] waren
nicht erfolgreich, wahrend sich bald N-Acetylcystein zum Mittel der Wahl entwickelte, da es
sich durch die beste Wirksamkeit bei einem Minimum an unerwinschten Effekten
auszeichnete [80]. Die Therapie mit N-Acetylcystein ist intensiv klinisch untersucht worden
[81]. Dabei zeigte sich, dass der Zeitpunkt der Antidotgabe der entscheidende Faktor fir
einen Therapieerfolg ist. Eine Lebertoxizitdt wurde bei Patienten, die eine Behandlung
zwischen 10 und 24 Stunden nach Paracetamolingestion erhielten, etwa viermal haufiger
beobachtet als bei Patienten die innerhalb von 10 Stunden behandelt wurden [82]. Bei
zunehmendem Zeitabstand profitierten immer weniger Patienten, eine Indikation zur N-
Acetylcysteintherapie besteht nach Studienlage bis mindestens 24 h [82]. N-Acetylcystein
kann oral oder intravends verabreicht werden. Bei der oralen Applikation werden 1330 mg/kg
N-Acetylcystein Uber einen Zeitraum von 72 Stunden verabreicht, auf eine Initialdosis von
140 mg/kg folgen 17 Erhaltungsdosen von je 70 mg/kg im Abstand von 4 Stunden. Zur
intravenosen Therapie werden insgesamt 300 mg/kg N-Acetylcystein in 20h verwendet, nach
einer Initialdosis von 150mg/kg Uber 15 Minuten folgen 50mg/kg innerhalb von vier und
100mg/kg in den anschliessenden 16 Stunden als Erhaltungsdosen [31]. Orale und
intraventse Therapie gelten bei einer Behandlung bis 10 Stunden nach Ingestion als gleich
effektiv [83].

Als unerwinschte Nebenwirkungen kénnen anaphylaktische Reaktionen wie Hautaus-
schlage, Angiobdeme, Hypotension und Bronchospasmen auftreten [84], diese sind jedoch
insgesamt selten und Uberwiegend bei intravendser Therapie haufiger zu beobachten.
Aufgrund seines schlechten Geschmacks ruft oral verabreichtes N-Acetylcystein haufig
Ubelkeit und Erbrechen hervor.
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1.3 Fr. llun

1.3.1 Ziel der Arbeit

In der Situation, dass bei unklarem Einnahmezeitpunkt und Dosis die PCM-Konzentration im
Serum niedrig ist, aber Anzeichen fir eine Leberschadigung vorliegen, ware es hilfreich,
einen Parameter zu finden, der eine PCM-induzierte, fortschreitende Leberschadigung
beweisen koénnte. Ein solcher Parameter kdnnte ein langlebiger Metabolit oder ein
spezifisches Addukt des lebertoxischen Metaboliten NAPQI sein. Aus tierexperimentellen
Untersuchungen ist zu folgern, dass bei PCM-Vergiftungen NAPQI- Addukte am Hamoglobin
entstehen: Axworthy et al applizierten 1984 Mausen hepatotoxische Dosen an 'C-
markiertem Paracetamol [63]. Die Radioaktivitat wurde hauptsachlich in der Leber, zu einem
geringeren Teil (ca. 8%) jedoch auch im Hamoglobin der Mause zurtckgehalten. Bei einer
Vorbehandlung der Versuchstiere mit Cyp450-Induktoren zeigte sich im Experiment ein
proportionaler Anstieg der '#C- Bindung sowohl in der Leber als auch im Hamoglobin,
woraus geschlossen werden konnte, dass das in den Erythrocyten gebundene NAPQI
hepatischen Ursprungs war.

Mit der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob sich auch beim Menschen NAPQI-
Addukte des Hamoglobins auffinden und als (Frih-) Zeichen einer PCM-Intoxikation
auswerten lassen. Dabei waren Hamoglobinaddukte insbesonders auch wegen der
einfachen Isolierung und der zu erwartenden langen Halbwertszeit ein glinstiger Parameter.

1.3.3 Vorgehensweise

Nach Gewinnung und Charakterisierung der Edukte NAPQI und Hamoglobin sollte zunachst
die Adduktbildung in vitro durchgefuhrt werden. Mit Hilfe chromatographischer und
massenspektrometrischer Analysenverfahren sollte dann das Reaktionsprodukt auf
Globinebene untersucht werden.

Um Bindungsorte und NAPQI-Modifikationen im Globin zu lokalisieren, sollte das Globin
schlieBlich mit geeigneten Verfahren in kleinere Peptide gespalten werden (,Peptide
Mapping“) und die durch NAPQI modifizierten Peptide identifiziert werden.

Daraus war eine spezifische und sensitive Methode zum qualitativen und quantitativen
Nachweis dieser modifizierten Peptide, basierend auf ,Peptide-Mapping®, zu entwickeln. Mit
dieser sollten schliesslich Blutproben von Patienten nach Paracetamolvergiftung auf
spezifische, durch NAPQI kovalent modifizierte Peptide, untersucht werden und hiertiber das
im Hamoglobin kovalent gebundene NAPQI bestimmt werden. Abb.4 zeigt in Form eines
FlieRschemas den Arbeitsablauf. Dieses wird als ,Wegweiser® im Ergebnisteil vor den
entsprechenden Kapiteln wieder aufgegriffen.
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Abb.4: FlieRschema des experimentellen Vorgehens
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2 Materialien und Gerate

2.1 Chemikalien

Lésungsmittel

Additive

Sonstige

Acetonitril Ultra HPLC Grade, Mallinckrodt Baker, Deventer (NL)
Aceton Baker Analyzed, Mallinckrodt Baker, Deventer (NL)
Diethylether p.A., Merck, Darmstadt

Methanol Chromasolv, Riedel-de Haen, (CH)

Toluol p.A., Merck, Darmstadt

Tert-Butylmethylether p.A., Merck, Darmstadt

Wasser Lichrosolv, Merck, Darmstadt

Trifluoressigsaure UVAsol, Merck, Darmstadt
Ameisensaure puriss.p.A., Sigma-Aldrich, Steinheim
Ammoniumacetat p.A., Merck, Darmstadt

Salzsaure 1mol/L, p.A. Merck, Darmstadt

Ammoniumcarbonat p.A. Merck, Darmstadt

Silbernitrat p.A. Merck, Darmstadt

Kaliumhydroxid p.A., Merck, Darmstadt

Paracetamol minimum 99% Sigma-Aldrich, Steinheim

Ultramark 1621, Alfa Aesar, Heyston (GB)

MRFA (Met-Arg-Phe-Ala) Research Plus Inc, Marasquan, N.J. (USA)
Coffein, Sigma-Aldrich, Steinheim

Endoproteinase GluC Staph. aureus,Sigma-Aldrich, Steinheim
Trypsin TPCK-behandelt, Merck, Darmstadt
Citronensaure-Monohydrat p.A., Merck, Darmstadt
Ascorbinsaure p.A., Sigma-Aldrich, Steinheim

Hamoglobin, deoxygeniert, lyophilisiert, Sigma-Aldrich, Steinheim
Glutathion, min. 99%, Sigma-Aldrich, Steinheim
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, p.A., Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumhydroxid 1mol/L, p.A. Merck, Darmstadt
Butylhydroxytoluol p.A., Sigma-Aldrich, Steinheim

Helium 5.0, TMG, Krefeld

Stickstoff 5.0 TMG, Krefeld
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2.2 Gera

Zentrifugen
Omnifuge 2.0 RS, Heraeus Kendro, Langenselbold

Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg
Speedvac RVC 2-18, Christ, Osterode

Waagen
R160 P, Sartorius Ag, Géttingen
PL200, Mettler-Toledo GmbH, Giessen

UV-Detektoren
Cary 50 Bio UV-Visible Spectrophotometer, Varian, Darmstadt
UV6000 LP, Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Spectro Monitor D, Variable Wavelength Detector, Milton Roy, Pont
Saint Pierre (F)

HPLC-Pumpen
Finnigan Surveyor LC Pump, Thermo Fisher Scientific, Dreieich
ConstaMetric 3200 MS, Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Spectra System P4000, Thermo Fisher Scientific, Dreieich
600E, Waters, Milford, MA (USA)

Massenspektrometer

Finnigan LCQ duo, Thermo Fisher Scientific, Dreieich

5974 Mass Selective Detector, Agilent Technologies, Waldbronn

5970 Mass Selective Detector, Agilent Technologies, Waldbronn

5972 Mass Selective Detector, Agilent Technologies, Waldbronn
Gaschromatographen

6890 N Network GC System, Agilent Technologies, Waldbronn

5890 Series Il Gas Chromatograph, Agilent Technologies, Waldbronn

Trennséaulen
Factor Four Capillary Column,VF-5MS 30mx0,25mm ID,
Varian, Darmstadt
Lichrospher 125-4 RP18 (5um), Merck, Darmstadt
Lichrospher 250-4 RP18 (5um), Merck, Darmstadt
Polaris, 250x4 mm (5um), Varian, Darmstadt
Symmetry C4 300 250-4 (5um), Waters, Milford, MA (USA)
Symmetry RP18, 125-2 (5um), Waters, Milford, MA (USA)
Inkubator
Kendro B 6060, Kendro, Langenselbold



Dissertation A. Miller: Gerate und Materialien 15

pH-Meter
pH-Meter 765 Calimatic, Knick GmbH Co KG, Berlin

GAT lonode 1J/44 DIN, Gamma Analysentechnik GmbH, Bremerhaven

Vortex Genie 2, Scientific Industries, New York (USA)
Eppendorf Mixer 5432, Eppendorf, Hamburg

2]
Y
m

Baker SPE 12G 7018-94, Mallinckrodt Baker, Deventer (NL)
2.3 Verbr hsmaterialien

Ultrafiltration
Microcon Ultracel YM3, 3000 MWCO, Millipore, Bedford, MA (USA)
Centrisart |, cut-off 10000, Sartorius Ag, Goéttingen

[92)
LY
m

Bond Elut C18, 100mg 1ml, Varian, Darmstadt

Immunanalytik
Acetaminophen Assay, Abbott, Wiesbaden

Sonstige
DC-Alufolien 20x20 cm Kieselgel 60 F 254, Merck, Darmstadt
Kieselgel 60 zur Flash-Chromatographie, Merck, Darmstadt
Merckoquant, kolometrischer Peroxidtest, Merck, Darmstadt
2.4 Software

Mag Tran 1.02 : A universal Algorithm for fast and automated charge state deconvolution
of electrospray mass-to-charge ration spectra.

Molecular Weight Calculator 6.40, Matthew Monroe

FindPept, Swiss Institute of Bioinformatics

PeptideMass, Swiss Institute of Bioinformatics

PeptideCutter, Swiss Institute of Bioinformatics
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3 Methoden

Die wichtigsten Aspekte der Untersuchungstechnik, insbesonders des hierbei eingesetzten
Analysengerates (Finnigan LCQ duo), sollen im Folgenden kurz beschrieben werden:

3.1.1 RP-HPLC der Proteine und Peptide

Die Trennung niedermolekularer organische Verbindungen in RP-HPLC-Systemen beruht im
wesentlichen auf unterschiedlichen Verteilungsvorgangen dieser Substanzen zwischen den
beiden Phasen des Systems. Polypeptide und Proteine hingegen zeigen auf RP-
Trennsaulen Wechselwirkungen in Form eines Adsorptions/Desorptions-Mechanismus.

Sie adsorbieren nach Eintritt in die Trennsaule an die hydrophobe Phase, bleiben dort
gebunden, bis der Anteil des organischen Eluenten einen kritischen Wert Ubersteigt und
eluieren dann schlagartig von der Saule. Deshalb ist zur Trennung von Polypeptiden und
Proteinen an RP-Phasen ein Fliessmittelgradient erforderlich, bei dem wahrend der Analyse
kontinuierlich die Polaritat des Eluenten verringert wird. Abb.5 zeigt das unterschiedliche
Verhalten eines kleinen organischen Molekils (Biphenyl) sowie eines Proteins (Lysozym) an
einer Umkehrphase. Bei Erh6hung des organischen Eluenten sinkt die Retention des
Biphenyls langsam, die des Lysozyms fallt nach Uberschreiten einer kritischen Konzentration
des Acetonitrils innerhalb eines geringen Konzentrationsbereiches sehr rasch ab.

Bei der Trennung eines Gemisches an Polypeptiden bzw. Proteinen besitzt deshalb die
Steigung des Gradienten eine wesentlich gréssere Bedeutung als bei der Trennung
niedermolekularer organischer Verbindungen. Die hdchsten chromatographischen
Auflésungen werden mit extrem flachen Gradienten erzielt.

25
Lysozyme Biphenyl
20
=
2 *15
c
2
2
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Acetonitrile (%)

Abb.5: Retentionsverhalten von Biphenyl und Lysozym in der RP-HPLC [85]
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3.1.2 Electrospray-Interface

Das Electrospray-Interface bildet die Schnittstelle zwischen dem flussigkeitschromato-
graphischen und dem massenspektrometrischen System. Es transferiert lonen aus der
flussigen Phase in die Gasphase, entfernt dabei die mobile Phase. Hierzu wird der Eluent mit
Hilfe eines Gasstroms an einer Kapillare, an die eine hohe Spannung (2-6 kV) angelegt wird,
zerstaubt. Die bei Atmospharendruck gebildeten und durch die Spannung geladenen
Flissigkeitstropfchen werden durch eine beheizte Kapillare (,Heated Capillary“) in das
Massenspektrometer gefihrt, wo durch differentielles Abpumpen ein Vakuumgradient
erzeugt wird. Bedingt durch das Vakuum sowie Warme kommt es zu einer fortschreitenden
Verkleinerung der geladenen Flissigkeitstropfchen und schliesslich zur Desorption
geladener Molekiile.

Die Effizienz dieses Prozesses hangt dabei maligeblich von der Tropfchengrofie, der
Oberflachenladung und Oberflachenspannung sowie der Flichtigkeit des verwendeten
Eluenten ab.

Da die lonen, die aus den geladenen Trépfchen desorbieren, bereits in der flissigen Phase
gebildet werden missen, eignet sich die Electrospray-lonisierung zur lonisation polarer
Analyte, die kleine lonen (z.B. H*/Na*) anlagern oder abspalten kdénnen. Proteine und
Peptide kénnen aufgrund der vorhandenen Aminogruppen in Loésung leicht protonierte
Molekulionen bilden und sind somit bei ausreichend niedrigem pH-Wert des Eluenten mittels
positivem Electrospray ionisierbar. Bei Vorliegen mehrerer Aminosaurereste ist durch die
Aufnahme mehrerer Protonen die Bildung héher geladener lonen mdglich.
Electrospray-Interfaces arbeiten bei Flussraten von wenigen Nanolitern bis einem Milliliter
Eluentenfluss pro Minute und sind somit geeignet zur Kopplung eines Massenspektrometers
an unterschiedlichste Flissigkeitschromatographie- und Electrophoresesysteme.

3.1.3 lonentransfer

Im Electrospray gebildete lonen werden durch die beheizte Kapillare mit Hilfe eines
Potential- und Druckgefalles bewegt. Abb.7 zeigt typische Potential- und Druckverhaltnisse
des verwendeten Massenspektrometers (Finnigan LCQ).

Mit Hilfe einer Linse (,Tube-lens“ ) werden die lonen nach Austritt aus der beheizten
Kapillare zum Skimmer beschleunigt. Durch Anlegen einer hohen Spannung in diesem
Bereich kénnen lonen durch Kollission mit ihrer Umgebung fragmentiert werden (,in-source-
CID). Der Skimmer, eine um wenige Millimeter zur Austrittséffnung der beheizten Kapillare
angebrachte, kleine und scharf begrenzte Offnung, verhindert den Eintritt ungeladener und
groRerer Partikel in den Analysator. Durch ein Linsensystem zweier Transmissions-Multipole
(,Rf-only-Octapole®) wird der lonenstrahl fokusiert und zum Analysator geleitet.
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3.1.4 Massenanalysator (lonenfalle)

Das Prinzip des lonenfallen- Massenanalysators beruht auf der unterschiedlichen, vom
Masse/Ladungs-Verhaltnis abhangigen Beweglichkeit von lonen in oszillierenden
elektrischen Feldern. Die lonenfalle besteht aus einer zur Mitte hin verjliingten Ringelektrode
sowie zwei hyperbolen Endkappen mit jeweils einer Offnung. Eintretende lonen werden
durch einen geringen Druck (1 mTorr) an Heliumgas zwischen den Elektroden verlangsamt.
Durch uberlagerndes Anlegen hochfrequenter Wechselspannung (Rf-Voltage) sowie
Gleichspannung (DC-Voltage) zwischen Endkappen und Ringelektrode kénnen lonen auf
stabilen Bewegungsbahnen in der lonenfalle gehalten werden. Abb.6 zeigt ein fir lonenfallen
typisches Stabilitdtsdiagramm. Durch kontinuierliche Erhéhung der an der Ringelektrode
anliegenden Wechselspannung werden die Bewegungsbahnen der akkumulierten lonen
destabilisiert, was den Austritt derselben in Reihenfolge aufsteigender m/z-Werte aus der
Falle bewirkt (,Scan®).

g Ring Fundamental rf
Electrode 7\

T

O
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f

Endcap
Electrodes

Abb.6: lonen-Stabilitatsdiagramm (links) sowie Aufbau (rechts) des lonenfallenanalysators [86]

Alternativ kdnnen auch lonen bestimmter m/z-Werte durch Resonanzfrequenzen angeregt
werden. Dabei wird an die Endkappen ein zweites Wechselfeld angelegt und dessen
Frequenz so lange erhoht, bis das gewinschte lon in Resonanz tritt und aus der Falle
befordert wird. Isolation von lonen eines definierten m/z-Wertes (,Parent lons“) und
Energiezufuhr in Form einer Potentialerhdhung fihrt zur Kollission der isolierten lonen mit
Heliumatomen, wodurch es zu Fragmentierungen kommen kann. Nach Akkumulation der
entstandenen Fragmente kann ein Scan dieser Fragmente, die aus einem definierten
.Parent-lon“ entstanden sind, durchgefiihrt werden (,Produkt-lonen“- oder ,Tochter-lonen*“-
Scan). Da lonenfallen raumlich begrenzt sind, kdnnen bei gleichzeitiger Anwesenheit einer
zu grossen Zahl an lonen diese miteinander interagieren, was zu einem Verlust der
Auflosung sowie fehlerhaften Massenspektren flihrt. Deshalb ist es notig, die lonen-
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population innerhalb der Falle zu kontrollieren (,Automatic Gain Control“). Hierzu wird ein
kurzer ,Prescan“ vor dem eigentlichen analytischen Scan ausgefiihrt, der die Zahl der
anwesenden lonen feststellt und daraus die optimale Fullzeit (,Injection Time®) der lonenfalle
fur den analytischen Scan ermittelt.

Die Steuerung des Massenanalysators erfolgt unter Verwendung von Computerprogrammen,
so dass mehrere unterschiedliche Scanmodi (,Scan-Events®) bei einer Analyse kombiniert
werden kénnen. Folgende Scan-Modi konnten hierzu verwendet werden:

-,Fullscan-MS*: Aufnahme von kontinuierlichen Massenspektren eines auswahlbaren
Massenbereichs innerhalb der Messgrenzen (m/z 50-2000).

-,Fullscan-MS/MS*: Aufnahme von Tochterionenspektren nach Isolation eines
Precursorions. Dabei kann durch Vergrosserung des Resonanzwechselfeldes der
Anregungsbereich des Precusorsions erweitert werden, so dass Fragmentionen, die
durch einfache Abspaltung von Wasser oder Ammoniak entstehen, weiter
fragmentieren (,Wide Band Activation®).

-,Zoom-Scan-MS*: Da die Auflésung der lonenfalle abhangig ist von der Zeit, wie
lange sich die lonen auf stabilen Bewegungsbahnen befinden, kann durch eine
Verlangsamung der Scangeschwindigkeit das spektrale Trennvermdgen des
Analysators verbessert werden.

-,Data Dependent Scan“: Aus einem initialen ,Fullscan-MS“ abgeleiteten
kontinuierlichen Massenspektrum wird automatisch als darauffolgendes Scanevent ein
,Fullscan-MS/MS* (oder ein ,Zoom-Scan-MS*) eines lons durchgefiihrt, wenn dieses
im Spektrum einen vorgegebenen Schwellenwert Gberschreitet. Damit ist es mdglich,
innerhalb einer Analyse von einer Vielzahl an Precursorionen Tochterionenspektren zu
gewinnen. Durch eine Refraktarzeit des Analysators fur bereits untersuchte
Precursorionen wird eine mehrfache Aufnahme verhindert.

3.1.5 lonendetektor

Nach Austritt der lonen aus dem Massenanalysator werden diese zu einer Konversions-
dynode mit +/- 15 kV beschleunigt. Beim Aufprall der lonen auf diese Dynode entstehen
durch Kollission Sekundarteilchen, welche Elektronen, Kationen, Anionen und auch
Neutralteilchen sein kdnnen. Im Positivmodus werden positiv geladene lonen zur -15 kV-
Dynode beschleunigt, herausgeschlagene negativ geladene Sekundarteilchen werden durch
die hyperbole Form der Dynode fokusiert und zum Elektronenmultiplier hin beschleunigt.
Dort fuhrt der Aufprall der Sekundarteilchen zur Freisetzung von Elektronen, welche durch
ein positives Potentialgefalle innerhalb des trichterformigen Multipliers beschleunigt werden.
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Die Elektronen erzeugen ihrerseits Kollissionen am Multiplier und damit eine kaskaden-
artigen Freisetzung von Sekundarelektronen, aus der ein messbarer, der Teilchenzahl
proportionaler, elektrischer Strom entsteht.
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Abb.7: Schematische Darstellung der Vakuum- und Potentialverhiltnisse im verwendeten
Massenspektrometer (Finnigan LCQ). a= Electrospray-Needle, b=beheizte Kapillare, c=Tube
lens, d=Skimmer, e, f=Oktapole, g, h,=Endkappenelektroden, i= Ringelektrode,
j=Ausgangslinse, k=Konversionsdynode,|=Elektronenmultiplier [87]

3.1.6 Auflosung und Genauigkeit

Der lonenfallenmassenanalysator erreicht im ,Fullscan“-Modus (5500 amu/sec) FWHM=0,5,
womit die Signalbreite eines m/z-Signals auf halber H6he beschrieben ist. Hieraus ergibt sich
eine ,Unit-Resolution” tber den Bereich m/z=50-2000, das heif’t jeder messbare nominale
m/z-Wert kann von m/z+/-1 unterschieden werden. Fir einfach geladene lonen ist somit eine
Auflésung des Isotopenprofils mdglich, nicht jedoch bei mehrfach geladenen lonen. Eine
Erhéhung der Auflésung kann beim ,Zoom-Scan® (280 amu/sec, FWHM=0,15) erreicht
werden (s.0.), wodurch eine Auflésung der Isotopenpeaks von bis zu vierfach geladenen
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lonen moglich ist. Die Massengenauigkeit betragt im Scan-Modus +/- 0,05 m/z und im
,Zoom-Scan“-Modus +/- 0,02 m/z.

3.1.7 Proteinmassenspektrometrie

Bei der massenspektrometrischen Analyse niedermolekularer Substanzen, wie beispiels-
weise der GC/MS-Analytik im toxikologischen Labor, wird Ublicherweise mit den nominellen
Atommassen und damit mit ganzzahligen m/z-Werten gearbeitet. Bei der Analyse grosser
Moleklle wie Polypeptide oder Proteine ist dies nicht mdglich, da der durch Rundung der
Atommassen entstehende Fehler sehr stark kummuliert. Deshalb muf3 die naturliche
Isotopenverteilung der Elemente bei der Analyse berlcksichtigt werden. Es ergeben sich,
abhangig vom Molekulargewicht, gréRere Abweichungen zwischen der exakten und relativen
Masse eines Molekils, bei Proteinen Ublicherweise etwa 0,06%. Abb.8 zeigt die
theoretischen Signalmuster des Molekullpeaks eines Nonapeptids (HLKTEAEMK), eines
kleineren Proteins (Insulin) sowie eines grossen Proteins (BSA). Daraus ist ersichtlich, dass
zur Bestimmung der exakten Masse grosser Proteine eine sehr hohe Auflésung (BSA= R >
60000) zur Darstellung der Isotopenverteilung nétig ist. Gleichzeitig ist die korrekte
Identifizierung des ersten Isotopensignals im Spektrum, welches sehr klein sein kann,
erforderlich. Die Bestimmung der relativen Molekilmasse hingegen kann durch Ermittlung
des Zentroids aus der Gesamtheit der Isotopensignale erfolgen und ist deshalb auch mit
Massenspektrometern niedrigerer Auflésung maoglich. lonenfallenmassen-analysatoren
besitzen einen begrenzten m/z-Messbereich (hier: m/z=50-2000). Die Bestimmung von
Proteinen mit Molekilmassen grésser 2000 Da wird dadurch ermdglicht, dass im
Electrospray durch Aufnahme mehrerer Protonen mehrfach geladene (z>1) lonen entstehen,
deren m/z-Werte wiederum im Messbereich liegen. So zeigt ein Protein Ublicherweise ein
Muster an m/z-Signalen unterschiedlichen Ladungszustandes, aus denen durch
Dekonvolution ein Molekulpeak abgeleitet werden kann.
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Abb.8: Isotopenmuster der Molekiilionensignale von HLKTEAEMK (links), Insulin (Mitte) sowie
bovinem Serumalbumin (rechts)
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3.1.8 Tandemmassenspektrometrie von Peptiden

Bei der Fragmentierung von isolierten Precursorionen innerhalb einer lonenfalle ist die zur
kollisionsaktivierten Dissoziation bereitgestellte Energie gering (<30 eV). Daher kommt es
bei der Fragmentierung von Peptiden zu einer bevorzugten Fragmentierung von
Amidbindungen [88]. Da Peptide aus einer begrenzten Zahl an wiederholenden
Struktureinheiten, den Aminosauren bestehen, zeigen ihre Fragmentionenmassenspektren
lonenserien, deren Masssendifferenzen (,Residue-Massen®, Tab.4) auf die Aminosaure-
sequenz des Peptides schliessen lassen. Da Fragmentierungen sowohl in N-terminaler als
auch in C-terminaler Richtung mdoglich sind, entstehen eine Vielzahl unterschiedlicher
Fragmentionen. Zur einheitlichen Benennung wird heute die Nomenklatur nach Roepstorff
und Fohlmann [89] verwendet. Diese geht von einem Bruch der Peptidbindungen aus. Die
Fragmentionen, die den C-Terminus enthalten, werden als x,y,z-lonen und Fragmentionen,
die den N-Terminus enthalten als a,b,c-lonen bezeichnet. Tiefgestellte Ziffern geben die
Nummer der Aminosaure bezlglich des jeweiligen Terminus an. Mehrfach geladene
Fragmentionen werden mit einer hochgestellten Ladungszahl gekennzeichnet (Abb.9). Die
Niedrigenergie-StoRaktivierung liefert fur einfach, doppelt und auch dreifach geladene
Peptide bis zu einem Molekilgewicht von 3000 Da fragmentreiche und interpretierbare
Tochterionenspektren. Bei groReren (>3000 Da) oder starker geladenen Precursorionen ist
eine Bestimmung der Sequenz durch Tochterionenspektroskopie hingegen haufig nicht
mdglich. Dies liegt daran, dass nicht genligend Energie zur Fragmentierung bereitgestellt
werden kann, oder weil geladene Aminosaurereste in der Mitte des Peptids nur zu einigen

wenigen, bevorzugten Fragmentierungen flihren [90].
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Abb 9: Entstehung und Benennung von Fragmentionen durch kollissionsinduzierte
Dissoziation von Peptidbindungen
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Tab.4: Aminosdure- Reste mit ihren zugehdérigen Summenformeln und Massen zur Inter-
pretation von Fragmentionenspektren

Aminosaure-Abkiirzung Summenformel Rest Mol\r;lc;iss:;oRpnghe Mittleézsl\:lasse
Gly G C2H3NO 57,021464 57,05
Asp D C4H5NO3 115,02694 115,1
Ala A C3H5NO 71,037114 71,08
Gin Q C5H8N202 128,05858 128,1
Ser S C3H5NO2 87,032029 87,08
Lys K C6H12N20 128,09496 128,2
Pro P C5H7NO 97,052764 97,12
Glu E C5H7NO3 129,04259 129,1
Val \Y C5HINO 99,068414 99,07
Met M C5HINOS 131,04048 131,2
Thr T C4H7NO2 101,04768 101,1
His H CB6H7N30 137,05891 137,1
Cys C C3H5NOS 103,00919 103,1
Phe F C9HIONO 147,06841 147,2
Leu L C6H11NO 113,08406 113,2
Arg R C6H12N40 156,10111 156,2
lle I C6H11NO 113,08406 113,2
Tyr Y C9HINO2 163,06333 163,2
Asn N C4H6N202 114,04293 114,1
Trp w C11H10N20 186,07931 186,2
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.2 N-A I-p-benzochinonimin (NAPQI

3.2.1 Darstellung

2,0 g AgNOs3 wurden in 200 mL Wasser geldst und unter Eiskuhlung mit 0,673 g KOH in
kleinen Portionen versetzt. Das ausgefallene Ag20 wurde nach 15 Minuten filtriert, bis zur
Neutralitat des Eluats gewaschen und bei 80°C fir 2 Stunden getrocknet.

CHCIs wurde frisch destilliert und Uber Natriumsulfat getrocknet.

Zur Oxidation wurden 1 g Paracetamol und 1,536 g frisch gefalltes Ag20 in einer Achatschale
fein zerrieben, danach in 50 mL CHCIs Uberflhrt und fir 90 Minuten bei Raumtemperatur
ultrabeschallt. Alternativ zu CHCIs wurden Ethylacetat, Acetonitrii sowie Toluol als
Reaktionsldsungsmittel verwendet.

3.2.2 Saulenchromatographie

20 x 200 mm Glassaulen wurden mit Kieselgel 60 prapariert (100 mm Trennstrecke) und mit
Diethylether konditioniert.

Nach Aufgabe der Syntheselésungen wurde mit Diethylether eluiert und fraktioniert. Die
Fraktionen (je 10 mL) wurden dinnschichtchromatographisch untersucht, die produkthaltigen

Fraktionen wurden vereinigt und unter Vakuum bei Raumtemperatur eingeengt.

3.2.3 Gaschromatographie/ Massenspektrometrie

Tragergas: Helium 5.0, 1mL/min Temperaturprogramm

Injektor: 1ul, Splitless, 280°C Initial: 0-2 min 70°C

Detektor: 70 eV El, MSD 280°C/ Ramp 1: 15°C/min bis 180°C
m/z 30-350 Ramp 2: 50°C/min bis 300°C

Final: 300°C bis 20 min

Es wurden alle Lésungen vor der Analyse 1:50 im Ausgangslésungsmittel verdinnt.

3.2.4 HPLC-UV/PDA

Zur Untersuchung der NAPQI-Syntheselésung wurde eine isokratische RP-HPLC-Methode
mit geringem organischen Anteil in der mobilen Phase verwendet.

Der Eluent wurde vor jeder Messung frisch angesetzt und die Trennsaule fir 60 Minuten
equilibriert. Proben wurden vor der Injektion 1:10 mit dem Eluenten verdinnt und bei
12000%g zentrifugiert. Um Verschleppungen zu vermeiden wurde die Probenschleife nach
jeder Injektion mit Ethylacetat sowie Ethanol gespiilt und eine Leerinjektion durchgefuhrt.
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Trennsaule: Fluss:
Lichrospher RP18, 150x4,6 mm, Sum 1.0 mL/min
Injektion:
Eluent: 20 uL
90% 100 mM Citratpuffer pH 7.4 Detektion:
10% Methanol UV 220-600 nm
3.2.5 ESI/MS

Zur Untersuchung mittels Electrospray-MS wurde die Syntheseldsung nach 1:100-
Verdunnung in Acetonitril/Wasser (80:20) mit einem Fluss von 5SuL/min Uber eine
Spritzenpumpe direkt in die lonenquelle infundiert.

ESI-Needle: +4 kV Gase: Sheath 20 arb/ Aux 0 arb
Capillary:  180°C/ 10V Tube Lens: +25V
3.2.6 UV/VIS

UV-Spektren der Syntheselésung wurden in Quartzkiivetten im Scanmodus von 200-500 nm
aufgenommen. Das Einstrahlphotometer wurde vor der Messung Uber den gesamten
Scanbereich mit dem jeweils verwendeten Losungsmittel abgeglichen.

3.2.7 Dunnschichtchromatographie

Stationare Phase: Kieselgel 60 Probenvolumen: 5L

Mobile Phase: Ethylacetat Detektion: Fluoreszenz 254 nm

3.2.8 Quantifizierung

Da keine Reinsubstanz zur Quantifizierung des NAPQI zur Verfigung stand wurde dieses
indirekt nach Reduktion zu Paracetamol bestimmt. Dabei wurden jedem Ansatz zehn
Milligramm Ascorbinsdure zugesetzt und fur zwanzig Minuten geschuttelt. Das entstandene
Paracetamol wurde mittels HPLC (unter Verwendung einer externen Kalibrationsfunktion
(Kalibrationsbereich 5-100 mg/L)) quantifiziert. Die Kalibratoren wurden durch Einwaagen
von Paracetamol als wassrige Losungen vor der Messung frisch hergestellt.
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Abb.10: Kalibrationsfunktion der Paracetamolbestimmung mittels HPLC
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Hamoglobin

3.3.1 Isolation von Hamoglobin

Héamoglobin aus intakten Erythrocyten:

Aus Blutproben, die durch Zusatz von EDTA ungerinnbar gemacht worden waren, wurden
die Erythrocyten isoliert. Hierzu wurde nach Zentrifugation der Probe bei 3000*g das
Blutplasma entfernt und die Erythrocyten dreimal mit dem zehnfachen ihres Volumens an
0,9% NaCl- Lésung gewaschen.

Nach der letzten Zentrifugation wurden die so gereinigten Erythrocyten mit dem doppelten
Volumen demineralisiertem Wasser versetzt und fur finf Minuten geschuttelt.

Die bei der Hamolyse anfallenden Zellreste wurden durch Zentrifugation bei 15000*g (20
Minuten) abgetrennt. Alle Schritte, einschliesslich der Zentrifugation, wurden bei 4°C
durchgefihrt, die erhaltenen Hamolysate wurden aliquotiert bei -20°C gelagert.

Héamoglobin aus hdmolytischen (Patienten-) Vollblutproben:

Blutproben ohne Zusatz von antikoagulierenden Stoffen (,Serumréhrchen®), wie sie
routinemafig im toxikologischen Labor des Instituts fir Rechtsmedizin untersucht werden,
zeigen bereits nach relativ kurzer Zeit eine starke Hamolyse. Dabei kommt es zu einer
Zerstorung der Erythrocytenmembranen und zum Austritt von Hamoglobin. Somit war es
nicht mehr mdglich, Erythrocyten aus diesen Proben zu isolieren und zu waschen. Die
Proben wurden eins zu eins mit demineralisiertem Wasser verdunnt und bei 4°C fir 60
Minuten zentrifugiert (15000*g). Die Ldsungen, die neben Hamoglobin auch Serum-
bestandteile enthielten, wurden aliquotiert und bei -20°C gelagert.

3.3.2 Hamoglobin Gehaltsbestimmung

Die Ermittlung des Hamoglobingehaltes der verwendeten Hamolysate bzw. Hamoglobin-
I6sungen erfolgte spektralphotometrisch nach [91]. Die Hamolysate wurden hierzu 1 zu 1000
mit Wasser verdinnt, durch flnfminitiges Begasen mit Sauerstoff wurde Hamoglobin
vollstdndig oxygeniert. Anschliessend erfolgte die photometrische Messung am
Absorptionsmaximum von 540 nm (s. Abb.11). Mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten
E540=14,47 Lmmol-' cm-' wurde die Hdmoglobinkonzentration bestimmt. Zur Uberpriifung der
Methode wurde kommerziell erhdtliches Kontrollmaterial mit bekanntem Hamoglobingehalt
(high: 13,2-14,2 g/dL; low 6,6-7,6 g/dL) mitgefuhrt.
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Abb.11: VIS-Absorptionsspektrum von Oxy-Hamoglobin

3.3.3 Globinisolation

Zur Gewinnung von hamfreiem Globin wurde die Aceton/HCI-Methode verwendet [92].

1 mL Hamolysat wurde tropfenweise unter Ultraschall zu 50 mL -20°C kaltem, 1% HCI
enthaltendem Aceton gegeben und nach 10 Minuten bei -20°C zentrifugiert. Der rosafarbene
Niederschlag wurde in der Kalte (-20°C) mit Aceton/1%HCI gewaschen bis er einheitlich
weiss gefarbt und der Uberstand farblos war. Danach folgten je ein Waschschritt mit -20°C

Aceton sowie -20°C tert-Butylmethylether. Nach Trocknung unter Stickstoff wurde das weisse
Globinpulver bei -20°C gelagert.

3.3.4 HPLC- Hamoglobin

Zur Trennung der Globinketten des Hamoglobins wurden die in Tab.5 aufgeflhrten
chromatographischen Bedingungen verwendet, die UV-Detektion erfolgte bei 220 nm.
Laufmittel wurden vor der Analyse fir jeweils 15 Minuten mit Helium entgast. Die Trennsaule
wurde zu Beginn eines Gradientenlaufs 15 Minuten mit der initialen Gradienten-

zusammensetzung equilibriert, zudem erfolgte zur Konditionierung bei jeder Analyse ein
Gradientenlauf vorab.
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Tab.5: Chromatographische Bedingungen der Globinkettentrennung

Bedingung | Trennsaule Eluent A Eluent B Gradient Injektion
Lichrospher RP 18 | 0,1 % 0,1% 10%B - 70%B in
25 0x 4,6 mm Ameisensaure in Ameisen- 60 Minuten bei
A (5um) Wasser saure in 1ml/min 20uL
Acetonitril
Lichrospher RP 18 | 0,1 % 0,1% 0% B- 100% B in
25 0x 4,6 mm Trifluoressigsaure/ Trifluoressig- | 60 Minuten bei
B (5um) 35% Acetonitril/ saure 45% 1ml/min 20Ul
65% Wasser Acetonitril H
55% Wasser
Waters Symmetry | 0,1% 0,1% 20% B -100 % B
C18, Trifluoressigsaure/ Trifluoressig- | in 60 Minuten bei
c 150 x 2,1 mm 37% Acetonitril/ saure 50% 0,2ml/min 5uL
(5um) 63% Wasser Acetonitril H
50% Wasser
Waters Symmetry 0,1% 0,1% 20% B -60 % B in
C18, Trifluoressigsaure/ Trifluoressig- | 80 Minuten bei
D 150 x 2,1 mm 37% Acetonitril/ saure 50% 1ml/min 5uL
(5pm) 63% Wasser Acetonitril H
50% Wasser
Waters Symmetry 0,1% 0,1% 20% B -60 % B in
300 C4, Trifluoressigsaure/ Trifluoressig- | 80 Minuten bei
E 250 x 4,6 mm 37% Acetonitril/ saure 50% 1ml/min 20Ul
(5um) 63% Wasser Acetonitril H
50% Wasser

3.3.5 LC/MS Hamoglobin

Zur LC/MS-Analyse wurde der HPLC-Fluss von 1,0 mL/min (3.3.4 (E)) direkt in die
Electrospray-Quelle des Massenspektrometer geleitet. Massenspektren wurden im Fullscan-
MS (m/z= 400-2000) aufgenommen. Zur Dekonvolution der Signale mehrfach geladener
lonen nach der Analyse wurde ein Computerprogramm verwendet [93].

ESI-Needle: +4,5 kV Gase: Sheath 80 arb/ Aux 0 arb
Capillary:  270°C/ 10V Tube Lens: +5V

3.3.6 Proteolyse

Trypsin:

Trypsin ist eine pankreatische Serin-Endoproteinase (23,8 kDa) mit hoher Hydrolysespezifitat
fir C-terminale Peptidbindungen von Arginin und Lysin. Bei Nachbarschaft von Prolin C-
terminal zur Hydrolyseposition findet eine Spaltung nur bei bestimmten Aminosaure-
konstellationen der Umgebung statt (Tab.6).
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Das Enzym besitzt ein pH-Optimium von pH= 7,5-8,0. Verwendet wurde ein mit L-1-
Tosylamido-2-phenylethyl-chloromethylketon (TPCK) behandeltes Trypsin, bei dem eine
durch Kontamination vorhandene Chymotrypsin-Aktivitat gehemmt wird.

Das lyophilisierte Enzym wurde unmittelbar vor Verwendung in einer Konzentration von 1ug/
Ml in wassriger Losung angesetzt. Hamoglobin (1mg) wurde in 100 mM Ammoniumcarbonat
(0,1 mL) geldst und ein pH-Wert von 8,5 eingestellt. Nach Zusatz von 10ug Trypsin erfolgte
die Proteolyse bei 37°C uber Nacht (12 h).

Ameisenséure:

Aspartylreste zeigen eine bevorzugte Hydrolyse gegeniber anderen Aminosaureresten in
Proteinen unter pH-Bedingungen, bei denen die Aspartyl-R-Carboxylgruppe gerade noch
undissoziiert gehalten wird.

Dieses Prinzip wurde 1967 von Schultz erstmalig beschrieben [94]. Um den pH-Wert bei der
Hydrolyse unterhalb des pKa der 3-Carboxylgruppe zu halten, wird verdinnte Salzsaure oder
Ameisensaure verwendet, wobei sich 2%ige Ameisensaure pH 2,0 bei 108°C fir 2 Stunden
als optimal erwiesen hat [95]. Deshalb wurden wassrige Hamoglobinldsungen (1 mL) in einer
Konzentration von 10 mg/mL mit je 20 puL Ameisensaure versetzt. Die so erhaltenen
Lésungen wurden in Bordelgefassen fest verschlossen im Trockenschrank bei 108°C flr
zwei Stunden inkubiert.

Endoproteinase GluC (V8-Protease):

Die aus Staphylococcus aureus gewonnene Serinendopeptidase (27 kDa, [96]) besitzt zwei
pH-Optima, eines bei pH 4,0 und eines bei pH 7,8.

Das Enzym spaltet Proteine C-terminal an Glutamat- und Aspartatresten. In Puffern, die kein
Phosphat enthalten, erfolgt die Hydrolyse ausschliesslich an Glutamatresten.

V8-Protease ist sehr stabil, da die Proteasenstruktur hauptsachlich durch elektrostatische
Wechselwirkungen und nicht durch Wasserstoffbriicken oder 3-Strukturen bedingt ist.

So behéalt das Enzym seine Aktivitat in Gegenwart vieler denaturierender Reagenzien wie
Harnstoff (6M), Guanidin-HCI (5,5M) sowie Natriumlaurylsulfat (0,5%).

Lyophilisierte Endoproteinase GIuC von Staphylococcus aureus wurde in demineralisiertem
Wasser zu einer Konzentration von 1ug/pL rekonstituiert und aliquotiert zu je 20 ug bei -20°C
bis zur Verwendung gelagert.

Hamoglobin (1mg) wurde in 100mM Ammoniumacetat (0,1mL) gelést und auf einen pH-Wert
von 4,0 eingestellt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fur sechs Stunden.
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Tab.6: Substratspezifitat der verwendeten Enzyme. Die Hydrolyse erfolgt zwischen AS1 / AS1"

Aminosaure- AS3 AS2 AS1 AST AS2’ AS3
(AS)-sequenz
Trypsin K/R nicht P

M R P

W K P
Ameisenséure D

D

V8 E

3.3.7 LC/MS Peptidanalyse

Trennsaule: Waters Symmetry RP18 Eluent A: 0,1% Ameisenséaure in Wasser
250 x 2,1 mm, 5um

Gradient: 5% B-70% B in 40 min Eluent B: 0,1% Ameisensaure in Acetonitril
Flussrate: 0,2 mL/min Injektion: 5 pL

ESI-Needle: +4,5kV Capillary: 220°C/ 10V

Gase: Sheath 80 arb/ Aux 30 arb Tube Lens: 25V

Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte im Fullscan-MS (m/z= 200-2000). Zur Ermittlung
der Peptidmassen aus mehrfach geladenen Signalen [M+xH]** wurde ein Dekonvolutions-
programm verwendet. Zudem erfolgte eine Uberpriifung des ermittelten Ladungszustandes
anhand der Signale von Natriumaddukten oder, wenn moglich, tUber den Abstand der
Isotopenpeaks, die in erhoéhter Auflésung (,Zoom Scan®) durch ,data dependent scanning®
beobachtet wurden.

Die Zuordnung der gefundenen Peptidmassen mit den theoretisch zu erwartenden erfolgte
mit den Computerprogrammen FindPept sowie PeptideMass des Schweizer Instituts fir
Bioinformatik.

Hierzu wurden die Sequenzinformationen des Globins aus der SWISS-PROT/TrEMBL-
Datenbank verwendet.
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.4 Hamoglobin-NAPQI-Adduk

3.4.1 In Vitro Reaktionsbedingungen

Die Reaktion von NAPQI mit Hamoglobin wurde im Inkubator bei 37°C in 100 mM
Citratpuffer pH=7,4 durchgefiihrt. Es wurden je 18 mg Hamoglobin (300 nmol) mit
unterschiedlichen Mengen NAPQI fur je 1h inkubiert. Die maximale zugesetzte NAPQI-
Menge betrug 45 ug (300 nmol). Die Losungen wurden nach 1h zentrifugiert und direkt zur
weiteren Untersuchung verwendet.

3.4.2 HPLC-Untersuchung des Hamoglobins nach der Reaktion mit NAPQI

Zur Untersuchung der Globinketten nach der Reaktion mittels HPLC-PDA wurden die unter
3.3.4 (E) bereits beschriebenen chromatographischen Bedingungen verwendet.
Die Detektion erfolgte durch Aufnahme der UV-Spektren von 200-600 nm bei 10 Hz.

3.4.3 L C/MS-Untersuchung des Hamoglobins nach der Reaktion mit NAPQI

Zur Untersuchung der Globinketten nach der Reaktion mittels LC/MS wurden die bereits
unter 3.3.4/ 3.3.5 beschriebenen Bedingungen verwendet.

3.4.4 \V/8-Protease-Verdau des Hamoaglobins nach der Reaktion mit NAPQI

Die Proteolyse mittels Endoproteinase GIluC wurde analog zu den unter 3.3.6 be-
schriebenen Bedingungen durchgefihrt.

HPLC-PDA- Untersuchung der Peptide

Trennsaule: Waters Symmetry RP18 Eluent A: 0,1% Trifluoressigsaure/ 95%
250 x 2,1 mm, 5um Wasser/ 5% Acetonitril
Gradient:  10% B-70% B in 80 min Eluent B: 0,1% Trifluoressigsaure/ 20%

Ameisensaure in Acetonitril

Flussrate: 1,0 mL/min Injektion: 20 uL
Die Detektion erfolgte durch Aufnahme der Absorptionsspektren von 220-600 nm bei 10Hz.

LC/MS- Untersuchung der Peptide
ESI-Needle: +4,5 kV Capillary: 270°C/ 10 V

Gase: Sheath 80 arb/ Aux 30 arb Tube Lens: 25V
Die zur LC/MS verwendeten chromatographischen Bedingungen entsprechen denen der
HPLC-PDA-Untersuchung.
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LC/MS/MS- Untersuchung der Peptide:

Zur Aufnahme der Tochterionen-Spektren von Peptiden wurde die lonenfalle im Fullscan-MS/
MS/-Modus betrieben. Precursor-lonen wurden entweder manuell oder durch ,Data-
Dependent-Scanning“ automatisch mit einer Isolationsbreite von m/z=1,5 isoliert und
innerhalb der lonenfalle fragmentiert.

Die kollisionsinduzierte Dissoziation mit Helium 5.0 erfolgte dabei mit einer relativen
Kollisionsenergie von 50% unter Verwendung von ,Wide-Band-Activation®, bei der es zu
einer zusatzlichen Anregung der [M-NHz+H]* bzw. [M-H2O+H]*-lonen und damit zu
fragmentreicheren Spektren kommt. Fir den Tochterionen-Scan wurde der maximal
mogliche Scanbereich, der von m/z des Precursors abhangig ist, gewahlt.

Meth n imierun

3.5.1HPLC

Da Trifluoressigsaure im Electrospray eine erhebliche lonensupression [97] und somit einen
starken Empfindlichkeitsverlust verursacht, wurde zur Elution der Peptide 0,1%
Ameisensaure im Acetonitrilgradienten als Modifier verwendet.

Durch den Einbau eines steuerbaren Rheodyne-Ventils zwischen Trennsaule und der
lonenquelle konnte zudem der HPLC-Fluss nur zur gewlinschten Zeit in das Massen-
spektrometer geleitet werden, was die Matrixbelastung deutlich verringerte und die Injektion
grésserer Probenvolumina ermdglichte.

3.5.2 Massenspektrometer

Kalibration:

Die externe Kalibration erfolgte dabei mit einer Losung von Coffein, dem Tetrapeptid MRFA
sowie Ultramark 1621, einem Gemisch fluorierter Phosphazine. Diese wurde mit einem
konstanten FluR von 5 yL/min direkt in die Elektrospray-Quelle eingeleitet. Mit Hilfe der m/z-
Signale 195,088 (Coffein), 524,265 (MRFA), 1221,991 (Ultramark), 1521,972 (Ultramark) und
1821,953 (Ultramark) erfolgte eine 5-Punkt-Kalibration Gber den Mel3bereich.

Dabei wurden automatisch die zur Isolation, dem Auswurf sowie der MS/MS-Aktivierung der
betreffenden lonen bendtigten Spannungsformen ermittelt und als Kalibration gespeichert.
Darlber hinaus erfolgte Uber das Multiplierpotential eine automatische Kalibration des
Sekundarelektronenstroms.
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Abb.12: Fullscan-Massenspektrum der zur Kalibration des Massenspektrometers verwendeten
Losung aus Coffein, MRFA sowie Ultramark 1621 (direct infusion)

Um eine optimale Sensitivitdt des Massenspektrometers im LC/MS-Betrieb zu erreichen,
wurde das Tetrapeptid MRFA in einer Konzentration von 1mg/L hinter der Trennsaule in den
HPLC-Fluss infundiert.

Die Gradientenzusammensetzung betrug dabei 50% Eluent A und 50% Eluent B. Unter
Beobachtung des protonierten MRFA-Molekulions (m/z =524.3) wurden zunachst manuell
Gasflisse (Sheath/AUX-Gas) und Temperatur der Electrosprayquelle so eingestellt, dass ein
maximales und stabiles Signal erhalten wurde.

Anschliessend wurden die Spannungen der ESI-Quelle (Capillary, Tube Lens, ESI needle)
sowie der lonenoptik (Multipole und Linsen) angepasst. Die Ermittlung des jeweils optimalen
Wertes erfolgte hierbei halbautomatisch, wobei das Gerat den jeweiligen Parameter mit
vorgegebener Steigung in einem definierten Bereich variierte und den Signalverlauf
gleichzeitig aufzeichnete. Hieraus konnte das jeweilige Maximum flr den einzustellenden

Parameter abgeleitet werden.
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MS/MS-Detektion:

Zur MS/MS- Detektion modifizierter Peptide erfolgten zunachst Zoom-Scan-Aufnahmen der
Precursorionen zur Festlegung des Precursorisolationsbereiches. Zur Optimierung der
kollisionsinduzierten Dissoziation (CID) wurden sowohl von [M+H]*-lonen sowie [M+2H]?*-
lonen der betreffenden Peptide Tochterionenspektren bei verschiedenen relativen Kolissions-
energien aufgenommen. Hierzu diente ein Kalibrationsstandard mit 100 pg NAPQI pro mg
Hamoglobin, der unter variierenden CID-Bedingungen mehrfach injiziert wurde.

Fir die Analysenmethode wurden die zur Detektion der modifizierten Peptide bendtigten MS/
MS-Scans durch das Steuerprogramm des Massenspektrometers alternierend geschaltet.
Die maximal zulassige Flillzeit der lonenfalle wurde auf 500 ms (bei nur einem Microscan)
beschrankt, um eine ausreichende Zahl MS/MS-Scans (>12) Uber den jeweiligen
chromatographischen Peak des betreffenden Peptides zu erhalten.

3.5.3 Probenvorbereitung

Inkubationszeit:

Zur Ermittlung der optimalen Inkubationszeit wurde je 1 mg natives Hamoglobin in 100 L
Ammoniumacetat 100 mM/pH 4,0 mit 20 ug Endoproteinase GIluC versetzt und im Inkubator
bei 37°C inkubiert. Nach 0, 3, 5 und 9 Stunden wurden die Proben mit der unter 3.4.4
beschriebenen LC/MS- Methode analysiert.

Enzym/Substratverhéltnis

Zur Ermittlung des optimalen Enzym/Substrat-Verhaltnisses wurde je 1mg natives
Hamoglobin in 100 pyL Ammoniumacetat 100 mM/pH 4,0 mit 10, 20 und 50 pg
Endoproteinase GIuC versetzt und im Inkubator bei 37°C fur 5 Stunden inkubiert. Es folgte
die Untersuchung mit der unter 3.4.4 beschriebenen LC/MS- Methode.

TCA-Fallung
Zur Abtrennung groRerer Peptide nach erfolgter Proteolyse wurde eine Fallung mit

Trichloressigsaure durchgefihrt. Nach Zugabe von Trichloressigsaure (2%) zum
Enzymverdau nach der Inkubation erfolgte eine Zentrifugation bei 12000*g fir 10 Minuten.

Ultrafiltration

Zur Aufreinigung bzw. zur Abtrennung grdsserer Peptide wurde eine Ultrafiltration
durchgefiihrt. Verwendet wurden Zentrifugalfiltergerate mit 3000 Da und 10000 Da Cut Off.
Die Filter wurden vor Verwendung fir 30 Minuten mit Wasser benetzt und je zweimal mit
Wasser zentrifugiert, um enthaltenes Glycerin zu entfernen.

Die Filtration der Proben erfolgte bei 12000*g (3000 Da-Membran) bzw. 3000*g (10000 Da-
Membran) far 90 Minuten.



36 Dissertation A. Miller: Methoden

3.5.4 Kalibration

Zur Quantifizierung der NAPQI-Hamoglobin-Addukte wurde eine Kalibrationsfunktion erstellt.
Hamoglobin wurde mit verschiedenen Konzentrationen an NAPQI gemal 3.4.1 inkubiert. Als
interner Standard wurde das native Peptid verwendet. Die Kalibration erfolgte durch
Korrelation der Signalflachenverhaltnisse des modifizierten Zielpeptides zum nativen
Zielpeptid mit der zugesetzten Menge an NAPQI. Anhand der ermittelten Regressions-
funktion wurde so aus den gemessenen Signalverhaltnissen unbekannter Proben deren

Adduktmenge bestimmt.

3.6 Untersuchung der Patientenproben

3.6.1 Probenherkunft

Zur Untersuchung von Patienten mit unklaren akuten Vergiftungen steht das toxikologische
Labor des Instituts fir Rechtsmedizin am UKE durchgehend mit einer schnellen Analytik den
umliegenden medizinischen Einrichtungen zur Verfiigung. Dabei wird zur Beurteilung von
akuten Intoxikationen in aller Regel Patientenblut untersucht. Zur Anwendung kommen
immunologische sowie physikalisch-chemische Analysenverfahren (Gaschromatographie/
Massenspektrometrie, HPLC).Samtliche eingesandte Blutproben von Vergiftungsfallen, bei
denen Paracetamol nachgewiesen werden konnte oder bei welchen der Verdacht einer
Paracetamolbeteiligung bestand, wurden im Zeitraum Oktober 2005 bis Januar 2008
asserviert und fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen verwendet. Dabei
handelte es sich bei den in der Laborroutine untersuchten Proben um Blutproben ohne
antikoagulierende Zusatze (,Serumréhrchen®), aus denen keine Erythrocytenisolate sondern
vielmehr hamolytische Vollblutproben zu gewinnen waren. Bei schweren, nachgewiesenen
oder bekannten Paracetamolintoxikationen wurden daruber hinaus nachtraglich Blutproben
aus den Kiliniken aquiriert, die in EDTA-stabilisierten Blutrohrchen abgenommen wurden. Aus
diesen konnten Erythrocyten isoliert, gewaschen und lysiert werden, wodurch Hamoglobin in
hoher Reinheit gewonnen wurde. So standen fir einige Patienten mehrere, zu
unterschiedlichen Zeitpunkten entnommene Blutproben (Vollblut oder Erythrocytenlysat) zur
Verfliigung, insgesamt 85 Proben von 58 Patienten, davon 65 hamolytische Vollblutproben
und 20 EDTA-stabilisierte Proben. Bei den Patienten BSO, DS, TA und DY konnten mehrere,
nach PCM-Ingestion hintereinander abgenommene Proben (,Serumrdhrchen) untersucht
werden, wobei sich die genauen Zeitpunkte der Blutentnahmen allerdings nicht immer
rekonstruieren lief3en.

Tab.7 zeigt in der Ubersicht die Patienten, deren Blutproben zur Untersuchung verwendet
wurden, aufgeflihrt sind Alter, Geschlecht, eventuell verfligbare anamnestische Angaben zur
PCM-Einnahme sowie weitere toxikologische Befunde bei vorliegenden Mischintoxikationen.
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Tab.7: Ubersicht der Patienten, deren Blutproben zur Untersuchung verwendet wurden (PCM
als Gesamtdosis in g oder mg/kg Kérpergewicht, BE= Blutentnahme, p.l.= post Ingestionem)

Patient | Alter | m/f | Anamnestische Angaben Weitere Fremdsubstanzen im Serum [mg/L]
AC 15 f BE 4h p.l.

BA 36 f BE 4h p.l. Salicylate 86,4

BB 16 f PCM 140mg/kg KG -

BJ 2 m - -

BK 32 f BE <10h p.l. -

BP 2 m - -

BS 1 f - -

BSO 13 f PCM 16g -

BUA 16 f BE 20h p.I. -

BW1 82 f - -

CA 21 f - Diazepam, Lorazepam

Cl 59 f PCM >80mg/kg KG

CK 48 f - Promethazin 2,5, Diazepam 0,3
CL 33 f - 120 mg/dL Ethanol, Tetrazepam 1,9
Cs 41 f - -

DA - -

DN 19 f - -

DS 16 f - -

DY2 16 f PCM 9g, BE 8h p.I. -

EM 44 f verstorben Flupirtin 2,0, Tilidin 1,0, Opiate
FK1 33 f - Salicylate 270, Benzodiazepine
Gl 2 f - -

GM 16 f - -

GV 15 f PCM 260mg/kg KG, BE 4h p.l. Salicylate 284,8

HI 61 f - -

HL 15 f PCM 70mg/kg KG, BE 4h p.l. -

HM 17 f - -

HP 27 m - -

IR 2 m - -

JE 1 f PCM 125mg/kg KG -
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Patient Alter | m/f | Anamnestische Angaben Weitere Fremdsubstanzen im Serum [mg/L]

JT 16 f BE 5h p.l. Ethanol 60 mg/dL

KJ 16 f - -

KS 32 f PCM 24g Ethanol 190 mg/dL

KV 14 f

LE PCM 25g, BE 36h p.l. -

LM 5 m - -

MA 44 f Leberversagen -

MF 19 f PCM 10-15g Benzodiazepine

MJ 39 f Leberversagen, Entzug Clomethiazol, Benzodiazepine

MK 21 f PCM 20g -

NG1 30 f Leberversagen

OA 0 f PCM 375 mg (protrahiert) -

OB 31 m 14g PCM 14g BE <6h p.I. -

PS 36 m - diverse Medikamente

PSY 27 f -

PT 2 m - -

RA 15 f - -

SJ 15 f PCM 7,59 BE <11h p.l. -

SL 15 f BE >36h p.l. -

SS1 15 f PCM 280mg/kg KG -

TA1 18 f PCM 3g Amitryptilin 0,5 , Salicylate 68,2L
15 f PCM 120mg/kg KG, BE 16h p.l. | -

WF - -

WS 39 f - Tricyclische Antidepressiva

YJ 16 f - -

ZA 17 f PCM 6g, BE 4,5h p.1.2.00 -

ZF 19 f - -

Zs 24 f PCM 770mg/kg KG, BE <6h p.l.
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3.6.2 Bestimmung der Paracetamol-Konzentration

Zur Bestimmung der Paracetamol-Konzentration in den verschiedenen Patientenmaterialien
(Serum, Plasma, hamolytisches Blut) wurde ein Fluoreszenzpolarisations-immunoassay
(FPIA, TDx Abbott) verwendet.

3.6.3 Bestimmung der NAPQI-Hamoaglobin-Addukte

Nach Hamoglobinisolation (3.3.1) und Gehaltsbestimmung (3.3.2) wurden Proben zu je 1 mg
Hamoglobin in 0,1 mL 100 mM Ammoniumacetat pH 4,0 gelést. Nach Zusatz von 50 pg
Endoproteinase GIuC wurde fur 4h bei 37°C inkubiert. Die Ultrafiltration (3000 Da cut-off)
erfolgte bei 12000*g fur 90 Minuten. Nach Zugabe von 5uL Acetonitrii zum Eluat wurde
dieses direkt zur LC/MS- Analyse verwendet.

7 Gl hion-NAPQI-Adduk

3.7.1 In Vitro Reaktionsbedingungen

Die Reaktion zwischen Glutathion (GSH) sowie NAPQI wurde analog zur Reaktion mit
Hamoglobin (3.4.1) durchgefihrt. Dabei wurden bei der Inkubation bis zu &aquimolare
Mengen an NAPQI zugesetzt. Glutathion-Stammlésungen (10mg/L) sowie Verdinnungen
wurden in Wasser unmittelbar vor Versuchsbeginn angesetzt.

3.7.2 L C/IMS(/MS) Untersuchung des Reaktionsproduktes

Das Reaktionsprodukt wurde mittels LC/MS(/MS) nachgewiesen, wobei die unter 3.4.1/3.4.2
beschriebenen Bedingungen verwendet wurden. Zusatzlich zu den Fullscan-MS/MS-
Scanevents der Hamoglobin-Precursor-Peptide wurden solche flir GSH und GSH-NAPQI in
die bestehende Methode eingeflgt.

3.8 In vitro Inkubationen

In vitro Inkubationsversuche von Glutathion, Hdmoglobin, Deoxyhdmoglobin und Globin mit
PCM wurden in 100 mM Citratpuffer pH=7,4 flr jeweils 24 Stunden im Inkubator bei 37°C
durchgeflhrt. Stammlésungen der Substanzen (10 pg/pL) wurden unmittelbar zuvor durch
Einwiegen und Lésen in Wasser angesetzt. Die jeweilige Zusammensetzung der Proben sind
im Ergebnisteil unter 4.6.4 aufgeflhrt.
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4 Ergebnisse
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Im Folgenden wird die Darstellung und Analyse des NAPQI zusammengefasst.

4.1.1 Darstellung

Das fir die Arbeit benétigte N-Acetyl-p-benzochinonimin wurde zunachst in Anlehnung an die
Methode von Dahlin und Nelson hergestellt, wobei eine Umsetzung von Paracetamol mit
frisch gefalltem Silberoxid in CHCI3z erfolgte [98]. Der Reaktionsverlauf wurde dinnschicht-
chromatographisch verfolgt, wobei neben dem Edukt (R=0,08) eine intensiv gelb gefarbte
Bande (Rf=0,38) sowie zwei weitere schwache Banden (R=0,46/0,23) zu beobachten waren.
Die intensive Bande farbte sich nach einigen Minuten aufierhalb der Entwicklungskammer
dunkelbraun. Der Reaktionsansatz war nach Zentrifugation stark gelb gefarbt und wurde
zunachst mittels Saulenchromatographie (Kieselgel 60, Diethylether) aufgereinigt. Hierbei
ergaben sich erhebliche Schwierigkeiten beim Einengen des Reaktionsansatzes sowie der
Eluatfraktionen: Bei Verdampfen des Lo&sungsmittels (CHCIls bzw. Diethylether) bei
Raumtemperatur unter Vakuum am Rotationsverdampfer kam es zu einem plétzlichen
Auftreten eines unléslichen dunkelbraunen Niederschlages sowie einer Entfarbung der zuvor
gelben Loésungsmittelphase. Vermutlich handelte es sich hierbei um eine Polymerisation, da
der entstandene Niederschlag nicht wieder in Losung gebracht werden konnte. Deshalb
wurde dem Ansatz sowie dem Sauleneluat nach Abtrennen des Silberoxides 50 mg
Butylhydroxytoluol zugesetzt. Auch hierdurch liess sich jedoch das Problem nicht beheben,
zudem ftrat der unerwiinschte Niederschlag auch bei langerem Stehenlassen (12 h bei 4°C)
der Reaktionslosung auf. Daraufthin wurden die Reaktion in kleinerem Ansatz (100 mg PCM/
250 mg Ag20) in anderen Losungsmitteln wiederholt, hierzu wurden jeweils 4 mL Ethylacetat,
Acetonitril sowie Toluol verwendet. Nach der Zentrifugation des Reaktionsgemisches waren
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die Uberstande des Ethylacetat- sowie des Acetonitrilansatzes kraftig gelb gefarbt, wahrend
der Toluolansatz lediglich eine schwache Gelbfarbung zeigte. Nach 12h Lagerung bei 4°C
war es bei den beiden erstgenannten wiederum zum Auftreten des dunkelbraunen
Niederschlages gekommen, wahrend der Toluolansatz nach wie vor eine schwache

Gelbfarbung ohne Niederschlag zeigte. Zu den weiteren Untersuchungen wurde deshalb die
Reaktion in Toluol durchgeflhrt.

4.1.2 Dunnschichtchromatographie

Die Dinnschichtplatte der Toluol-Reaktionslésung nach der Reaktion zeigte bei der

Entwicklung mit Ethylacetat eine einzelne (gelbliche) Bande (Rf=0,36), die sich an der Luft
rasch braunlich verfarbte.

4.1.3 HPLC-PDA
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Abb.13: HPLC-UV-Chromatogramme der Syntheselésung (oben links), einer PCM-

Standardlésung (oben rechts) sowie deren zugehdérige UV-Spektren (jeweils darunter)
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Wie aus der Dinnschichtchromatographie zu erwarten, zeigte auch das HPLC-Chromato-
gramm der Syntheselésung nur ein einzelnes Signal mit homogenem UV-Spektrum und
damit die Anwesenheit einer einzelnen Verbindung an. Die Verbindung besal} mit einer
Retentionszeit von 11,5 Minuten (Abb.13, oben links) im RP-Phasensystem eine bedeutend
geringere Polaritat als PCM (RT=6,2 Minuten, Abb.13, oben rechts). Das Edukt Paracetamol
ist in der Syntheselésung nicht mehr zu erkennen. Das UV-Spektrum des Signals bei RT=
11,5 Minuten zeigt ein Absorptionsmaximum von 263 nm (Abb.13, unten links), was
gegenuber dem Absorptionsmaximum des PCM (245 nm, Abb.13, unten rechts) deutlich
bathochrom verschoben ist.

4.1.4 Electrospray-MS/(MS)

Das (+) Electrospray-Massenspektrum (Abb.14) der verdinnten Synthesel6sung zeigte ein
[M+H]* lon erwartungsgemass bei m/z=150, ein [2M+H]* bei m/z=299 sowie das, durch
Fragmentierung innerhalb der API-Quelle oder dem Skimmer/Multipol-Bereich (,in-Source-
CID) entstandene [M-C2H20+H]* bei m/z=108. Kollisionsinduzierte Fragmentierung des
[M+H]* innerhalb der lonenfalle liefert ein einzelnes Tochterion [M-C2H20+H]* bei m/z=108,
das durch Verlust der Acetylgruppe entsteht (Abb.15, links). Gleichzeitig war im Fullscan-
Massenspektrum deutlich Paracetamol zu erkennen mit den charakteristischen m/z= 152
([M+H] *) sowie m/z=110 ([M-C2H20+H]*), die circa 70% der Signalintensitat der NAPQI-
lonen aufwiesen. Nach Isolation des m/z=152 und kollissionsinduzierter Fragmentierung
innerhalb der lonenfalle entstanden als Tochterionen m/z=110 (100%, [M-C2H20+H]") sowie
m/z=134 ([M-H20+H]) und m/z=90 (Abb.15 rechts). Das bei der ESI-MS beobachtete
Paracetamol muss bei der lonisation in erheblichem Mafle durch Reduktion aus NAPQI
entstanden sein, da die infundierte NAPQI-Syntheselésung, wie durch HPLC-PDA (4.1.3)
nachgewiesen, das Edukt Paracetamol nicht enthielt.

Napalinfusion #52 R1: 0.62 AV: 1 NL: 1.32E5
T: + p Full ms [ 100.00-500.00]
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Abb.14: Electrospray-MS-Spektrum der Syntheselésung (5ng/pL): Fullscan-MS m/z=100-350
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Abb.15: Electrospray-MS-Spektrum der Synthesel6sung (5ng/pL) / 5ul/min: Fullscan-MS/MS m/
z= 150 (links) sowie m/z=152 (rechts). (Direct-Infusion 5uL/min)

4.1.5 GC-EI-MS

Bei der GC/MS-Analyse der Syntheselésung zeigten sich im Chromatogramm des Total lon
Current (TIC) zwei dominierende Signale (Abb.17, oben). Bei einer Retentionszeit von 9,1
Minuten eluierte das NAPQI.

Das Massenspektrum (Abb.16, oben) zeigte neben dem Molekillion (M*) m/z=149 auch
Fragmentionen, die durch Spaltungen in der Seitenkette entstanden waren: m/z=134 (M*-
CHs) und m/z=107 (M*-CH2CO). Weitere Fragmentionen (m/z= 121, 54, 52) erklarten sich
durch Abspaltung der Carbonylkohlenstoffe (CO) aus dem chinoiden Ringsystem, wodurch
letztlich ionisiertes Cyclobutadien (m/z=52) gebildet wurde. Zusammenfassend ist die
Fragmentierung des NAPQI-Molekdlions in Abb.16 dargestellt. Das Massenspektrum des
NAPQI zeigte neben diesen, durch Fragmentierung erklarbaren lonen, jedoch in geringerem
Umfang (ca. 15% der Intensitat) auch ein (M+2)*- sowie ein (M+2-CH2CO)*-lon.

Dies liess darauf schliessen, dass bei der lonisierung in der lonenquelle, nach erfolgter
chromatographischer Trennung und vor Eintritt in den Massenanalysator, NAPQI teilweise
(<15%) zu PCM reduziert wurde. Diese Reduktion fand jedoch in deutlich geringerem
Umfang statt als bei der ESI (4.1.4). Das Signal bei RT= 12,0 min zeigte das
Massenspektrum des Paracetamols (Abb.17, unten), welches mit dem Paracetamol-
massenspektrum (Eintrag 825) der ,Pfleger-Maurer-Weber“-Massenspektren-bibliothek
Ubereinstimmt (> 99%). Da die Syntheselésung, wie mittels HPLC-PDA nachgewiesen
(4.1.3), kein Paracetamol enthielt, musste auch die Injektion in den Gaschromatographen zur
Bildung von Paracetamol aus NAPQI gefihrt haben, in deren Folge es dann zur
chromatographischen Trennung von Paracetamol und NAPQI und dem Auftreten zweier
Detektorsignale kommen konnte. Das Paracetamolsignal besass dabei im TIC-
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Chromatogramm eine grossere Flache als das NAPQI-Signal, was auf einen erheblichen
Umfang der Reduktion im Einlal des GC hindeutete. Die El-Massenspektren von NAPQI
und PCM zeigten unterschiedliche Intensitaten der lonen M*;, (M*-CHs) und (M*-CH2CO).
So wies das Molekdulradikalkation des NAPQI eine deutlich héhere relative Intensitat auf als
das des Paracetamols, was auf eine hohere Stabilitat schliessen liess.
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Abb.16: El-Massenspektrum des NAPQI bei der GC/MS-Analyse (RT=9,1 min, oben) sowie
Zuordnung der Fragmentionen anhand der NAPQI-Strukturformel (unten)
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Abb.17: GC-EI-MS-Analyse der Syntheselosung: Total-lon-Current-Chromatogramm (oben) mit
den Signalen fiir NAPQI (RT=9,1 min) und PCM (RT=12,0 min) sowie El-Massenspektrum von
PCM).
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4.1.6 UV/VIS-Spektrometrie

Die UV/VIS-Untersuchung der Syntheseldsung zeigte neben dem Absorptionsmaximum bei
263 nm auch eines bei 370 nm (Abb.18). Da das Syntheseedukt Paracetamol bei dieser
Wellenlange keine Absorption aufweist, konnte hier NAPQI selektiv photometrisch erfasst
werden. Nach Zugabe von Ascorbinsaure zeigte sich eine rasche Abnahme der Absorption
bei 370 nm, was auf eine Reduktion des chinoiden Systems zurlickzufiihren war.

b
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Abb.18: UV/VIS-Absorption der Syntheselésung: Nach Zugabe von Ascorbinsdure kommt es
zur Abnahme der Absorption bei 370 nm.

4.1.7 Quantitative Analyse

Die Quantifizierungen mittels HPLC (3.1.8) in funf Syntheseansatzen (je 200 mg Paraceta-
mol in Toluol) ergaben im Mittel Konzentrationen von 3,3 mg/mL NAPQI, was einer
Reaktionsausbeute von durchschnittlich 13% entsprach (Tab.8).

Tab.8: Ergebnisse der NAPQI-Syntheseansatze

Ansatz NAPQI-Konz [mg/mL] Volumen [mL] Ausbeute [%]
1 2,9 4 11,6
2 3,7 4 14,7
3 2,8 4 11,1
4 3,8 4 15,2
5 3,1 4 12,5
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4.1.8 Stabilitat

Zur Stabilitatsprifung wurden NAPQI-Lésungen in Toluol, Ethylacetat sowie Citratpuffer (100
mM/pH=7,4) mehrfach hintereinander untersucht. Abb.19 zeigt die Signalintensitaten des
NAPQI in Abhangigkeit von der Zeit bei Raumtemperatur in Ethylacetat (GC/MS), Toluol (GC/
MS) sowie in Puffer (HPLC).

Somit konnte das NAPQI in Toluol gelést und bei -20°C in ausreichender Reinheit gelagert
werden.
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Abb.19: Stabilitdit von NAPQI in Lésungen von Ethylacetat (oben), Toluol (Mitte) und
Citratpuffer 100mM, pH 7,4 (unten)
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Die Gewinnung des Hamoglobins aus Blutproben wurde bereits im Methodenteil unter 3.3.1

beschrieben. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Analyse von nativem Hamoglobin
(Globintrennung sowie Proteolysen) zusammengefasst.

4.2.1 RP-HPLC

Es wurde zunachst eine Globinkettentrennung mit den im toxikologischen Labor
verwendeten HPLC-Standardmaterialien (Trennsaule, Modifier, 3.3.4 (A)) versucht.

Hierbei eluierten die Globinketten als sehr breite Peaks (Peakbasisibreite >10 min). Das
Ham war hierbei nicht von den Globinfraktionen getrennt (Abb.20).

Durch Verwendung von Trifluoressigsaure und Abflachung des Acetonitrilgradienten (3.3.4
(B)/(C)) verbesserte sich die Peakform der Globine (Peakbasisibreite < 5 min). Es kam zu
einer deutlichen Abtrennung des Hams, jedoch zu keiner chromatographischen Auflésung
der Globinketten (Abb.21, oben und Mitte).

Erst durch Austausch der verwendeten RP18-Trennsdule gegen eine C4-Trennsaule mit
grolier Porenweite (300A) sowie einer sehr starken Verflachung des Acetonitrilgradienten
(0,065% Acetonitril/min) konnte schliesslich eine chromatographische Auftrennung der
Hamoglobinbestandteile erreicht werden.

Abb.21 (unten) zeigt ein typisches HPLC-UV-Chromatogramm des Hamoglobins mit drei
dominierenden Signalen a (13,4%), b (39,6%) und c (41,2%), die zusammen Uber 94% der
gesamten Signalflache stellen. Daneben finden sich drei kleinere Peaks d (3,0%), e (1,3 %)
sowie f (1,5%). Dabei eluierten die Banden b, c, d, e und f im Retentionszeitbereich von
34-46 Minuten, wahrend Bande a eine wesentlich kirzere Retentionszeit (16,2 min) aufwies.
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Abb.20: Chromatogramm der HPLC-Hamoglobin-Analyse gemaR 3.3.4 (A)
b c
a |
f I
' i d e f

Abb.21: Chromatogramme der HPLC-Hamoglobin-Analysen geméaR 3.3.4 (B) (oben), 3.3.4 (D)
(Mitte) sowie 3.3.4 (E) (unten)
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4.2.2 | C/MS

Das TIC-Chromatogramm des Hamoglobins (Abb.22) zeigte vier dominierende chromato-
graphische Peaks a,b,c und d.

Das TIC-Signal bei RT=8 Minuten stellte keinen chromatographischen Peak dar (Signalform
mit senkrechtem Anstieg), sondern entstammte dem Schaltvorgang des HPLC-Flusses zur
Electrospray-Quelle.

Etwa 90 Prozent der Signalflache der chromatographischen Peaks entfielen auf die Signale ¢
(32,8%) sowie d (56,3%), wahrend a (3,9%) sowie b (7,0%) deutlich geringere Anteile
ausmachten.

Bei dem frih eluierenden Signal a handelte es sich um eine niedermolekulare Verbindung,
die nur ein einzelnes Signal (m/z= 616,2) im Elektrospray-Massenspektrum zeigte. Dieses
konnte der prosthetischen Gruppe des Hamoglobins (,Hadm") zugeordnet werden. Abb.26
zeigt das flir a gemessene m/z-Signal (links) sowie das aus der Summenformel
CasH3204NsFe berechnete m/z-Signal (rechts). Es bestand Ubereinstimmung hinsichtlich
Lage (Am/z<0,02) und Intensitaten der Isotopensignale.

Bei den Fraktionen b, c und d handelte es sich um Proteine (erkennbar am Auftreten vieler
mehrfach geladener [M+xH]** im m/z-Bereich 400-2000). Abb.23 zeigt die gemessenen
Massenspektren dieser Signale, Abb.24 deren durch Dekonvolution berechneten
Molekulionenpeaks. Die Signale ¢ und d zeigten hierbei homogene Massenspektren, deren
[M+xH]**-lonen sich durch Dekonvolution auf ein einzelnes Molekulion zurtckflhren liessen.
Als relative Molekilmassen wurden ¢=15865,7 Da und d=15124,3 Da ermittelt (Abb.23/24
Mitte, unten).

Das Spektrum der Fraktion b war im Gegensatz hierzu nicht homogen, es zeigte zwei
unterschiedliche Signalgruppen, die durch Dekonvolution zwei Molekulionen (15863,0 Da/
16171 Da) mit deutlichem Massenunterschied (Am=308 Da) ergaben (Abb. 23/24, oben).
Das in Abb.25 abgebildete Proteinsignal zeigte ein kleines Signal/Rausch-Verhaltnis, was im
TIC keinen Peak erzeugte und nur durch Aufsummierung (,Average®) der Scans im
Retentionszeitbereich 42-44 Minuten erkennbar wurde und eine relative Molekulmasse von
15921,3 Da besal}.

Tab.9 zeigt die Zuordnung der entsprechenden Globinanteile von humanem Hamoglobin A
zu den ermittelten Proteinmasssen. So lief3en sich die beiden intensivsten Signale des TIC-
Chromatogramms bei der LC/MS-Analyse den beiden Hauptkomponenten des Hamoglobins,
dem a-Globin (d) und B-Globin (c), zuordnen. Dabei ergab die Bestimmung der relativen
Molekilmasse aus dem Zentroid der [M+xH]**-Signale Abweichungen von +1,3Da bzw. +1,8
Da gegenuber den anhand der Aminosauresequenz berechneten relativen Molekilmassen.
Bei (b) handelte es sich um Glutathionyl-B-Globin (AM=1,3 Da), welches bei der lonisierung
teilweise den Glutathionylrest abspaltete, so dass ein heterogenes [M+xH]**-Signalmuster
entstand (Abb.23, oben). Das &-Globin, welches im Hamoglobin A zu etwa 2% (HbA2, a252)
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vorhanden ist, konnte nur durch Spektrenaddition detektiert werden. Aufgrund des
schlechten Signal/Rausch-Verhaltnisses ergab sich bei der Dekonvolution eine deutlich
gréssere Abweichung (2,8 Da) zum berechneten Wert, als bei den Ubrigen Signalen (Abb.25)

Tab.9: Berechnete und gemessene Molekiilmassen der einzelnen Globinketten

Globin exakte Molekiilmasse [Da] relative Molekiilmasse [Da] Messwert [Da]

a-Globin 15116,8847106 15126,17522 15124,3 (d)

B-Globin 15857,2492884 15867,02336 15865,7 (c)

6-Globin 15914,2489712 15924,1007 15921,3

Glutathionyl-B-Globin 16162,3174414 16172,33208 16171 (b)

Relative Abundance
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Abb.22: TIC-Chromatogramm der LC/MS-Hamoglobin-Analyse
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Abb.23: Fullscan-MS-Spektren der Proteinsignale b, c und d (von oben nach unten) des TIC-
Chromatogramms ( vgl. Abb.22)
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Abb.24: Molekiilionenpeaks der Proteinsignale b, c und d (von oben nach unten) nach
Dekonvolution der Fullscan-MS-Spektren des TIC-Chromatogramms (vgl. Abb.22/23)
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Abb.26: Gemessenes Hamsignal a (links, m/z=616,20) sowie theoretische Isotopenpeak-
verteilung von C34H3204N4Fe (rechts)
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4.2.3 Proteolyse

Zur Proteolyse des Hamoglobins wurden drei unterschiedliche Methoden untersucht, zwei
enzymatische Verfahren (Trypsin, V8-Protease) sowie eine chemische Hydrolyse mit
Ameisensaure.

Hierzu wurden die Hydrolysate mittels LC/MS analysiert und die Molekulmassen der
entstandenen Oligopeptide ermittelt. Diese wurden, wenn mdglich, mit den aus der
Aminosauresequenz berechneten Peptiden abgeglichen und den entsprechenden
Sequenzabschnitten zugeordnet.

Die Ergebnisse sind unter 4.2.3.a-c zusammenfassend aufgeflihrt, sie zeigen jeweils eine
Abbildung das TIC-Chromatogramm der LC/MS-Analyse sowie eine angeschlossene
Tabelle. In dieser sind die fur die bezeichneten Peptidsignale gemessenen [M+H]*-lonen
(Spalte 2), sowie der dazu passenden Sequenzabschnitte (Spalte 3) mit ihrer Position
(Spalte 4) im jeweiligen Globin aufgefiihrt. Bei den mit ,** markierten Peptiden handelt es
sich um methylierte Peptide.

Die Berechnung der [M+H]*-Werte der Hamoglobinpeptide sowie deren Abgleich mit den
gemessenen [M+H]* -Werten wurde mit einem Computerprogramm durchgefihrt. Dieses
verwendete flr die Berechnungen die Aminosauresequenzen der Globinketten (ohne
Varianten), die aus der ,Swiss Prot/TrEMBL“-Datenbank entnommen wurden und die in Tab.
10 zusammenfassend aufgefihrt sind.

Adultes Hamoglobin besteht dabei fast ausschliesslich aus tetramerem az32 (HbA1).

¢- und e-Globinketten sind Bestandteile der embryonalen Hamoglobine Gower 1 ({2€2),
Gower 2 (az¢2). Die y-Globinketten finden sich in fetalem Hamoglobin (HbF, azy2) sowie im
embryonalen Hamoglobin Portland (C2y2). Das Hamoglobin a2862 (HbA2) kommt zu etwa 2,5%
im adulten Hamoglobin vor.

Zur Untersuchung der Peptide nach Proteolyse wurden nur die Aminosauresequenzen von
a- und R-Globin berlcksichtigt, da diese beiden >97% des gesamten adulten Hamoglobins
darstellen, welches zur Adduktbildung in vitro verwendet wurde.

Die Addition der Sequenzabschnitte der nachgewiesenen Petide zeigte, dass bei der
Proteolyse mit Trypsin (4.2.3.a) 79% der a-Globinkette und 73% der B-Globinkette
wiedergefunden werden konnten. Es fehlten die Sequenzabschnitte a(100-127) sowie
B(83-120).

Die Analyse der Peptidsequenzen der Ameisensaurehydrolyse ergaben in ihrer Summe die
vollstdndige Aminosauresequenz des a-Globins wahrend sich nur 79% der B-Globinsequenz
wiederfanden. Es fehlte hierbei der Sequenzbereich 3(22-51).

Die Peptide, die durch V8-Proteasenhydrolyse aus Hamoglobin gewonnen wurden, erlaubten
in ihrer Summe schliellich eine vollstandige Sequenzwiedergabe von a- und B3-Globin und

waren somit am besten geeignet, mdgliche Modifikationen am Protein zu erfassen.



56 Dissertation A. Miller: Ergebnisse

Tab.10: Aminosduresequenzen der humanen Globine (Swiss-Prot/TrEMBL-Datenbank)

a-Globin (HbA_human/P69905_01): 141 AS

VLSPADKTN VKAAWGKVGA HAGEYGAEAL ERMFLSFPTT KTYFPHFDLS HGSAQVKGHG
KKVADALTNA VAHVDDMPNA LSALSDLHAH KLRVDPVNFK LLSHCLLVTL AAHLPAEFTP
AVHASLDKFL ASVSTVLTSK YR

B-Globin (HbB_human/P68871): 146 AS

VHLTPEEKS AVTALWGKVN VDEVGGEALG RLLVVYPWTQ RFFESFGDLS TPDAVMGNPK
VKAHGKKVLG AFSDGLAHLD NLKGTFATLS ELHCDKLHVD PENFRLLGNV LVCVLAHHFG
KEFTPPVQAA YQKVVAGVAN ALAHKYH

5-Globin (HbD_human/P02042): 146 AS

VHLTPEEKT AVNALWGKVN VDAVGGEALG RLLVVYPWTQ RFFESFGDLS SPDAVMGNPK
VKAHGKKVLG AFSDGLAHLD NLKGTFSQLS ELHCDKLHVD PENFRLLGNV LVCVLARNFG
KEFTPQMQAA YQKVVAGVAN ALAHKYH

€-Globin (HbE_human/P02100): 146 AS

VHFTAEEKA AVTSLWSKMN VEEAGGEALG RLLVVYPWTQ RFFDSFGNLS SPSAILGNPK
VKAHGKKVLT SFGDAIKNMD NLKPAFAKLS ELHCDKLHVD PENFKLLGNV MVIILATHFG
KEFTPEVQAA WQKLVSAVAI ALAHKYH

(-Globin (HbAZ_human/P02008): 141 AS

SLTKTERTI IVSMWAKIST QADTIGTETL ERLFLSHPQT KTYFPHFDLH PGSAQLRAHG
SKVVAAVGDA VKSIDDIGGA LSKLSELHAY ILRVDPVNFK LLSHCLLVTL AARFPADFTA
EAHAAWDKFL SVVSSVLTEK YR

Y1-Globin (HBG1_human/P69892): 146 AS

GHFTEEDKA TITSLWGKVN VEDAGGETLG RLLVVYPWTQ RFFDSFGNLS SASAIMGNPK
VKAHGKKVLT SLGDAIKHLD DLKGTFAQLS ELHCDKLHVD PENFKLLGNV LVTVLAIHFG
KEFTPEVQAS WQKMVTAVAS ALSSRYH

Y2-Globin (HbG2_human/P69891): 146 AS

GHFTEEDKA TITSLWGKVN VEDAGGETLG RLLVVYPWTQ RFFDSFGNLS SASAIMGNPK
VKAHGKKVLT SLGDAIKHLD DLKGTFAQLS ELHCDKLHVD PENFKLLGNV LVTVLAIHFG
KEFTPEVQAS WQKMVTGVAS ALSSRYH
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4.2.3.a Enzymatische Hydrolyse mit Trypsin
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Abb.27: LC/MS-Chromatogramm des Hamoglobins nach Trypsinhydrolyse
Tab.11: Detektierte Peptide des Hamoglobins nach Trypsinhydrolyse

Signal [M+H]* Sequenz Position
T 952,4 VHLTPEEK B1-8
T2 1171,5 VLSPADKTNVK al-11
T3 966,4 VHLTPEEK* B1-8
T4 1185,1 VLSPADKTNVK* al-11
T5 818,4 VDPVNFK a93-99
T6 1149,5 VVAGVANALAHK 133-144
T7 1530,1 VGAHAGEYGAEALER al7-31
T8 1543,5 VGAHAGEYGAEALER* al17-31
T9 832,3 VDPVNFK* a93-99
T10 1449,5 VVAGVANALAHKYH 3133-146
T 1378,5 EFTPPVQAAYQK B121-132
T12 1392,2 EFTPPVQAAYQK* 121-132
T13 1314,5 VNVDEVGGEALGR 18-30
T14 932,5 SAVTALWGK 9-17
T15 1328,7 VNVDEVGGEALGR* 18-30
T16 946,2 SAVTALWGK* 9-17
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Signal [M+H]* Sequenz Position
T17 1834,1 TYFPHFDLSHGSAQVK a41-56
T18 1848,3 TYFPHFDLSHGSAQVK* a41-56
T19 1071,2 MFLSFPTTK a32-40
T20 1085,1 MFLSFPTTK* a32-40
T21 1274,2 LLVWYPWTQR 331-40
T22 1798,4 KVLGADFSDGLAHLDNLK [366-82
T23 2561,4 -

T24 2575,2 -
T25 2075,3 FFESFGDLSTPDAVMGNPK** 341-59
T26 1252,7 FLASVSTVLTSK a128-139
T27 1669,4 VLGADFSDGLAHLDNLK 367-82
T28 2059,1 FFESFGDLSTPDAVMGNPK B41-59
T29 2072,8 FFESFGDLSTPDAVMGNPK* 341-59
T30 3126,1 KVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHK a61-90
T31 2997,7 VADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHK a62-90
T32 616,5 HAM
T33 4234 .4 LLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSK a100-139
T34 713,2 - -
4.2.3.b Chemische Hydrolyse mit Ameisensaure
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Abb.28: LC/MS-Chromatogramm des Hamoglobins nach Ameisensaurehydrolyse
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Tab.12: Detektierte Peptide des Himoglobins nach Ameisensaurehydrolyse

Signal [M+H]* Sequenz Position
F1 2040,3 (DAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSD)-D (B52-73)-D
F2 1010,7 (ALTNAVAHV)+D (064-73)+D
F3 21554 DAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSD B52-73
F4 895,2 ALTNAVAHV 064-73
F5 1107,5 -

F6 2711,5 LSHGSAQVKGHGKKVAD 048-63

F7 1055,4 -

F8 2628,8 -

F9 27445 -

F10 1700,8 KFLASVSTVLTSKYR a127-141

F11 1955,8 -

F12 1648,7 NLKGTFATLSELHCD (380-93)+D

F13 1973,8 MPNALSALSDLHAHKLRV (076-93)

F14 2088,6 DMPNALSALSDLHAHKLRVD)-D (a75-94)-D

F15 1533,7 (DNLKGTFATLSELHCD)-D (B79-94)-D

F16 2126,9 -

F17 2223,6 -

F18 2203,3 DMPNALSALSDLHAHKLRVD a75-94

F19 2088,5 DMPNALSALSDLHAHKLRVD)-D a75-94

F20 2293,4 VHLTPEEKSAVTALWGKVNVD B1-21

F21 2178,9 VHLTPEEKSAVTALWGKVNV B1-10

F22 2733,8 GLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHV B74-98

F23 6162,1 (DKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFP | (06-64)-D
HFDLSHGSAQVKGHGKKVAD)-D

F24 6276,2 DKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPH | a6-64
FDLSHGSAQVKGHGKKVAD

F25 4460,8 (DKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFP | (a6-47)-D
HFD)-D

F26 4575,6 ’II:)ISTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPH 06-47

F27 5043,1 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTK | a1-46
TYFPHF

F28 5157,9 ¥\I?|S:Eﬁ|EETNVKAAWGKVGAHAG EYGAEALERMFLSFPTTK | a1-47
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Signal [M+H]* Sequenz Position
F29 3311,3 (DPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLD)-D (094-126)-D
F30 34271 DPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLD 094-126
F31 5157,1 DPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVA | B99-146

NALAHKYH
F32 5108 DPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTV | a94-141
LTSKYR
4.2.3.c Enzymatische Hydrolyse mit V8-Protease
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Abb.29: LC/MS-Chromatogramm des Hamoglobins nach Hydrolyse mit V8-Protease

Tab.13: Detektierte Peptide des Himoglobins nach Hydrolyse mit V8-Protease

Signal [M+H]* Sequenz Position
G1 695,3 VHLTPE B1-6
G2 1306,5 LHCDKLHVDPE 91-101
G3 752,3 YGEALE 024-30
G4 2307,7 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGE a1-23
G5 27279 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAE a1-27
G6 3041,2 VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALE a1-30
G7 1701,1 -

G8 1745,6 EKSAVTALWGKVNVDE B7-22
G9 4826 (G11- H20)
G10 2423 VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDE B1-22
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Signal [M+H]* Sequenz Position
SFGDLSTPDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTF | B44-90
G11 4844
ATLSE
G12 2136,4 -
RMFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKKVADALTNAVAHV
G13 12104,8 DDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEF | a31-141
TPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
NFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHK | B102-146
G14 4929,9 YH
G15 2681 FTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH 3122-141
G16 2096,3 ALGRLLVVYPWTQRFFE B27-43
G17 2266 NFRLLGNVLVCVLAHHFGKE 3102-121
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4.3 Hamoglobin-NAPQI-Adduk

in vitro in vivo

|Patientenb|ut
@ — Hamoglobin

% [Globinanalyse || Methode

\ 4
L’Nachweis modifizierter Peptide?|

Proteinaddukt

eptidanalyse

i

v
|Identiﬂzierung der modifizierten Peptide | |In vivo Ergebnisse |

Die Darstellung des Adduktes wurde im Methodenteil unter 3.4.1. beschrieben. Im Folgenden
sind die Ergebnisse der Analyse des Hamoglobin-NAPQI-Addukt zusammengefasst. Diese
erfolgte zunachst auf Globinebene (4.3.1 /4.3.2). Nach enzymatischem Verdau erfolgte eine
Analyse der entstandenen Peptide (4.3.3 /4.3.4) und schlieBlich die Identifizierung der durch
NAPQI modifizierten Peptide (4.3.5).

4.3.1 RP-HPL C-Globinanalyse des Reaktionsproduktes

Zur Untersuchung des Reaktionsproduktes von Hamoglobin und NAPQI auf Globinebene
wurde, wie unter 4.2.1 beschrieben, eine RP-HPLC-Analyse vor (Abb.30, schwarz) und nach
der Reaktion (Abb.30, rot, hell) durchgefiihrt. Es zeigten sich hierbei zunachst keine
Veranderungen an den Signalen (a), (b) sowie (d). Im Bereich des Signals (c) war jedoch
eine Veranderung in Form einer deutlichen Schulterbildung zu beobachten.

...........

Abb.30: Chromatogramm der HPLC-Analyse von Hamoglobin vor (schwarz, dunkel) und nach
(rot, hell) der Inkubation mit NAPQI
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4.3.2 Electrospray-MS-Analyse des Reaktionsproduktes

Die Electrospray-Massenspektren des Hamoglobins vor der Reaktion mit NAPQI ergaben
nach Dekonvolution der [M+xH]**-lonen der Proteinsignale Molekulgewichte von 15127,5 Da
fir Signal (d), 15866,9 Da fur (c) und 15862 / 16171 Da fiur (b) (Abb.31-33). Nach der
Reaktion mit NAPQI konnte an den Signalen a (Ham), b (15862,4 /16170 Da) und d
(15126,6/15127,5 Da) keine Veranderung festgestellt werden, wahrend das Electrospray-
Massenspektrum (Abb.33, oben) von (c) nach der Reaktion zwei Signalgruppierungen
enthielt, die bei der Dekovolution zwei Komponenten mit Molekilgewichten von 15867 Da
sowie 16016 Da ergaben (Abb.33, unten). Diese unterschieden sich somit um 149 Da, was
dem Molekillgewicht eines einzelnen NAPQI entsprach.Somit war klar, dass NAPQI kovalent
an die B-Globinbande des Hamoglobins gebunden wurde, das a-Globin (Bande d der HPLC)
blieb unverandert.
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Abb.31: Molekiilionenpeaks nach Dekonvolution der Electrospray-Spektren des Signals b vor
(oben) sowie nach (unten) der Inkubation mit NAPQI
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4.3.3 HPLC-Untersuchung des Reaktionsproduktes nach V8-Proteolyse

Zur Lokalisierung der Bindungsstellen des NAPQI innerhalb des Hamoglobins wurde der V8-
Proteasenverdau (3.3.4/ 4.2.3.c) des Hamoglobins vor und nach der Reaktion mit NAPQI
durchgeflhrt. Die entstandenen Peptide wurden mittels HPLC (3.3.4) untersucht.

Dabei zeigten die Chromatogramme des Hamoglobins vor (Abb.34 schwarz, dunkel) und
nach (Abb.34 rot, hell) der Reaktion mit NAPQI unterschiedliche Signalmuster lediglich im
Bereich zwischen 20 und 25 Minuten Retentionszeit (siehe Pfeile in Abb.34).

Dieser Bereich ist in Abb.35 vergréssert dargestellt, wobei zu sehen ist, dass nach der
Reaktion mit NAPQI ein zusatzliches Signal bei einer Retentionszeit von 24,3 Minuten
entstand, wahrend das Signal des nativen Hamoglobins bei einer Retentionszeit von 22,3
Minuten nach der Reaktion nur noch in geringer Intensitat (ca. 16%) vorhanden war. Dabei
bestand ein deutlicher Unterschied zwischen den UV-Spektren dieser beiden Signalen, die in
Abb.36 Ubereinanderliegend dargestellt sind. So zeigte das nach der Inkubation mit NAPQI
neu entstandene Peptid (RT=24,3 min, oberes Spektrum) zusatzliche Absorptionsmaxima
bei 250 und 292 nm gegenuber dem Hamoglobinpeptid vor der Reaktion mit NAPQI
(RT=22,3, unteres Spektrum). Somit mufdte es, sollte ein struktureller Zusammenhang dieser
Peptide vorliegen, durch NAPQI zur Einflhrung eines ausgedehnten Chromophors in das
Peptid gekommen sein.
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Abb.34: HPLC-Chromatogramme des V8-Proteasenverdaus von Himoglobin vor (schwarz,
dunkel) sowie nach (rot, hell) der Reaktion mit NAPQI
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Abb.35: Vergrosserter Ausschnitt der HPLC-Chromatogramme der durch V8-Proteolyse
entstandenen Peptide des Hamoglobins vor (schwarz, dunkel) und nach (rot, hell) der Reaktion
mit NAPQI
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Abb.36: UV-Absorptionsspektren der Hamoglobinpeptide nach Inkubation mit NAPQI und V8-
Proteasenverdau bei RT 24,3 min (oben) und RT 22,3 min (unten)
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4.3.4 L C/MS-Untersuchung des Reaktionsproduktes nach V8-Proteolyse

Bei der LC/MS-Untersuchung des V8-Proteaseverdaus von Hamoglobin (Abb.37) vor und
nach der Reaktion mit NAPQI wurden die [M+H]* -lonen aller detektierten Signale verglichen.
Dabei waren Abweichungen im Peptidmusters gegenlber den unter 4.2.3.c aufgeflihrten
Ergebnissen zu beobachten, die durch zusatzliche Hydrolysestellen (neben Glu) bedingt
waren und bei Vewendung einer neuen Charge V8-Protease auftraten.

In Tab.14 sind die Ergebnisse zusammenfassend dargestellt. Alle [M+H]*-lonen des
unveranderten Hamoglobins waren auch nach der Reaktion mit NAPQI nachweisbar (mit ,+*
in Spalte zwei, Tab.14 gekennzeichnet).

Es zeigte sich jedoch eine Intensitatsminderung des Peptids mit [M+H]* =1305,4 (Tab.14,
Zeile 8), welches nach der Reaktion nur noch ca. 16% seiner urspriinglichen Signalintensitat
aufwies. Der Vergleich mit den theoretisch mdglichen [M+H]*-Werten von Hamoglobin-
peptiden, basierend auf den Aminosauresequenzen von a- und B-Globin, ergab nur ein
mogliches Ubereinstimmendes Peptid mit der Sequenz LHCDKLHVDPE. Dieses entsprach
den Aminosauren 91-103 des B-Globins.

Daruber hinaus wurde nach der Inkubation mit NAPQI ein neu entstandenes, im Hamoglobin
vor der Inkubation nicht vorhandenes Peptid detektiert (Tab.14, Zeile 10).

Dieses zeigte ein [M+H]*-lon von 1454,5 und wies somit einen Massenunterschied von +149
Da gegeniber dem nativen LHCDKLHVDPE-Peptid auf. Abb.38 zeigt die zugehdrigen
Fullscan-Massenspektren.
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Abb.37: LC/MS-Chromatogramme des V8-Proteasenverdaus von Hamoglobin vor (links) sowie
nach (rechts) der Inkubation mit NAPQI
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Tab.14: Detektierte Peptide des V8-Proteasenverdaus von Hamoglobin vor (erste Spalte) sowie
nach (zweite Spalte) Inkubation mit NAPQI. Nach der Inkubation unverandert detektierte
Peptide sind mit ,+“ gekennzeichnet, Unterschiede in den Zeilen sind grau gekennzeichnet.
Spalte drei gibt eine Zuordnung des Peptids zur Hamoglobinsequenz.

[M+H]* vor NAPQI- [M+H]* nach NAPQI- Sequenzzuordnung
Inkubation Inkubation
704,1 + AHAGEYG
532 + AEALE
953,3 + NALAHKYH
695,2 + VHLTPE
1123,4 + VANALAHKYH
1610,4 + LHC-(GSH)-DKLHVDPE
1076,4 + - (Keratin?)
1305,4 + (schwach) LHCDKLHVDPE
1964,9 + -
- 1454,5
1680,8 + NPKVKAHGKKVLGAFS
1737,8 + GNPKVKAHGKKVLGAFS
1840,7 + VLSPADKTNVKAAWGKVG
1296,3 + SFGDLSTPDAVMG
1239,3 + SFGDLSTPDAVM
2667,4 + klein
1745,6 + EKSAVTALWGKVNVDE
2959,9 + SFGDLSTPDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFS
1902 + DGLAHLDNLKGTFATLSE
24226 + VHLTPEEKS AVTALWGKVN VDE
2528,6 + VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYG
21354 +
2335,6 + ALERMFLSFPTTKTYFPHF
2095,6 +
2437,8 + VGGEALG RLLVVYPWTQ RFFE
3357 +
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[M+H]* vor NAPQI- [M+H]* nach NAPQI- Sequenzzuordnung
Inkubation Inkubation
3824 + NFRLLGNV LVCVLAHHFG KEFTPPVQAA
YQKVVAG
39943 + NFRLLGNV LVCVLAHHFG KEFTPPVQAA
YQKVVAGVA
4929 + NFRLLGNV LVCVLAHHFG KEFTPPVQAA
YQKVVAGVAN ALAHKYH
616,2 + Heme
9591,8 +
6564,2 +
6764 +
7644,5 +
84002 +
1004 13054 100 14545
95% 85
BD:E 80
?Ué 70
% 55% 13275 2%
; 45:5 ; - 7280
& ZE: 6535 e
BD—E 30
25 26
:n—f 20 4185
15; 13434 1
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Abb.38: Fullscan-MS-Spektren des nativen, nach der Inkubation mit NAPQI in reduzierter
Intensitat detektierten Himoglobinpeptids [M+H]*=1305,5 (links), sowie des nach der
Inkubation mit NAPQI neu entstandenen Peptids [M+H]*=1454,5 (rechts).

4.3.5 LC/MS/MS-Untersuchung des Reaktionsproduktes nach V8-Proteolyse

Zur ldentifizierung der Peptide [M+H]*=1305,4 sowie 1454,5 und zur weiteren Lokalisierung
der Bindungsstellen wurden Tochterionen-Massenspektren aufgenommen (Abb.39).

Das Tochterionenenspektrum des [M+H]*=1454,5-Peptids zeigte teilweise identische
Fragmentionen wie das des [M+H]*=1305,4-Peptids, die in Tab.15 mit schwarzen (dunklen)
Pfeilen markiert sind. Hierbei handelte es sich um die lonen b2, y2, y3, y4, y5, y6, y7 und y8,
deren jeweilige Aminosdurezusammensetzung in Spalte 3 bzw. 4 der Tab.15 aufgefihrt sind.
Daneben fanden sich Fragmentionen des [M+H]*=1454,5-Peptids, die sich wie der Precursor
um 149 Da von den Fragmentionen des [M+H]*=1305,4-Peptids unterschieden, jedoch
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gleiche m/z-Abstande und damit gleiche Aminosauresequenz besafien. Diese sind in Tab.15
mit roten (hellen) Pfeilen markiert, es handelte sich um b3, b4, b5, b6, b7, b8, b9, y9 und
y11. Anhand der Aminosaurereste (Spalte 3/4, Tab.15) ist zu erkennen, dass alle um 149 Da
veranderte Fragmentionen das Cystein 93 enthielten, wahrend alle Fragmentionen, die das
Cystein 93 nicht enthielten, unveranderte Massen aufwiesen. Somit war die Modifikation am
Cystein 93 erfolgt, so dass es sich bei dem nach Inkubation von Hamoglobin mit NAPQI neu
gebildten [M+H]*=1454,5-Peptid um das Peptid LH(C+NAPQI)DKLHVDPE handelte.
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Abb.39: Tochterionen-Massenspektren der Precursorionen m/z= 1305,5 (oben) sowie m/z=
1454,5 (unten).
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Tab.15: Gegeniiberstellung und Interpretation der Fragmentionen des Hamoglobinpeptides
[M+H]*=1305,5 (oben), sowie des nach der Inkubation mit NAPQI neu entstandenen Peptids
[M+H]*=1454,5 (unten).

b-lon | m/z Aminosauren Aminosauren m/z | y-lon
b1 L LHCDKLHVDPE x 1305,63 y11
=>
b2 251,15 LH HCDKLHVDPE \ 5 y10
b3 354,16 LHC CDKLHVDPE \ 1055,48 y9
b4 469,19 LHCD DKLHCDPE 952,47 y8
5
b5 597,28 5 LHCDK KLHVDPE 837,45 y7
b6 710,37 LHCDKL LHVDPE — 709,35 y6
b7 847,42 LHCDKLH HVDPE — 596,27 y5
b8 946,49 LHCDKLHV VDPE — 459,21 y4
b9 1061,52 \ LHCDKLHVD DPE — 360,14 y3
b10 LHCDKLHVDP PE — 245,11 y2
b11 LHCDKLHVDPE E y1
b-lon | m/z Aminosauren Aminoséauren m/z | y-lon
b1 y | L LHCDKLHVDPE | | 1454.,5 y11
b2 251,15 LH HCDKLHVDPE y10
b3 503,01 [ LHC CDKLHVDPE | VY 1204,14 y9
b4 617,99 LHCD DKLHCDPE \ 952,47 y8
b5 746,06 v LHCDK KLHVDPE 837,45 y7
b6 859,23 \ 4 LHCDKL LHVDPE y 709,35 y6
b7 995,92 J LHCDKLH HVDPE v 596,27 y5
b8 1095,08 v LHCDKLHV VDPE Jr 459,21 y4
b9 1210,21 A 4 LHCDKLHVD DPE J, 360,14 y3
b10 LHCDKLHVDP PE v 24511 y2
b11 LHCDKLHVDPE E y1
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|In vivo Ergebnisse

Um bei der Analyse der Blutproben hinsichtlich der Qualitat und Empfindlichkeit zu optimalen
Ergebnissen zu kommen, soll im Folgenden ein Abschnitt Gber durchgefiihrte Optimierungen

der Versuchs- und Analysenbedingungen eingeschoben werden.

4.4 1 Probenvorbereitung

4.4.1.a Optimierung der Inkubationszeit

Die V8-Protease zeigte eine schnelle Proteolyse des Hamoglobins (Abb.40, links), nach 5
Stunden waren keine intakten Globinketten mehr im Ansatz nachweisbar. Ebenfalls nach 5
Stunden erreichte die Intensitat des Peptids LHCDKLHVDPE (Abb.40, rechts) ein Maximum,
nach 9 Stunden war eine deutliche Abnahme zu beobachten. Deshalb wurde eine

Inkubationszeit von 5 Stunden fir die Untersuchungsmethode gewahlt.
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Abb.40: LC/MS-Chromatogramme (links TIC, rechts SIM m/z 1305,5) des Hamoglobins nach
Hydrolyse mit V8-Protease nach 0, 3, 5 und 9 Stunden Inkubationszeit (von hinten nach vorne)
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4.4.1.b Optimierung des Enzym-Substrat-Verhaltnisses

Es zeigte sich, bei konstanter Inkubationszeit von 5h, eine deutliche Abhangigkeit des
Hamoglobinabbaus von der Enzymkonzentration (Abb.41, links). Ebenso fihrte der Zusatz
einer grésseren Enzymmenge zu einer Erhdhung der Ausbeute des LHCDKLHVDPE-
Peptides (Abb.41, rechts). Deshalb wurden fir die Untersuchungsmethode fiinf Prozent V8-
Protease zur Proteolyse des Hamoglobins verwendet.
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Abb.41: LC/MS-Chromatogramme (links TIC, rechts SIM m/z 1305,5) des Hamoglobins nach
Hydrolyse mit V8-Protease nach 5 Stunden bei Zusatz von 1, 2 und 5% V8-Protease (von
hinten nach vorne)

4.4 .1.c Aufreinigung der Peptide

Um den Enzymverdau, der nach der Inkubation dunkelbraun und nicht tribe erschien, fur die
LC/MS-Analyse aufzureinigen, wurden eine Ultrafilration sowie eine Fallung mit TCA
versucht.

Die zu untersuchenden Peptide ([M+H]*=1305,5 bzw. 1454,5) sollten klein und somit gut
filtrierbar sein. Eine Ultrafiltration nach beendeter Proteolyse flhrte sowohl bei Verwendung
einer 10000 Da- wie auch einer 3000 Da Cut-off-Membran zu farblosen und klaren
Lésungen.

Dabei waren im LC/MS-Chromatogramm die spat eluierenden grossen Peptide deutlich
reduziert (Abb.42, links), wahrend es zu keinen signifikanten Verlusten des LHCDKLHVDPE-
Peptides kam (Abb.42, rechts).

Eine Fallung durch Zusatz von zwei Prozent TCA flhrte ebenfalls zu einer deutlichen
Verbesserung der Probenqualitat, war aber mit deutlichen Verlusten des LHCDKLHVDPE-
Peptides verbunden (Abb.43). Deshalb wurde zur Aufreinigung der Peptidproben bei der
Untersuchungsmethode eine Ultrafiltration mit 3000 Da Cut-off durchgefuhrt.
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Abb.43: LC/MS-Chromatogramme (links TIC, rechts SIM m/z 1305,5) des Hamoglobins nach
Hydrolyse mit V8-Protease ohne (hinten) und mit 2% TCA (vorne)
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4.4.2 Optimierung LC/MS/MS-Detektion

4.4.2.a Chromatographie

Die Verwendung von 0,1% Ameisensaure im Eluenten und dem unten beschriebenen
Acetonitrilgradienten fuhrte zu der in Abb.44 gezeigten Peptidtrennung (TIC-Chromato-
gramm). Hierbei eluierten alle Peptide Gber einen Zeitraum von circa 40 Minuten bei einem
Gradienten von 60 Minuten.

Die Peptide LHCDKLHVDPE sowie LH(C+NAPQI)DKLHVDPE zeigten Retentionszeiten von
25,6 bzw. 28,0 Minuten und waren somit ausreichend zeitlich getrennt, um die MS/MS-
Detektion der beiden Peptide in zwei Zeitsegmente zu unterteilen. Es erfolgte keine
Koelution anderer Peptide im Retentionszeitfenster +/-0,2 Minuten, die Peakbreite betrug
0,3-0,4 Minuten bei Injektion von 500 pg auf die Trennsaule, so dass auf eine weitere
Optimierung der chromatographischen Trennung verzichtet wurde (Abb.45).

Durch ein zeitlich steuerbares Saulenschaltventil wurde der HPLC-Fluss nur im erwarteten
Retentionszeitfenster 24-29 Minuten in die Electrosprayquelle geleitet, was die
Matrixbelastung des Massenspektrometers um >90% (geschatzt aus den Signalflachen)
reduzierte.
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Abb.44: LC/MS-Chromatogramm (TIC) der Peptidtrennung einer mit NAPQI inkubierten
Hamoglobinprobe
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Abb.45: LC/MS-Chromatogramm (TIC) der Peptidtrennung einer mit NAPQI inkubierten
Hamoglobinprobe: Vergrosserte Darstellung des LC-MS-Chromatogramms von Abb.42 im
Elutions-bereich der Peptide LHCDKLHVDPE (RT= 25,6 min), sowie LH(C+NAPQI)DKLHVDPE
(RT= 28,0 min)

Chromatographische Bedingungen:

Trennsaule: Fluss:

Varian Polaris C18, 250 x 2 mm, 5um 0,2 mL/min

Eluent A: Injektion:

0,1% Ameisensaure/ 95% Wasser/ 5% 50 uL

Acetonitril Gradient:

Eluent B: 0-5 min: 100% A

0,1% Ameisensaure/ 5% Wasser/ 95% 55 min 60%B

Acetonitril 60 min 90%B
4.4.2.b Tuning

Die Tuning-Prozedur des Massenspektrometers (wie unter 3.4.2 beschrieben) ergab
folgende Einstellung:



78 Dissertation A. Miller: Ergebnisse

Gase: Interpol Lens:
Sheath 80, Aux 20 -16 V

Heated Capillary: Trap Offset:
220°C/10V -10V

Tube Lens: Dynode:

2V -15 kV
Multipole: Multiplier:
Multipol 1:-3 V / Multipol 2:-7 V -800 V

4.4.2.c MS/MS-Detektion

Die Zoomscan-MS-Aufnahmen des V8-Proteaseverdaus von Hamoglobin nach der Reaktion
mit NAPQI zeigten unter optimierten Bedingungen zwei Signale fir das modifizierte
LHCDKLHVDPE-Peptid, ein [M+H]*-lon bei m/z 1454,70 sowie das [M+2H]?**-lon bei m/z
727,92 (Abb.46). Zur MS/MS-Analyse wurden von beiden Precursorionen Tochterionen-
spektren mit unterschiedlicher Kollissionsenergie aufgenommen (Abb.47).

Das Tochterionenspektrum mit der groRten Zahl und hochsten Intensitat der Fragmente
wurde durch Fragmentierung des doppelt geladenen Precursors bei 25 Prozent relativer
Kollisionsenergie erhalten. Diese Bedingungen wurden deshalb zur MS/MS-Analyse in der
Untersuchungsmethode verwendet.

Das intensivste Fragmention m/z=1210 (b9) diente dabei als , Target“-lon zur Quantifizierung,
die Fragmentionen m/z=1095 (b8) und m/z=360 (y3) als ,Qualifier-lonen zum ldentitats-
nachweis (Abb.48).
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Abb.46.: Zoom-Scan-MS-Spektrum des Peptids LH(C+NAPQI)DKLHVDPE
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Abb.47: Tochterionenspektren der Precursorionen m/z 727,9 (rechte Spalte) sowie m/z 1454,7
(linke Spalte) bei 20% (erste Zeile), 25% (zweite Zeile) sowie 30% (dritte Zeile) relativer
Kollisionsenergie.
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4.4.3 Quantifizierung

Zur Quantifizierung wurde eine Kalibration der Methode durchgeflhrt. Dabei wurde das
Peptid LHCDKLHVDPE als interner Standard (I.S.) verwendet. Korreliert wurde deshalb der
Flachenquotient des Targetions m/z=1210 des LH(C+NAPQI)DKLHVDPE-Peptides und dem
analogen b9-lon (m/z=1061) des LHCDKLHVDPE-Peptides mit der Menge an zugesetztem
NAPQI. Die Kalibration ergab mit Hilfe von funf Kalibrationspunkten Uber einen Bereich von
10 bis 200 pmol NAPQI /mg Hamoglobin einen linearen Trend (Tab.16, Abb.49). Die
Regressionsgerade wurde zur weiteren Untersuchung als lineare Kalibrationsfunktion
verwendet.

Um die Nachweisgrenze der Methode abzuschatzen wurde der niedrigste Kalibrator vor der
Proteolyse mit nativem Hamoglobin zusatzlich verdinnt. Hierbei konnten bis 1pmol NAPQI/
mg Hamoglobin Signale fur das Target sowie die beiden Qualifier erhalten werden, bei 0,1
pmol/mg Hb war das Targetion, nicht mehr jedoch die Qualifierionen detektierbar.
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Abb.48: LC/MS/MS-Chromatogramm eines Kalibrators (50 pmol/mg) mit Darstellung der
lonenspuren fiir das Targetions sowie der beiden Qualifierionen der Peptide
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Tab.16: Gemessene Signalflachen der Targetionen des modifizierten LHC(NAPQI)-DKLHVDPE-
Peptides sowie des als internen Standard verwendeten nativen LHCDKLHVDPE-Peptides bei

Inkubation von Hamoglobin mit unterschiedlichen Mengen NAPQI.

NAPQI/mg Hb Area LHC-(NAPQI)- LHCDKLHVDPE Area-Quotient
DKLHVDPE
10 75408 475899856 0,000158454
20 101464 419926021 0,000241624
50 145297 297071632 0,000489098
100 511665 384514313 0,001330679
200 265690 134856381 0,00197017
1000 2451986 136479197 0,017966005
Kalibrationsfunktion y =102117x - 5,4901 / R? = 0,9938
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Abb.49: Die zur Quantifizierung des NAPQI im Hamoglobin verwendete Kalibrationsfunktion.
Diese wurde ermittelt durch lineare Regression aus den gemessenen Flachenverhiltnisse der
Kalibratoren und deren NAPQI-Gehalt gemaR Tab.14.
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4.4.4 Zusammenfassung der Untersuchungsmethode

Tab.17: Zusammenfassung der analytischen Kenndaten der Untersuchungsmethode

Probenvorbereitung:

-1mg Hamoglobin + 50ug Endoproteinase GluC in 100uL NH4Ac 0,1M, pH4,0
-5h Inkubation bei 37°C
-Ultrafiltration (Cut-off 3000 Da)/ 90 Minuten

LC/MS/MS:

HPLC:

-Trennsaule: Varian Polaris C18, 250 x 2 mm, 5um
-Eluent A: 0,1% Ameisensaure/ 95% Wasser/ 5% Acetonitril
-Eluent B: 0,1% Ameisensaure/ 5% Wasser/ 95% Acetonitril
-Flussrate: 0,2 ml/min

-Injektion: 50 pL

-Gradient: 0-5 min: 100% A, 55 min: 60%B , 60 min: 90%B
Interface:

-Gasflusse: Sheath-Gas 80 Arb, Aux-Gas 20 Arb

-Heated Capillary: 220°C /10 V

-Tube Lens: 2V

-Multipole: MP 1:-3 V/ MP 2:-7 V

-Interpol Lens: -16 V

Massenanalysator:

-Trap Offset: -10V

-Segment 1: Fullscan-MS/MS: m/z 1305,

Isolationsbreite 3,0 Da/ CID: 30%

-Segment 2: Fullscan-MS/MS: m/z 727,9

Isolationsbreite 2,0 Da/ CID: 25%

-Maximum Injection Time: 500ms/ 1Microscan

Detektor:

Dynode: -15kV

Multiplier: -800 V

Auswertung:

Kalibrationsfunktion der Flachenverhatnisse
Interner Standard: LHCDKLHVDPE
Target-lon: b9/ Qualifier-lonen: b8/y3
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4.5 Unter hun r Patientenblutproben

in vitro in vivo
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@ Hamoglobin
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*— _, (Globinanalyse Methode

v
I—I’Nachweis modifizierter Peptide?‘

Peptidanalyse
\ 4

‘Identiﬁzierung der modifizierten Peptide ‘ Illn vivo Ergebnisse |

4.5.1 Ergebnisse aller untersuchten Blutproben

Tab.18 zeigt in der Ubersicht alle Ergebnisse der untersuchten Patientenblutproben.
Aufgefihrt sind die gemessenen Konzentrationen an freiem PCM im Serum (Spalte 3) sowie
an kovalent gebundenem NAPQI im Hamoglobin (Spalte 4). Daruber hinaus ist ersichtlich,
ob es sich bei der jeweiligen Probe um Hamoglobin aus isolierten Erythrocyten (e) oder aus
hamolysierten Vollblutproben (s) handelte (Spalte 2).

Es fand sich kovalent gebundenes NAPQI in 50 der untersuchten 85 Blutproben.
Uberraschend hoch waren die hierbei gemessenen Konzentrationen von 32 bis 633 pmol
NAPQI/ mg Hb, wobei sich mit 54 % der positiven Proben der gréRte Teil der Proben im
Konzentrationsbereich zwischen 32 und 100 pmol NAPQI/ mg Hb befand (Abb.50).

Freies PCM konnte in 68 (80%) Proben nachgewiesen werden, die Verteilung der
gemessenen PCM-Konzentrationen ist in Abb.51 dargestellt.

Es zeigte sich, dass kovalent gebundenes NAPQI ausschliesslich in hamolysierten
Vollblutproben (s) nachweisbar war. Am Hamoglobin aus gewaschenen und lysierten
Erythrocyten konnte kovalent gebundenes NAPQI in keiner Probe nachgewiesen werden,
obgleich in derem zugehorigen Plasma teilweise sehr hohe Konzentrationen an freiem PCM
festgestellt wurden (z.B. A1598/07b, Tab.18). Dieser Widerspruch erweckte rasch Zweifel an
der Bedeutung der positiven Befunde, welche in der Folge noch verstarkt wurden:

-weil keine Korrelation zum klinischen Bild auszumachen war

-weil unterschiedliche Adduktbildungen in gleichzeitig abgenommenen Blutproben desselben
Patienten beobachtet wurden: im hamolysierten Vollblut wurden hohe Konzentrationen, im
EDTA-Blut jedoch kein NAPQI-Hb-Addukt (s. Proben A0999/07a und b, A1598/07a und b,
wobei a hamolysierte und b EDTA-Blute waren)

-weil alle hamolytischen Vollblutproben, die kein freies PCM enthielten (n=15), auch kein
kovalent gebundenes NAPQI am Hamoglobin aufwiesen.
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Daraus ergaben sich Hinweise, dass moglicherweise freies PCM in vitro (nicht metabolisch)
oxidiert worden war, eine kovalente Bindung an Hamoglobin einging und somit fir die
entstandenen NAPQI-Hb-Addukte in den (PCM-haltigen) hamolysierten Blutproben
verantwortlich sein konnte.

Zur Abklarung wurden entsprechende Inkubationsversuche in vitro mit Hamoglobin und

freiem PCM durchgefihrt (vgl. 4.5.2).

Tab.18: Ergebnisse aller untersuchter Patientenproben mit Lab-Nr., Probenart (s=
hamolytisches Vollblut, e= Erythrocyten-Hamolysat), freier PCM-Serumkonzentration [mg/L]

(gemessen nach Probeneingang) sowie kovalent gebundenem NAPQI [pmol NAPQI/mg Hb].

Lab.Nr. Probenart Serum-PCM pmol NAPQI/mg Hb
A0044/06 0 0
A0060/07 94,7 149
A0127/07 0 0
A0128/07 0 0
A0243/07 23 116,9
A0327/06 43,7 199,2
A0368/07 0 0
A0682/06 197,5 533
A0691/06 6,9 67,6
A0696/07 0 0
A0696/07b 0 0
A0751/07 30 107,6
A0771/07 44,2 179,2
A0772/07 66,5 145,2
A0896/07 52 100,8
A0897/07 27,1 81,7
A0916/06 120 2724
A0918/06 15,6 86,8
A0998/05 90 160,5
A0999/07a 200 196,9
A0999/07b 200 0
A1172/07 0 0
A1256/06 9,8 48,1
A1261/07 0 0
A1368/07 0 0
A1371/06 0 0
A1375/07 2,8 39,7
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Lab.Nr. Probenart Serum-PCM pmol NAPQI/mg Hb
A1505/06 0 0
A1579/06 40 216,6
A1598/07a 343 41
A1598/07b 343 0
A1598/07¢ 343 0
A1605/07 121 444
A1723/06 94,3 270
A1724/07 136 0
A1724/07b 136 0
A2014/06 33 73
A2027/06 34,4 107,7
A2419/07 2,9 0
A2419/07b 2,9 0
A2420/07a 30 0
A2420/07b 30 0
A2433/06 85,8 220,7
A2598/07 3,9 0
A2696/07c 3,8 0
A2696/07b 55,7 0
A2696/07a 57,3 0
A2726/07b 171,3 0
A2726/07 177,3 0
A2727/07 122,3 0
A2739/07b 2,1 0
A2739/07 2,8 0
A2784/06 31,5 113,6
A2899/07 0 0
A2965/06 55 51,7
A3199/06 90,4 165,5
A3267/06 7.4 50,8
A3268/06 18,5 95,7
A3390/07 0 0
A3410/07 9,3 45,6
A3691/07 0 0
A4524/05 117 358,2
A4526/05 36,3 195,7
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Lab.Nr. Probenart Serum-PCM pmol NAPQI/mg Hb
A4528/05 7 89,7
A4549/05 29,2 134,8
A4866/05 67,5 3104
A4867/05 87,5 383,8
A4868/05 240 404,9
A5121/05 90 632,9
A5211/05 1 35,9
A5301/05 0 0
A5339/05 11,8 88,5
A5413/05 21,7 172,1
AB694/05 8,8 71
AB784/05 104,7 317,2
AB785/05 46 35,2
A7125/05b 3 471
A7127/05 35,7 175,2
C0101/06b 8,1 31,5
C0102/06 26,2 67,3
C0904/05 99,5 361,6
C1458/07 0 0
C1696/06 112,9 2234
C1697/06 17,9 59,3
C1701/06 o 0
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Abb.50: Haufigkeiten der gemessenen Konzentrationen an NAPQI- Hb-Addukten aller
untersuchter Patientenblutproben
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4.5.2 Ergebnisse der Blutproben von Patienten mit wiederholten Blutentnahmen

Von 4 Patienten (BSO, DS, TA, DY) standen mehrere, zeitlich versetzt abgenommene
Blutproben (hamolytische Vollblutproben) zur Verfliigung. Dabei zeigte sich neben dem
erwarteten Rickgang der freien PCM-Serumkonzentration innerhalb einer Probenreihe auch
eine starke Abnahme der Konzentration an kovalent gebundenem NAPQI am Hamoglobin.
Bei Patient BSO konnte bei der dritten abgenommenen Probe, in der kein freies PCM mehr
nachweisbar war, auch kein NAPQI-Hb-Addukt mehr nachgewiesen werden (Tab.19).

Tab.19: Ergebnisse der Blutproben von Patienten mit wiederholten Blutentnahmen

Lab.Nr. Probenart Serum-PCM pmol NAPQI/mg Hb
Patient BSO
C1696/06 s 112,9 223,4
C1697/06 s 17,9 59,3
C1701/06 s 0 0
Patient DS
A0682/06 ] 197,5 532,9
A0691/06 ] 6,9 67,6
Patient TA
A0896/07 s 52,1 100,7
A0897/07 ] 27,1 81,7
Patient DY
AB784/05 ] 104,7 317,2
AB785/05 s 46 35,2

4.5.3 Ergebnisse der Blutuntersuchungen nach Proteinprazipitation

Um den Einfluss von freiem PCM auf die NAPQI-Hb-Adduktbildung zu untersuchen, wurde
bei neun der hamolytischen Vollblutproben, bei denen unterschiedliche Konzentrationen an
freiem PCM sowie NAPQI-Hb-Addukt festgestellt wurden, eine Proteinprazipitation mit der
Aceton/HCI-Methode durchgefuihrt. Hierbei kam es neben der Prazipitation des Proteins
gleichzeitig auch zur Entfernung der prosthetischen Gruppe (Ham). Das Globin fallt als
weisser Niederschlag aus, wahrend das rot gefarbte Ham in Ldsung verbleibt. Nach
dreimaligem Waschen war keine rotliche Farbung mehr im Globin-Prazipitat zu erkennen, da
das Ham vollstdndig abgetrennt war. Durch das mehrmalige Waschen wurde auch freies
PCM, welches in Aceton/HCI sehr gut I8slich ist, vom Protein abgetrennt. In keiner der
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Proben war nach der Prazipitation noch freies PCM nachweisbar. In sechs der untersuchten
hamolytischen Vollblutproben, die NAPQI-Hb-Addukte von 35,9-107,8 pmol/mg aufwiesen,
konnten diese nach Prazipitation nicht mehr nachgewiesen werden. Die Ubrigen drei Proben
(272,4-317,2 pmol/mg) zeigten nach der Prazipitation wesentlich geringere Konzentrationen
an NAPQI-Hb-Addukt (66,8-141,2 pmol/mg).

Tab.20: Ergebnisse der Untersuchung hamolytischer Vollblutproben sowie daraus durch
Prazipitation gewonnener Globinproben.

Lab.Nr. Probenart freies PCM pmol NAPQI/mg Hb
A1256/06 ] 9,8 48,1
Aceton/HCI-Prazipitat 0 0
AB785/05 s 46 35,9
Aceton/HCI-Prazipitat 0 0
C1697/06 s 17,9 59,4
Aceton/HCI-Prazipitat 0 0
A0918/06 s 15,6 86,8
Aceton/HCI-Prazipitat 0 0
A0916/06 s 120 272,39
Aceton/HCI-Préazipitat 0 66,79
A0691/06 s 6,9 67,6
Aceton/HCI-Prazipitat 0 0
AB784/05 s 104 317,15
Aceton/HCI-Prazipitat 0 121,32
A2027/06 s 34,4 107,7
Aceton/HCI-Prazipitat 0 0
A4866/05 s 67,5 310,41
Aceton/HCI-Préazipitat 0 141,15
4.6 Untersuchung von in vitro Par. mol-Ink ionen

4.6.1 In vitro Paracetamol/Hamoglobin-Inkubationen

Zur Uberpriifung einer méglichen in vitro-Reaktion zwischen Hamoglobin und PCM wurde
frisch isoliertes Hamoglobin ( je 1 mg in 0,1 mL) mit PCM in einer Konzentration von 100 mg/
L sowie ohne PCM-Zusatz bei pH 7,4/37°C inkubiert. Dabei war bei der Probe ohne PCM-
Zusatz nach 24 Stunden Inkubation kein kovalent gebundenes NAPQI am Hamoglobin
nachweisbar, in der PCM-haltigen Probe fand sich hingegen kovalent gebundenes NAPQI in
einer Konzentration von 85 pmol/mg Hb (Abb.53).
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Abb.53: LC/MS/MS-Chromatogramm von Hamoglobin nach Inkubation ohne (oben), sowie mit
(unten) Zusatz von PCM (100 mg/L).

4.6.2 Glutathion/NAPQI- Inkubation

Zur Prifung, ob PCM in vitro auch mit anderen Cysteinderivaten eine kovalente Bindung
einging, wurde zunachst das Addukt aus Glutathion (GSH, Abb.54) und NAPQI analog zum
Hamoglobinaddukt hergestellt. Abb.55 zeigt das LC/MS-(TIC)-Chromatogramm des GSH-
Reaktionsproduktes mit NAPQI. Es waren hierbei vier Produkte (Signale a-d) zu beobachten,
wobei es sich bei a um dimerisiertes, disulfidisches Glutathion (m/z=613) und bei b um PCM
(m/z=152) handelte. Signale c und d zeigten jeweils m/z= 457 sowie ein jeweils identisches
Tochterionenspektrum (Abb.56). Neben einer Addition des NAPQI erfolgte somit auch in
signifikantem Umfang eine Redox-Reaktion, bei der es zur Oxidation des GSH =zu
disulfidischem GSSG und einer Reduktion des NAPQI zu PCM gekommen war. Bei der
Addition waren zwei unterschiedliche Produkte entstanden, die sich chromatographisch
auftrennten (Rt= 20,57/22,58 Minuten). Da diese jeweils [M+H]*-lonen mit m/z=457 zeigten,
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was einer Massenzunahme von 149 Da gegenuber dem [M+H]* des GSH (m/z=308)
entsprach, mulyte es sich bei diesen Produkten um einfache Addukte zwischen GSH und
NAPQI handeln.

Das Tochterionenspektrum des GSH wies die lonen [M-H20+H]* (m/z=290), [M-Gly+H]* (m/
z=233), [M-H20-Gly+H]* (m/z=215), [M-Glu+H]* (m/z=179) sowie [M-NH3-Glu+H]* (m/z=162)
auf.

Die Tochterionenspektren der beiden Additionsprodukte besallen mit den zwei intensivsten
lonen m/z=328 sowie m/z=382 die analogen [M-Glu+H]*- und [M-Gly+H]*-lonen. Hieraus war
abzuleiten, dass die Massenzunahme von +149 Da am Cystein stattgefunden hatte und es
sich somit -wie zu erwarten- um Cystein-Addukte des Glutathions handelte (Abb.56).

Da zwei chromatographisch trennbare, also physikochemisch unterschiedliche Verbindungen
entstanden waren, die dasselbe Fragmentionenspektrum besassen, handelte es sich um
zwei isomere Additionsprodukte. Diese entstanden vermutlich durch nucleophilen Angriff des
Cystein-Schwefels an ortho- und meta-Position des NAPQI.
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Abb.54: Strukturformel des Glutathions (MW = 307,2)
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Abb.55: LC/MS Chromatogramm des Reaktionsproduktes von Glutathion und NAPQI
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Abb.56: Tochterionenspektrum von GSH (oben) sowie der beiden Reaktionsprodukte RT=
20,6/22,6 min (unten). Die roten Pfeile zeigen die um +149 Da versetzten Tochterionen
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4.6.3 Glutathion/PCM- Inkubation

Die analog zu 4.6.1 durchgeflhrte Inkubation mit Glutathion und PCM flhrte nicht zur
messbaren Bildung von (GSH+NAPQI)-Addukten. Somit wurde nachgewiesen, dass PCM
nicht durch Umgebungseinfliisse (wie z.B. Luftsauerstoff) oxidiert wurde.

4.6.4 Hamoglobin/Glutathion/PCM- Inkubation

Es wurden verschiedene, mit PCM in vitro inkubierte Proben auf die Anwesenheit von
NAPQI-Hb- oder NAPQI-GSH-Addukten untersucht.

Abb.57 zeigt ein typisches LC/MS/MS-Chromatogramm einer untersuchten Probe, die
sowohl NAPQI-GSH-Addukt (Signale b und c) sowie NAPQI-Hb-Addukt (LH(C
+NAPQI)DKLHVDPE, Signal e) enthielt.

Signale a und d sind unverandertes GSH bzw LHCDKLHVDPE.

In Tab.21 sind die Ergebnisse der Inkubationsversuche mit Hamoglobin, Glutathion,
Deoxyhamoglobin und Globin zusammengefasst. Dabei ist in Spalte 1 die Zusammen-
setzung der inkubierten Probe, welche bei pH 7,4/37°C fur 24 Stunden inkubiert wurden,
beschrieben, wobei die aufgeflihrten Bestandteile in 0,1 mL Puffer gelést waren.

Nach Inkubation von Glutathion und Hamoglobin mit PCM (200 mg/L) und V8-
Proteasenverdau konnten sowohl GSH-NAPQI-Addukte wie auch Hb-NAPQI-Addukte
nachgewiesen werden. Da fur GSH-NAPQI-Addukte keine Kalibration erstellt wurde, konnte
die Menge des gebildeten NAPQI-GSH-Addukts nur anhand der Flachenverhaltnisse der
analogen Tochterionenpaare abgeschatzt werden. Fur kovalentes NAPQI am GSH wurden
hierzu die Flachen der [M-Glu+H]*-lonen (m/z=179, m/z= 328), fur kovalentes NAPQI am
Hamoglobin die Flachen der b9-lonen (m/z=1061, m/z=1210) des LHCDKLHVDPE- bzw.
LH(C+NAQPI)DKLHVDPE-Peptids verwendet.

Dabei zeigte sich, dass das quantitative Ausmal® der Adduktbildung am Glutathion héher war
(ca. 400%) als am Hamoglobin (Tab.21, Zeile 2). Dabei spielte es keine entscheidende Rolle,
ob Hamoglobin in oxygenierter Form oder als Deoxy-Hamoglobin (Zeile 5) vorlag.

Zur Klarung, ob V8-Protease mdglicherweise an der Adduktbildung beteiligt war, wurde
Glutathion und PCM mit V8-Protease inkubiert (Zeile 6), wobei kein kovalentes NAPQI-GSH-
Addukt nachgewiesen wurde. Auch in Abwesenheit von V8-Protease kam es bei
Inkubationen von Hamoglobin als auch Globin (Ham-frei) mit PCM zur Ausbildung von
NAPQI-GSH-Addukten (Zeilen 3,4), wobei die Adduktkonzentration bei (oxygeniertem)
Hamoglobin héher war als bei der Inkubation mit dem Globin.
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Tab.21: Ergebnisse der Inkubationsexperimente mit Himoglobin, Glutathion und PCM.

Abb.57.: LC/MS/MS-Chromatogramm einer Inkubation von Hamoglobin, PCM und Glutathion

Probenzusamme | Area GSH Area Area Area pmol pmol

nsetzung NAPQI-GSH | LHCDKLHVDPE | LH(+NAPQI)DK | NAPQI/ | NAPQI/
LHVDPE mgHb | mg

GSH

1 mg Hb |10ug 30318801 108068659 0 0

GSH 50ug GluC

1mg Hb/10ug 30955281 159154 251674297 256441 84,6 308,8

GSH/20 pg PCM/

50ug GluC

1mg Hb/10ug 115637223 | 862885 - 435

GSH/20 ug PCM

1mg Globin/10 ug | 62864423 131559 - 143

GSH/20 yg PCM

1mg Deoxy-Hb/ 12866309 88347 102304955 130078 105,2 402,6

10 pg GSH/20 ug

PCM/50 pg GluC

10pug GSH/ 190808164 - 0

20pg PCM/50pg

GluC

1 mg Deoxy-Hb/ 1513618 3238295 0 -

50ug GluC

10pug GSH/20ug 167381350 - 0

PCM
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5 Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob es unter den Bedingungen
einer Intoxikation mit dem Analgetikum und Antipyretikum PCM in vivo zu einer Ausbildung
kovalenter Hdmoglobinaddukte des lebertoxischen Metaboliten NAPQI kommt.

Ziel war es hierbei, diese Hamoglobinaddukte in vitro darzustellen, zu charakterisieren und
schliesslich in vivo, in Blutproben von Patienten nach PCM-Uberdosierung, nachzuweisen.
Die Ergebnisse sollten hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit zur Kklinisch-toxikologischen
Bewertung von PCM-Intoxikationen gepruft werden.

Im Folgenden werden Aussagen aus dem Ergebnisteil noch einmal aufgegriffen, mit den
bereits bekannten wissenschaftlichen Erkenntnissen verglichen und im Hinblick auf ihre
Bedeutung fir das Ziel dieser Arbeit, aber auch zukinftiger Untersuchungen bewertet.

.1 Diskussion der Meth

5.1.1 In vitro Adduktbildung

Die vereinfachte Untersuchung eines in vivo Geschehens mittels eines Modelles in vitro ist
gerechtfertigt, wenn die zugrundeliegenden biochemischen Prozesse in vivo ausreichend
untersucht und verstanden sind.

Der Metabolismus des Paracetamols (1.2.2) sowie die biochemischen Mechanismen der
Hepatotoxizitat (1.2.3) sind ausgiebig untersucht und beschrieben worden. NAPQI ist dabei
als Intermediat von Uberragender toxikologischer Bedeutung in vivo identifiziert worden, und
seine kovalente Bindung an nieder- und makromolekulare Nucleophile ist bekannt [52]. So
konnten in vitro hergestellte NAPQI-Addukte, wie beispielsweise das NAPQI-Glutathion-
addukt [99], in vivo nachgewiesen werden.

Darlber hinaus wurde im Tiermodell (Maus) nach Verabreichung hepatotoxischer Dosen von
radioaktiv markiertem PCM am Hamoglobin gebundene Radioaktivitdt beobachtet [53]. Der
Nachweis von Cysteinyl-PCM legte nahe, dass intermediares NAPQI, welches in Form einer
Michaeladdition mit Cysteinylresten des Maushamoglobins reagiert hatte, an der kovalenten
Bindung in vivo beteiligt war.

Somit erschien es als zulassig, die Adduktbildung zwischen NAPQI und humanem Hamo-
globin, die in vivo nicht nachgewiesen wurde, durch direkte Reaktion zwischen NAPQI und
humanem Hamoglobin in vitro zu simulieren.

Zur Darstellung von NAPQI kamen mehrere Verfahren in Frage, die alle auf einer Oxidation
von PCM beruhten. Die elektrochemische Umsetzung von PCM erforderte eine ausreichend
leistungsfahige coulometrische Flusszelle [100]. Zur biochemischen Oxidation wurden
mikrosomale Zubereitungen bendtigt [99]. Als am kostenglnstigsten und einfachsten
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durchzufiihren erschien jedoch die nal3chemische Oxidation von PCM, welche mittels
Blei(IV)oxid in Benzol [101] sowie Silberoxid in CHCI3 [98] beschrieben wurde. Letztere
Autoren reinigten das NAPQI nach der Umsetzung mit chromatographischen Verfahren,
isolierten es (nach Sublimation) als kristalline Festsubstanz und prasentierten analytische
Daten.

Die Synthese des NAPQI im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde unter den in [98]
beschriebenen Bedingungen durchgeflihrt, wobei sich Schwierigkeiten ergaben, das NAPQI
aus der Syntheseldsung anzureichern und zu isolieren. Der bei der Einengung der
Syntheselésung sowie der Eluate nach der Saulenchromatographie unter Vakuum plétzlich
auftretende braune Niederschlag, der mit einer Entfarbung der zuvor tiefgelben CHClIs-
Lésung einherging, sprach flr eine unerwiinschte Polymerisation des NAPQI. Dies legte das
Ausmaly der Umsetzung sowie die Unldslichkeit des entstandenen Produktes nahe. Der
Zusatz von BHT vor der Einengung zeigte keine Wirkung auf diesen Vorgang. Der Verzicht
auf eine Isolation des NAPQI aus der Syntheselésung war jedoch nicht mdéglich, da sich
dinnschichtchromatographisch zeigte, dass neben NAPQI (Rf=0,38) auch das Edukt PCM
(R=0,08) sowie weitere Produkte (R=0,46/ 0,23) in der Lésung vorhanden waren. Zudem
trat auch hier der braune Niederschlag bereits bei 24 stiindigem Stehen (4°C) auf, was auf
eine (konzentrationsabhangige) Instabilitat des NAPQI in CHCI3 hindeutete.

Der Austausch des Reaktionslésemittels durch Ethylacetat und Acetonitril erbrachte keine
Veranderung, wahrend bei der Verwendung von Toluol zwar eine deutlich schwachere
Farbung nach der Reaktion, jedoch keine Niederschlagsbildung zu beobachten war. Die
Reaktionsausbeute lag bei der Umsetzung in Toluol bei lediglich 13%, jedoch zeigte die
Dunnschichtchromatographie der Reaktionslésung mit lediglich einer einzelnen Bande
(R=0,36), dass keine detektierbaren Nebenprodukte entstanden waren und dartberhinaus
auch kein Edukt (PCM) mehr enthalten war. Dies war auf die Unléslichkeit von PCM in Toluol
zuruckzufuhren.

Die HPLC-DAD-Analyse bestatigte dieses Ergebnis. Das einzige Signal, welches im RP-
System eine deutlich héhere Retention als PCM besass, zeigte ein homogenes UV-
Spektrum mit Absorptionsmaxima bei 260 und 370 nm. PCM konnte nicht nachgewiesen
werden.

Die durchgefihrten massenspektrometrischen Untersuchungen standen im Einklang mit den
Ergebnissen von [95], NAPQI wurde anhand seines Massenspektrums hinreichend
identifiziert. Das Auftreten eines [M+2]*-lons (=PCM) bei der GC/MS-Analyse des NAPQI ist
ein typisches Merkmal chinoider Substanzen und ist durch Spuren an Wasser in der
lonenquelle bedingt [102]. Dieses fuhrt zur Protonierung von NAPQI und anschliessenden
Reduktion des chinoiden Systems bei der lonisation. Bisher nicht beschrieben war diese
Reduktion bei der Injektion in den Gaschromatographen sowie der Electrospray-lonisation,
vermutlich liegt hier jedoch derselbe Mechanismus zugrunde.

Die im Umkehrschluss zur Synthese durchgefuhrte Quantifizierung des NAPQI nach
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Reduktion zu PCM mittels HPLC wurde ermdglicht durch die frihe Elution und somit gute
Abtrennung der Ascorbinsdure sowie die Abwesenheit von PCM in der Syntheseldsung.

Da der Gehalt an NAPQI so bestimmt werden konnte und keine Nebenprodukte nachweisbar
waren, wurde auf eine Isolation und chromatographische Reinigung des NAPQI verzichtet.
Die NAPQI-Lésungen zeigten bei -20°C Lagerung nach 14 Tagen keine makroskopisch
festzustellende Veranderung (Niederschlag, Tribung, Farbe), bei der GC/MS-Untersuchung
konnte innerhalb von finf Stunden bei Raumtemperatur keine signifikante Abnahme des
NAPQI-Signales beobachtet werden.

Die Untersuchung auf Stabilitdt des NAPQI im verwendeten Inkubationspuffer ergab einen
linearen Zusammenhang (r?=0,99) zwischen der Quadratwurzel der Konzentration und der
Zeit, was in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von [96] stand.

Die Geschwindigkeitskonstante des Abbaus von 3,8*10-6 mol1/2*L-"2*s' lag hierbei etwa
dreifach héher, was die starke Abhangigkeit vom Solvens (lonenstarke, Puffer) und vor allem
vom pH-Wert verdeutlichte. Die Michaeladdition von Nucleophilen an NAPQI ist, wie am
Beispiel der Reaktion mit GSH gezeigt wurde [103], eine um GréRenordnungen schnellere
Reaktion (Reaktionskinetik 2. Ordnung, k=3,2x10* M-"*s"! bei pH=7/25°C). So konnte bei EC/
MS-Experimenten die Ausbildung des Adduktes in weniger als 1 s beobachtet werden [100].
Daraus konnte geschlossen werden, dass die Hydrolyse des NAPQI im Puffer bei
vorgelegtem Reaktionspartner keine relevante Konkurrenzreaktion darstellte.

Bei der Reaktion von NAPQI und Hamoglobin in vivo war von einem deutlichen UberschuR
an Hamoglobin auszugehen. Dies zeigten die im Tierexperiment beobachtete Konzentration
von 0.2 nmol NAPQI/mg Globin, was einer durchschnittlichen Umsetzung von ca. 0,3% des
Proteins entsprach [53]. Da jedoch zur analytischen Charakterisierung des Addduktes in vitro
eine ausreichende Umsetzung erzielt werden sollte, wurden zur Inkubation dem Hamoglobin
bis zu aquimolare Mengen NAPQI zugesetzt.

Die Verwendung von Erythrocyten bzw. Vollblut zur direkten Adduktbildung war nicht
moglich, da die Zugabe von NAPQI mit einer starken Hamolyse einherging. Diese wurde bei
direkter Applikation auch im Tierexperiment beobachtet [98]. Die Frage, wie NAPQI in vivo
Membranen (z.B. Mitochondrienmembran, Erythrocytenmembran) Gberquert, ist nicht sicher
geklart, wobei postuliert wurde, dass NAPQI in Form von stabilisierten ipso-Konjugaten mit
niedermolekularen Verbindungen transportfahig ist [104].

5.1.2 Analvtik des NAPQI-Hamoaglobin-Adduktes

Die LC/MS-Untersuchung von Proteinaddukten, sowie auch deren direkte massen-
spektrometrische Analyse (z.B. MALDI) auf Ebene der intakten Proteine (ohne
enzymatischen Abbau), ist nur moéglich, wenn das modifizierte Protein im Verhaltnis zum
nichtmodifizierten Protein in hohen Konzentrationen vorkommt. Eine der wenigen

Anwendungen, in denen Proteinaddukte in solch hohen Konzentrationen vorliegen, dass sie
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als intaktes Molekll chromatographisch oder massenspektrometrisch analysiert werden
konnen, ist die Bestimmung des glykosilierten Hamoglobins HbA1c [105], [106]. Dieses stellt
beim Gesunden ca. 5% des gesamten HbA1.

Die Analyse des Reaktionsproduktes zwischen NAPQI und Hamoglobin in der
durchgefiihrten Arbeit wurde zuachst ebenfalls auf Proteinebene durchgefiuhrt. Dies
rechtfertigten die hohen Konzentrationen des NAPQI, die in vitro eingesetzt werden konnten
und die einen hohen Anteil an modifiziertem Hamoglobin erwarten liessen. Zudem war die
durch NAPQI am Hamoglobin hervorgerufene Massenzunahme grof3 (+149 Da), wodurch
eine Unterscheidung der [M+xH]**-lonen von Hamoglobin und Hamoglobin-Addukt auch mit
einem niedrig auflésenden Massenspektrometer ermdglicht wurde.

Bedingt durch die gute flissigkeitschromatographische Auftrennung der Globinanteile des
Hamoglobins sowie die massenspektrometrische Detektion konnte hieriiber nachgewiesen
werden, dass die Bindung des NAPQI (zumindest im Uberwiegenden Male) auf die (-
Globinkette beschrankt war, und dass nur ein Aquivalent NAPQI pro B-Globin gebunden
wurde.

Aus der LC/MS-Analyse am intakten Protein nicht ableitbar war jedoch die Zahl und die
Lokalisation der Bindungsstellen. Zudem konnte auch nicht sicher ausgeschlossen werden,
dass in geringem Umfang weitere Aquivalente NAPQI am B-Globin gebunden wurde, was
durch Koelution mit dem schlecht aufgetrennten 3- sowie (B+NAPQI)-Globin nicht detektiert
wurde.

Allgemein qilt, dass der Nachweis von Addukten am intakten Protein sich umso schwieriger
gestaltet je grésser dieses ist. Denn je grdosser ein Protein, desto geringer wird der
Unterschied der chemisch-physikalischen Eigenschaften zu seinem entsprechenden, durch
einen niedermolekularen Bindungspartner modifizierten Addukt. Mit zunehmender
Molekulgrosse ist deshalb eine Erhdhung der Auflésung spektraler und chromatographischer
Methoden nétig, tandemmassenspektrometrische Verfahren kdnnen nicht angewandt
werden.

Deshalb werden Proteinaddukte, insbesondere wenn deren Konzentration sehr gering ist,
nicht am intakten Protein nachgewiesen. Da kovalent gebundenes NAPQI am Hamoglobin in
vivo nur in sehr geringen Konzentrationen zu erwarten war (im Tierexperiment 200 pmol/mg,
[53]) konnten diese nicht wie die in vitro hergestellten Addukte analysiert werden, sondern es
musste ein empfindlicheres Verfahren gefunden werden.

Die Uberwiegende Mehrzahl aller bisher beschriebenen analytischen Methoden zur
Untersuchung von Addukten niedermolekularer Verbindungen an Proteine weisen prinzipiell
ein ahnliches analytisches Vorgehen auf. Nach Isolation des Proteins werden die Addukte
aus diesem freigesetzt. Die Freisetzung kann sowohl direkt, durch Abspaltung des
niedermolekularen Bindungspartners vom Protein, als auch indirekt, durch Bildung
modifizierter Aminosauren oder modifizierter Peptide, erfolgen. Anschliessend werden die
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freigesetzten Addukte (bzw. die modifizierten Aminosauren oder Peptide) isoliert und mit
einer geeigneten Analysenmethode nachgewiesen.
Dieses prinzipielle Vorgehen wurde auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewandt, die
wichtigsten Aspekte werden im Folgenden erlautert.

5.1.2.a Isolation des Hamoglobins

Die Isolation des Hamoglobins gestaltete sich einfach aus Blut, welches durch
Antikoagulantien (EDTA, Citrat, Heparin) ungerinnbar gemacht wurde. Durch Zentrifugation
und mehrfaches isotones Waschen sowie die anschliessende Lyse der isolierten
Erythrozyten konnten Hamolysate mit ca. TmM Hamoglobin gewonnen werden. Da andere
Proteine in Erythrocyten nur in niedrigen Konzentrationen vorkommen, besaflen die
Hamolysate einen Hamoglobinanteil von ca. 95% [107]. Hdmoglobin aus hamolytischen
Vollblutproben wurde nicht isoliert, da hier keine intakten Erythrocyten mehr abgetrennt
werden konnten. Aufgrund des hohen Hamoglobingehalts im hamolytischen Vollblut, der
Spezifitat der Methode und insbesondere der Mdglichkeit zur internen Standardisierung (s.u.)
erschien es gerechtfertigt, hdmolytisches Vollblut direkt zu untersuchen.

5.1.2.b Freisetzung und Nachweis des Adduktes aus dem Hamoglobin

Zur Freisetzung und dem Nachweis des Adduktes wurden folgende Methoden in Betracht
gezogen:

Direkte Abspaltung des Adduktes und Nachweis:

Die Freisetzung von an Cystein gebundenen Resten kann durch Spaltung mit Raney-Nickel
erfolgen [108]. Dabei wird die C-S-Bindung des Adduktes gespalten, Schwefel als
Schwefelwasserstoff entfernt und eine neue C-H-Bindung gebildet. Am Cystein gebundenes
NAPQI wirde in diesem Fall als freies PCM abgespalten.

Dieses musste abgetrennt und mit einem geeigneten und ausreichend empfindlichen
Analysenverfahren letztlich nachgewiesen werden.

Freisetzung und Nachweis modifizierter Aminoséuren:

Die einfachste Methode zum Nachweis von Substanzen, die am Hamoglobin Gber dessen N-
terminales Valin binden (z.B.Alkylantien) ist die ,N-Alkyl-Edman-Methode* [16].

Bei dieser wird durch Umsetzung des Hamoglobins mit Pentafluorphenylisothiocyanat
(PFPITC) unter neutralen pH-Bedingungen eine selektive Abspaltung des substituierten N-
terminalen Valin-Restes als Phenylthiohydantoin bewirkt. Neben der Freisetzung ist
gleichzeitig eine Derivatisierung erfolgt, so dass das abgespaltene Valinaddukt nach
Extraktion mittels GC/MS bei negativer chemischer lonisation (NCI) sehr empfindlich
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nachgewiesen werden kann.

Die Untersuchungen von Axworthy et al am Maushamoglobin zeigten jedoch, dass nach
Applikation hepatotoxischer Dosen PCM eine kovalente Bindung von NAPQI ausschliesslich
an der Aminosaure Cystein stattfand [53]. Eine Bindung am N-terminalen Valin, das murinem
und humanem Hamoglobin gemeinsam ist, wurde hingegen nicht beobachtet.

Zur Freisetzung modifizierten Cysteins musste letztlich eine Totalhydrolyse des Hamoglobins
durchgefiihrt werden, bei der das Protein in 6M HCI bei 110°C zu Aminosauren abgebaut
wird und die modifizierten Aminosauren dann nachgewiesen werden [109].

Freisetzung und Nachweis modifizierter Peptide:

Die Entwicklung der Electrospray-lonisation [110] hat zu einer enormen Vereinfachung der
Proteinsequenzierung mittels Massenspektrometrie gefiihrt. Sie wird heute in einer Vielzahl
von Anwendungen zur Proteincharakterisierung (,Proteomics®) eingesetzt, wozu auch die
Untersuchung kovalenter Proteinaddukte zahlt.

Eine Reihe von in vitro hergestellten Hamoglobinaddukten (Methylbromid, Epichlorhydrin,
Styrenoxid) wurden bereits mit dieser Analysentechnik untersucht, wobei es mdglich war,
auch die genauen Bindungsstellen im Protein zu lokalisieren.

Dabei ist es von entscheidender Bedeutung, die zu untersuchenden Proteine mittels
spezifischer Proteasen in kleinere Peptide zu zerlegen, deren Aminosauresequenz (und die
entsprechenden Modifikationen) dann durch Tandemmassenspektrometrie ermittelt werden
kann. Da zum Nachweis des Adduktes neben der Retentionszeit auch das jeweilige
Fragmentionenmuster herangezogen werden kann, besitzt die Methode eine sehr hohe
Spezifitat. Gleichzeitig kommt es, bedingt durch die zweistufige Massenanalyse, bei der
Tandemmassenspektrometrie zu einer Reduktion des Untergrundrauschens (,Background
noise“), was mit einer Erhéhung des Signal/Rausch-Verhaltnisses und damit gunstigen
Nachweisgrenzen einhergeht [111]. Nachweisgrenzen, die vergleichbar der GC/NCI/MS-
Analytik sind, werden durch Miniaturisierung des flissigkeitschromatographischen Systems
(,nano-flow*, Sdulendurchmesser 75-300um) erreicht. Durch die duf3erst geringen Flussraten
(nL-pL/min) kommt es zu einer ausgepragten Steigerung der Effizienz des Electrosprays und
einem starken Empfindlichkeitsanstieg [112], [113].

Angewandte Methode zur Freisetzung und Nachweis des Adduktes:

Der Nachweis kovalenter Addukte von NAPQI am Hamoglobin im Rahmen dieser Arbeit
wurde Uber den Nachweis modifizierter Peptide nach enzymatischer Freisetzung mittels LC-
(ESI)-MS(/MS) durchgefuhrt. Die Methode wurde ausgewahlt, weil sie sich unter den
beschriebenen Methoden als vergleichsweise selektiver darstellte und dartberhinaus als
einzige gestattete, neben dem Nachweis einer kovalenten Bindung von NAPQI auch dessen
genaue Bindungsstellen zu lokalisieren. Dartber hinaus wurde das Messprinzip als leichter
Ubertragbar auf andere Fragestellungen und damit universeller angesehen als die Methoden,
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die auf einem direkten Nachweis des Adduktes oder modifizierter Aminosauren beruhten.

Die selektive Bindung des NAPQI an nur einer Stelle im Hamoglobin, dem Cys93 der -
Globinkette vereinfachte die Untersuchungsmethode, da die Detektion auf zwei Peptide
(LH(C+NAPQI)DKLHVDPE / LHCDKLHVDPE) beschrankt werden konnte. Dabei bot sich
das native Peptid LHCDKLHVDPE als interner Standard an, da es bei der Proteolyse in
gleichem Umfang wie LH(C+NAPQI)DKLHVDPE entstehen sollte. Somit konnten Variationen
im Proteolysegrad sowie im Hamoglobingehalt der Probe ausgeglichen werden.

Dies erschien flr die Arbeit als besonders geeignet, da als Untersuchungsmaterial teilweise
hamolytische Vollblutproben eingesetzt wurden, die neben Hamoglobin auch Serumbestand-
teile enthielten.

5.1.2.c Freisetzung des modifizierten Peptides durch Proteolyse

Trysinhydrolyse

Trypsin ist die in der Proteinanalytik am haufigsten eingesetzte Protease. Dies ist begrindet
durch die hohe Spezifitat, die Haufigkeit der Schnittstellen und die Grdosse der entstehenden
Peptide. Arginin und Lysin, an deren C-Terminus die Hydrolyse durch Trypsin stattfindet (von
einigen Ausnahmen abgesehen, siehe 3.3.6) stellen 5,6% bzw. 5,7% aller Aminosauren des
.Human genome protein file* [95]. Dies bedeutet, dass in humanen Proteinen
durchschnittlich mehr als jede zehnte Aminosaure durch Trypsin gespalten werden kann. Bei
der Hydrolyse entstehen Peptide mit einer fir die Sequenzierung mittels Tandemmassen-
spektrometrie geeigneten Grosse (<3000 Da), die dazu am C-terminalen Ende immer eine
basische Aminosaure tragen, welche sich im positiven Electrospray gut ionisieren Iasst.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Proteolyse des Hamoglobins
zunachst mit dieser Protease durchgefihrt. Es zeigte sich jedoch, dass sich grossere Teile
der Aminosauresequenz wie a(100-127) und B(83-120) nicht in entsprechenden Peptiden
wiederfanden. Die fehlenden Peptide stellten den hydrophoben inneren Teil des
Hamoglobinmolekils (,Hydrophobic Core®) dar und enthielten allesamt Cystein.

Unter den alkalischen Bedingungen eines Trypsinverdaus kam es vermutlich zur Ausbildung
von homo- und heterodimeren Disulfiden, die massenspektrometrisch schwer zu detektieren
sind, was bereits an anderer Stelle beschrieben wurde [114]. Im Rahmen der Untersuchung
von Hamoglobinopathien, die durch Substitution von Aminosauren im ,Hydrophobic Core®
des Hamoglobins ausgelést werden, wurde ein Verfahren entwickelt mit welchem die
tryptischen Peptide des ,Hydrophobic Core* (BT10-fT12) detektiert werden konnten [115].
Dazu wurde eine Derivatisierung der Cysteinylgruppen in Form einer Oxidation zu
Cysteinsaure durchgefuhrt.

Da zum Nachweis von Addukten am Cystein eine solche Derivatisierung als unglnstig
erschien (hinsichtlich einer moglichen Veranderung der Addukte und der Quantifizierung),
wurden alternativ die Spaltung mit HCOOH und die Hydrolyse mit VV8-Protease untersucht.
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Spaltung mit Ameisenséure:

Spezifische chemische Hydrolyseverfahren fir ausgewahlte Peptidbindungen sind die
Cyanbromidspaltung am Methionin [116] sowie die Spaltung an Aspartylresten durch
Ameisensaure [95].

Da humanes Hamoglobin nur drei Methionin enthalt, kann es mittels Cyanbromidspaltung
nicht ausreichend hydrolysiert werden. Asparaginsaure ist hingegen eine deutlich haufiger
vorkommende Aminosaure (4,9% des ,Human Genom Protein Files), so dass eine
Hydrolyse hier als effektiv angesehen wurde. Nach Hydrolyse des Hamoglobins mit den
beschriebenen Bedingungen von [95] konnten jedoch Teile der B-Globinsequenz nicht in den
entsprechenden Peptiden wiedergefunden werden. Der Vergleich der experimentell
bestimmten Peptidmassen mit den theoretisch berechneten zeigte in grosseren Teilen keine
Ubereinstimmung, was darauf hindeutete, dass neben der Hydrolyse von Aspartylresten
stérende Nebenreaktionen (wie z.B. Formylierungen (+28 Da), Bildung von Pyroglutamat,
Cyclisierungen (-18 Da)) abgelaufen waren. Zudem konnten mehrere Peptide desselben
Sequenzbereiches detektiert werden, die sich in den endstandigen Aspartylresten (+/- 115
Da) unterschieden. Dies war als mechanistisch bedingt anzusehen, denn die Hydrolyse, die
Uber ein cyclisches Intermediat vermittelt wird, kann sowohl N- als auch C-terminal zum
Aspartylrest eintreten [95].

Obwohl die Methode kurze Hydrolysezeiten (2h) ermdglichte und ohne stérende Puffer
arbeitete, erschien die Hydrolyse fiir die vorgesehene Untersuchung nicht als sehr geeignet,
da moglicherweise dasselbe Addukt in mehreren unterschiedlichen Peptiden auftauchen
koénnte, was die Nachweisgrenze negativ beeinflussen und die Quantifizierung erschweren
wlrde.

Spaltung mit V8-Protease:

Endoproteinase GluC, gewonnen aus Staphylococcus aureus (V8-Protease), wird bereits als
hydrolytisches Enzym in der Hamoglobinanalytik (Bestimmung des HbA1c) eingesetzt [117].
Das Enzym besitzt eine Spezifitat flir Glutamatreste in Ammoniumacetat bei pH 4,0 [118],
[96]. Dies erschien gunstig, da Cysteinylreste in schwach saurem Milieu eine hoéhere
Oxidationsstabilitat besitzen. Die Untersuchung der Peptide nach Proteolyse ergab eine
vollstandige Wiederfindung der Aminosauresequenz von a- und B-Globin, was eine
Identifikation moglicher Bindungsstellen im gesamten Hamoglobinmolekil gewahrleistet.
Weshalb chargenabhangige Unterschiede im Hydrolysemuster, bei der auch Spaltungen an
anderen Aminosauren beobachtet wurden, auftraten, bleibt unklar, jedoch wurde hieraus kein
nachteiliger Effekt erkennbar. Bei der Identifizierung der NAPQI-Bindungsstellen war dies
sogar vorteilhaft, da zusatzliche Hydrolysestellen einen starkeren Abbau des (an Glutamat
armen) a-Globins verursachten. Eine Beeintrachtigung der spateren Quantifizierung durch
diese zusatzlichen Hydrolysestellen konnte durch die Verwendung des nativen Peptides als
internen Standard ausgeschlossen werden.
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5.1.2.d Nachweisgrenze

Die erzielte Nachweisgrenze von 1pmol/mg ist hoch im Vergleich zu den Nachweisgrenzen,
die zum Teil bei den Bestimmungen von N-Alkyl-Valin-Addukten mittels GC/NCI/MS (z.B.
[119], [120], 1-10 fmol) erreicht wurden. Sie zeigte sich aber vergleichbar mit ahnlichen
HPLC-MS/MS-Untersuchungsmethoden, wie z.B. dem Nachweis von Methylbromid-Hamo-
globinaddukten ([121], 0,75 pmol/mg).

Die Untersuchungsmethode von Muldrew et al [54] zum Nachweis von NAPQI-
Cysteinaddukten, erlaubte den Nachweis von ca. 3 pmol/mg Protein. Dartber hinaus lagen
die im Tierexperiment [53] beobachteten Konzentrationen von kovalent gebundenem NAPQI
am Maushamoglobin bei 200pmol/mg und damit zwei Gréssenordnungen oberhalb der
ermittelten Nachweisgrenze.

Deshalb wurde die erreichte Nachweisgrenze als ausreichend angesehen, eine niedrigere
Nachweisgrenze hatte eine zusatzliche Anreicherung des LH(C+NAPQI)DKLHVDPE-
Peptides sowie eine weitere Miniaturisierung der HPLC mit einer Verbesserung der
massenspektro-metrischen Detektion erfordert.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 In vitro Adduktbildung

Die Ausbildung kovalenter Hamoglobinaddukte ist prinzipiell eine Reaktion einer
elektrophilen Spezies mit Nucleophilen innerhalb des Proteins, wobei unterschiedliche
Reaktionsmechanismen (z.B. SN1, SN2, 1,4-Addition) zugrunde liegen kénnen.

Fur die Reaktion eines einfachen Alkylanz (Methylbromid) mit einem nucleophilen
Bindungspartner (SN2) fanden Swain und Scott [122] die Beziehung log(ky/kH0)=S*N, wobei
ky die Reaktivitat des Alkylanz gegentber dem nucleophilen Partner und knoo die Reaktivitat

gegenlber Wasser beschreibt. ,S“ ist die Substratkonstante und ,N“ die Starke des
Nucleophils. Schwefel in Thiolen besitzt dabei eine Nucleophilie von N=5, Stickstoff (primare
Amine und Heteroyclen) N=3-5 und Sauerstoff (Carboxylgruppen und Hydroxylgruppen)
N=1-4. Bezogen auf Biomolekule ergibt sich daraus eine prinzipiell abnehmende
Nucleophilie der Reihenfolge Protein-SH > Protein-NH2 > DNA-N > DNA-O [12].

Wie aus der Swain-Scott-Beziehung ersichtlich ist, beeinflusst auch die Art des elektrophilen
Bindungspartners die Reaktion. So kdnnen unterschiedliche Alkylanzien am gleichen Protein
an deutlich verschiedenen Aminosaureresten reagieren und entsprechend unterschiedliche
Adduktmuster hervorrufen. Dies wurde in vitro am Hamoglobin mit Ethylenoxid und N-(2-
Hydroxyethyl)-N-nitrosoharnstoff gezeigt [123]. In Anlehnung an die Terminologie von [124]
werden harte und weiche Elektrophile unterschieden. Elektrophile, die Uber ein grofdes,
wenig polarisierbares Akzeptoratom mit leicht anregbarem Elektronensystem verfligen,
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werden als ,weiche“ Elektrophile, wahrend Elektrophile mit starker positiver Ladung und von
kleiner GroRe als ,hart“ bezeichnet werden.

In Analogie zu [124] reagieren ,harte” Elektrophile (z.B. Alkylcarbeniumionen) bevorzugt mit
,harten“ Nucleophilen (z.B. Purin/Pyrimidin-Sauerstoff), wahrend ,weiche“ Elektrophile (z.B.
alpha-R-ungesattigte Carbonylverbindungen) mit ,weichen“ Nucleophilen (z.B. Cystein-SH)
reagieren [12].

Vor diesem Hintergrund war bei der untersuchten Reaktion zwischen NAPQI und dem
Hamoglobin prinzipiell eine bevorzugte Bindung des NAPQI (,weiches Elektrophil®) an
Cysteinylreste (,weiches Nucleophil) des Hamoglobins anzunehmen. Allerdings spielen bei
der Reaktion mit Biopolymeren stets auch sterische Effekte, mechanistische Einflisse sowie
die Reaktionsumgebung (pH, lonenstarke) eine groRe Rolle, so dass sich die Vorhersage
des Bindungsverhaltens schwierig gestaltet.

BCys112

Abb.58: Molekiilmodell des Hamoglobins nach [125] (Hamgruppen sind gelb (hell) gezeichnet,
Cysteinreste jeweils nur einmal dargestelit)

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Experimenten wurde kovalent gebundenes
NAPQI am humanen Hamoglobin nur an einer einzelnen Aminosaure, dem RCys93,
gefunden. Dies steht im Einklang mit den obigen Uberlegungen und bestétigt die Ergebnisse
von Axworthy [563]. Sie zeigten, dass Cystein die einzige Aminosaure ist, welche nach
Verabreichung hepatotoxischer Dosen PCM im murinen Hamoglobin durch NAPQI
modifiziert wird.
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Dabei konnte mit der vorliegenden Arbeit dariber hinaus gezeigt werden, dass die Bindung
am humanen Hamoglobin selektiv an nur einem von drei mdglichen Cysteinylresten
(BCys93, BCys112, aCys104) erfolgt. Abb.58 zeigt ein Modell des Hamoglobins (NMR, [125])
mit den Lokalisationen der Cysteinreste, wobei diese im Tetramer (a2B2) jeweils zweimal
vorhanden sind.

Wahrend die Thiolfunktion des Cys93 der B-Globinkette an der Oberflache des Molekiils
exponiert ist, liegen die Thiolfunktionen von BCys112 und aCys104 weiter innerhalb des
Tetramers und sind schlechter zuganglich [126], [127]. Daraus resultiert eine erhdhte
Reaktivitat gegenuber Elektophilen, die bereits an anderer Stelle experimentell
nachgewiesen wurde [126],[127],[128]. So konnte beispielsweise eine selektive Bindung am
BCys93 fiur Stickstoffmonoxid (NO) gezeigte werden, nur bei einem sehr grossen
Uberschuss an NO (100:1) konnte auch eine Bindung an aCys104 und BCys112 beobachtet
werden. Ob eine solche auch mit einem Uberschuss des NAPQI am Hamoglobin auftritt,
wurde in dieser Arbeit nicht untersucht und kann somit nicht beantwortet werden. Jedoch ist
von solch einem Uberschuss des NAPQI gegeniiber Hdmoglobin in vivo nicht auszugehen,
was die geringe Umsetzung des Hamoglobins im Tierexperiment [53] selbst bei sehr hohen
PCM-Dosen gezeigt hat.

Die unterschiedliche Reaktivitdt der Cysteinylreste im Hamoglobin wurde auch bei der
Reaktion von Methylbromid mit Hamoglobin in vitro [128] beobachtet. Bei einem Uberschuss
an Methylbromid (10x) traten Methylierungen an einer Vielzahl von unterschiedlichen
Aminosaureresten (15xa, 11xB) auf, wobei alle Cysteinylreste vollstandig methyliert waren.
Bei Verwendung aquimolarer Mengen an Methylbromid und Ha&moglobin zeigte sich eine
unterschiedliche Methylierung von BCys93: aCys104: Cys112 im Verhaltnis 7:2:1.

Die besondere Reaktivitat des BCys93 zeigt sich desweiteren auch darin, dass dieses als
einziger Cysteinrest des Hamoglobins in vivo ein kovalentes Glutathionaddukt bildet [129].

5.2.2 Diskussion der Ergebnisse am Hamoglobin aus isolierten Erythrocyten

In keiner der Blutproben von Patienten nach PCM-Exposition, aus denen Hamoglobin nach
Isolation und Waschen der Erythrocyten gewonnen wurde, konnte kovalent gebundenes
NAPQI nachgewiesen werden, obwohl bei mehreren Patienten (PS, SS1, CS, BW)
nachweislich massive Intoxikationen bestanden hatten und zudem im Tierexperiment eine
solche Bindung nachgewiesen wurde [53].

Allein durch die hohen Konzentrationen an PCM im Serum der Patienten (bis 340 mg/L)
bestand nach allgemein glltiger Auffassung ein hohes Risiko bezlglich einer Hepatotoxizitat
(Rumack-Matthew), wenngleich auch keine laborchemischen Daten (AST/ALT, PT, Bilirubin)
der Patienten zur Verflgung standen, anhand derer eine Leberschadigung ersichtlich
gewesen ware.

Tierexperimentelle Untersuchungen [54] haben gezeigt, dass kovalent gebundenes NAPQI
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sowohl in der Leber, als auch im Serum bereits 15 Minuten nach i.p.-Applikation und damit
weit vor Eintritt der Leberschadigung nachweisbar ist. Auch bei der Untersuchung von
humanen Serumproben nach PCM-Intoxikation konnten kovalente NAPQI-Cystein-Addukte
im Serumprotein bereits 2h nach Ingestion ohne Nachweis einer Leberschadigung (AST=16/
ALT=35) beobachtet werden.

Eine Verhinderung der NAPQI-Bindung an Hadmoglobin durch eine Behandlung mit NAC, die
bei den Patienten mit hohem Risiko fiir eine Leberschadigung vorgenommen wurde, ist nicht
zu erwarten, denn die kovalente NAPQI-Bindung im Tiermodell wurde auch beobachtet,
wenn durch eine Verabreichung von NAC (bis zu 2h nach i.p.-Applikation des PCM) die
Leberschadigung verhindert wurde [130]. Darlberhinaus wurden auch die Patienten von
[70], bei denen NAPQI-Cys im Serumprotein nachgewiesen werden konnten, allesamt mit
NAC behandelt.

Die NAPQI-Hb-Addukte, die bei der Untersuchung am Mausmodell mit Dosierungen von
400mg/kg beobachtet wurden, lagen in einem Bereich von 0,2 nmol/mg Hb. Mit der
beschriebenen Methode (Nachweisgrenze ca. 1pmol/mg) sollten NAPQI-Hb-Addukte am
humanen Hamoglobin auch in einem deutlich niedrigeren Konzentrationsbereich
nachweisbar sein. Trotzdem konnten diese in keiner der untersuchten Probe nachgewiesen
werden.

Eine mdgliche Erklarung fur die Diskrepanz gegenlber den Experimenten im Tierexperiment
[53] kdnnten unterschiedlich reaktive Cysteinreste in humanem Hamoglobin und Hamoglobin
von Nagetieren sein [131]. BCys93, an welchem die NAPQI-Bindung in der vorliegenden
Arbeit nachgewiesen wurde, liegt in einem hoch konservierten Bereich des Molekiils. Dieser
weist bei vielen Spezies eine identische Aminosauresequenz auf, so dass auch Mause- und
Rattenhamoglobin BCys93 enthalt. Daruberhinaus wurden bei Nagetieren weitere
Cysteinylreste nachgewiesen. Rattenhamoglobin besitzt an Position 125 ein Cystein,
welches gegenuber Elektrophilen eine aufierordentlich hohe Reaktivitat aufweist [121]. So
zeigte sich, dass die Umsetzung mit DTNB (5,5-Dithio-bis-(2-Nitro-Benzoesaure)) am
BCys125 mit einer 4000fach hoéheren Geschwindigkeit ablief als am BCys93 und dartber
hinaus um einen Faktor 100 schneller war als die Reaktion mit Glutathion. Mit einem auf der
Umsetzung von Benzochinon beruhenden Assay zum Nachweis von ,fast-reacting
Cysteins® [132], konnten solche hochreaktiven Cysteine auch im Hamoglobin des
Meerschweinchens (ebenfalls BCys125), im Hamoglobin von Mausen, nicht jedoch in
humanem Hamoglobin nachgewiesen werden. Bei Mausen wird die B-Globinkette entweder
in einer einzigen Form (z.B. C57-Mause) oder aber in diffuser Form (z.B. DBA-Mause)
exprimiert [29 aus 144], weshalb bei diesen vom Stamm abhangige Unterschiede sichtbar
wurden. C57 Mause zeigten keine hochreaktiven Cysteinreste, wahrend DBA-Mause ein
schnell reagierendes Cystein besitzen, welches als 13Cys identifiziert wurde.
BALBc-Mause, bei denen im Tierversuch die kovalente NAPQI-Bindung am Hamoglobin
nachgwiesen wurde, besitzen ebenfalls dieses reaktive $13Cys [133].
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Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass die Reaktion von NAPQI mit BALBc-
Mausehamoglobin und humanem Hamoglobin nicht direkt vergleichbar ist, denn das BALBc-
Mausehamoglobin weist eine bedeutend héhere Reaktivitat gegenuber Elektrophilen auf als
humanes Hamoglobin. Insbesondere ist zu bedenken, dass die BALBc-Hamoglobinreaktivitat
um ein Vielfaches héher ist als die des Glutathions, was bei humanem Hamoglobin nicht der
Fall ist. In Erythrocyten besitzt GSH eine Konzentration ca. 10umol/g Hb [134], was
bedeutet, dass GSH in Erythrocyten in einer mit Hdmoglobin vergleichbaren Stoffmenge
enthalten ist. Aufgrund des hohen Reaktivitatsunterschiedes ist es vorstellbar, dass NAPQI in
humanen Erythrocyten durch GSH gebunden wird, wahrend es in Mauseerythrocyten
bevorzugt mit dem BCys13 reagiert.

5.2.3 Diskussion der Ergebnisse in hamolysierten Vollblutproben

Kovalent gebundenes NAPQI konnte in 50 der 65 Proben, bei denen Hamoglobin aus
hamolysierten Vollblutproben untersucht wurde, nachgewiesen werden. Dabei fiel auf, dass
NAPQI hier in teilweise sehr grosser Menge (>600pmol/mg Hb) am Hamoglobin gebunden
wurde. Die im Tierexperiment festgestellten Konzentrationen (200pmol/mg) wurden deutlich
Uberschritten und auch die Konzentrationen an kovalentem NAPQI im Serum, die bei
Patienten nach PCM-Intoxikation nachgewiesen wurden, lagen niedriger (pmol/mg [58].
Darlber hinaus zeigte sich, dass kovalent gebundenes NAPQI nur in den Proben
nachgewiesen wurde, in denen auch freies PCM enthalten war. Zudem war eine Korrelation
zwischen freier PCM und NAPQI-Hb-Konzentration erkennbar.

In vivo gebildete Hamoglobinaddukte werden im Allgemeinen sehr langsam abgebaut, die
Stabilitat ist bedingt durch die Lebensdauer der Erythrocyten, die zwischen verschiedenen
Species variiert [19]. Bei einer akuten Exposition von humanem Hamoglobin mit NAPQI, wie
es im Rahmen einer akuten PCM-Intoxikation zu erwarten ware, wirden in Erythrocyten
jeden Alters NAPQI-Hb-Addukte gebildet werden. Da die Lebensdauer von Erythrocyten im
Menschen etwa 126 Tage betragt, ware davon auszugehen, dass taglich 1/126 der NAPQI-
Addukte abgebaut wirden, was einer Eliminationskinetik 0. Ordnung entspricht. Einen Abfall
der NAPQI-Hb-Konzentration auf die Halfte (,Halbwertszeit“) wirde man nach 63 Tagen
erwarten.

Dem wiedersprachen die Ergebnisse der Untersuchungen der Patienten, von denen mehrere
Blutproben zur Verfligung standen, die in zeitlicher Abfolge enthommen worden waren.

Auch wenn die genauen zeitlichen Abstande der Blutentnahmen nicht bekannt waren, zeigt
der Abfall der PCM-Serumkonzentrationen (HWZ<4h), dass die Abstande nicht mehr als 24
Stunden betrugen. Bereits in dieser kurzen Zeit war ein nicht erklarbarer Abfall der NAPQI-
Hb-Konzentration festzustellen, der gegen eine in vivo-Entstehung der nachgewiesenen
Addukte spricht.

Die starke Abnahme der NAPQI-Hb-Addukte nach Proteinprazipitation (bei 6 von 9 Proben
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konnte nach Aceton/HCI-Prazipitation uberhaupt kein NAPQI-Hb mehr nachgewiesen
werden) zeigte, dass an der Bildung der nachgewiesenen Addukte Species beteiligt sein
mussten, die durch Behandlung mit Aceton/HCI entfernt wurden. Als solche erschienen am
ehesten freies PCM (I6slich in Aceton/HCI) sowie Ham in Frage zu kommen, welche beide
bei der Prazipitation abgetrennt wurden.

Der Verbleib an gebundenem NAPQI bei 3 der 9 Proben auch nach der Prazipitation kénnte
daneben auf eine Entstehung bei der Lagerung der Proben hindeuten. Durch die in vitro-
Inkubationsexperimente konnte gezeigt werden, dass es letztlich unter den Bedingungen der
Probenaufarbeitung (V8-Proteasenverdau, Ultrafiltration) zu einer ausgepragten kovalenten
Bindung von PCM an Hamoglobin in Anwesenheit von freiem PCM (100 mg/L) kommt.

Dabei scheint Ham hierflr unerheblich zu sein, denn auch die Inkubation von (hamfreiem)
prazipitiertem Globin mit PCM flhrte zur dessen kovalenter Bindung am BCys93.

Zur Klarung der Ursache dieser Reaktion zwischen freiem PCM und BCys93 schien es
sinnvoll ein zweites, einfacher nachweisbares Cysteinderivat mit zu untersuchen. Die
Reaktion zwischen NAPQI und GSH ergab zwei NAPQI-GSH-Additionsprodukte, was auch
an anderer Stelle bereits beschrieben wurde [104].

Die Inkubation von GSH und PCM fihrte nicht zur Bildung eines NAPQI-GSH-Adduktes,
woraus geschlossen werden kann, dass PCM unter den verwendeten Bedingungen nicht
spontan (z.B. Luftsauerstoff) oxidiert wurde.

Die Inkubation aus PCM, GSH und V8-Protease, bei der ebenfalls kein NAPQI-GSH-Addukt
gebildet wurde, zeigte, dass auch das verwendete Enzym nicht ursachlich fiir die Reaktion
sein konnte.

Jedoch ergab die Inkubation von Hamoglobin, Deoxyhamoglobin sowie prazipitiertem Globin
in Anwesenheit von PCM und GSH jeweils NAPQI-GSH-Addukt. Daraus konnte geschlossen
werden, dass eine Reaktion des Proteinanteils des Hamoglobins mit dem PCM erfolgt sein
musste, welches dann (vermutlich Uber intermediares NAPQI) am BCys93 kovalent
gebunden wurde.

Die Ergebnisse der Inkubation von Hamoglobin, GSH und PCM mit V8-Proteasenverdau
deuten darauf hin, dass die Addition von NAPQI am GSH starker ausgepragt war als am
BCys93, was aufgrund der unterschiedlichen Reaktivitat der Cysteinreste (s.0.) zu erwarten
ware.

Als Reaktionspartner im Protein, der méglicherweise in der Lage ware, PCM zu oxidieren,
kommen disulfidische Cystinreste in Betracht. Humanes Hamoglobin besitzt diese in Form
des Glutathionyl-Hamoglobins, bei welchem vom Cystein eines Glutathions und dem BCys93
ein heterodimeres Disulfid gebildet wird.

Zur Beantwortung der Frage, ob dieses in der Lage ist, PCM zu oxidieren, sind weitere
Experimente erforderlich, die nicht im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurden.
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Fazi

Kovalente Hamoglobinaddukte des lebertoxischen PCM-Metaboliten NAPQI konnten, nach
Isolation des Hamoglobins aus Blutproben von Patienten mit PCM-Intoxikation, nicht
nachgewiesen werden.

Sie sind somit keine geeigneten Biomarker einer Intoxikation und koénnen nicht zur
Beurteilung einer Intoxikation herangezogen werden. Offen bleibt die Frage, ob NAPQI-
Addukte am humanen Hamoglobin bei PCM-Intoxikationen Uberhaupt nicht gebildet werden,
oder ob sie in solch geringer Konzentration auftreten, dass die Nachweisgrenze der
verwendeten Analysenmethode (ca. 1 pmol NAPQI/mg Hb) einen Nachweis nicht gestattet.
Die Diskrepanz zu den Ergebnissen im Tierversuch, bei denen nach Verabreichung
hepatotoxischer Dosen an PCM hohe Konzentrationen an NAPQI-Hb-Addukten (200 pmol
NAPQI/mg Hb) beobachtet wurden, kann mit den beschriebenen Unterschieden zwischen
humanem und murinem Hamoglobin erklart werden. Hierbei kénnte ausschlaggebend sein,
dass humanes Hamoglobin eine deutlich geringere Reaktivitat als Glutathion gegenlber
Elektrophilen zeigt und NAPQI in humanen Erythrocyten deshalb bevorzugt mit Glutathion
reagiert.

Der Nachweis hoher Konzentrationen an NAPQI-Hb (>600 pmol NAPQI/mg Hb) in
hamolysierten Vollblutproben verdeutlicht, dass bei der Verwendung von Proteinaddukten als
Biomarker sichergestellt werden muss, dass die nachgewiesenen Addukte auf eine
Entstehung in vivo zurickzufuhren sind. Es ist moglich, dass Uberlagernde Nebenreaktionen
in vitro zu einer Verfalschung der Ergebnisse und damit zu einer fehlerhaften Beurteilung
fuhren. Das Auftreten solcher storender Nebenreaktionen, die letztlich zu einer
Adduktbildung in vitro gefuhrt haben, wurde z.B. auch bei der Untersuchung von
Ethylenoxid-Addukten des Hamoglobins beobachtet [135]. Dabei war bei Lagerung der
Proben eine signifikante Zunahme der Adduktkonzentrationen zu beobachten, was
vermutlich durch die Bildung von Ethen verursacht worden war, letztlich jedoch nicht
nachgewiesen wurde. Die solchen unerwlinschten Nebenreaktionen zugrundeliegenden
Mechanismen kénnen unterschiedlichster Natur sein, entsprechend aufwendig gestaltet sich
ihre Aufklarung.

So konnte auch die Entstehung der NAPQI-Hb-Addukte in vitro, die bei den hier
durchgefihrten Untersuchungen beobachtet wurden, nicht abschliessend geklart werden.

Es erscheint deshalb unerlasslich, die Stabilitat von Proteinaddukten sowie die Plausibilitat
der Messwerte zu uberprifen, um eine modgliche Verfalschung durch diagnostisch

unerwilnschte Nebenreaktionen erkennen zu konnen.

Der Einfluss stérender Nebenreaktionen bei der Untersuchung der Patientenblutproben in
dieser Arbeit offenbarte sich bei Ergebnissen, die einer in vivo Bildung der nachgewiesenen
NAPQI-Hb-Addukte widersprachen:
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-Der Nachweis von NAPQI-Hb-Addukten in hamolysiertem Vollblut, nicht aber in Lysaten aus
gewaschenen Erythrocyten von gleichzeitig abgenommenen Blutproben derselben
Patienten.

-Die im Verhaltnis zum Tierexperiment [53] deutlich hbheren Konzentrationen an NAPQI-Hb-
Addukten.

-Der rasche Konzentrations-Abfall des NAPQI-Addukts in hamolysierten Vollblutproben, die
am gleichen Patienten in kurzen zeitlichen Abstéanden (im Bereich von einigen Stunden)
hintereinander abgenommen worden waren.

-Die starke Abnahme der NAPQI-Hb-Adduktkonzentration (bis zum Verschwinden) bei
Prazipitation des Globins.

-Die Korrelation der NAPQI-Hb-Adduktkonzentrationen in den hamolysierten Vollblutproben
mit den dort gemessenen Konzentrationen an freiem PCM.

Die Ergebnisse zeigen auch, dass eine Isolation und eine ausreichende Reinigung des
Proteins, die hier durch das Abtrennen und Waschen der Erythrocyten erfolgte, ein wichtiger
Schritt bei der Probenvorbereitung darstellt und nicht durch eine Analysenmethode mit hoher
Spezifitat ersetzt werden sollte.

.4 Ausblick

Der Nachweis von an Proteinen gebundenen Fremdstoffen oder deren Metaboliten hat sich
als wichtiges Hilfsmittel bei der Untersuchung verschiedenster (z.B. umwelttoxikologischer
oder arbeitsmedizinischer) Fragestellungen etabliert.

Anwendungen in der klinischen oder auch forensischen Toxikologie haben sich hieraus
bisher jedoch nicht entwickelt, obwohl auch hier makromolekular gebundene Fremdstoff-
metabolite besonders aufgrund ihrer langen Nachweisbarkeit von Interesse sein kdnnten.

Im konkreten Fall, bei der Beurteilung von PCM-Intoxikationen, hat (unspezifisch)
makromolekular gebundenes NAPQI-Cys bereits seine Moglichkeiten aufgezeigt [67],[69],
[70], jedoch fehlt bisher ein spezifischer Nachweis des Adduktes an definierten Proteinen.
Kovalente Hamoglobinaddukte sind als solche nicht geeignet, was die in dieser Arbeit
durchgeflihrten Untersuchungen belegt haben.

Erfolgversprechender konnte bei der Untersuchung von PCM-Intoxikationen in Zukunft die
gezielte Untersuchung von Addukten an Proteinen mit direktem hepatischem Ursprung sein,
fir welche eine héhere Exposition gegentber NAPQI zu erwarten ist.

Die Methode, die im Rahmen dieser Arbeit Untersuchung von NAPQI-Hb-Addukten
entwickelt und verwendet wurde, ist hierfiir von ihrem Ansatz her prinzipiell geeignet, so dass
weiterfiihrende Anwendungen denkbar sind.
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6 Zusammenfassung

A. 7 mmenf: n

Der Nachweis einer Paracetamol-(PCM)-Intoxikation im Rahmen der klinisch-toxikologischen
Analytik basiert heute auf der Bestimmung und Interpretation der PCM-Konzentration im
Blut. Aufgrund der kurzen PCM-Halbwertszeit und der mehrtagigen Latenz bis zur
Entwicklung einer mdglicherweise tddlichen Leberschadigung ist die Bewertung niedriger
PCM-Konzentrationen hinsichtlich der Prognose oder Atiologie pathologischer Leberwerte
problematisch, wenn Angaben uber den Zeitpunkt der PCM-Aufnahme fehlen.
Winschenswert waren deshalb Messungen langerlebiger Metabolite, die auf der Entstehung
des toxischen Metaboliten N-Acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI) beruhen. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Hamoglobin-(Hb)-Addukte des NAPQI in
Blutproben von Patienten mit PCM-Intoxikation nachweisbar sind.

Zur Darstellung des Adduktes wurde NAPQI, welches durch Oxidation aus PCM gewonnen
wurde, mit Hb in vitro inkubiert und anschliessend analysiert. Nach chromatographischer
Trennung und massenspektrometrischer Detektion der Globine zeigte sich, dass bei der
Reaktion ausschliesslich ein Aquivalent NAPQI an der B-Globinkette des Hamoglobins
gebunden wurde.

Zur weiteren Untersuchung wurde eine Proteolyse (,Peptide Mapping“) des Hamoglobins
durchgefihrt. Hierbei wurden zwei enzymatische Methoden mit Trypsin und V8-Protease
sowie eine chemische Hydrolyse mit Ameisensaure verwendet. Es zeigte sich, dass die
mittels V8-Protease gebildeten Peptide eine vollstandige Wiederfindung der Aminosaure-
sequenz des Hb erlaubten und somit geeignet waren, die Bindungsstelle(n) des NAPQI zu
lokalisieren.

Die LC/MS-Analyse der V8-Peptide des NAQPI-Hb-Adduktes zeigte, dass die Bindung des
NAPQI nur an einem einzigen Peptid erfolgt. Dieses wurde tandemmassenspektrometrisch
als LH(C+NAPQI)DKLHVDPE (B91-101) identifiziert und somit nachgewiesen, dass die
Bindung am Cys93 des B-Globins erfolgte.

Hieraus abgeleitet wurde eine LC/MS/MS-Methode entwickelt und optimiert, die es
gestattete, das modifizierte V8-Peptid LH(C+NAPQI)DKLHVDPE in Blutproben nachzu-
weisen, wobei das nichtmodifizierte Peptid LHCDKLHVDPE als interner Standard zur
Quantifizierung verwendet werden konnte.

Zur Untersuchung standen 85 Blutproben von Patienten nach PCM-Exposition zur
Verfigung. Von 20 Proben, die durch Zusatz von EDTA ungerinnbar gemacht worden waren,
konnte Hb aus isolierten Erythrocyten gewonnen werden, wahrend es sich bei 65 Proben um
hamolysierte Vollblutproben handelte.

Das NAPQI-Hb-Addukt wurde in insgesamt 50 der hamolysierten Vollblutproben, die auch
signifikante Konzentrationen an freiem PCM enthielten, nachgewiesen. Dabei lagen die



112 Dissertation A. Miller: Zusammenfassung

festgestellten Konzentrationen (32-633 pmol NAPQI/mg Hb) teilweise deutlich héher, als in
vorangegangenen tierexperimentellen Untersuchungen beobachtet. Die Untersuchung
mehrerer, mit zeitlichem Abstand am gleichen Patienten entnommener Blutproben zeigte
eine unerwartet rasche Abnahme der Konzentration an NAPQI-Hb bis hin zum vollstandigen
Verschwinden innerhalb kurzer Zeit. In keiner der 20 Proben mit gewaschenen Erythrocyten,
aus denen das Hb isoliert worden war, fand sich NAPQI-Hb-Addukt, selbst in Proben massiv
intoxikierter Patienten (Nachweisgrenze ca. 1 pmol NAPQI/mg Hb).

Ebenso fand sich kein NAPQI-Hb-Addukt in 15 hamolysierten Vollblutproben, die kein freies
PCM enthielten.

Diese Befunde widersprachen einer in vivo Adduktbildung. In vitro durchgefihrte
Inkubationen zeigten, dass freies PCM in vitro in Anwesenheit von Hamoglobin oxidiert und
kovalent an diesem gebunden wurde. Somit waren die NAPQI-Hb-Addukte, die in den
hamolysierten Blutproben nachgewiesen wurden, nicht in vivo entstanden, sondern wurden
vielmehr durch freies PCM, das in diesen Proben vorhanden war, gebildet.

Die Untersuchungen in vitro zeigten, dass neben Hamoglobin auch isoliertes Globin in der
Lage war, PCM in vitro zu oxidieren. Zur Beantwortung der Frage, ob hierfur moglicherweise
das (disulfidische) Gluathionyl-B-Globin verantwortlich ist, sind weitere Untersuchungen
erforderlich.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass NAPQI-Addukte in humanem Hb bei PCM-
Intoxikation nicht oder in nur auferst geringem MaRe (<1pmol NAPQI/mg Hb) gebildet
werden. Dies widerspricht den Ergebnissen tierexperimenteller Untersuchungen, bei welchen
nach Verabreichung hepatotoxischer Dosen an PCM NAPQI-Hb-Addukte (200 pmol NAPQI/
mg Hb) bei der Maus beobachtet wurden. Mdoglicherweise ist diese Diskrepanz auf
molekulare Unterschiede und daraus folgend unterschiedlicher Reaktivitat der Cysteinyl-SH-
Gruppen von humanem und murinem Hamoglobin zurtckzufihren. Es zeigte sich, dass
BCys13 des murinen Hamoglobins eine um Gréssenordnungen hdéhere Reaktivitat
gegenuber Elektrophilen besitzt als das humane BCys93. In Mauseerythrocyten ist eine
bevorzugte Reaktion von Elektrophilen mit dem BCys13 des Hb zu erwarten, denn dieses
besitzt eine hdhere Reaktivitdt als Glutathion. In humanen Erythrocyten reagieren
Elektrophile hingegen moglicherweise bevorzugt mit Glutathion, welches eine hohere
Reaktivitat als BCys93 besitzt und in hoher Konzentration vorhanden ist.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass NAPQI-Hb-Addukte nicht zur Kklinisch-
toxikologischen Beurteilung von humanen PCM-Intoxikationen verwendet werden kénnen, da
sie in vivo nicht oder nur unzureichend gebildet werden. Fur zuklnftige Experimente
erscheint es als gunstiger, zum Nachweis von NAPQI-Addukten nach PCM-Intoxikation im
Menschen Proteine mit direktem hepatischem Ursprung zu untersuchen, welche vermutlich
eine deutlich héhere Exposition gegentuber NAPQI aufweisen als Hamoglobin.

Die Methode, die im Rahmen dieser Arbeit zur Untersuchung von NAPQI-Hb-Addukten
entwickelt und verwendet wurde, ist hierfur von ihrem Ansatz her prinzipiell geeignet.
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2. mm

The measurement and interpretation of Paracetamol-(PCM)-blood-concentrations in clinical
toxicology today is very common and provides objective evidence for PCM-overdosage.

Due to short half-life and longlasting latency of hepatotoxicity, the interpretation of low blood-
PCM-concentrations with regard to etiology and prognosis is difficult, when the time of PCM-
ingestion is not known.

A better evaluation might be possible by measurements of more persistent metabolites of the
toxic N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI).

In the present work, Hemoglobin-(Hb)-adducts of NAPQI were investigated.

Synthesis of the adduct was accomplished by incubation of hemoglobin and NAPQI,
obtained by oxidation of PCM. Chromatographic separation and mass spectrometry of the
globin chains indicated the covalent binding of a unique NAPQI to the 3-Globin.

For the further exploration, hemoglobin was decomposed by enzymatic digestion (Trypsin/
V8-Protease) and chemical cleavage (Formic acid) and the peptides were mapped. V8-
Proteolysis facilitated recovery of the whole amino acid sequence of Hb. Therefore this
enzyme was used to localize the binding sites of NAPQI.

By LC/MS- Analysis of the V8-Peptides derived from synthesized NAPQI-Hb-adduct, a single
modified peptide was detected and identificated as LH(C+NAPQI)DKLHVDPE (891-101) by
tandem mass spectrometry.

Consequently, the binding of NAPQI was unique to the BCys93.

A LC/MS/MS-method was developed for the detection of the LH(C+NAPQI)DKLHVDPE-
Peptide in human blood samples, using the native LHCDKLHVDPE as internal standard for
quantification.

85 blood samples from patients after PCM-overdosage were tested for the presence of the
NAPQI-Hb-Adduct. There were 20 anticoagulant-stabilized blood samples whose
hemoglobin was isolated by separation of red blood cells. 65 samples were from stored
hemolytic whole blood.

NAPQI-Hb-adducts were present in 50 hemolytic whole-blood-samples, in which also
significant concentrations of PCM could be detected. The NAPQI-Hb-adducts of 32-633 pmol
NAPQI/mg Hb exceeded the concentrations, which were observed in animal experiments.
There was a rapid decline of NAPQI-Hb-adducts until their disappearance in samples which
were taken at different time points from the same patient.

As well as in the 15 whole blood samples without detectable PCM-concentrations, in none of
the 20 anticoagulant-stabilized and separated RBC samples NAPQI-Hb-adducts could be
found, even in cases of severe PCM-intoxication (limit of detection appr. 1pmol NAPQI/ mg
Hb).

The results were inconsistent with in-vivo-origination of the detected NAPQI-Hb-adducts,
incubation experiments showed that PCM can be oxidized in-vitro by hemoglobin and binds
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covalently to the protein.

The detected adducts consequently derived from the in vitro oxidation of PCM in the
hemolytic whole blood samples and not from hepatic metabolism.

In addition to hemoglobin, the precipitated globin was able to oxidise PCM in vitro too, so it
was proposed that the disulfide Glutathionyl-R-Globin could be responsible for the in vitro
binding. The experimental confirmation would require additional studies.

The results of the present work revealed that there are either no or very low levels (<1pmol
NAPQI/ mg Hb) of NAPQIl-adducts in human Hb after PCM overdosage. This is in
disagreement with previous results of animal experiments, in which high levels of NAPQI-Hb
(200 pmol NAPQI/mg Hb) could be detected. This is probably caused by molecular
differences in human and murine Hb. There is a highly reactive BCys13 in murine Hb,
reacting much faster with electrophiles than the human BCys93. So, in the murine red blood
cells, NAPQI could preferentially bind to BCys13, exhibiting a higher reactivity than
glutathione.

In human red blood cells, electrophiles probably react preferentially with glutathione due to
higher reactivity with respect to the human BCys93. Glutathione is present in red blood cells
at concentrations similar to the Hb.

The present work indicated, that NAPQI-Hb-adducts are not suitable for the detection of
PCM overdosage, since there are either no or very low levels generated in vivo.

For future experiments, the investigation of NAPQI adducts in proteins, which derive directly
from the liver and exhibit higher exposure to NAPQI than Hb, could have more promise.

The present method can in principle be adapted for those investigations.
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Gefahrstoffe

Folgende verwendete Reagenzien und Lésungsmittel waren mit Gefahrenhinweisen und

Sicherheitsratschlagen nach § 6 der Gefahrstoffverordnung versehen:

Substanz Gefahrensymbole | Gefahrenhinweise Sicherheitsratschlage
Aceton F, Xi 11-36-66-67 9-16-26
Acetonitril F, Xn 11-20/21/22-36 16-36/37
Ameisensaure C 35 23.2-26-45
Citronensaure Xi 36 26

Monohydrat

Coffein Xn 22 1/2
Diethylether F+, Xn 12-19-22-66-67 9-16-29-33
Endoproteinase Xn 36/37/38-42/43 22-26-26/37-45
GluC

Kaliumhydroxid C 22-35 26-36/37/39-45
Methanol TF 11-23/24/25 7-16-36/37-45
Natriumhydroxid C 35 26-37/39-45
Paracetamol Xn 22-52/53 22-61
Salzsdure 1 M Xi 36/37/38 26

Silbernitrat C,N 34-50/53 26-45-60-61
Tert- F 11-66 16-23.2-29-33
Butylmethylether

Trifluoressigsaure | C 20-35-52/53 9-26

Tris- Xi 36/37/38 26-36
(hydroxymethyl-)-

aminomethan

Trypsin Xn 36/37/38-42 22-24-26-36/37
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