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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Chemische Kanzerogenese und Fremdstoffmetabolismus

Die Kanzerogenese ist ein mehrstufiger Prozess, der sich in Initiation, Promotion und
Progression unterteilt. Sowohl genetische Faktoren als auch krebserregende Einfliisse
chemischer, physikalischer oder biologischer Natur gelten als Risikofaktoren fiir diesen
Prozess. Neben den bekannten chemischen Kanzerogenen wie Bestandteilen des
Tabakrauches konnen selbst Medikamente oder Lebensmittel kanzerogen wirkende
Substanzen enthalten. Aus physikalischer Sicht ist beispielsweise UV-Licht als potentielle
Gefahrenquelle anzufiihren, wéhrend Onkoviren zu den biologischen Risikofaktoren fiir eine
Krebsentstehung zéhlen. Eine Schidigung der DNA stellt den ersten Schritt der
Kanzerogenese dar, deren weitere Schritte zur Bildung von Tumoren fithren kénnen.

Die genotoxische Wirkung kanzerogener Substanzen wie polyzyklischer aromatischer
Kohlenwasserstoffe (PAK) beruht auf ihrer Fahigkeit, mit der DNA zu reagieren und hierbei
DNA-Schéidigungen auszulosen. Diese Féhigkeit erhalten die meisten Kanzerogene jedoch
erst nach einer metabolischen Aktivierung wéhrend des sogenannten Fremdstoff-
metabolismus. Dieser Prozess beinhaltet eine Abfolge chemischer Reaktionen im Korper, die
lipophile Fremdstoffe in hydrophilere Metaboliten umwandeln und auf diesem Wege eine
Ausscheidung der Fremdstoffe ermdglichen. Hierbei lassen sich zwei Phasen unterscheiden:
Der Phase-I-Metabolismus wandelt apolare, lipophile Stoffe in polare Stoffe um und fiihrt
dabei funktionelle Gruppen ein oder aber demaskiert vorhandene Gruppen. AnschlieBend
konnen Enzyme des Phase-II-Metabolismus Konjugationsreaktionen des vor- oder
umfunktionalisierten Fremdstoffes mit endogenen, hydrophilen Molekiilen katalysieren.
Dieser Schritt erhoht die Wasserloslichkeit des Fremdstoffes und fordert seine Exkretion tiber
Leber und Niere. Verantwortlich fiir die Phase-I-Reaktionen sind die Cytochrom-P450-
abhingigen Monooxygenasen (CYPs), welche membrangebundene Enzyme des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) darstellen. Es sind mehr als 1000 unterschiedliche CYP-
Enzyme bekannt (Anzenbacher und Anzenbacherova 2001), was auf deren gro3e Bedeutung
im Zellstoffwechsel bei Eukaryoten und auch Prokaryoten hindeutet.

Die Aminosdurezusammensetzung der CYPs bestimmt deren Nomenklatur, wobei eine
Identitdt der Aminosduren von mehr als 40 Prozent die Enzyme in dieselbe Familie
(zum Beispiel 1, 2, 3) und von groBer als 50 Prozent in dieselbe Subfamilie (zum Beispiel
A, B, C) einteilt. Eukaryotische Formen werden mit Familiennummern kleiner als 100
gekennzeichnet, prokaryotische Formen besitzen Familiennummern grofler als 100. Das
humane Genom umfasst 18 Familien, die sich in 43 Subfamilien mit 57 aktiven Genen
klassifizieren (Guengerich 2004; Nelson 2009). Die CYPs verfiigen iiber eine sehr breite
Substratspezifitit, die teilweise zusitzlich tiberlappend ist. Daritiber hinaus sind die CYPs
auch durch eine Vielzahl von Substraten induzierbar. Planare, lipophile Substanzen wie PAK
induzieren zum Beispiel CYP1A1, 1A2 und 1B1.
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Der Begriff ,,Monooxygenase® basiert auf der Einfithrung eines Sauerstoffatoms in das

Substratmolekiil. Bei dieser von den CYPs katalysierten Reaktion wird das zweite Sauerstoft-

atom des Sauerstoffmolekiils zu Wasser reduziert.

Das Vorkommen der CYPs verteilt sich auf den Gastrointestinaltrakt (Osophagus, Magen,

Duodenum und Kolon), den Respirationstrakt (nasale Mukosa, Lunge), die Leber als

wichtigstes Entgiftungsorgan sowie die Nebennieren, die Ovarien und die Plazenta. Nach Lin
et al. (1999) verfiigt die Leber tiber die hochsten CYP-Gehalte. Andere Organe wie zum
Beispiel der Diinndarm sind jedoch auch an der Metabolisierung von Xenobiotika beteiligt.

Die Metabolisierung muss allerdings nicht in allen Féllen zu einer Detoxifizierung von

giftigen Fremdstoffen fiihren, sondern kann auch eine chemische Aktivierung von

Kanzerogenen zu reaktiven Metaboliten zur Folge haben. Solche genotoxischen Metaboliten
konnen mit Proteinen und der DNA Addukte bilden. Die Addukte konnen im Anschluss iiber

DNA-Mutationen und Aktivierung von Onkogenen mit gleichzeitiger Unterdriickung von

Tumorsuppressor-Genen die Entstehung eines Tumors begiinstigen (Abb. 1).

Pro-Kanzerogen
(zum Beispiel PAK)

Apoptose
<

DNA-Mutation

Proliferation

Aktivierung von Onkogenen
und Inaktivierung von
Tumorsuppressor-Genen

Metabolische
Aktivierung

Apoptose
|

Proliferation

Detoxi-

fizierung

) |-
Genotoxisches Kanzerogen |

DNA-
Reparatur

Proliferation

DNA-Bindung und
DNA-Schidigung

Tumor

Abbildung 1: Mechanismus der chemischen Kanzerogenese (verindert nach Hengstler 2008)

Zur Bestimmung der metabolischen Prozesse werden sogenannte Biomarker im Rahmen eines

Uberwachungssystems

(Biomonitoring)

eingesetzt.

Dabei reprdsentieren Biomarker

Indikatoren fiir Belastungen, die zum Beispiel aus der Exposition gegeniiber bestimmten

Schadstoffen resultieren. Die Messung dieser Biomarker gibt unter anderem Auskunft {iber

den Grad einer Detoxifizierung, wie sie meist bei der Bildung von Glutathionkonjugaten und

Mercaptursduren einhergeht.

1.2 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK)

Die PAK stellen eine mehrere Hundert Einzelsubstanzen umfassende Stoffgruppe dar, deren

Mitglieder aus mindestens zwei kondensierten Benzolringen bestehen. Der einfachste

Vertreter ist das zwei Benzolringe umfassende Naphthalin. Die PAK sind meist neutrale,
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unpolare Feststoffe, die eine geringe Wasserloslichkeit aufweisen und mit steigender Anzahl
an Ringen schwerer fliichtig und weniger wasserloslich werden. Der bekannteste Vertreter der
PAK ist das Benzo[a]pyren (B[a]P), welches eine der am ldngsten beschriebenen
kanzerogenen Substanzen reprdsentiert. Des Weiteren dient es als Leitsubstanz fiir die
Abschitzung der in einer Matrix insgesamt enthaltenen Menge an PAK.

Die Entstehung der PAK erfolgt beim unvollstindigen Verbrennen (Pyrolyse) und beim
Erhitzen von organischem Material unter Luftabschluss, wobei stets PAK-Gemische gebildet
werden. Die Hauptquellen fiir PAK stellen Tabakrauch sowie Mineraldle und deren
Folgeprodukte dar. In die Atmosphdre gelangen PAK zudem durch die Emission aus
Miillverbrennungsanlagen und dem Kraftfahrzeugverkehr. Dieser Vorgang hat die ubiquitére
Verbreitung der PAK in der Luft und im Boden zur Folge, wodurch es wiederum zur
Aufnahme dieser Stoffe durch Nutzpflanzen kommen kann. Der Raucherungsprozess fiir
bestimmte Lebensmittel wie Fleisch- und Fischprodukte in einem ruf8haltigen Heif3rauch fiihrt
zur Anreicherung der PAK in der jeweiligen Nahrung. Der in der EU-Verordnung 208/2005
angegebene aktuelle Grenzwert fiir die PAK-Leitsubstanz B[a]P betrdgt fiir Fleisch und
Fleischerzeugnisse sowie fiir Raucherfisch jeweils 5 pg/kg Lebensmittel (EG-Verordnung
208/2005 vom 4. Februar 2005). Weitere Hochstgehalte bestehen gemél dieser Verordnung
fiir Ole und Fette (2 pg B[a]P/kg Lebensmittel), Babynahrung (1 pg B[a]P/kg Lebensmittel)
und Schalentiere (10 pug B[a]P/kg Lebensmittel). Einen zusitzlichen lebensmittelrelevanten
Entstehungsprozess fiir PAK stellt das Grillen von Fleisch dar. Hierbei entstehen je nach
Fettanteil des Grillguts sowie der verwendeten Grilltechnik unterschiedlich hohe PAK-
Anteile im fiir den Verzehr bestimmten Fleisch. Bei Fleisch mit hohem Fettgehalt ist durch
Pyrolysevorgédnge vom in die Holzkohle herabtropfenden Fett eine hohere Kontamination mit
PAK zu erwarten als bei magerem Fleisch.

Die Hauptaufnahmequellen fiir PAK basieren gegenwirtig auf Lebensmitteln mit prozentual
hohem Verzehrsanteil wie pflanzliche Fette und Ole, Obst und Gemiise sowie Getreide-
produkte. Bei Rauchern kommt je nach Hohe des tdglichen Zigarettenkonsums eine
zusdtzliche PAK-Aufnahmequelle hinzu. Neben der oralen und inhalativen Aufnahme von
PAK kommt auch der dermalen Aufnahme eine Bedeutung zu, da PAK aufgrund ihrer
Lipophilie gut durch die Lipoproteinschichten der Haut diffundieren konnen.

Wihrend die akute Toxizitdit der PAK gering ist, stellen die Langzeitwirkungen eine
wesentlich hohere Gefahr dar. So wirken verschiedene PAK kanzerogen, mutagen und
reproduktionstoxisch. Eine kanzerogene Wirkung haben vor allem PAK, die aus vier oder
mehr Benzolringen aufgebaut sind. Bei nicht linearer Anellierung mehrerer Benzolringe
entstechen Bay- und Fjord-Region-PAK (Abb. 2). Vicinale Dihydrodiolepoxide mit einem
Oxiranring in einer Bay- oder Fjord-Region sind sehr reaktiv gegentiber DNA. Die rdumliche
Anordnung des Oxiranrings erschwert eine Interaktion mit detoxifizierenden Enzymen.

Es existieren Einteilungen von PAK in Klassifikationsgruppen, die als erwiesenermallen
(Gruppe 1), wahrscheinlich (Gruppe 2A) oder méglicherweise krebserregend (Gruppe 2B) fiir
den Menschen beurteilt werden (International Agency for Research on Cancer (IARC) 2008).
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In Abbildung 2 ist stellvertretend fiir jede Gefahrengruppe ein PAK-Molekiil dargestellt:
B[a]P gehort der Gruppe 1 an, wihrend Dibenzo|a,/]pyren (DB[a,/]P) in die Gruppe 2A und
Benzo[c]phenanthren (B[c]Phe) in die Gruppe 2B eingeordnet ist. Dariiber hinaus existieren
Untersuchungen, die dem DBJ[q,/]P die stirkste kanzerogene Wirkung in der Klasse der PAK
zusprechen (Devanesan ef al. 1990; Jacob et al. 1999; Luch 2009). Aufgrund der sterischen
Hinderung der Fjord-Region-Dihydrodiolepoxide gehort das 11,12-Dihydroxy-11,12-dihydro-
13,14-epoxydibenzo[a,/]pyren (DBPDE) zu den potentesten ultimalen Kanzerogenen der
PAK (Jacob et al. 1999).

Bla]P DB|[a,/|P B[c|Phe

Bay-Region Fjord-Region Fjord-Region

Sees

Abbildung 2: Strukturformeln der PAK B[a]P, DB|a,/]P und B[c]|Phe

Bei Vorliegen der PAK in unverdnderter Form besteht keine Kanzerogenitét, sondern es ist
eine metabolische Aktivierung zur Ausbildung der kanzerogenen Wirkung erforderlich.
Folglich sind PAK pro-kanzerogen, da sie erst durch bestimmte enzymatische Reaktionen ihr
kanzerogenes Potential entwickeln. Die Aktivierung des Pro-Kanzerogens B[a]P wurde schon
von den Arbeitsgruppen Jerina (Thakker ez al. 1977) und Conney (Conney 1982) beschrieben.
Abbildung 3 gibt einen Uberblick iiber die im Korper durch die enzymatische
Metabolisierung von B[a]P entstehenden unterschiedlichen Metaboliten wie Phenole,
Dihydrodiole, sehr reaktive Dihydrodiolepoxide und tiberwiegend detoxifizierte Konjugate
(Glutathionkonjugate, Glucuronide, Sulfate) sowie Tetrole und weist aullerdem auf die
Bildung von DNA-Addukten hin. Bei den Konjugationsreaktionen sind nukleophile
Metaboliten, wie hydroxylierte Verbindungen, potentielle Substrate fiir Sulfotransferasen
(SULT) und UDP-Glucuronosyltransferasen (UGT). Elektrophile Metaboliten, wie Epoxide

und Chinone, konnen durch Glutathion-S-Transferasen (GST) konjugiert werden.
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Abbildung 3: Ausgewihlte Metabolisierungswege des B[a|P, verindert nach Nau, Steinberg,
Kietzmann (2003). -SG: Glutathionrest, -OG: Glucuronidrest, -OS: Sulfatrest, EH:
Epoxidhydrolase, GST: Glutathion-S-Transferase, SULT: Sulfotransferase, UGT: UDP-
Glucuronosyltransferasen. Die absolute Stereochemie ist nicht aufgefiihrt.
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1.3 Niedermolekulare aromatische Kohlenwasserstoffe

Neben der PAK-Exposition beruht ein weiteres kanzerogenes Potential auf einer
Umweltbelastung mit niedermolekularen aromatischen Kohlenwasserstoffen mit nur einem
Ringsystem. Beispiele dieser Stoftklasse sind Benzol und Toluol, die neben Ethylbenzol und
Xylol zur sogenannten BTEX-Gruppe gehoren. Wihrend Benzol ein nicht-alkylierter
Vertreter der BTEX-Gruppe ist, handelt es sich bei Toluol um einen alkylierten Vertreter.
Diese Substanzen werden auch zu den fliichtigen organischen Verbindungen (volatile organic
compounds, VOC) gezihlt, treten ubiquitdr auf und sind natiirlichen oder anthropogenen
Ursprungs (Cantor 1997; Churchill et al. 2001; Schnatter et al. 2005). Sie werden zum
Beispiel im Stralenverkehr, tiber den Tabakrauch oder als Losungsmittel freigesetzt. Toluol
lasst sich in Farben, Lacken und Klebstoffen nachweisen.

Die VOC représentieren eine allgemeine Gesundheitsgefahr, da chronische Belastungen mit
einzelnen Substanzen ein Risiko der Krebsentstehung bergen. Die TARC klassifiziert
beispielsweise Benzol in die Gruppe 1 der Stoffe mit erwiesenermallen krebserregender
Wirkung beim Menschen (IARC 1987). Die Aufnahme der VOC erfolgt mittels Inhalation,
tiber die Nahrung oder durch Hautkontakt, wobei insbesondere mit dem Zigarettenrauch hohe
Mengen dieser Substanzen (im pg-Bereich pro Zigarette) eingeatmet werden (Brunnemann et
al. 1989; Byrd et al. 1990; Darrall et al. 1998; Ding et al. 2009). Benzol und Toluol kénnen
im Korper im Rahmen des Fremdstoffmetabolismus zu ihren korrespondierenden
Mercaptursduren umgesetzt werden (Abb. 4). Diese detoxifizierten Metaboliten werden
anschlieBend mit dem Urin ausgeschieden.

Literaturdaten unterstreichen, dass die S-Phenylmercaptursdure (S-PMA) aufgrund ihrer
Spezifitat am besten als Biomarker fiir eine Benzolbelastung geeignet ist. Die Analytik der
ebenfalls bei der Verstoffwechselung von Benzol entstehenden trans,trans-Muconsédure kann
hingegen durch die gleichzeitige Aufnahme des Konservierungsstoffes Sorbinsdure
beeinflusst werden (Boogaard und van Sittert 1995; Fustinoni ez al. 2005). Die S-Benzyl-
mercaptursdure (S-BMA) wurde zum ersten Mal von Takahashi ef al. 1993 als ein Metabolit
des Toluols beschrieben, der aus dem Benzylsulfat hervorgeht.

Ausgewihlte Metabolisierungswege des Benzols sowie des Toluols sind in Abbildung 4
dargestellt. Neben der bereits beschriebenen Bildung der jeweiligen Mercaptursdure konnen
ausgehend vom Benzol aus dem reaktiven Intermediat des Benzoloxids auch Phenol und iiber
den Muconaldehyd die trans,trans-Muconsédure entstehen. Toluol bildet neben der S-BMA die
Metaboliten Hippursdure (iiber die Zwischenstufen Benzylalkohol, Benzaldehyd und
Benzoesdure) sowie Kresol. Diese Stoffwechselprodukte sind jedoch bei geringer

Toluolbelastung weniger gut als Biomarker geeignet als die S-BMA (Inoue ef al. 2004).



Einleitung 7

Phenol

i o
S Te T oo T @Siﬁk

Benzol Benzoloxid pra—S—PMA S-PMA

|

Muconaldehyd—> trans,trans-Muconsiure

O« OH
\I I
0. SG s
: EJ\

Benzylsulfat S-BMA
SULT ]
CH, OH
CYP ADH ALDH + Glycin
Benzaldehyd —— Benzoesdure ——> Hippursiure
Toluol Benzylalkohol

Kresole

Abbildung 4: Ausgewéihlte Metabolisierungswege des Benzols sowie des Toluols, verindert nach
Schettgen et al. (2008); ADH: Alkoholdehydrogenase, ALDH: Aldehyddehydrogenase

1.4 Glutathionkonjugation und Mercaptursiurebildung

Im Rahmen einer Konjugationsreaktion erfolgt eine Reaktion des Tripeptids Glutathion
(GSH) mit elektrophilen Metaboliten, zu denen unter anderem PAK-Metaboliten wie
Diolepoxide zédhlen. Dieser Schutzmechanismus der Zelle vor Elektrophilen 1duft spontan ab,
die Reaktion kann jedoch durch die Anwesenheit der Glutathion-S-Transferase (GST)
deutlich gesteigert werden. Durch die Bildung von GSH-Konjugaten in der Zelle wird die
GST-Aktivitdt inhibiert (Akerboom und Sies 1989), so dass der Transport, der Abbau und die
Ausscheidung der Konjugate erforderlich werden. Der Transport der Glutathionkonjugate aus
der Zelle geschieht tiber Plasmamembranproteine, zum Beispiel durch die Multidrug
Resistance-associated Proteins (MRPs) (Zaman et al. 1995). Die GSH-Konjugate konnen in

mehreren Schritten zum entsprechenden Cystein-Konjugat abgebaut werden (Abb. 5).
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Abbildung 5: GSH-Konjugation und Mercaptursiurebildung: Ausgehend vom BPDE erfolgt
durch GST-Katalyse eine GSH-Konjugation zum BPD-SG. Dieses wird durch die y-Glutamyl-
transpeptidase (y-GT) und die Cysteinglycindipeptidase (DP) zum Cysteinyl-Konjugat abgebaut
und anschlieBend mittels Cystein-S-Konjugat N-Acetyltransferase (NAT) zur Mercaptursiure
acetyliert (Monks ez al. 1990; Monks und Lau 1990; Hinchman und Ballatori 1994).

Diese Reaktionen werden durch die vy-Glutamyltranspeptidase (y-GT) wund die
Cysteinglycindipeptidase (DP) beziehungsweise Aminopeptidase M katalysiert. Im Anschluss
daran kann das Cysteinkonjugat durch die Cystein-S-Konjugat N-Acetyltransferase (NAT) zur
Mercaptursdure acetyliert (Ding ef al. 2009) oder aber durch die B-Lyase zum
Sulfhydrylderivat des Fremdstoffes abgebaut werden. Beim Menschen sowie bei der Ratte
erfolgt eine Ausscheidung der Glutathionkonjugate iiberwiegend in Form von

Mercaptursduren (Commandeur et al. 1995).

1.5 ABC-Transporter

Bei den ATP-binding cassette (ABC) Transportern handelt es sich um eine Familie von
Membranproteinen, die liber eine ATP-bindende Kassette verfiigen und bestimmte Substrate
unter ATP-Verbrauch durch eine Zellmembran transportieren konnen (Drewe und
Krihenbiihl 2000). Diese Superfamilie ist fiir den letzten Schritt der Detoxifizierung von PAK
und weiteren Xenobiotika verantwortlich, wobei dieser Prozess gelegentlich auch als Phase-
III-Metabolismus bezeichnet wird.

Wéhrend im Arzneimittelbereich ein Abtransport von Arzneistoffen vom Wirkort
unerwiinscht ist und durch eine Hemmung der Transporter verhindert werden soll, ist die
Exkretion detoxifizierter Lebensmittelfremdstoffe ein erwiinschter Metabolismusweg. Jedoch
besteht die Moglichkeit, dass ebenfalls in der Nahrung enthaltene Hemmstoffe den Transport
von GSH-Konjugaten aus der Zelle ins Medium inhibieren. Hierbei wire durch den Anstieg
der GSH-Konjugat-Konzentration in der Zelle und einer sich anschlieBenden
Produkthemmung der Glutathion-S-Transferase eine gesteigerte Bildung von DNA-Addukten
moglich (Srivastava et al. 2002).

Es bestehen unterschiedliche Arten des Transportes. Beim elektrogenen Transport werden
elektrische Ladungen verschoben, aulerdem existieren der Transport unter ATP-Verbrauch

sowie der Natrium-abhédngige Transport.



