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Giftung korperfremder Stoffe durch Konjugationsreaktionen
Von Dieter Reichert!”

Die Aufklirung der Stoffwechselwege von Fremdstoffen im K&rper von Warmbliitern tragt
wesentlich zum Verstandnis toxischer Wirkungen bei und ist daher elementarer Bestandteil je-
der Risikoanalyse. Die Fiille der chemischen Reaktionen, die an den metabolischen Transfor-
mationen beteiligt sind, 148t vermuten, daf3 wir erst am Anfang einer Entwicklung stehen, die
zur Aufkliarung der Zusammenhinge zwischen chemischer Struktur, biochemischer Transfor-
mation und toxischen Effekten beitragen wird. Dies gilt insbesondere fiir die Konjugation von
Fremdstoffen an korpereigene Molekiile. Nach fritherer Ansicht fithren diese Konjugationsre-
aktionen zu chemisch und biologisch inerten Produkten, die vom Organismus gut eliminiert
werden konnen. Aufgrund von Ergebnissen, die mit neuen biologischen Testverfahren und
empfindlichen Analysemethoden erhalten wurden, mufl diese Annahme revidiert werden:
Durch die chemischen Wechselwirkungen von Fremdstoffen mit kdrpereigenen Substraten
koénnen auch hochtoxische, mutagene und carcinogene Produkte entstehen.

1. Einleitung Die Risikobeurteilung von Fremdstoffen beginnt mit der
Betrachtung der chemischen Reaktivitit und mit Metabolis-
musstudien. Dabei gilt es vor allem, Reaktionswege zu er-
kennen und die nachgewiesenen Metaboliten auf ihre biolo-
gische Aktivitit zu priifen. Der Nachweis immer neuer Stoff-
wechselwege und Metaboliten verdeutlicht den raschen

Fortschritt auf diesem Gebiet!!.

Der menschliche Organismus ist einer stindig steigenden
Anzahl von Fremdstoffen ausgesetzt. Dazu gehoren Pestizi-
de, Losungsmittel, Arbeitsstoffe, Arzneimittel, Nahrungsbei-
mengungen wie Geruchs- und Geschmacksstoffe, Stabilisa-
toren, Antioxidantien und viele andere mehr. Diese Stoffe

sind von duBerst unterschiedlicher chemischer Struktur. Ei-
nige werden unverindert in Harn, Faeces oder Atemluft aus-
geschieden und verursachen im Korper auch hiufig keine
Wirkung, d. h. sie sind biologisch inaktiv. Meist werden
Fremdstoffe jedoch im Organismus durch korpereigene un-
spezifische Enzyme, die ,,fremdstoffmetabolisierenden Enzy-
me*, chemisch verandert. Diese metabolischen Umwandlun-
gen legen oft erst das toxikologische oder pharmakologische
Profil der Fremdstoffe fest. Je nach Art der metabolischen
Transformation und der chemischen Struktur des Fremd-
stoffes entstehen ungiftige und gut eliminierbare Produkte
oder biologisch aktive (akut toxische, mutagene und/oder
carcinogene) Intermediate!"-?.

[*] Priv.-Doz. Dr. D. Reichert
Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Universitit
Versbacher Strafle 9, D-8700 Wiirzburg
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Am Beispiel der Konjugationsreaktionen, bei denen kor-
pereigene Substanzen an funktionelle Gruppen von Fremd-
stoffen angeheftet werden, soll die Komplexitit der bioche-
mischen Verinderungen erlautert werden, die schlie3lich zur
Giftung oder Entgiftung von korperfremden Stoffen fiih-
ren.

2. Metabolische Verinderungen von Fremdstoffen
im Organismus

Die metabolischen Verinderungen oder Biotransformatio-
nen verlaufen generell in zwei Phasen (Abb. 1): In Phase I
wird eine lipophile Substanz durch Oxidation, Reduktion
oder Hydrolyse funktionalisiert. Diese Reaktionen werden
durch Monooxygenasen, Reduktasen bzw. Hydrolasen kata-
lysiert. In der anschlieBenden Phase II findet eine Konjuga-
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tionsrcaktion statt (bei Fremdstoffen mit funktionellen
Gruppen kann Phase I ibersprungen werden). Dabei wird
durch cine Transferase ecine korpereigene Substanz. z. B.
Glucuronsiure, mit einer funktionellen Gruppe des Fremd-
stoffmolekiils verkniipft. Der Fremdstoff wird dadurch star-
ker polar, besser eliminierbar und im allgemeinen weniger
toxisch. Dic Reaktionsfolge ist in Abbildung 2 erlautert: Ein
aromatisches oder aliphatisches Molekiil wird funktionali-
stert (hier durch Oxidation) und mit der funktionellen Grup-
pe (hicr OH) an eine korpercigene Substanz geheftet® ),

Fremdstoff
Phase ’1/ "hase §

Oxidations-

Reduktions - Phase I[ Konjugations-
Hydrolyse- * produkte
produkte

Abb. 1. Schema der Biotransformation korperfremder Stoffe.

Einc Aktivierung (Giftung) von Fremdstoffen durch meta-
bolische Verinderung wurde zuerst an einigen Oxidationsre-
aktionen nachgewiesen, z. B. an Benzpyren und Dimethylni-
trosamin und in den letzten Jahren an Vinylchlorid; erst die
Oxidationsprodukte dieser Stoffe wirken mutagen und carci-
nogen'®!. Die Oxidationsprodukte des vielfach verwendeten
Analgeticums Paracetamol oder des Diurcticums Furosemid

Monooxygenase OH

Phase |

OH 0»)
Phase 1II %

Abb. 2. Schema einer ..funktionalisierenden* Reaktion mit anschlieBender Kon-
Jjugation.

werden als Ursache fiir Lebernekrosen angesehen!”). Die bis-
her bekannten Phase-II-Reaktionen vermindern jedoch oft
toxische oder pharmakologische Effekte, indem sie die Kon-
zentration des wirksamen Stoffes erniedrigen. Daraus schlof3
man, daf3 dic Konjugationsreaktionen im Gegensatz zu den
oxidativen Prozessen entgiftende Reaktionen sind. Diesc
Annahme kann heute nicht mehr ohne Einschrinkung gel-
ten, denn neuere Untersuchungen zeigen, dafl die gebildeten
Konjugate keineswegs immer so unschddlich sind, wie ur-
spriinglich vermutet wurde. Vor allem dic Anwendung bio-
logischer Testverfahren hat zu neuen, unerwarteten Erkennt-
nissen iber die Bedeutung der Konjugationsreaktionen fur
dic Entgiftung und Giftung korperfremder Stoffe gefiihrt.

3. Nachweis toxischer Metaboliten

Mectabolismusstudien konnen dazu beitragen, die Ursa-
chen der Toxizitat korperfremder Stoffe aufzukldren. Eine
der groBBien Schwierigkeiten ist dabei, die reaktiven und da-
mit vermutlich toxischen Metaboliten zweifclsfrei nachzu-
weisen. Oft ist der Nachweis wegen der hohen Reaktionsbe-
reitschaft und der kurzen Halbwertszeit der Intermediate nur
indirekt moglich. In den letzten Jahren hat sich eine Reihe
von in-vitro-Testverfahren etabliert, die hauptsichlich auf
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dem Nachweis einer Schiadigung der DNA in Bakterien oder
Saugetierzellen beruhen. Nur die wesentlichen Verfahren
sollen kurz charakterisiert werden.

3.1. Nachweis durch kovalente Bindung an Makromolekiile

Reaktive Intermediate kénnen durch kovalente Bindung
an Makromolekiile wie Protcine, DNA oder RN A nachge-
wiesen werden!'-®l. Die Bindung eines radioaktiv markierten
Fremdstoffes an derartige Makromolekiile in einem in-vitro-
Ansatz ist ein Haupttest zum Nachweis reaktiver Intermedia-
te. Durch Positionsvariation der Markierung im Fremdstoff-
molekiil 148t sich herausfinden, welcher Teil kovalent ge-
bunden wird. Inkubation des Ansatzes mit entsprechenden
Transferasen und Cosubstrat geben zusitzlich Hinweise auf
Strukturmerkmale des vermutecten genotoxischen Metaboli-
ten.

3.2. Mutagenititstests

Bei der Priifung des mutagenen Potentials von Fremdstof-
fen (oder deren Metaboliten) untersucht man, ob sie Muta-
tionen von Genen oder Chromosomen auslosen. Genmuta-
tionstests werden an mikrobiellen Systemen durchgefuhrt;
chromosomale Schidigungen koénnen auch an Kulturen
menschlicher Zellen oder Zellen anderer Sdugetiere studiert
werden®® ''l,

3.2.1. Mikrobiclle Tests

Das derzeit am meisten angewendete mikrobielle Testsy-
stem zum Nachweis von Mutagenen und/oder Carcinogenen
ist von Ames et al.!'¥ entwickelt worden. Dabei werden Bak-
terienstimme von Salmonella typhimurium benutzt, die
durch eine Punktmutation die Féhigkeit zur Synthese von
Histidin verloren haben. Bei Zugabe einer mutagenen Sub-
stanz entstehen Riickmutanten, die wieder Histidin produ-
zieren. Sie sind dann imstande, auf histidinfreien Nahrboden
Kolonien zu bilden. Diese Kolonicn sind makroskopisch
sichtbar; ihre Anzahl ist ein Hinweis auf die Anzahl der
Riickmutanten und i3t Rickschliisse auf die Intensitat ei-
nes mutagenen Effcktes zu. Der Ames-Test hat den Vorteil,
daf3 unterschieden werden kann, ob ein Fremdstoff Basen-
paar-Substitutions-Mutationen oder Frame-shift-Mutatio-
nen!”! induziert. Im ersten Falle sind es meist alkylierende
Stoffe mit niedrigem Molekulargewicht. im zweiten Falle
meist aromatische Stoffe mit zwei oder mehr Ringen. Ein
weiteres Merkmal dieses Tests ist, daf3 die mutagenen Eigen-
schaften eines Fremdstoffes mit Enzymen unterschiedlicher
Spezies und Gewebe gepriift werden konnen. Transferasen
und Cosubstrat werden mit dem Fremdstoff den Salmonella-
Stimmen zugesetzt und inkubiert. Auf diese Weise wurden
viele reaktive, potentiell carcinogene Metaboliten von
Fremdstoffen identifiziert!'?.

3.2.2. Zelltransformationstests

Zum Nachweis chemischer Carcinogene haben sich neben
dem Ames-Test insbesondere Zelltransformationstests be-
wihrt. Dabei werden Siugetierzellen (z. B. menschliche Fi-

[*] Bei Frame-shift-Mutationen findet Deletion oder Insertion eines Nucleotids

in der DNA statt. Dadurch ergeben alle folgenden Tripletts einen falschen
Sinn.
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broblasten, Leberzellen, Lymphocyten oder Hamsterem-
bryozellen) isoliert und in einem Kulturmedium mit den
Testsubstanzen zusammengebracht. Die Zellen kénnen dann
entweder fiir cytogenetische Studien fixiert und mikrosko-
pisch untersucht werden (Chromosomen- und Genom-Mu-
tationen), oder sie werden in ein Kulturmedium gebracht, in
dem nur transformierte Zellen weiterwachsen konnen!®'?.
Die Anzahl der Kolonien ist dann ein MaB fiir den mutage-
nen Effekt. Wie beim Ames-Test konnen mit den Testsub-
stanzen auch mikrosomale Enzyme oder Transferasen zuge-
geben werden, um auch metabolische reaktive Produkte zu
erfassen.

Als wesentliche Bereicherung hat sich der .,Host-Mediated
Assay* erwiesen: Bakterien oder Sidugetierzellen werden in
ein Tier (meist intraperitoneal) implantiert, die Tiere werden
mit der Testsubstanz behandelt, und die applizierten Zellen
und deren Mutanten werden zuriickgewonnen und gezihlt.
Der Vorteil liegt vor allem darin, daB Bildung und Transfor-
mation der reaktiven Intermediate im Wirtsorganismus
selbst stattfinden!'?.

4. Wichtige Konjugationsreaktionen

Die beim Menschen wichtigen Konjugationsreaktionen
sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Quantitativ am bedeu-

Tabelle 1. Wichtige Konjugationsreaktionen beim Menschen.

tathion: Diese Verbindung kann sowohl durch Vermittlung
der Glutathion-Transferasen an Substrate gebunden werden
als auch direkt mit geniigend elektrophilen Partnern reagie-
ren. Erniedrigung des Glutathiongehaltes und das Auftreten
von Mercaptursduren (S-substituierten N-Acetyl-Derivaten
des Cysteins) im Harn beweisen eine Glutathionkonjugation
und sind zugleich ein starker Hinweis auf elektrophile toxi-
sche Stoffwechselprodukte!'*!.

Die Cyanid-Thiocyanat-Entgiftung ist in Tabelle 1 nicht
eigens aufgefiihrt. Dabei wird das toxische Cyanid durch das
Enzym Rhodanese in Thiocyanat umgewandelt. Als Schwe-
feldonor fungiert Thiosulfat. Diese Reaktion wird durch
Gabe von Thiosulfat bei Blausdure-Vergiftungen schon lan-
ge therapeutisch genutzt.

Eine neue Konjugationsreaktion, die jetzt bei Mensch und
Tier nachgewiesen wurde, ist die Bindung an Colamin (2-
Aminoethanol). Stark elektrophile Intermediate kénnen mit
Phosphatidylethanolamin unter enzymatischer Abspaltung
des Phosphatidylrestes reagieren. N-substituiertes Colamin
ist als Metabolit von Halothan (2-Brom-2-chlor-1,1,1-triflu-
orethan) und 1,1-Dichlorethylen sowohl im Blut als auch im
Harn nachgewiesen worden!'®!"l. Diese Reaktion ist als
Inaktivierungsschritt anzusehen. Da Phosphatidylethanol-
amin im Organismus hauptsiachlich als Bestandteil von Zell-
membranen gebunden vorliegt, fiihrt diese Reaktion jedoch

Konjugation Enzyme Subzellulire Lokalisation Funktionelle Gruppen
Glucuronidierung Glucuronyl-Transferasen Endoplasmatisches Reticulum -OH. COOH. NH; NH,--SH
Sulfatierung Sulfo-Transferasen Cytosol —OH. Aryl-NH.
Acetylierung Acetyl-Transferasen Cytosol —NH;
Glutathion-Konjugation Glutathion-Transferasen Cytosol - Halogen. Epoxide, NO,
Glycin-Konjugation Acyl-Transferasen Mitochondnien —~COOH

Glycin-Transferasen Mitochondrien + Cytosol - COOH

Methylierung Methyl-Transferasen

Endoplasmatisches Reticulum + Cytosol Aryl-OH. -NH,, NH. -N, SH

tendsten ist die Ubertragung von Glucuronsiure auf korper-
fremde Stoffe. Diese ,,Glucuronidierung* wird durch Glucu-
ronyl-Transferasen vermittelt. Andere Transferasen iibertra-
gen Sulfat-, Acetyl-, Glutathion-, Glycin- oder Methylgrup-
pen. Diese Enzyme sind entweder membrangebunden oder
im Cytosol der Zelle gelost (Tabelle 1). Konjugationsreaktio-
nen erfordern im allgemeinen die Aufwendung von Stoff-
wechselenergie. Eine Ausnahme ist die Konjugation an Glu-

LN cro N i
o e
Cl 11 NADPH

(1) (2 /

C1.-Cl1;-CO--NH -C Hy—C Hy-O~Phosphatidyl
(4)
La

C1-C ;—CO-NH-CH,~CH,~OH

10
H3C-$-CHy—C O-NH-CIl,~CHo—OH
(8

6

— s Cl-

HOOC-CHy-S-CH,-COOH

zu Membranschadigungen, durch die der hepatotoxische Ef-
fekt von 1,1-Dichlorethylen (1) erkliart werden kann!'”". Der
Stoffwechsel dieser carcinogenen Verbindung ist in Abbil-
dung 3 dargestellt.

Die genannten Konjugationsreaktionen laufen auch im
Organismus der meisten Sdugetiere ab. Von einigen Tierspe-
zies sind jedoch bemerkenswerte qualitative und quantitative
Unterschiede!’® ' bekannt. So ist z. B. bei der Katze die Fa-

I

.~
a=C

-—C1

3) \1
C1-CH,-COOH
{5)
lca
HOO(T—CHZ—S—(THZ“(":H—COOH
NH
(7j ¢
ooC-C HZ—S—CIIZ—(|3H~-C OOH
(9) (10 NH--CO-CIly

~ T

Abb. 3. Metabolismus von 1,1-Dichlorethylen (/). 1dentifiziert wurden die Metaboliten (5 sowie (8)-(10). A: Reaktion mit Phosphatidylethanolamin. B:
Hydrolyse, C: Reaktion mit Glutathion, D: Reaktion mit Methionin, £: Desaminierung und Decarboxylierung, F: Acetylierung.
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higkeit, Fremdstoffe zu glucuronidieren, stark cingeschrankt.
Mecrschweinchen bilden keine Mercaptursiuren, da das S-
substituierte Cystein nicht N-acetyliert werden kann. Hunde
koénnen aromatische Amine und Hydrazine nicht acetylieren.
Dem Menschen am néchsten in der Enzymausstattung kom-
men nichtmenschliche Primaten.

4.1. Aktivierung durch Glucuronidierung und Sulfatierung

Im menschlichen Organismus werden Glucuronidierun-
gen sowohl an korpereigenen Stoffen (Steroiden, Thyroxin,
Bilirubin, Serotonin und einigen Aminosiduren) als auch an
korperfremden Stoffen durchgefiihrt. Glucuronsidure kann
demnach an viele chemisch unterschiedliche Verbindungen
enzymatisch konjugiert werden (Tabelle 1).

Die Bildungswege von Glucuronyl- und Sulfatverbindun-
gen sind gut bekannt™. Der erste Schritt der Biosynthese
.aktivierter Glucuronsiure wird durch das Enzym UDPG-
Pyrophosphorylase katalysiert (UDP = Uridin-5"-diphos-
phat. PP = Diphosphat):

Glucose-1-phosphat + UTP - UDP-Glucose + PP

Durch Dehydrogenierung von UDP-Glucose entsteht UDP-
Glucuronséure:

UDP-Glucose + 2NAD“ —
UDP-Glucuronsiure + 2NADH + 2H®

Die UDP-Glucuronsiure wird durch die UDP-Glucuronyl-
transferasen auf funktionelle Gruppen - XH iibertragen:
UDP-Glucuronsdure + R XH —» R.- X 3-Glucuronid + UDP

Sulfo-Transferasen iibertragen die Sulfatgruppe auf Hydro-
xy- und Aminogruppen (Tabelle 1). Die Sulfatierung von
Fremdstoffen ist mit betrichtlichem Energieaufwand ver-
bunden. Die folgenden Reaktionen verdeutlichen das: Sul-
fatdonor ist 3'-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS),
das aus Adenosin-5'-phosphosulfat (APS) entstcht:

APS + ATP — PAPS + ADP

APS wicderum wird aus Sulfat-lonen und ATP gebildet:
SO} + ATP = APS + PP

SchlieBlich iibertragen die Sulfo-Transferasen die energierei-
che Sulfatgruppe auf cine funktionclle Gruppe (meist OH)
eines Fremdstoffes:

R OH i PAPS - R O SOj+ PAP+ H®

Die Tatsache, daf8 Konjugationsreaktionen auch zur Giftung
der aufgenommenen Substanz fithren konnen, wurde zuerst
am Beispicl der Glucuronidierung und Sulfatierung nachge-
wiesen!®2>2!l.  Als Modellsubstanz diente N-(2-Fluore-
nyl)acetamid (2-(N-Acetylamino)fluoren, AAF) (11). Diese
Substanz ist fir einige Tierspezies carcinogen, fur andere
nicht. Es gab nun Hinweisc darauf, da8 weder AAF (/)
noch das Oxidationsprodukt N-Hydroxy-AAF (13) die carci-
nogen wirksamen Verbindungen sind; beide binden sich z. B.
in entsprechenden Testsystemen nicht an DNA. Inkubiert
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man etn solches System jedoch mit Sulfo-Transferase und
Glucuronyl-Transferase, dann entstehen reaktive Produkte,
die an DNA angeheftet werden!®®.. Ein Intermediat dieser
Reaktionen, das N-gebundene Sulfat (16), wird heute als ul-
timales Carcinogen in dieser Reaktionsfolge angesehen. Die-
se Hypothese wird gestiitzt durch die hohe Elektrophilie die-
ses Esters, eine direkte Korrelation der Sulfotransferase-Ak-
tivitdt mit der Bildung von Lcbertumoren in verschiedenen
Rattenstimmen und eine erniedrigte Tumorhiufigkeit, wenn
der Sulfatgehalt in der Ratte gesenkt wird!*!, Die mutagene
Potenz dieser Verbindung ist ebenfalls sehr hoch!?*!,

Neben dem Schwefelsiurcester (16), der bet der Entste-
hung von Lebertumoren eine Schliisselrolle spielt, konnten
weitere Reaktionswege von N-Hydroxy-AAF (13) zu clek-
trophilen Produkten nachgewiesen werden. Durch Konjuga-
tion an Glucuronsiure cntsteht in der Leber AAF-O-Glucu-
ronid (12}, ein Hauptmetabolit von N-Hydroxy-AAF (13).
Uber die Blutbahn kann (12) leicht in andere Gewebe gelan-
gen. Es wird als ultimales Carcinogen fur die Bildung von
extrahepatischen Tumoren angesehen, z. B. der Brustdriise
und des Gehorganges. Ebenso werden N-Acetoxy-AF (17)
und N-Acetoxy-AAF (14) als ultimale Carcinogene disku-
tiert, vor allem fiir die genannten extrahepatischen Gewebe,
in denen keine mefibaren Sulfotransferase-Aktivititen fest-
gestellt worden sind. Es wird angenommen, da3 die Ester
(14), (16) und (17) Vorstufen fur ein reaktives Nitrenium-lon
sind, das letztlich die kovalente Bindung an Protein, RNA
oder DNA bewirkt.

i
C—-CHs
7
(11) R-N_ k= @‘@
H 2-Fluorenyl
o) 0
1] [} 1]
C cn3 C—CHy C—Cli,
R- N R—N — RN
*o- C“?—(,‘H3
HOOC (13) (14) 0o
(12) + R-N-0
(15)
cn;, H M
I(-—N R-N_ R-N_
0-50,0 O -% —~CH,4 OH
16} 17) O (18)

Dieses Beispiel aus der experimentellen Krebsforschung
zeigt, wie schwierig es sein kann, das ultimale Carcinogen
oder das eigentliche toxische Agens herauszufinden, insbe-
sondere wenn in Metabolismusstudien mehrere reaktionsfi-
hige Produkte nachgewiesen wurden.

Andere Verbindungen mit einer Hydroxylamin-Gruppie-
rung haben dhnliche Eigenschaften: In vivo und in vitro bil-
den sie ebenfalls reaktive, an Stickstoff gebundene Glucuro-
nide oder Sulfate. Die Konjugationsprodukte von N-(p-Bi-
phenylyl)hydroxylamin, Benzidin, 1- und 2-Naphthylamin
insbesondere die Glucuronide — werden als Ursachen fiir
Harnblasencarcinome angesehen!® 22, Die Glucuronsiure
kann dabei als 1-Desoxy-Derivat oder als Glucuronid an den
Stickstoff gebunden sein (Abb. 4).
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Abb. 4. Carcinogene Glucuronsiure-Konjugationsprodukte von N-(p-Biphe-
nylyD)hydroxylamin.

Eine N-Hydroxylierung mit anschlieBender Glucuronidie-
rung wurde auch bei dem als Schmerzmittel bekannten
Phenacetin (19) beobachtet: (19) wird zu (20) N-hydroxyliert
und anschliefend zu (21) glucuronidiert!®), Daraus oder aus

0 i
HC=C oy M HyC—Cn OH
NADPH + Oy @
_ —_—
(19, OC,lHy (20)  OC,Hg
o
o H,C C~C—NH,

OH (23}
0 HO (1? / o
I
H3(‘—C\\I,0 o} HyC = H,;C —( <~y
: COOH :

OC 3H, OH
24,
121 1
N hion-
Kovalent Clut_at hion
konjugat
gebundene
Produkte

dem entsprechenden Sulfat entsteht das reaktive Zwischen-
produkt N-Acetyl-imidochinon (22}, das sich an Proteine ko-
valent binden kann. Die Bildung von Paracetamol (24) iiber
das Glucuronid (21) gilt als gesichert, auch wenn zusétzlich
noch andere Wege denkbar sind. (2/) entsteht in der Leber,
kann aber in andere Organe transportiert werden, z. B. in die
Niere, wo es in den Sammelrohren konzentriert wird. Auch
dort ist eine Bildung des reaktiven Intermediats denkbar, dic
moglicherweise durch den niedrigen pH-Wert beschleunigt
wird. Dies konnte die Papillennekrosen bei Phenacetin-Ab-
usus erkliren®, als dessen Folge auch Nierenbeckentumo-
ren in hoher Incidenz beschrieben werden?”2%. Als Inakti-
vierungsschritt - d. h. als Entgiftung ist hier die Konjuga-
tion an Glutathion anzusehen.

Diese Beispiele zeigen, dafy N-Hydroxy-Verbindungen wie
die Hydroxylamine leicht reaktive N-gebundene Sulfate
oder Glucuronide bilden”!. Beide Arten Konjugationspro-
dukte konnen sich besser an Nucleinsiduren binden als die
entsprechenden Hydroxylamine, da Sulfat und Glucuronid
hervorragende Abgangsgruppen sind und damit die Bildung
elektrophiler Arylnitrenium-Ionen begiinstigen.

Aromatische Amine werden nicht nur als Arzneimittel
verwendet, sondern sind generell in der Umwelt weit ver-
breitet; einige von ihnen wirken beim Menschen carcinogen.
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Fiir Tierspezies, dic Amine nicht N-hydroxylieren koénnen,
sind diese Verbindungen, z. B. AAF (/1), erwartungsgemifl
nicht carcinogen (Tabelle 2).

Tabelle 2. N-Hydroxylierung von N-(2-Fluorenyl)acetamid (AAF) (71) in ver-
schiedenen Tierspezies in Korrelation zur carcinogenen Wirkung [30].

Spezies N-Hydroxylierung

Carcinogener

[% der Dosis] Effekt
Kaninchen 13 20 +
Ratte 0.3-15 +
Mensch 4-14 ?
Hund 5.2 +
Hamslter 5.0 +
Maus 1.8-23 +
Katze 1.5 +
Steppenlemming Spuren -
Meerschweinchen ]

Regenbogenforelle 0 -

Neben den N-Hydroxy-Derivaten gibt es noch andere
Verbindungen, die durch Glucuronidierung oder Sulfatie-
rung aktiviert werden. Safrol (26) (4-Allyl-1,2-methylendi-
oxybenzol) ist ein natiirlich vorkommender Bestandteil
pflanzlicher Ole und Gewiirze, der auch Getrinken als Ge-
schmackskorrigens zugegeben wurde. Diese Substanz. ist he-
patotoxisch fiir Mensch und Tier'->? und erzeugt Adenome
und Carcinome der Leber von Maus und Ratte!*' **. Seit
1960 ist Safrol (26) daher als Nahrungsbestandteil in USA
verboten. Safrol wird im Sdugetierorganismus durch zwei
Stoffwechselschritte aktiviert. Erster Schritt ist die Oxidation

0™\ 0\ o™\

O O O
— —_—

HoC —CH-C H, HoC -C H=C Hy H-C-CH=CH,
|
0%, 26 Ot 7

.

o™\ o™\ o™\

O o) : O

—(‘H CH, H-C-CH-CH, H
0 0-50,H
(28 (29 30

zum 1’-Hydroxysafrol (27)P4. Durch diese ,.Funktionalisie-
rung* wird die Ubertragung korpereigener Substrate durch
Transferasen ermoglicht. Als elektrophile Ester konnten das
Sulfat (29) und das Glucuronid nachgewiesen werden, die
beide als ultimale Carcinogene und damit als Verursacher
der Lcbercarcinome angesehen werden!®'). Zusitzlich zu die-
sen Konjugationsreaktionen wird die Doppelbindung zum
Epoxid oxidiert [siehe (25) und (30)]). Epoxide kénnen sich
hdufig kovalent an Makromolekiile binden. - Beim Safrol
(26) sind noch nicht alle in vivo auftretenden Intermediate
mit der Fahigkeit zur kovalenten Bindung an Makromolekii-
le aufgeklart.

Unter zahlreichen weiteren, dem Safrol (26) strukturell
nahestehenden Inhaltsstoffen eSbarer Pflanzen ist Estragol
(1-Allyl-4-methoxybenzol) als Zusatz zu Essig und Bestand-
teil vieler etherischer Ole und Gewiirze (u. a. Anis, Stern-
anis, Fenchel und Estragon) bekannt. Dieser Stoff wirkt
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schon in niedrigen Dosen bei Miusen carcinogen!®®. Auch
hier ist der erste Schritt die Oxidation zur Hydroxyverbin-
dung. die zu einem elcktrophilen Ester umgesetzt wird.

4.2. Aktivierung durch Acetylierung

Acctylierungen finden bevorzugt an Verbindungen statt,
die cinc Aminogruppe enthalten. Als energiereiches Molekiil
fungiert hier Acetyl-Coenzym A, das bei zahlreichen Reak-
tionen im Intermediérstoffwechsel gebildet wird. N-Acetylie-
rung ist ein Hauptweg der Inaktivierung zahlreicher Arznei-
mittel wie Procainamid, Hydrazin-Derivate, Sulfamethiazin
und andcrer Sulfonamide; sie spielt auch eine wichtige Rolle
im Metabolismus von carcinogenen Arylaminen wie 2-Flu-
orenylamin und 2-Naphthylamin!*3"],

Ein Beispiel fur eine Giftung durch Acetylierung ist die
Umsetzung von Isonicotinsdurehydrazid (Isoniazid, 1INH)
(32). dem derzeit potentesten Tuberculostaticum. Durch

CO-NH -NHTCO-CH; CO-NH-NH, CO-NH-N=R
A = | =
L. — ) — ,

N N7 32, N (33)

3

COOH /v (36)
O + [CH;=COFNH-NH,
N (35 \
(34, -
[CH;—COINH-NH-CO-CH,

(37)

; o on jq| B if "9
—TN,_NH_,LC_H}_ ©joder CH;—&Q

| i
TCHg-CLNH-N] > CHy
N H
(38, (39) 1 140) (41)

Kovalente Bindung an

[.eberzellnekrose «— .
Makromolekile

—» Tumoren
Acetylierung der freicn Aminogruppe entsteht (31), dessen
hydrolytische Spaltung zu lsonicotinsiure (34) und Acetyl-
hydrazin (35) fihrt. Acetylhydrazin (35) wird als Ursache ei-
ner Leberschidigung angesehen; man nimmt an, da es am
endoplasmatischen Reticulum zu cinem hochreaktiven, acy-
lierenden und alkylierenden Intermediat oxidiert wird. Mit
der kovalenten Bindung an Makromolekiile gehen Zellne-
krosen und eventuell die Bildung von Tumoren einher,
Diese Ergebnisse erklaren die hohe Incidenz von Lebersché-
digungen durch Isoniazid (32) und das chemisch verwandte
Iproniazid [(32), —NH-—Pr statt —NH,] und mahnen zu-
gleich zur Zuriickhaltung beim Umgang mit monosubstitu-
ierten Hydrazinen oder bei deren therapeutischer Anwen-
dung. - Die Produkte (33) und (36) entstehen durch Reakti-
on mit a-Oxocarbonsduren.

Neben den genannten Speziesunterschieden bei Konjuga-
tionsreaktionen spielen auch interindividuelle Differenzen
eine bedeutende Rolle. Dies trifft insbesondere fur Acetylie-
rungen zu. Unterschiedliche, genetisch determinierte Aktivi-
titen wurden bei N-Acetyl-Transferasen beobachtet. Bei-
spielsweise wird im Stoffwechsel von INH (32) bei Individu-
en mit der Fahigkeit zur schnellen Acetylierung mehr Ace-
tylhydrazin (35) gebildet. Dieser genetische Polymorphismus
hat pharmakologische oder toxikologische Konsequenzen.
So kann bei iiblicher Dosierung der therapeutisch wirksame
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‘Blutspicgel rasch unterschritten werden. Die Vermutung, bei

solchen ,,Schnellinaktivierern‘ werde die Leber eher geschi-
digt, da vermehrt Acetylhydrazin gebildet wird, ist experi-
mentell nicht bewiesen. Stiarker gefihrdet von einer paren-
chymatésen Schiadigung scheinen eher die Menschen zu
sein, bei denen die Acetylierung langsam verlduft, da INH
(32) die als Inaktivierungsreaktionen zu verstehende Bildung
von Diacetylhydrazin (37) hemmen kann. Dann wird durch
Oxidation der Aminogruppe bevorzugt das Hydroxyamino-
Derivat (38) gebildet, das weiter zu den reaktiven Interme-
diaten (39) und (40) oder (41) fuhrt.

Der Polymorphismus der Acetylierung wird auch bei an-
deren Substanzen beobachtet. Die individuell unterschiedli-
che Enzymausstattung ist moglicherweise auch die Ursache
der unterschiedlichen Empfindlichkeit gegeniiber carcinoge-
nen Arylaminen und deren Metaboliten. p-Aminobenzoe-
sdure ist eines der wenigen Beispiele, bei denen gleiche Ace-
tylierungsgeschwindigkeiten gemessen wurden!l,

Acetylierte Verbindungen sind in einigen Fillen schlech-
ter wasserloslich als die entsprechenden Edukte; dies gilt z. B.
fiir die Sulfonamid-Pharmaka Sulfapyrazin, Sulfathiazol,
Sulfadiazin oder Sulfamethiazin. Bei Anwendung dieser
Pharmaka ist mit einer Nierenschddigung zu rechnen, da sie
- durch den niedrigen pH-Wert des Harns und dic Konzen-
trierung in den Nierentubuli begiinstigt — sich kristallin in
der Niere ausscheiden konnen; sie verstopfen Nierentubuli
und Nierenbecken. Bei Gabe von Sulfonamiden ist daher
immer fiir ausreichende Fliissigkeitszufuhr zu sorgen!*>\.

4.3. Aktivierung durch Konjugation an Glutathion

Glutathion (L-y-Glutamyl-r-cysteinylglycin) ist im Cyto-
sol tierischer und pflanzlicher Zellen gelost; besonders hohe
Konzentrationen werden in der Leber, in Erythrocyten und
in der Augenlinse von Siugetieren gemessen. Glutathion
wird in der Zelle durch sechs enzymkatalysierte Reaktionen
im v-Glutaminsiure-Cyclus synthetisiert und wieder zu den
drei Aminosiuren abgebaut!*'l.

Glutathion hat integrale Bedeutung fiir eine groBe Anzahl
biologischer Funktionen''! wie a) Schutz der Zelimembra-
nen durch Erhaltung essentieller Thiolgruppen von Prote-
inen und anderen Molekiilen, b) Zersetzung von Peroxiden
oder Radikalen, ¢) Transport von Aminosiuren, Aminen
oder niedermolekularen Peptiden durch Zellmembranen
und d) Entgiftung elektrophiler Fremdstoffe und/oder deren
Metaboliten durch Konjugation und anschlieBende Elimina-
tion des Produktes als Mercaptursiure, wobei Glutamat und
Glycin abgespalten und dann die Aminogruppe acetyliert
wird. Diese Reaktionsfolge wurde am Beispiel des Stoff-
wechsels von 1,1-Dichlorethylen (1) in Abbildung 3 darge-
stellt. Zahlreiche Mercaptursauren konnten isoliert wer-
den™?,

Glutathion ist in seiner reduzierten Form ein starkes Nu-
cleophil. Konjugationen sind deshalb entweder durch Sy2-
Reaktion der Thiolgruppe mit geniigend elektrophilen Sub-
straten oder durch Glutathion-S-Transferasen-katalysierte
Reaktion moglich. Bisher wurden sieben dieser Enzyme aus
dem Cytosol der Leberzellen von Mensch und Tier isoliert
und gereinigt!*>**!. Glutathion-Transferasen sind hochspezi-
fisch in bezug auf Glutathion, aber multifunktionell im Hin-
blick auf die katalysierten Reaktionen, an denen Glutathion
beteiligt ist**).
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Den Konjugationen an Glutathion wurden bisher aus-
schlieBlich entgiftende Funktionen zugeschrieben. Diese
Schutzfunktion wurde an zahlreichen Beispielen wie Parace-
tamol (24) oder halogenierten aliphatischen und aromati-
schen Kohlenwasserstoffen bestitigt. Bei Paracetamol konn-
te zuerst eine direkte Korrelation zwischen dem Glutathion-
gehalt der Zelle und dem Auftreten kovalenter Bindungen
mit essentiellen nucleophilen Zellbestandteilen nachgewie-
sen werden!”). Sinkt der Glutathiongehalt unter etwa 30% des
normalen Wertes, so reicht die Schutzfunktion nicht mehr
aus; die kovalenten Bindungen nehmen exponentiell zu, was
schlieBlich zu Zellnekrose und Parenchymuntergang fuhrt.

Aufgrund dieser biochemischen Zusammenhinge werden
Mercaptursdure-Vorldufer heute therapeutisch bei Intoxika-
tionen genutzt; man versucht, die zellulare Konzentration an
reaktionsfahigen Thiolgruppen zu erhéhen. Dies gelingt mit
Verbindungen, die besser resorbiert werden als Glutathion
und die auch in die Zellen aufgenommen werden (z. B. N-
Acetylcystein oder Cysteamin). Mit dieser spezifischen The-
rapie lieBen sich Intoxikationen mit Paracetamol erfolgreich
behandeln!*-47).

Vor einiger Zeit wurde jedoch auch fiir Glutathion eine
Beteiligung an der Aktivierung kérperfremder Stoffe zu mu-
tagenen und potentiell carcinogenen Elektrophilen nachge-
wiesen. 1,2-Dichlorethan — mit einer Weltjahresproduktion
von fast 2 Millionen Tonnen!® der mit Abstand in den grof-
ten Mengen produzierte chlorierte aliphatische Kohlenwas-
serstoff - erwies sich im Ames-Test als mutagen!**%,

Die Aktivierung zu einem Mutagen wird beobachtet,
wenn den Bakterien eine postmitochondriale Leberzellfrak-
tion!) zugegeben wird, nicht hingegen bei Zugabe einer rei-
nen Mikrosomenfraktion. Es muf} also ein anderer Aktivie-
rungsweg beschritten worden sein als die Oxidation durch
mikrosomale mischfunktionelle Oxygenasen. Weitere Unter-
suchungen mit reinen Enzympriparationen und dem System
der isoliert perfundierten Leber bestatigten, dal die mutage-
nen Effekte von 1,2-Dichlorethan nur in Gegenwart von
Glutathion und der Glutathion-Transferasen zuneh-
men®®3!!, Voraussetzung ist also die enzymatische Konjuga-
tion an Glutathion. Bei dieser Reaktion wird ein Chloratom
durch die S-Glutathionylgruppe ersetzt, was zum [-Halo-
genthioether (42) fihrt, der den mutagenen™® und carcino-
genent®? Effekt von 1,2-Dichlorethan hervorruft. Verbin-
dungen wie (42) sind duflerst reaktionsfahig und lingst fur
mutagene und carcinogene Wirkungen bekannt, wie das Bei-
spiel des Kampfstoffes Lost (Gelbkreuz) (43) zeigt, der die
gleiche Abgangsgruppe enthilt (Abb. 5). Die analogen Stick-
stofflost-Derivate dienen zur Chemotherapie von Carcino-
men; auch diese Verbindungen (z. B. N-Oxid-Lost oder Cy-
clophosphamid) sind im Tierversuch carcinogen.

In gleicher Weise wie 1,2-Dichlorethan wird das als
Schidlingsbekampfungsmittel und Benzinzusatz hiufig ver-
wendete 1,2-Dibromethan durch Konjugation an Glutathion
aktiviert. Das Konjugationsprodukt hat ebenfalls stark alky-
lierende Eigenschaften, so daf} sich die ausgeprigten muta-
genen und carcinogenen Wirkungen®**3 von 1,2-Dibrom-
ethan auf molekularer Ebene erkldren lassen. Die f3-Halogen-
thioether (44) und (42) erfahren in vivo und in vitro weitere
metabolische Verinderungen: 1. Oxidative Enthalogenie-
rung zu S-(2-Hydroxyethyl)-L-cystein bzw. S-(2-Hydroxy-

[*] Darunter versteht man den 9000 g-Uberstand (S-9) eines Leberhomogena-
les.
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ethyl)-L-glutathion und 2. Konjugation mit einem weiteren
Glutathionmolekiil zu einem Dithioether. Beide Arten von
Stoffwechselprodukten sind biologisch inaktiv. Glutathion-
Konjugation fiihrt also im Stoffwechsel solcher Verbindun-
gen zunichst zur Giftung und tragt anschlieBend zur Entgif-
tung bei.

i (O=NH-CHp=COOI
(‘I~(‘}12—(7112—S—CH2*:‘(‘?“ NH,

« NH=-C O—=C Hp-C H,-C H=C OOt
(42)

C1-CHp-CHy=S—CHy+CHp=Cl (43

:QOOH
C\—(‘ug—cug—s—cuz—‘rcl*ﬁ (44}

1

N,

Abb. 5. Mutagene und carcinogene B-Halogenthioether mit der gleichen Ab-
gangsgruppe: Konjugationsprodukt von 1,2-Dichlorethan mit Glutathion (42);
Lost (Gelbkreuz) (43); S-(2-Chlorethyl)-L.-cystein (44).

Generell werden Verbindungen mit guten Abgangsgrup-
pen an vicinalen Kohlenstoffatomen durch Glutathion-Kon-
jugation in potentielle Mutagene umgewandelt!**, Die Stir-
ke des mutagenen Effektes hdngt dabei von der Art und der
Position des Substituenten ab. Je stirker elektrophil der Sub-
stituent ist, um so grofler ist die mutagene Wirkung. Weiter-
hin beeinfluBt die sterische Anordnung der Substituenten die
biologische Wirksamkeit®®. So ist das Konjugationsprodukt
von cis-1,2-Dichlorcyclohexan (45) an Glutathion mutagen,
wihrend das trans-Isomer (46) ein nicht mutagenes Gluta-
thion-Konjugationsprodukt bildet.

C1 1

(45) %Cl m, (46)

1

Es ist iiberraschend. daB derartige Struktur-Wirkungs-Be-
ziehungen schon vor 20 Jahren gepriift wurden: Chlorethyl-
cystein (44) (Abb. 5) ist als hochreaktive alkylierende Ver-
bindung schon 1960 erkannt und als Modellsubstanz fiir ein
starkes Mutagen eingehend untersucht worden®!. Diese Tat-
sache sollte zu einem Umdenken bei der Erstellung einer Ri-
sikoanalyse korperfremder Stoffe fithren. Zu Beginn der Ri-
sikoanalyse muf3 die chemische Reaktivitit des Fremdstoffes
geklart werden; diese wird dann in Beziehung zur Reaktivi-
tit von Modellsubstanzen gesetzt, deren toxisches Potential
und Metabolitenmuster bekannt sind. Erst dann werden mi-
krobielle Tests und Metabolismusstudien durchgefiithrt. Mit
diesem Vorgehen wiren Fremdstoffe, die zum Teil schon
jahrzehntelang in grofler Menge produziert werden (wie 1,2-
Dichlorethan oder Vinylchlorid), schon frither als potentielle
Carcinogene erkannt worden.

5. Ausblick

Die dargelegten Beispiele iiber Giftung korperfremder
Stoffe durch Konjugation an endogene Stoffe machen die
duale Funktion der Transferasen deutlich. In den meisten
Fillen wird durch die Konjugation die pharmakologische
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Wirksamkeit aufgchoben; meistens sind die Konjugations-
produkte auch weniger toxisch als die Fremdstoffe. Es konn-
te jedoch an einigen Beispielen gezeigt werden, daB die
Ubertragung endogener Substrate auch mit einer Aktivie-
rung. d. h. mit ciner Giftung des Fremdstoffes verbunden
scin kann. Die Risikoanalyse korperfremder Stoffe wird da-
durch wesentlich erschwert. Zum einen kdnnen viele meta-
bolische Zwischen- und Endprodukte als ultimal schidigen-
de Agentien angesehen werden. Zum anderen treten bei
Konjugationsreaktionen enorme qualitative und quantitative
Speziesunterschiede auf. Da der Fremdstoffmetabolismus
bei keiner Tierspezies genauso wie beim Menschen verliuft,
muB} von Fall zu Fall eine geeignete Tierspezies ausgewahlt
wcrden, die in bezug auf die zu priifende Verbindung den
Verhiltnissen beim Menschen nahe kommt.

Bevor ein Gesamtkonzept der biologischen Aktivitat kor-
perfremder Stoffe entwickelt werden kann, missen alle
Strukturdnderungen der Fremdstoffe im Organismus unter-
sucht werden. Jeder neue Fremdstoffmetabolit oder Bio-
transformationsweg, der nachgewiesen wird, kann toxikolo-
gisch relevant sein. Die erneute Untersuchung selbst lange
bekannter und toxikologisch fiir unbedenklich geltender Re-
aktionen zeigte nun. da3 die metabolische Transformation
sehr kompliziert verlaufen und zu unerwarteten, hochtoxi-
schen Produkten fiithren kann. Die Fiille der endogenen Mo-
lekiile, mit denen Fremdstoffe reagicren kdnnen, 1df3t eine
Vielzahl neuer Produkte erwarten und macht dic Konjuga-
tionsreaktionen besonders interessant.

Die Einfithrung neuer in-vitro-Testsysteme und empfind-
licher analytischer Verfahren in die Risikobeurteilung von
Fremdstoffen markiert den Anfang einer Entwicklung, deren
Fernziel es ist, die volle Bedcutung der Konjugationsreaktio-
nen fiir die Giftung und Entgiftung korperfremder Stoffe zu
erkennen. Die Ansicht, Konjugationsreaktionen seien immer
entgiftende Reaktionen, ist heute endgiiltig iiberholt.
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