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1. Einleitung

Der Nachweis hoher Acrylamidkonzentrationen in gebackenen undttiefiten
Nahrungsmitteln hat in jingster Zeit weltweit Bepus ausgeldst. Acrylamid hat sich im
Tierversuch bei Nagetieren als krebserregend eewiesid wurde deshalb von der IARC
(International Agency for Research on Cancet} ,wahrscheinlich kanzerogen fir den
Menschen® eingestuf{lARC, 1993).Bisher ergaben sich jedoch aus epidemiologischen
Studien keine eindeutigen Hinweise auf eine Staiggr des Kanzerogenitats- oder
Mutagenitatsrisikos fur den Menschen durch AcrytargiMarsh et al., 1999; Mucci et al.,
2003) Da jeder Mensch mit der Nahrung pro Tag etwabi¥070 pg Acrylamid aufnimmt
(Livsmedelsverket, 20Q2)st es wegen des nicht auszuschlieRenden Kréusisvon
entscheidender Bedeutung, die Aufnahme, Verstoffaleng und Ausscheidung von

Acrylamid beim Menschen néher zu untersuchen.
1.1 Acrylamid
Acrylamid (AA) ist in seiner Reinform eine farbloskristalline Substanz mit der

Summenformel gHsNO. Nach den IUPAC-Regeln wird Acrylamid systenwddtisals 2-
Propenamid benannt (Abb. 1).

Abb. 1: Strukturformel von Acrylamid §HsNO (2-Propenamid).

Acrylamid besitzt folgende Eigenschaften:
e esist gut wasserloslidirriedman, 2003)
* es besitzt eine hohe Affinitat zu HamogloBergmark et al., 1991; 1993)
* es weist ein genotoxisches Potential durch DNA-Adidn auf Baum et al., 2005
* es wird im Tiermodell durcytochrom P-450 2Eih sein Epoxy-Derivat Glycidamid
metabolisier{ Ghanayem et al., 2005; Settels et al., 2008)
e es wird im Urin sowohl unverandert als auch in Forerschiedener Metabolite

ausgeschiedeiBoettcher et al., 2006a; Bjellaas et al., 2007)



Anhand seiner chemischen Struktur kann Acrylamit deganischen Verbindungen der
Amide zugeordnet werden, zumal es mindestens emndgruppe besitzt und aus der
Hydrolyse von Nitrilen entsteht (CONHGruppe). Die Doppelbindungen (Vinylgruppe) und
die Aminogruppe verleihen Acrylamid seine Reakéiviind stellen die reaktiven Zentren dar,
die bei der Reaktion mit anderen Substanzen ungesetden. An der Aminogruppe kénnen
Hydratisierung, Dehydrierung und Alkoholyse stattin.

Neben seiner industriellen Nutzbarkeit nimmt Acnyld eine wichtige Stellung in der
Lebensmittelchemie ein, weil in der letzten Zeih&oAcrylamidmengen in verschiedenen
gebackenen und frittierten Nahrungsmitteln entdewktden(Friedman, 2003; Mucci et al.,
2008)

Acrylamid entsteht in freier Form wahrend der Authing und Erhitzung von
NahrungskomponentefMottram et al.,, 2002) Neben seines neurotoxischen Charakters
(Miller und Spencer, 1985)urde auch die kanzerogene Wirkung im Rattenmaat&thnnt,
so dass der Verzehr acrylamidhaltiger Lebensmdteth ein potentiell gesundheitliches
Risiko fir den Menschen darstellen kaBull et al., 1984) Weiterhin liegt eine signifikante
Korrelation zwischen Brustkrebsrisiko und der Kamzation von Hamoglobinaddukten vor
(Olesen et al., 2008Dieser Befund aus der kontrolliertéallstudie bekraftigt das von der
IARC formulierte Kanzerogenitatsrisiko fur den Mehen.

Damit die Gefahrdung einer in der Nahrung vorkomdesn Substanz fir den Menschen
bewertet werden kann, muss deren toxisches Pdtentidttelt werden. Dies geschieht haufig
durch Versuche an Nagetieren (oder anderen Tiertenfleaber auch mittelsn vitro
Methoden. Das geeignete Beurteilungskonzept zeidhiae durch eine Kombination von-
vivo Daten undin-vitro Untersuchungen bei Tieren und Menschen aus. Zuntifdgerung
des mdoglichen Gefahrenpotentials werden solche rDateerwendet, die aus
tierexperimentellen oder epidemiologischen Studistammen, damit sowohl das
gesundheitliche Risiko beim Menschen als auch dasisBNirkungsverhaltnis bestimmt
werden konner{Renwick et al., 2003)Die Geféahrlichkeit eines Stoffes fur den Menschen
wird durch das Zusammenwirken von zwei Parameteanakterisiert: die Konzentration und
seine Aufnahmemenge durch den Menschen (Expositienfscheiden dariber, ob
gesundheitliche Folgen auftreten kénnen oder n{8ahlatter, 2002) Hinweise auf eine
maogliche kanzerogene Wirkung von Stoffen in Lebatisin ergeben sich zumeist aus
tierexperimentellen Untersuchungen. Fur Acrylamidden solche experimentellen Versuche
bereits zahlreich durchgefuhrt und kénnen als efstbaltspunkte zur Risikobeurteilung

seines toxischen Einflusses auf den Menschen étaeerden.



Im Laufe einer zweijahrigen Untersuchung der Krebisienz bei Ratten wurde Acrylamid in
verschiedenen Dosen von 0 (Kontrolle), 0,01, 0,5 Ond 2,0 mg/kg/Tag mit dem
Trinkwasser verabreicht. Die Anzahl der Gehirn- iagentumoren sowie Tumorbildungen
in Schilddriise, Brust und Hoden stiegen im Verglemur Kontrollgruppe bei hdheren
Acrylamid-Dosen signifikant an. Der erste Effektrde bei 0,5 mg/kg/Tag beobachtet und
entspricht unter Verwendung des Trans-Spezies-Ksioresfaktors von 7,05 einer
Acrylamid-Dosis von 0,076 mg/kg/Tag beim Menscl{&gla et al., 2000; Johnson et al.,
1986; Dearfield et al., 1995)Aus der Extrapolation fur diese tagliche Dosigilarsich fur
den Menschen ein Krebsrisiko in der GréRenordnuog ¥0° (Rice, 2005; Dybing und
Sanner, 2003) welcher nur als vorlaufiger Wert gelten kann uddrch die aktuelle

Studienlage zu epidemiologischen Daten nicht abbes ist.

1.2 Entstehung von Acrylamid in der Nahrung

Die schwedische Behdorde fur Lebensmittelsicher{&itedish National Food Administration,
NFA) hat durch den Nachweis von Acrylamid in Nalgsmitteln im April 2002 auf ein
bislang unbekanntes und vor allem nicht in der Qffenkeit diskutiertes Gesundheitsrisiko
aufmerksam gemacht. Mit einer neuen Analysemethagden unterschiedlich hohe Mengen
von Acrylamid in Lebensmitteln nachgewiesen. Alsgéadieser Ergebnisse konnte die schon
langer andauernde Diskussion Uber die Toxizitat &orylamid und die Empfehlungen zur
Vermeidung von Acrylamid in Nahrungsmitteln weitaran getrieben werden. Dies flhrte
europa- und weltweit dazu, dass auch andere Leb#elk®horden Untersuchungen
durchgefuhrt haben, die diese Befunde bestatigantka(Svensson et al., 20Q3yie z.B. in
Grol3britanien British Food Standard Agencyyww.food-standards.gov.ykin Norwegen
(www.snt.n, in der SchweidSwiss Federal Office of Public Health, 200®) Deutschland

(www.bfr.bund.dp und in den USA(www.cfsan.f-da.gdv Einige Monate spater wurde

gezeigt, dass Acrylamid als ein Produkt aus derliMdiReaktion zwischen Aminosauren
und reduzierten Zuckern hervorgefMottram et al., 2002; Stadler et al., 2002pabei

handelt es sich um einen nicht-enzymatischen Psozies dessen Verlauf Zucker mit
Aminosauren, Peptiden oder Proteinen zu heteraoikin Endprodukten reagieren. Die
Maillard Reaktion tragt zur Bildung von Aromastoffeund braunen Pigmenten in
gebackenen, gebratenen und gerdsteten LebensnhigielAsparagin ist eine hauptsachlich in
Kartoffeln und Getreide enthaltene Aminosaure, diae entscheidende Rolle in der

Entstehung von Acrylamid spiglMottram et al., 2002)weil groRe Mengen von Acrylamid

3



in Hohe von 221 mg/(mol Aminoséaure) wahrend derkiRea einer aquimolaren Mischung

aus Asparagin und Glukose bei einer Temperatur ¥86°C unter Einwirkung von

Phosphatpuffer im verschlossenen Glasrohr gemessgden konnten (Abb. 2A)Die

Festphasen Reaktion einer aquimolaren Mischungdaparagin und Glukose bei steigenden

Temperaturen fuhrte zu vergleichbaren Ergebnisséi.(2B). Fur alle anderen, unter den

gleichen Reaktionsbedingungen getesteten bekanA@mosauren wurde

in jeweils

getrennten Experimenten eine vergleichsweise adutiedrigere Ausbeute von Acrylamid

festgestellt, so dass Asparagin die Acrylamid-Emshg dominiert (Tab. 1).
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Abb. 2: Temperaturabhangige Acrylamidbildurdy. Verlauf der Acrylamidbildung bei der Reaktion vorl 0
mmol Asparagin und 0,1 mmol D-Glukose nach Inkuafiir 20 min unter Einwirkung von Phosphatpufiei{
Wert 5,5).B: Verlauf der Acrylamidbildung wahrend einer Festgdraeaktion von 0,2 mmol Asparagin und 0,2
mmol D-Glukose nach Temperatureinwirkung von 30 (hiastle, Research Center, 2002)

Tab. 1. Acrylamidbildung durch Zucker-Aminosaure-Systeme

Aminosaure/ Asparagin Glutamin Methionin Cystein
Zucker (Asn) (Gln) (Met) (Cys)
[umol/mol] [umol/mol] [umol/mol] [umol/mol]
D-Fructose 1134+ 119 20,3t 0,8 11,419 4,4+ 0,5
D-Galactose 559+ 140 12,6: 0,9 9,8£1,2 3,117
D-Glucose 1305+ 323 14,0+ 2,7 8,1+ 1,5 n.b.
Lactose 88+ 11 13,5+ 2,1 10,4+ 2,7 4,7+0,4
Saccharose 1518+ 114 11,%1.3 5913 3,5£1,9

Co-Pyrolyse von Aminosauren und ausgewahlten Kdiyeératen bei 180°C fiir 20 MinuterfAusbeute von
Acrylamid in pmol pro mol Reaktant). Analyse vonrplamid mittels LC-MS/MS, wobei der Ubergamgy'z
72>27 fur die Quantifizierung benutzt wurde. Allalfen sind Mittelwerte aus n=3 Experimenten. micht
bestimmbar, unterhalb der Bestimmungsgrengeweils 0,2 mmol von den Reaktanten (aNsstle, Research
Center, 2002; Stadler et al., Nature, 2002



Asparagin kann auch in Abwesenheit von reduziertéackern (Glukose) durch
Decarboxylierung und nachfolgender Desaminierung) deischenproduktes zu Acrylamid
umgesetzt werden (Abb. 3), obwohl noch ein NebenmegBildung von Maleimid besteht
(Stadler et al., 2002; Yalayan et al., 200Bei Anwesenheit von reduzierten Zuckern folgt
aus der Reaktion mit Asparagin die Bildung einerchjschen Base®, die als
Zwischenprodukt durch die Entstehung eines Amadoyduktes und Oxazolidin-5-on
stabilisierend wirkt(Yalayan et al., 2003)Im weiteren Reaktionsablauf erméglicht nur das
decarboxylierte Amadori-Produkt die Bildung von plamid. Wenn dies nicht der Fall ist,
erfolgt die Umsetzung des Succinimid-Amadori-Prddakin Succinimid (Abb. 4). Dies
deutet daraufhin, dass ein bestimmter Faktor digkiRen beeinflusst, so dass entweder die
Bildung von Acrylamid oder Succinimid begunstigtravi

Die Bildung von Acrylamid verstarkt sich vor allamter Einwirkung héherer Temperaturen,
so dass die Acrylamidkonzentration in Nahrungsmmttelurch Vermeiden solcher
Temperaturen reduziert werden k&pialayan et al., 2003Bis jetzt publizierte Daten geben
fur den Frittierprozess oder das Résten eine Geemaratur von >120C an, ab der
Acrylamid in der Nahrung in signifikanten Mengen tstaht: nach Analyse zweier
verschiedener kohlenhydrathaltiger Proben lag ddskterte Acrylamid vor Erhitzung mit
einem Gehalt von 10 pg/kg unter der Bestimmungzgrewdhrend nach Erhitzung tberhalb
der Grenztemperatur ein deutlicher Anstieg des laamdgehaltes auf 200 pg/kg gefunden
wurde(Tareke et al., 2000; Tareke et al., 2002

In weiteren Versuchen stellte sich deutlich heraless frittierte Kartoffeln unter hohen
Temperaturen einen sehr hohen Acrylamidgehalt @sevi. Im Gegensatz dazu konnte eine
entsprechende Acrylamidmenge in nativen oder gdkochNahrungsmitteln nicht
quantifiziert werdenSvensson et al., 200¥artoffeln zeichnen sich nicht nur durch einen
hohen Kohlenhydratanteil, sondern ebenfalls durdhehAsparaginkonzentrationen aus,
woraus sich die gesteigerten Acrylamidmengen nabliZtng Gberhalb der Grenztemperatur
erklaren. Damit geht die Bildung von Acrylamid pédmvon Asparagin audBecalski et al.,
2003) Zur Bestimmung der Acrylamidkonzentrationen in ndeverschiedenen
Nahrungsmitteln wurden auch andere Verfahren eatgesOl, welches langere Zeit zum
Frittieren genutzt wurde und mit Schwefelstofferelogderbrannten Partikeln kontaminiert
war, enthielt nachweislich kein Acrylamid. Speige@lurden zuséatztlich auf die Bildung des
starken Umweltgiftes Acrolein (2-Propenal, Aldelder 2-Propensaure) untersucht. Aus den
Ergebnissen folgte, dass sich Acrolein mit auseregebildetem Wasserdampf verfllichtigt

und auf diesem Weg nicht mehr als Reaktionspaftitedie Entstehung von Acrylamid in



frittierten Lebensmitteln zur Verfigung stgltecalski et al., 2003)Aul3erdem besteht eine
Korrelation zwischen den Konzentrationsschwankungeon Acrylamid und dem
Wassergehalt in den Lebensmitteln, weil vor allenProdukten, bei denen der Wassergehalt
temperaturbedingt weitestgehend reduziert war, risss hohe Acrylamidwerte beobachtet
wurden (amtliche Mitteilung, Bundesinstitut fur gesheitlichen Verbraucherschutz und
Veterinarmedizin, 2002). In getrockneten Kartoffelraren nach Erhitzen fir 1 Stunde
uberhalb der Grenztemperatur von 120°C ohne ZugaheOl Acrylamidgehalte von 20-30
ppm nachweisbar. Beim Vergleich der Reaktion zwescAsparagin und Glukose in Wasser
(175°C, 10 min) und dem Ablauf unter ,trockenen“dBgungen liel3 sich jedoch kein
signifikanter Unterschied feststellen, da die Aamldproduktion in beiden Fallen 1,35
nmol/umol betrug (Becalski et al., 2003) Weitere Ergebnisse belegen, dass der
Braunungsgrad von gebackenen, frittierten, gebratenen oder ¢gtdis Nahrungsmitteln
keinen Anhaltspunkt fir den Acrylamidgehalt bietet. Vielmehr ist diet der Zubereitung
wichtig, weil z.B. gebratene Kartoffeln hthere Aamidwerte als frittierte Kartoffeln
aufweisen(Ahn et al., 2002)

Acrylamid

H O o}
o N Hp

Asparagin

\ N H2
4& —
4&
o N o o N o
H H

3-Aminosuccinimid Maleimid

Abb. 3: Reaktionsschema zur Beschreibung der Abbauwege Agparagin. Im ersten
Reaktionsweg (oben) fuhrt eine Decxarboxylierung n voAsparagin  zu einem
Zwischenprodukt, aus dessen Desaminierung letzthanylamid entsteht. Der zweite
Reaktionsweg (unten) zeichnet sich durch eine Zgkbn aus, so dass sich 3-
Aminosuccinimid bildet. Aus der nachfolgenden Desaenung folgt das Endprodukt
Maleimid (Yalayan et al., 2003).



-H,0 O

HO O
e . 7 . 4&
R (e} R (o] N (0]
H

HO o) Amadori Produkt © Succinimid- 0 Succinimid
JH:I Amadori-Produkt
) NH » T
Asparagin HO 0
p 9 -H,0 NH »
+ —_— R o) NH »

z
Ho —HO 0 N

HO mH Schiffsche Base  OH _
D-Glukose OH ¢—H20 ~ I
N
Q -co, NH / Niacinamid
R » R
)\(R )\/\ /\‘(
(6] N
N H
H OH ° \ J’H\z/

NH decarboxyliertes =

Oxazolidin-5-on Amadori-Produkt O ”
Acrylamid

Abb. 4: Mechanismus der Bildung von Acrylamid aus primadminen und reduzierten Zuckern. Bei der
Reaktion primarer Amine wie Asparagin mit Aldehyd&tucker: Aldosen, hier D-Glukose) und Ketonen
(Zucker: Ketosen) laufen folgende Vorgange ab: Basn greift aufgrund seines nukleophilen Charakidas
Carbonyl-C-Atom an und bildet ein ZwischenproduKtwvitter-lon), das formal durch Verschiebung eines
Protons vom N- zum O-Atom in das eigentliche Adudisprodukt bergeht. Dieses ist nicht stabil, somde
eliminiert unter Saurekatalyse leicht Wasser. Daadénsationsprodukt heif3t allgemein ,SchiffscheeBalin
zweites Tautomer steht mit der zunéchst gebild&ehiffschen Base im Gleichgewicht. Abhéngig davon,
welches der Tautomere hydrolysiert bzw. decarberylvird, erhalt man zwei verschiedene Reaktionsprodukte,
das Succinimid-Amadori-Produkt bzw. das decarbexidi Amadori-Produkt. Aus dem letzteren Produktedgs
die Mdglichkeit der Spaltung in zwei chemisctierbindungen, dem aromatischen Niacinamid oder demid
Acrylamid. R=H,[CH(OH)],CH,(OH); n=0-3(Yalayan et al., 2003)

1.3 Acrylamid in verschiedenen Nahrungsmitteln

In letzter Zeit befassen sich zahlreiche Studiendai Bestimmung des Acrylamidgehaltes in
verschiedenen Lebensmitteln. Von den bisher kdigrtdn und analysierten Proben gehdren
frittierte Kartoffeln und auf Getreidebasis hergdis# Produkte zu den acrylamidreichsten
Lebensmitteln Uberhaupt. Dem Prozess der Zuberpithkammt dabei eine zentrale
Bedeutung zuTaubert et al.,, 2004; Taeymans et al., 2008)r die Zubereitung werden
sowohl die Zeit als auch die Temperatur berickgjthbie Dauer der Erhitzung Gberhalb der
Grenztemperatur von 120°C ist ein Vorhersage-Pamméir den Acrylamidgehalt.
Geeignete Methoden zur Bestimmung des Acrylamidgehasind GC-MS (Gas
Chromatography-Mass Spectrometryind LC-MS/MS (Liquid Chromatography Tandem
Mass Spectrometry)Bei GC-MS werden die Acrylamidmengen nach Broomer des
Acrylamids indirekt analysiert, wahrend mittels IMS/MS Acrylamid direkt erfasst wird, so
dass LC-MS/MS eine wesentlich vorteilhaftere Metnhathrstellt(Taubert et al., 2004)
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Experimentell wurden auf diese Weise Acrylamidmenge frittierten Kartoffeln, French

Fries und Getreideprodukten bestimmt. Diese Mengetsprachen naherungsweise den
Werten der schwedischen NFA: es wurden Acrylamidieh(ng/g) von 530-3700 in

frittierten Kartoffeln (NFA: 330-2300) und 200-19G6@ French Fries (NFA: 300-1100)

ermittelt (Becalski et al., 2003) In Anbetracht dieser hohen Acrylamidmengen in
Lebensmitteln hat das Bundesamt fir Gesundheit eutéghland eigene Versuche
durchgefuhrt, mit dem Ziel, eine reprasentativad_mcrylamidhaltiger Produkte zu erstellen.
Dazu wurden Acrylamidkonzentrationen in bekanntabdnsmitteln gemessen und daraus
die mittlere Acrylamidbelastung nach Verzehr diegerodukte abgeschatzt. Fur die
Gesamtbevolkerung zeigte sich dabei eine deutiohggre tagliche Acrylamidbelastung von
0,5 pg/kg Korpergewicht (Tab. 2A) als bei der jimgebzw. heranwachsenden Bevoélkerung

mit 3,4 pg/kg Kérpergewicht (Tab. 2B).

Tab. 2: Acrylamidbelastung durch taglichen Verzehr von veschiedenen Lebensmitteln in Deutschland
A:

Mittlere tagliche Belastung mit Mittlere Aufnahme
Lebensmittel Verzehrungsmenge Acrylamid

[g/Tag] [ug/kg] [ug/Tag] [ug/kg KG/Tag]
Fristlckszerealien 22,76 104 2,37 0,04
Knackebrot 8,81 237 2,09 0,03
Kekse, Waffeln 14,43 264 3,81 0,06
Kartoffel- 15,22 793 12,07 0,20
Knabberzeugnisse
Pommes frites 30,06 454 13,65 0,23
(frittiert)

Gesamt 33,98 0,57
B:
Mittlere tagliche Belastung mit Mittlere Aufnahme
Lebensmittel Verzehrungsmenge Acrylamid

[g/Tag] [na/kg] [ug/Tag] [ug/kg KG/Tag]
Fristiickszerealien 92,21 257 23,70 0,40
Knéackebrot 24,45 612 14,96 0,25
Kekse, Waffeln 50,00 797 39,85 0,66
Kartoffel- 57,14 1514 86,51 1,44
Knabberzeugnisse
Pommes frites 49,29 767 37,81 0,63
(frittiert)

Gesamt 202,83 3,38

A: Durchschnittlicher Verzehr von Lebensmitteln mittharer Acrylamidbelastung in der Gesamtbevélkerun
B: Hoher Verzehr von Lebensmitteln mit hoher Acrylab@thstung in der Altersklasse der 15- bis 18-J&hrig
(Madle et al., 2003; Dybing et al., 200RG: Kdrpergewicht.



1.4 Metabolismus und Toxikokinetik

Acrylamid wird nach oraler Verabreichung vollstama@ibsorbiert und gleichmaRig tber alle
Gewebe verteilt. In Untersuchungen an Ratten undiriCaen konnte die Substanz bereits
30min nach Applikation in allen Geweben nachgewieserden(Edwards, 1975; Hashimoto
und Aldridge, 1970; Miller et al., 1982; Ramseyadt 1984) Die Verteilung im fotalen
Gewebe bei Mausen und Ratten ist mit der Verteilumg Gewebe der Muttertiere
vergleichbar(lkeda et al., 1983; Marlowe et al., 198@ine Speicherung von Acrylamid
konnte bei der Ratte in Erythrozyten — vermutlicinath Bindung an die Sulfhydrylgruppe des
Hamoglobins(Bergmark et al., 1991; Hashimoto und Aldridge, QP+ beobachtet werden
(Ramsey et al., 1984Bis zu 72 Stunden nach einmaliger i.v. Gabe vOnmy radioaktiv-
markiertem[**C]-Acrylamid pro kg Kérpergewicht konnte ein PlateBpiegel von 12% der
verabreichten Dosis im Vollblut wiedergefunden veerdDagegen wurde die Radioaktivitat
schnell aus dem Plasma elimini¢Miller et al., 1982) Trotz dieser Befunde kdnnen die
Verhéltnisse in Nagetieren nicht direkt auf den btdren Ubertragen werden. Jedoch wurde
beim Menschen gezeigt, dass Acrylamid sowohl diat-Blazenta-Schranke inm-vitro
Model als auch die Blut-Milchschranke-vivo Uberwinden kaniiSérgel et al., 2002)Diese
Beobachtungen deuten daraufhin, dass Acrylamid daeim Menschen jedes Gewebe
erreichen kann.

Der Metabolismus von Acrylamid ist bis heute nichdlistdndig aufgeklart (Abb. 5).
Insbesondere fehlt der direkte Nachweis vermutiktiver Metaboliterin vivo. Primar wird
Acrylamid in der Ratte und Maus durch GlutathionAKmation in der Phase-II-Reaktion
(Entgiftungsreaktion) zu nicht toxischen Mercapéuren umgesetAiMiller et al., 1982)
wobei der Hauptmetabolit N-Acetyl-S-(3-amino-3-oxrypyl)cystein ist. Aul3erdem unterliegt
Acrylamid einer oxidativen Biotransformation in dePhase-I-Reaktion, indem die
Doppelbindung von Acrylamid oxidiert wird und dandas reaktive Epoxid Glycidamid
entsteht(Sega et al., 1990)Diese Reaktion wird im murinen Modell durch das ¥inz
Cytochrom P-450 (Gen CYP 2EHatalysiert(Sumner et al., 1999; Settels et al., 2008)
Acrylamid reagiert aufgrund seiner elektrophilenn¥gruppe direkt mit nukleophilen
Hydroxyl-, Amino- und Sulfhydryl-Gruppen verschiege MakromolekilgHashimoto und
Aldridge, 1970) Eine direkte Alkylierung von DNA durch Acrylamidbnnte anhand voim-
vitro Untersuchungen mit Kalbsthymus-DNA nach einer eakzeit von 40 Tagen bestatigt
werden. Die Autoren weisen auf eine fur elektropt@ruppen ungewdhnliche Bindung an

die Desoxyribonucleinsaure Adenosin k8olomon et al., 1985)



Eine direkte Alkylierung von DNA fand in Mausen hacp. Gabe von 46 mg'“C]-
markiertem Acrylamid pro kg Korpergewicht statt. d@a war die Bildung von DNA-
Addukten im Hoden und der Leber zeitabhangig. Indéfoerreichte die Bildung von DNA-
Addukten nach einer Exposition vdrth, in der Leber bereits nadh2h ein Maximum. Die
Gesamtkonzentration der Addukte war somit in desetendher als im Hode(Sega et al.,
1989, 1990) Fur die Wechselwirkung von Acrylamid mit den 3®wifirylgruppen des
Hamoglobins fanden Bergmark et al. in Untersuchongas Ratten (0 bis 100 mg
Acrylamid/kg Korpergewicht i.v.) eine nahezu lineakbhangigkeit zwischen Hamoglobin-
Bindungskapazitat und Konzentration. Sie errechmetaen Bindungsindex von 6400 pmol
(g Hb)Ypmol Acrylamid (kg Kérpergewicht) bei einer einmaligen i.v. Verabreichung von
100 mg/kg Korpergewichi{Bergmark et al., 1991)

Auch das Acrylamid-Epoxy-Derivat Glycidamid besitie Fahigkeit, sich mit SH-Gruppen
von Proteinen oder auch M&ruppen von Nukleinsauren kovalent zu verbinddmwv@hl die
Bildung von DNA-Addukten mit Acrylamid und Glycidadin-vitro nachgewiesen wurde,
konnten nach Acrylamid-Aufnahmm-vivo nur fur Glycidamid DNA-Addukte gefunden
werden Doerge et al., 2005a)Damit ist Glycidamid der viel bedeutsamere Maeuliat
genotoxischer Effekte als Acrylamid und stellt eirpotenziell karzinogenen und mutagenen
Metaboliten darRaulsson et al., 2003; Sega et al., 1990; Callertaal., 1990, 1992, 1993)
Die Adduktion von Acrylamid und Glycidamid an Hanhagn ermoglicht es, beide
Substanzen als zuverldssige Indikatoren der exterderylamid- bzw. internen
Glycidamidbelastung zu verwenddsigmarker$. Nach i.v. Verabreichung von Acrylamid an
Ratten konnten Hamoglobinaddukte von GlycidamidBiut identifiziert werden(Calleman
et al., 1990; Bergmark et al., 1991jn Urin von Ratten und Mausen wurden Acrylamidl un
seine Metabolite Glycidamid, N-Acetyl-S-(2-carbah@yhydroxyethyl)cystein (GAMA),
2,3-Dihydroxypropionamid, N-Acetyl-S-(3-amino-3-apropyl)cystein und N-Acetyl-S-(3-
amino-2-hydroxy-3-oxopropyl)cystein detektie(Gumner et al., 1992)Acrylamid und
Glycidamid sind beide chemisch sehr reaktiv (si&tlduktionsfahigkeit) und kénnen deshalb
auch leicht Reaktionen mit Glutathion eingehen. fmarinen Urin und Gallenflissigkeit
wurden Metabolite von Acrylamid in Form seiner #ien Konjugationsprodukte mit
Glutathion sowie als freies oder Glutathion kongutgs Glycidamid nachgewieseBufmner
et al.,, 1992, 1999; Miller et al., 1982Die Synthese der Konjugate wird durch das
zytoplasmatische Enzym Glutathion-S-Transferase T{G8er Leber und des Gehirns

katalysiert.
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Acrylamid wird aus allen Geweben bei Rat{éfiller et al., 1982)und Mauser(Marlowe et

al., 1986) schnell mit einer Halbwertszeit voca. 2h eliminiert. Die langer anhaltende
Radioaktivitat nach Verabreichung vdi'C]-markiertem Acrylamid diirfte entweder auf
Metaboliten mit langer Retentionszeit oder auf dimeraktion mit biologischen Molekilen
zurtckzufihren seifMarlowe et al., 1986; Miller et al., 1982ur den Blutspiegel betragen
die Eliminationshalbwertszeitanitial ca. 2h (terminal ca.10h) und fur die meisten Gewebe
ca. 5hbis zu8 Tage(Miller et al., 1982; Ramsey et al., 198#)ir Nervengewebe, Hoden und
Haut kann die terminale Halbwertszeit erheblichgémsein(Miller et al., 1982) Fir das

Ruckenmark werden bis 24 TageangegebeliTilson et al., 1981)Die Elimination mit dem

Urin erfolgt jedoch hauptséchlich in Form von Metkien anstelle der Ausgangsform
Acrylamid. Neben der hauptsachlich vorkommendendsigiursdure N-Acetyl-S-(3-amino-3-
oxopropyl)cystein wurden auch andere nicht idenigfbare Verbindungen als mdgliche

Acrylamidmetabolite im Urin nachgewiesévliller et al., 1982)

Hb-Acrylamid

Hb/

NH 2 [CYP2E1]
O)\/ o o DNA-Glycidamid

Acrylamid Glycidamid

[Glutathion- GSH [Glutathion- GSH
Transferase] Transferase]

/\/g NH »

[Epoxid-Hydratase]

A ey

N-AcCys-S O S-CysAc-N

Abb. 5: Phase-l und Phase-ll Metabolismus von Acrylamids Aler Phase-I-Reaktion bildet sich durch

Oxidation von Acrylamid via Cytochrom P450 sein kp®erivat Glycidamid. Beide Substanzen reagierén m

Hamoglobin oder DNA zu Hamoglobin- oder DNA-Adduktdm Phase-lI-Metabolismus entstehen aus der
Reaktion von Acrylamid und Glycidamid mit Glutathi®-Transferasen verschiedene Glutathion-
Konjugationsprodukte (modifiziert naGumner et al., 1999; Calleman, 1996

11



Acrylamid kann wegen der beobachteten Veranderungeh oraler Gabe in Tierversuchen
auch toxisch fur den Menschen sein. Die langjahiigg/lamidexposition von Arbeitern hatte
eine periphere Neuropathie zur Fold#éiller et al., 1985) In einer weiteren Studie wurde an
Ratten eine geringgradige Neuropathie nach Verameg von 1 mg Acrylamid/kg
Korpergewicht/Tag Uber das Trinkwasser nach 92 iage mannlichen Tieren beobachtet.
Dieser Effekt war auf eine sehr geringe Schadigieg Nervensystems beschrankt und nach
25 Tagen abgeklungdBurek et al., 1980)

Acrylamid besitzt beim Tier sowohl in somatischénauch germinativen Zellen ausgepragte
klastogene Eigenschaften (ChromosomenaberratioAaauploidie, Polyploidie), wie die
Befunde fir Lymphoma-Zellen der Ma(igloore at al., 1987)flr SpermatozytefRusso et
al., 1994) fur SpermatogoniefEhling und Neuhauser-Klaus, 199a@)d die Ergebnisse aus
dem Mikronukleus-TegqtAdler et al., 1988)dem reziproken Translokationst¢Shelby et al.,
1987) dem Dominant-Letal-Tes{Shelby et al., 1986; Smith et al., 198&)wie dem
morphologischen spezifischen Lokus-Test darlegentetd Verwendung des spezifischen
Lokus-Test lasst sich das Mutagenitatsrisiko irdolginer Acrylamidexposition beim
Menschen nur abschatzéRussell et al., 1991; Ehling und Neuhauser-Klal@92) Eine
punktmutagene Wirkung konnten-vitro mit und ohne metabolische Aktivierung im
Salmonella/Mikrosomentest sowie mittels des HyptxianGuanin Phosphoribosyl-
Transferase-System in CHO-Zellah{nese hamster ovary cellaultivierte Ovarialzellen aus
dem chinesischen Hamster) nicht nachgewiesen wéikarfield et al., 1988)Beim Tier ist
ein transplazentarer Ubergang fir Acrylamid vorieangdkeda et al., 1983)die Verteilung
im fotalen Gewebe ist vergleichbar mit der im Geweler Muttertiere mit Ausnahme der
Haut, die eine ungewothnlich hohe Konzentration agwMarlowe et al., 1986) Im
Tierversuch wirkt Acrylamid kanzerogen. Dies wirdrch positive Ergebnisse bestéatigt, die
sowohl in-vitro Transformationstest-Systeme als auch Langzeit-&agenitatsstudien
liefern. Die mdogliche Induktion von Lungentumoremirch Acrylamid wurde in zwei
Testreinen mit unterschiedlichen Verabreichungswegen Ma&ausen untersucht. Eine
signifikante und dosisabhangige Erhéhung der Lungearraten wurde sowohl nach oraler
als auch nach i.p. Verabreichung von Acrylamid destellt (p<0,01), wobei nach i.p.
Injektion die kanzerogene Wirkung von Acrylamid aswv starker als nach oraler
Verabreichung wa(Bull et al., 1984) Fir den Menschen konnte weder in einer Kohorten-
Studie mit Arbeitern unter hoher Acrylamidexpositicein signifikanter Anstieg der
Mortalitatsrate infolge von Krebserkrankungen nastigsen werderiMarsh et al.,1999)

noch konnte in einer weiteren retrospektiven Falhitfolistudie eine erhohte Krebsinzidenz
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nach oraler Aufnahme acrylamidhaltiger Nahrung laebbet werder{Mucci et al., 2003)
AulRerdem bietet die begrenzte Anzahl epidemiolbg@s&Studien keinen eindeutigen Beweis
daflir, ob Acrylamid definitiv kanzerogen fir den méehen ist(American Cynamid Co.,
1984; Sobel et al., 1986per Mangel an positiven Ergebnissen beim Mens&laen aber ein
Kanzerogenitatsrisiko nicht sicher ausschliel{@earfield et al.,, 1988) Deshalb ist
Acrylamid auf der IARC-Skala fir das Kanzerogemsit&iko der Gruppe 2A ,wahrscheinlich
kanzerogen fur den Menschen” zugeord(Rice, 2005) Hinsichtlich der Beurteilung des
toxischen Potentials von Acrylamid sowie der weitetoxikokinetischen Reaktionsablaufe
und Eliminationsprozesse stellen die im Phase-ltaldelismus vermutlich auch im
Menschen uber Glutathion-S-Transferasen gebild&enjugate N-acetyl-S-(2-carbamoyl-
ethyl)cystein (AAMA aus Acrylamid) und N-acetyl-8-Carbamoyl-2-hydroxy-ethyl)cystein
(GAMA aus Glycidamid) wichtige Indikatoren fir diBelastung mit Acrylamid und
Glycidamid dar, weil die beiden Glutathion-Konjugag@aAMA und GAMA sowohl im Urin
von Ratten(Sumner et al., 1992, 2008)s auch im menschlichen Urin identifiziert worden
sind (Fennell et al., 2005; Boettcher et al., 2005&nhand der Urinausscheidungen von
AAMA und GAMA lafit sich dann direkt die renale Efftigngsrate bestimmen und damit das

Ausmal} der toxischen Wirkung im Organismus angeben.

1.5 Problemstellung

Die Annahme, dass mit der Nahrung aufgenommeneylakoid auch beim Menschen
krebserregend wirken kdénnte, wurde in epidemioldges Studien nicht bestati@@elucchi et
al., 2003; Mucci et al., 2004, 2005Yalide Daten uber die Resorption, Verteilung, und
Elimination von Acrylamid stammen bisher nur ausrékperimenten und weisen auf eine
vollstandige Resorption und Verteilung Uber allew@ee und auf eine Umwandlung in
Metabolite hin, die im Urin ausgeschieden werdeag&yen stehen fir die Toxikokinetik von
Acrylamid im Menschen kaum Ergebnisse zur Verflgun®iese moglichen
Stoffwechselwege wurden zuletzt in zwei klinisct&ndien untersucht. In der ersten Studie
wurden die Ausscheidungsmengen von Acrylamid umkesé/etabolite im Urin 24 Stunden
nach oraler Verabreichung einer Acrylamid-DosisHihe von 3 mg/kg Korpergewicht
bestimmt (Fennell et al., 2005, 2006)n einer zweiten Studie konnten zwei Tage nach
Aufnahme einer in Wasser verdiunnten Acrylamid-Dosa 13 pg/kg Koérpergewicht die
beiden Mercaptursduren AAMA und GAMA im Urin gemassverden(Boettcher et al.,
2005a, 2005b)
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Die nur sehr dinne Datenlage zur Toxikokinetik varylamid im Menschen und die nur
sehr eingeschréankt auf den Menschen Ubertragbargabkisse aus tierexperimentellen
Untersuchungen fiihrte zu dem hier gewahlten Klmecalytischen Ansatz, die
Urinausscheidungen von Acrylamid und seiner Metiédb@lycidamid, AAMA und GAMA
nach oraler Aufnahme acrylamidhaltiger Nahrung ustendardisierten Bedingungen in einer
klinischen Studie mit 6 gesunden Probanden tUbeiZeégnaum von 3 Tagen zu untersuchen.
Da sich dieser Versuchsansatz mit interindviduelBamwankungen in der Toxikokinetik
zwischen den Probanden und vor allem mit dem Ucitéed zwischen der Aufnahme von
Acrylamid aus einer komplexen Nahrungsmatrix undeieAufnahme aus dem Trinkwasser
befasst, kann eine effektive Risikobewertung derykamidaufnahme fiur den Menschen
vorgenommen werden. Die Hypothese, dass Acrylamicthd orale Nahrungsaufnahme
toxische Wirkungen im menschlichen Organismus éetfawird im Rahmen dieser Arbeit

anhand folgender pharmakologischer Fragestelluggenift:

* Wieviel unverstoffwechseltes Acrylamid kann duratale Zufuhr acrylamidhaltiger
Nahrung in den menschlichen Urin gelangen?
* Welche Ausscheidungsmengen der Metabolite Glycida®AMA und GAMA sind

dann im Urin nachweisbar?
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2. Material und Methoden

Die erste methodische Aufgabe in dieser Arbeit lagder Erstellung standardisierter
acrylamidhaltiger Nahrung und der Bestimmung desrylamidgehaltes in diesen
Nahrungsproben (Studienchips) mittels kombiniefléssigkeitschromatographischer und
massenspektrometrischer ~ Verfahren  (LC-MS/MS). Alsweies standen die
Konzentrationsmessungen von Acrylamid und seing&abt@ite im Urin unter Einsatz auf die
Zielsubstanzen angepasster LC-MS/MS-Protokolle ufid Auswertung des renalen
Ausscheidungsverhaltens zur Charakterisierung deikdkinetik im Vordergrund. Der dritte

Teil umfasst schlie3lich die Beschreibung der klthien Studie.

2.1LC-MS/MS (Liquid Chromatography Tandem Mass Spectranetry)

Bei der LC-MS/MS-Methode handelt es sich um ein konertes und hoch sensitives
Messverfahren zum qualitativen Nachweis und zurntjiaiven Bestimmung geringster
Konzentrationen einer Zielsubstanz in einer PrdBerdich: 0,5-5,0 ng/ml Die Methode
zeichnet sich durch die Kopplung von der Hochleigsilissigkeitschromatographie (HPLC)
mit der Massenspektrometrie (MS) aus. Aufgrundiagren Empfindlichkeit und Selektivitat
der Flussigkeitschromatographie-Tandem-Massengpaktrie (LC-MS/MS) ist ihr Einsatz
in der klinischen Pharmakologie von groRer Bedegitiie LC-MS/MS ermdglicht vor allem
die Erniedrigung der Bestimmungs- und Nachweisgraneerschiedener Arzneimittel in
Blut- oder Urinproben. Dadurch kann die zu veratirende Dosis an die Probanden immer
weiter reduziert werden, so dass sich das Risikouwreerwinschten Nebenwirkungen fir die
Teilnehmer einer klinischen Studie vermindert.

Trotz der bisher erfolgreich zur Acrylamid-Diagrikstiber den Hauptmechanismus einer
Bromierung von Acrylamid angewandten GC-MS-Anal\tiastle et al., 1991; Castle 1993)
hat sich mittlerweile die LC-MS/MS-Methode zum Naglis von Acrylamid in
Nahrungsmitteln  etabliert. Bei der GC-MS-Analytik irev vorwiegend die
ElektronenstoRionisation (Bl angewandt. Da jedoch die nachzuweisenden lonem vo
Acrylamid nicht exakt spezifisch sind, besteht Giefahr, dass durch Koelution mit anderen
Verbindungen die Ergebnisse mittels GC-MS verfdlsebrden und LC-MS/MS deshalb

vorzuziehen ist.
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2.1.1 Herstellung acrylamidhaltiger Nahrung (Studi@chips)

Die Herstellung acrylamidhaltiger Nahrungsprobengitnet mit der Zubereitung des
Nahrungsmittels durch Frittieren der Kartoffeln fibden Zeitraum von 5 Minuten
(Studienchips). Danach folgen die Aufarbeitung winel Extraktion von Acrylamid aus den
Studienchips.

2.1.1.1 Probenaufarbeitung

Die Proben wurden aus Kartoffeln der Firma Princéssgestellt. Die Lagerung der
Kartoffeln erfolgte unter konstanten Temperaturéériissen (8-10°C) sowie unter normaler
Luftfeuchtigkeit (95% relative Luftfeuchtigkeit) fleine Woche, wobei in der Zeit keine
Sprosse oder Keime sichtbar wurdé@aubert et al., 2004)

Die Kartoffeln wurden zuerst mit dem Sparschaleschélt. Die geschélten Kartoffeln
wurden unter gleichmé&Rigem Druck auf dem Gemiséhimb&cheiben geschnitten und
anschlielend Portionen vara. 150gabgewogen (Tab. 3). Die Scheiben wurden in einer
Schissel mit Wasser gewaschen, um dadurch die eStdek Kartoffeln abzuwaschen.
Zunachst wurden die Kartoffelscheiben unter Bemujzdes Frittierfettes der Firma Unilever
Bestfoods GmbH (Biskin Reines Pflanzendl, HamburgutSchland) frittiert (Friteuse:
Modell Micro-Filter, Firma Moulinex). Das Frittiene wurde in separaten Vorgangen
fortgefuhrt. Jedes Mal wurde nur eine Portion dartéffelscheiber(150g) genommen. Mit
einem Thermometer wurde vor jedem Frittiervorgang demperatur des fllissigen
Frittierfettes kontrollier{190+10°C), um eventuell auftretende Abweichungen zu vernreide
(Tab. 3). Die getrockneten Kartoffelscheiben wurdérichmafig im Frittierkorb verteilt um
ein gleichméaRiges Frittierergebnis zu gewahrleisbra Stoppuhr wurde gestartet, sobald der
Korb mittels Senkknopf ins heiRe Fett abgelassen Wach 2min Frittierzeit wurde der
Deckel gedffnet und der Korb aus dem heiRem Featbmenen, damit ein gleichméaRiges
Frittieren erzielt werden konnte. Der Korb wurdecimapatestens 15sec wieder in das Fett
abgelassen und der Deckel verschlossen. Der Skhiiggang wurde nach 4min Frittierzeit
wiederholt. Nach weiteren 5min wurde der Korb aws Eriteuse genommen und zum
Abtropfen auf einen mit Kichenpapier bedeckten €Fellgestellt. Die frittierten
Kartoffelscheiben wurden dann erneut abgewogen diedTemperatur des Frittierfettes
nachkontrolliert (190#10°C) Nach den Frittiervorgdngen war deutlicher Gevaebtlust

festzustellen (Tab. 3). Der Riuckgang war daraufickeufiihren, dass das in den Kartoffeln
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bis zu [BO % enthaltene Wasser wahrend des Frittiervorgavgedampft. Die fertigen
Studienchips wurden in einem Topf vermischt. Ansffénd wurden daraus 6 Portionen von
je ca. 150 g gemacht und in einem Kihlschrank (A@is no_frost electronic Model 2494-
6GA, AEG Hausgerate GmbH Nurnberg, Deutschland) édeer Temperatur von + 4°C

aufbewabhrt.

Tab. 3: Gewicht der Kartoffelscheiben in Abhéangigkeit derTemperatur

Gewicht der Temperatur des
Kartoffelscheiben (g) Frittierols ( C)
151,3/51,0 196 /183
151,7 /56,2 196 / 189
150,8 /57,0 186 / 190
149,7 /56,3 190/ 192
g 149,2 /55,5 185/ 181
E 151,5/62,5 191/189
E 151,2 /56,4 192 /190
- 150,9 / 56,4 198/ 184
% 150,8 / 62,7 195 /187
%cé 150,2 / 68,4 187 /190
E 150,6 / 58,1 187 /188
§ 151,1/64,8 188 /180
149,5/62,0 191/185
148,5 /59,0 190/ 185
150,1/60,5 190/ 185
150,6 / 61,9 190/ 185
150,8 /57,0 190/ 185
151,3/57,0 190/ 185

Die Temperatur wurde wahrend des Frittiervorgangesstant gehalten.
Abweichungen vont 10°C lie3en sich nicht vermeiden. Zudem lag e#st fa
einheitlicher Gewichtsverlust der fertigen Studigips von ca. 100g nach jedem
Frittiervorgang vor.
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2.1.1.2 Extraktion

Die Extraktion wurde mit einer zufélligen Frittiegibe aus150,3g Kartoffelscheiben
vorgenommen. Das nach dem Frittieren ermittelte iGavbetrug56,5g Es wurden jeweils 2
Chips genommen und mit flissigem Stickstoff zerrmadrésechsmalige Wiederholung). Von
jedem Vorgang wurden 2 Proben enthommen, in Fa®ef@ie Uberfihrt und auf genau 1g
eingewogen. Zusatzlich sind mehrere Chips genommrmgden, die anschliel3end wieder mit
Stickstoff homogenisiert wurden. Davon wurden apeleimal je 1g abgewogen. Von jedem
Vorgang blieb eine Probe nativ, die nur mit 20m0 48mol/l HCIQ, extrahiert wurde. Die
zweite Probe wurde mit reiner Acrylamidlosung (98,Reinheit; Bio-Rad Laboratories,
Minchen, Deutschland) gemischt. Zu den ersten BdPravurdenlOQui Acrylamidlésung
(6000ng/g) zugegeben. Die nachsten 2 Proben erhieltebOgd Acrylamid (4000ng/g)
wahrend den letzten 2 Proberiljgud Acrylamidlésung(2000ng/g)zugesetzt wurden. Zu der
Probe aus mehreren Chips wurd€id reines Acrylamid4000ng/g)zugegeben.

Alle GefaRe wurden zunachst fest verschlossen ufidlem Uberkopf-Schiittler (Heidolph
Instrumente, Minchen, Deutschland) 15min lang iferpgin und bei einer Temperatur von
25°C (normale Zimmertemperatur) gut durchmischtséalielend wurden die ungeldsten
Nahrungsmittelreste in einer Tischzentrifuge (MoBehktion Line, Labofuge 400, Heraeus
Instruments GmbH, Dusseldorf) fir 3min bei 3000 rozentrifugiert.

2.1.1.3 Ultrazentrifugation

Nach Trennung der Phasen wurden von der oberere Phiftels einer Pasteurpipette jewells
6ml abgenommen, in die Ultrazentrifugenréhrcherrfiifie und zur besseren Phasentrennung
30min in der Ultrazentrifuge (Firma Beckmann L8-8gdell J2-HS) zentrifugiert.

Die Ultrazentrifugation erfolgte wegen der Anzakl dProben in zwei getrennten Vorgangen
fur je 30min bei 30000 rpm und bei einer Temperatton 25°C. Von den
Ultrazentrifugenrohrchen wurden schlie3lich jeweital abgenommen und diese Volumina
in 15ml Falcon-Rohrchen Uberfuhrt. Diese 14 Prolwenden bei -20°C eingefroren und fir
die innerhalb von zwei Tagen geplanten Messungéyeaahrt.
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2.1.2 LC-MS/MS Methodenentwicklung

Fur die quantitative Analyse von Acrylamid und seiiMetabolite waren vor allem die Wahl

der Saule und die Zusammensetzung des Laufmitbeldegsonderer Bedeutung:

o Saule
Typ Beta Basic 8 (Hypersil-Keystone)
Hypercarbontrennséaule 50 x 2,1 mme(irto Electron)
Hypercarbonvorsaule 10 x 2 mihgrmo Electron)
Dimensionen: 100 mm x 3 mm; 5 um

o0 Laufmittel
98 % Wasser + 0,1 % Ameisensaure + 2 % Adelon

0 Sonstige Parameter
* Injektionsvolumen: 5 pl (Injektionen alle 5min)
* FlieBgeschwindigkeit: 300 pl/min
e Temperatur Saulenofen: 20°C
e Temperatur Autosampler und Probenraum: 10°C

* Reversed-PhasBedingungen basokratischerElution der Proben

MS/MS-Parameter
+ positive Elektrospray lonisationsmethode (B®it der Spannung: 4,5 kV

« Temperatur der Heizkapillare: 360

e Schutzgas: 35 AU

e Zerstadubungs- und Hilfsgas, KLO AU)
« Kollisionsgas: Argon (1,5 mTary

Die LC-MS/MS-Analytik wird oft von &auf3eren Faktorebeeinflusst. Diese &ul3eren
Schwankungen kénnen insofern die Messungen beemigén, als dass zwei Substanzen in
einer Losung detektiert werden kénnen, die durctdiesgleiche Konzentration, aber eine
unterschiedliche Peakflache besitzen. Daher mufR3jdde Probe ein interner Standard

definiert und eingesetzt werden.

! Torr ist eine veraltete Druckeinheit und ist nightSI-Einheitensystem eingetragen. 1 Torr entspriach der
SI-Norm 133,3 Pa.
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Interner Standard

Die Verwendung einesiternen Standarddgst erforderlich, um korrekte und reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten. Mit der Hilfe des interfgtandards und der damit verbundenen
Wiederfindung sollten Matrixeffekte verhindert werd Dabei gibt man der zu
analysierenden Probe eine bekannte, der zu mess&ulsstanz chemisch und physikalisch
sowie chromatographisch ahnliche Verbindung hiddudem Zeitpunkt der Zugabe bis zur
Messung verhdlt sich der interne Standard im Anfttegsverhalten genauso wie die zu
messende Substanz. Man wertet den internen Star(detcennter und isolierter Peak)
gemeinsam mit den anderen Peaks der zu messentstai®aus und berechnet daraus die
Konzentrationen in Relatiorum internen StandardViethacrylamid wurde nach diesen

Kriterien als interner Standard ausgewahlt.

Methodenvalidierung

Die Methodenvalidierung dient zum Nachweis, ob elwickelte Methode fur die Analyse
des extrahierten Acrylamids geeignet ist. Die Malidng erfolgte gemaf den Richtlinien der
SOP (Standard Operating Procedureder Arbeitsgruppe Klinische Pharmakologie des
Instituts fur Pharmakologie der Universitat zu Koldie sich an den internationalen
Richtlinien GCP/ICH(Good Clinical Practice/lnternational Conference darmonization)
und FDA(Food and Drug Administratiorgrientierte.

Qualitatssicherung

Die Qualitatssicherung gewahrleistet einerseiterdégsige und auswertbare Ergebnisse und
vermeidet andererseits Fehler im Detektionssysteihrend der Messung. Die laborinterne
Qualitatssicherung erfolgte zunachst mittels desarRatersPrazision welcher auch als
relative StandardabweichungoRSD, relative standard deviatignoder innere Genauigkeit
bezeichnet wirdPrazision [%] = %RSD = Standardabweichung/Mittelwerf/L00 Dieses
Mald stellt also definitnionsgemal den Variationffkmenten dar. Weitere Kenngroé3en zur
Beurteilung des Mel3systems sind Riehtigkeit, welche die mittlere Abweichung zwischen
Mess- und Sollwerten angibd [%] = (¢ - X) 100 mit i = Mittelwert aus allen Sollwerten
und X = Mittelwert aller Messwerte) und d#iederfindungsrate W (Recovery)n unserem
Fall wurde die Prazision als Inter- und Intradayr#&eberechnet (von Messtag zu Messtag
und innerhalb einer Messreihe). Die erlaubten Ablu@ngen lagen im Bereich von bis zu
15%.
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Wiederfindung (Recovery)

Die Wiederfindungals Mal? fir die Ausbeute des Analyten nach allefad@itungsschritten

im Vergleich zu einer nicht aufgearbeiteten Losuragiiert z.B. durch eine mdgliche
Unterdrickung der Bildung von verschiedenen lomeuanterschiedlichen MatrizgiRydberg

et al., 2003). Die Wiederfindungsrate Wberechnet sich aus der gemessenen sowie der
zugesetzten Konzentratiamd wird in % angegebgiW = CyemessefCrugesetz2Z100). Sie sollte

im Bereich zwische80 und 120%liegen.

2.1.3 Messung des Acrylamidgehaltes in Studienchips

Die Probanden erhielten eine definierte Portionzigrereiteten acrylamidhaltigen Nahrung,
deren Acrylamidgehalt zuvor mittels LC-MS/MS bestimwurde und néherungsweisemg
betrug (siehe Ergebnisse, Kapitel 3.1).

Es war notwendig die verabreichte Acrylamid-Dosisden Studienchips durch eine zweite
Messung direkt nach der Studie zu bestatigen, ddmaitindividuell applizierte Dosis fur
jeden Probanden abgesichert werden konnte (Dopgigtbaung). Diese Methode
gewahrleistet, dass die spater gemessenen Konzeméra und Mengen von Acrylamid und
seiner Metabolite im Urin mit der tatsachlich oralfgenommenen Acrylamid-Dosis

(Referenzmenge) als Ausgangspunkt des Metabolisengtichen werden kénnen.

Die gesamte Durchfihrung des Experimentes, vonH#gstellung der Studienchips (siehe
Kapitel 2.1.1) bis zur Messung des Acrylamidgelsaiteder Nahrung ist hier schematisch als
Zusammenfassung aller dieser Einzelschritte im iDetlargestellt (Abb. 6). Die
abschlieBenden Konzentrationsmessungen und Mengienbmingen wurden mit je 500 pl

einer Probe durchgefihrt (Referenzprobe).
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Proben-Pool: frittierte Kartoffel -Scheiben

/ I

Nachbestimmur

18 Portionen (Tab. 6)
~ 5060 g/ Portion
150 gpro Proband

Zufallsprobe
1 Portion
Endgewicht: 56,5 g

verabreichte Dosfs

Entnahme

Entnahme a
6 x 2 Scheiben

Verabreichung

Nahrungsaufnahn
- . Zeitplan
Homogenisierung Homogenisierung
6 Proben 1 Probe
\4
Halbierung Halbierung Studie:

Acrylamid -Dosis

| 12 Proben(1 g) | pro Proband

| 2 Proben (1 g) |

\ )\ J (n=6)
Y Y Metabolismus
AcrylamidAnreicherung AcrylamidAnreicherung Ausscheidung
6 x native Proben 1 x native Probe Zeitplan
Kontrolle Kontrolle v
0 ngAcrylamid / 1g 0 ngAcrylamid/ 1g Urinproben
6 x ProbenAcrylamid 1 x ProbeAcrylamid Aufbearbeitung
2 x 2000 1 x 4000 vim IBMP unc
2 x 4000 ngAcrylamid / 1g IPASUM
2 x 6000 -
ng Acrylamid / 1g Urin Messprobe
\ / Messung
Extraktion, e im IBMP
Ultrazentrifugation und IPASUM

| Referenzprobe: wéassrige Phase enthakcrylamid | LC-MS/MS Analytik
l der Urin -Proben

| LC-MS/MS Analytik der Referenzproben |

Abb. 6: Flussdiagram zur Beschreibung der einzelnen exgatieien Abschnitte von der Herstellung der
Studienchips (siehe Kapitel 2.1.1), der Verteilurdjeser Nahrungsproben fiir die verschiedenen
Verarbeitungsphasen (linker Ast) und orale Verattmang (rechter Ast) bis hin zur technischen Datissung

und Messung des Acrylamidgehaltes sowohl in derogeenen Referenz- als auch Urinproben der Probanden
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2.2 Klinische Studie

Der Metabolismus, die renale Ausscheidung und dadret Toxikokinetik des mit der

Nahrung verabreichten und oral aufgenommenen Atigs im menschlichen Koéper konnte
nur mittels einer klinischen Studie aufgeklart ledirteilt werden. Die Organisationsstruktur
(Abb. 7) beschreibt schematisch den prinzipielldia&f und verdeutlicht die einzelnen und
wichtigsten Schritte dieser klinischen Studie. Qiesamte Planung und die Durchfihrung

sind in den folgenden Kapiteln ausfihrlich besdiere

| Klinische Studie: Aufbau |

Voruntersuchung | Rekrutierung Probanden:
Anzahl n=6
stationarer 24 h Verabreichung der Studiensubstanz
Aufenthalt Entnahme von Blut- und Urinproben \
Metabolismus
Acrylamid-Dosis 0,94 mg > Ausscheidung
Zeitplan
J
ambulanter Teil bis 72 h Weitere Entnahme von Blut- und
nach Applikation Urinproben
| Nachuntersuchung Kontrolluntersuchung Laborwerte und
Dokumentierung von unerwiinschten
Nebenwirkungen (adversed events)
Aufbearbeitung \/f Messung
im IBMP und IPASUM im IBMP und IPASUM
. . LC-MS/MS Analytik
| Urinproben > | Urin-Messproben | E— Urin-Proben

Abb. 7: Aufbau der klinischen Studie und Gesamtablauf bisHerstellung und Messung der Proben.
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2.2.1 Studiendesign

Bei dieser Studie handelte es sich um eine offesr&omisierte, 1-Perioden-Studie mit 6
gesunden, kaukasischen freiwilligen Probanden (8nfiche und 3 weibliche Teilnehmer).
Der Antrag zur Beurteilung des Forschungsvorhab@dsrchfihrung der Studie), der
Prufplan sowie die Probandeninformation und Eindedniserklarung wurden der
Ethikkomission der Medizinischen Fakultat der Umsigit zu Koln eingereicht. Die
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Wmsrtat zu Koln ist die zustandige
Kommission fur alle innerhalb der Medizinischen &#kt der Universitat zu Koln
durchgefuhrten klinischen Studien. In ihrer Sitzinad sie das Thema ausfuhrlich behandelt
und stimmte der Durchfihrung der Studie mit einersifiven Votum zu.

Im Rahmen dieser Studie sind alle entsprechendeetaliebe Bestimmungen und

Verordnungen berucksichtigt worden.

2.2.2 Probanden

Die Untersuchung sollte 6 junge, gesunde, méannlicite weibliche Personen (Nichtraucher)
im Alter von 20-45 Jahren einschlieRen (Tab. 4). &eer vor der Studie stattgefundenen
EinfUhrungsveranstaltung wurden die Probanden (der Ablauf der Studie und die
vorgesehenen Eingriffe und Studienbelastung audgekDie Einwilligung der Probanden
wurde vom aufklarenden Arzt in  Form einer Probandfermation bzw.

Einverstandniserklarung schriftlich festgehalten.
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Tab. 4 Demographische Daten der Studienteilnehmer (Prainden)

ALTER | KORPER- KORPER- KORPER- BMI BMI
GROSSE | GEWICHT GEWICHT
PROBAND | (Jahre) (m) (kg) (kg) (kg/m?) (kg/m?®)
Vorunter- Nachunter- Vorunter- Nachunter-
suchung suchung suchung suchung
#1 (w) 23 1,75 64,6 64,5 21,1 21,1
#2 (w) 21 1,64 55,2 53,0 20,5 19,9
#3 (W) 28 1,76 80,0 80,3 25,8 25,9
#4 (m) 22 1,81 75,2 76,4 23,0 23,3
#5 (m) 35 1,95 97,2 97,1 25,6 25,5
#6 (m) 31 1,84 80,1 81,1 23,7 23,9
Mittelwert 26,67 1,79 75,38 75,40 23,28 23,27
Median 25,50 1,79 77,60 78,35 23,35 23,60
SD 5,61 0,10 14,44 15,16 2,21 2,38
Minimum 21 1,64 55,2 53,0 20,5 19,9
Maximum 35 1,95 97,2 97,1 25,8 25,9

Zur ldentifikation der einzelnen Probanden wurdevarz wahrend der Messungen und Auswertungen die
Initialien verwendet, jedoch wurden sie in diesebéit zur vollstandigen Anonymisierung nicht meheiter
angegeben (semi-anonymisierte Rohdatenerfassung Rrimdarauswertung). Die demographischen Daten
standen im Einklang mit den fir die Studie vorgeseim Einschlusskriterien.

2.2.2.1 Probandenauswahl

Einschlusskriterien flir Probanden

Mannliche und weibliche Kaukasier
Alter 20-45 Jahre
Normales Kérpergewicht (BMI = Body Mass Index 20Kji7nt)

Gesund entsprechend den Ergebnissen der umfangmeéidruntersuchung

Absicht und Fahigkeit zur Erklarung des schrifttohEinverstandnisses zur Teilnahme an der
Studie nach Bereitstellung umfassender Informatione

Ausschlusskriterien fiir Probanden

Personen mit wesentlichen klinischen Storungenspeethend den Ergebnissen der Anamnese,
der korperlichen Untersuchung, der Vitalfunktiorigpng und eines EKGs mit 12 Ableitungen)

Personen mit der Vorgeschichte einer grol3eren rgfischen abdominellen Intervention oder
einer Peritonitis innerhalb des letzten Jahres

Personen mit Gicht
Personen mit einer Psychose (aktuell oder anamsnbdiekannt)
Personen mit Epilepsie

Personen mit Hirnschaden
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Personen mit peripher Polyneuropathie

Personen mit koronarer Herzkrankheit

Personen mit der Vorgeschichte eines Myokardingarkt
Personen mit Lebererkrankungen

Personen mit Nierenerkrankungen

Personen mit Hypothyreoidismus

Personen mit Diabetes Mellitus

Personen mit chronischen Infektionen

Personen mit allergischer Kontaktdermatitis (zg&gen Gummi)

Personen mit relevanten akuten Infektionen oder akitten behandlungsbedirftigen Allergien
(einschliel3lich Arzneimittelallergien) innerhalbrdetzen zwei Wochen
Personen mit umgebungs- oder Dberufsbedingter BExposi gegentiber Acrylamid,

Ethylendibromid oder seinen Dampfen

Personen mit klinisch relevanter Abweichung von Nenmwerten bei Laborparametern, die wie

folgt definiert ist:

- positives Ergebnis der Hepatitis- und HIV — Ser@oglas durch eine zweite Untersuchung

bestétigt worden ist

- positives Ergebnis des Urinscreenings nach Subwsiasbrauch, das durch eine zweite

Untersuchung bestétigt worden ist

- mehr als grenzwertig positives Ergebnis der Urihasga(Combur®), das durch eine zweite

Untersuchung bestétigt worden ist (ohne Berlckigjohty des pH-Wertes)

- Hamatokrit, Hamoglobin, MCV, MCH, MCHC, Erythrozyteahl, Gesamtleukozytenzabhl,
Thrombozytenzahl, Prothrombinzeit (Quick), aktitgepartielle Thromboplastinzeit (aPTT),
SGOT (ASAT), SGPT (ALAT), Kalium, Natrium, Kreatmj Glucose: jeder Wert von mehr
als 10 % aulRRerhalb des entsprechenden Refererctiseréer durch eine zweite Untersuchung

bestétigt worden ist

- y-GT, Alkalische Phosphatase, LactatdehydrogenaseH]L Gesamtprotein, Albumin,
Harnstoff, Harnséure, fT3, fT4, TSH basal: jederriMeon mehr als 20 % aulR3erhalb des

entsprechenden Referenzbereichs, der durch eintead@ersuchung bestétigt worden ist

- Gesamtbilirubin, Cholesterin, Triglyzeride, Diffetelblutbild: jeder Wert von mehr als 50 %
auRRerhalb des entsprechenden Referenzbereichdyméreine zweite Untersuchung bestatigt

worden ist
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Ausnahmen sind nach Entscheidung des Leiters deiskthen Priifung moglich (z. B. Ausschluss
eines Probanden mit einer Erh6hung von weniger 18ls% oberhalb des entsprechenden
Referenzbereichs firGT, SGOT und SGPT)

Personen mit Medikamenteneinnahme beginnend zwehéfovor der Studie oder wahrend der
Studie (Ausnahmen moglich nach Entscheidung degerseider Klinischen Prifung, z.B.

Einzeldosen von Paracetamol bei akuten Schmerzemtapisches Aciclovir bei Herpes labialis)

Personen mit Einnahme eines Arzneimittels mit eid@ngen Eliminationshalbwertszeit

(> 24 Std.) innerhalb von vier Wochen vor dem erSeudientag

Personen mit chronischer Arzneimittelbehandlung Page) innerhalb von acht Wochen vor dem

ersten Studientag

Personen mit Teilnahme an einer Arzneimittelprifumg einem neuen Wirkstoff innerhalb der

letzten 8 Wochen vor Beginn der jetzigen Studie

Personen mit Teilnahme an einer Arzneimittelprifamgeinem registrierten Wirkstoff innerhalb

der letzten 4 Wochen vor Beginn der jetzigen Studie

Personen mit Blut- oder Plasmaspende innerhalbetieien 4 Wochen vor Beginn der jetzigen
Studie

Aktuelle Raucher, definiert als Personen, die ihallr der letzten sechs Monate zumindest eine

Zigarette geraucht haben (oder Zigarre, Pfeife)

Personen mit bekannter oder vermuteter Abhangigkeit (,sozial anerkannten“) Drogen,

einschl. Personen, die mehr als 30 g Alkohol tadiimken
Personen mit Alkohol- oder Drogenabhéngigkeit in\dargeschichte

Personen mit einer schweren Erkrankung in der \&migehte, die mit der Zielsetzung der Studie

interferieren kdnnte (z.B. psychiatrische Erkrarkuapilepsie)

Personen, die auf acrylamidreiche Nahrungsmittel Bz Kartoffelchips, Pommes frites,
Roggenbrot), Alkohol, methylxanthinhaltige Getrankend Nahrungsmittel sowie auf
Grapefruitsaft und —fruchtfleisch nicht ab 72 Stemdor der ersten Einnahme der Prifmedikation

bis 48 Stunden nach der letzten Einnahme der Pdilkaigon verzichten wollen oder kbnnen

Personen mit besonderer Diat (z.B. Vegetarier) etleem Lebensstil (inkl. extreme korperliche

Aktivitaten wie Leistungssport und Gewichthebergy; ohit der Studie in Konflikt geraten kdnnte

Personen, die eine elektive Behandlung im Krankasanerhalb eines Monats nach der letzten

Einnahme der Prifmedikation planen
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¢ Personen, die sich bekanntermal3en oder vermuiltih an Studienanweisungen halten oder die

bekanntermaf3en oder vermutlich nicht verlassliar edrtrauenswirdig sind

e Personen, die bekanntermalRen oder vermutlich miahti in der Lage sind, die als Teil der
formalen Aufklarung erhaltenen Informationen (Eirsténdniserklarung) zu verstehen und zu

bewerten, insbesondere in Hinsicht auf die sie gemnden Risiken und Unannehmlichkeiten

» Personen mit absehbaren Problemen fir das erfdhgrdiegen von Venenverweilkathetern an

den Unterarmen

* Nur fur weibliche TeilnehmePositives Ergebnis des Schwangerschaftstests

* Nur fur weibliche TeilnehmerDie Probandin benutzt nicht oder ist nicht bereitihrend der
Studie adaquate empfangnisverhitende Methoden zuwutZzsn, wie sie in  der
Probandeninformation aufgefihrt sind

¢ Nur fur weibliche Teilnehmeftillende Mutter

2.2.3 Mogliche unerwiinschte Ereignisse und Risiken

Im Rahmen der Studie wurde eine Dosis von ca. 1Auogylamid durch Verzehr eines
acrylamidhaltigen Nahrungsmittels in Form von staddsierten Studienchips verabreicht.
Bei den acrylamidhaltigen Zubereitungen handeltssiels um Nahrungsmittel gemafR dem
“Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegesetz”. Ditlene tagliche Acrylamidzufuhr mit
der Nahrung ist schwierig abzuschéatzen, zumal genAngaben Uber die zu Hause
zubereitenden Mabhlzeiten nicht zur Verfigung stdfieliig et al., 2004) In einer doppelten
Ernahrungsstudie in der Schweiz im Jahr 2002 wulide tagliche Acrylamidzufuhr bei
Erwachsenen auf0,28 ug/kg/Tag geschatzt (BAG, 2002) Nach Angaben der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) belauft sich dliechschnittliche Acrylamidzufuhr auf
0,3 bis 0,8 pg/kg/Tagur die reprasentative Populatig??éHO, 2002).Somit ist die Zufuhr
einer Tagesdosis im Bereich von 1 mg Acrylamid mér Nahrung als realistischer
Aufnahmewert anzusehen. Es ist davon auszugehss,eilde grol3ere Gruppe von Personen
mehrfach im Jahr diese Menge erreicht oder sogarstbreitet. Es ist nicht auszuschliel3en,
dass die Einnahme von 1 mg Acrylamid ein geringjugrhohtes Lebenszeit-Krebsrisiko
verursachen kann. Weitere unerwiinschte WirkungerSteliensubstanz sind aber nicht zu

erwarten.

Fur Acrylamid sind im Tierversuch teratogene Eféektachgewiesen worden. Kontrollierte
Studien an Schwangeren fehlen. Daher soll Acrylamid dieser Studie aus
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Sicherheitsgriinden bei Schwangeren und stillendéttevh nicht angewendet werden. Diese
dirfen daher an der Studie nicht teilnehmen.
Die Venenpunktion und/oder das Legen von Venenvidkatbetern zur Blutentnahme kann

Schmerzen verursachen und gelegentlich zu Thromhaseé Thrombophlebitiden fuhren.

2.3 Studiendurchfuhrung

Die Studienteilnehmer haben sich durch ihre Eingulhg in die Studie dazu bereit erklart,
sich einer grindlichen Untersuchung und Befraguwngldeinen Arzt vor Beginn der Studie
zu unterziehen. Die Untersuchungen und Befragunmgnhalteten die Berlcksichtigung
frherer Erkrankungen, eine griindliche allgemeidmé&rliche Untersuchung, ein EKG, eine
Urinuntersuchung (einschlieBlich eines Alkohol- un®rogentests sowie einen
Schwangerschaftstest  fir  weibliche  Studienteilnehymeund  klinisch-chemische
Laboruntersuchungen (einschliel3lich Hepatitis B-epétitis C- und HIV-Test). Da
Arzneimittel und Nahrungsmittel Wechselwirkungertegimander haben kénnen, wurden die
Teilnehmer zu aktuell eingenommenen Arzneimittelmd UNahrungsmitteln befragt. Die
Teilnahme an dieser Untersuchung setzte voraus,dlasPersonen gesund waren und keine
Medikamente regelmaliig einnehmen wirden. AnhancEdgebnisse der Voruntersuchung
und gemalR der vorgegebenen Einschlu3- und Ausdclikrien (siehe Kapitel 2.2.2.1)
haben sich die leitenden Arzte fiir die 6 Teilnehmtschieden. AnschlieRend erfolgte die
Hauptphase der Studie: stationdrer Aufenthalt deobd&hden, die Applikation der
Studiensubstanz (Acrylamid in Studienchips) undRliebennahme (Urin- und Blutproben).
Die Studie endete mit der abschlieRenden Nachwuensig der Probanden, die &hnlich wie
die Voruntersuchung, eine grindliche allgemeingp&diche Untersuchung umfasste (siehe
Abb. 7 aus Kapitel 2.2).

2.3.1 Studienablauf

11 Stunden vor Einnahme der Prifsubstanzen um 2(h@@vurden die Studienteilnehmer in
die Probandenstation aufgenommen. Alkoholkonsune, Aufnahme von Grapefruitsaft
(Jetter et al., 2002),von acrylamidreichen Nahrungsmitteln (z.B. Pommiees,

Kartoffelchips, Knackebrot) und von methylxanthitliflgen Nahrungsmitteln oder Getranken
(z.B. Kaffee, schwarzer Tee, ,Red Bull“, Kakao, Skblade) waren 72 Stunden vor

Einnahme der Priufsubstanzen bis zum Verlassen idraRdenstation nicht gestattet. Die
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chemischen Wechselwirkungen zwischen den untediathen Substanzen nehmen eine
Schlusselstellung fur die Gefahrdung des Menschien (Renwick et al.,, 2003)Die
Studienleitung behielt sich vor, innerhalb der $nghase stichprobenartig zu einem

beliebigen Zeitpunkt zusatzliche Drogen- und Alkibésts durchzufthren.

Die Studie bestand aus einer Studienphase, inateNdhrungsmittel verabreicht wurde. Am
Abend der Aufnahme in die Probandenstation wurdeihrend aller Studienperioden
Blutdruck, Puls und Korpertemperatur bestimmt so@i@gen- und Alkoholtests und bei
weiblichen Teilnehmern Schwangerschaftstests defcihgt.

Im Rahmen der Studie wurde eine Dosis von 1 mg laori durch Verzehr der
acrylamidhaltigen Studienchips (siehe Kapitel 2.1nfit 240 ml Wasser verabreicht. Die
Zeitpunkte (in Stunden) wurden absolut und relatitn Zeitpunkt der oralen Gabe (absoluter
Nullpunkt 0:00) angegeben (Tab. 6).

Tab. 6: Studienverlauf vor und nach Einnahme der acrylamidhaltigen Nahrung

Zeitpunkte und MalRnahmen relativ zur Gabe der acrydmidreichen Nahrung (in h) Uhrzeit

-11:00 | Ankunft in der Probandenstation, Beginndahrungskarenz 20:00

-10:30 | kurze korperliche Untersuchung, EKG, Messung vomtdlck, Puls und 20:30

Korpertemperatur, Schwangerschaftstest bei Frauen

-10:03 | Frage nach unerwiinschten Ereignissen (n&TTEPeriode) 22:00

-9:00 | Frage nach unerwiinschten Ereignissen (nur TESTitkd2g 22:00
23:00

-8:00 | Frage nach unerwiinschten Ereignissen (nuif TEBeriode), Gabe von 240 m
Wasser (nur TEST 1 Periode)
-1:00 | Wecken der Probanden, Beibehalten einer liegerd@merposition, Gabe voi  06:00
240 ml Wasser, Einbringen der Verweilkatheter, #sa&m Zeitpunkt ist dig

Aufnahme von Wasser (bis auf das Wasser, welchégeni Prifmedikation

verabreicht wird) nicht mehr erlaubt, das Bett dath jetzt nur fir
Toilettengange und nur unter Aufsicht und vorharigenkiindigung beim

Studienpersonal verlassen werden

-0:06 | Urinprobe, Beginn der 1. Urinsammlung 06:54
-0:03 | Blutentnahme, Frage nach unerwinschten Ereignissen 06:57
0:00 | Verabreichung einer acrylamidreichen Nahruitg?dD ml Wasser 07:00
+0:15 | Blutentnahme 07:15
+0:30 | Blutentnahme 07:30
+0:45 | Blutentnahme 07:45
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+1:00 | Blutentnahme, Frage nach unerwiinschten Essigm 08:00
+1:15 | Blutentnahme 08:15
+1:30 | Blutentnahme 08:30
+1:45 | Blutentnahme 08:45
+2:00 | Blutentnahme, Frage nach unerwiinschten Hssigm, Verabreichung von 240 09:00
ml Wasser, Ende der 2. Urinsammlung
+2:20 | Blutentnahme 09:20
+2:40 | Blutentnahme 09:40
+3:00 | Blutentnahme, Frage nach unerwiinschten Ereignissen 10:00
+3:30 | Blutentnahme 10:30
+4:00 | Blutentnahme, Frage nach unerwiinschten Ereignis&mapreichung von 24( 11:00
ml Wasser, Ende der 3. Urinsammlung
+4:30 | Blutentnahme 11:30
+5:00 | Blutentnahme 12:00
+6:00 | Blutentnahme, Frage nach unerwiinschten Hssigm, Ende der 4. 13:00
Urinsammlung, Aufnahme eines standardisierten WKtsens, ab diese
Zeitpunkt darf das Bett (aber nicht die Probandsimt) wieder verlasse
werden
+7:00 | Blutentnahme 14:00
+8:00 | Blutentnahme, Frage nach unerwiinschten Hssigm, Verabreichung von 240 15:00
ml Wasser, Ende der 5. Urinsammlung
+9:00 | Aufnahme einer standardisierten Zwischenmahlzeit 16:00
+10:00 | Blutentnahme, Verabreichung von 240 ml Wagsede der 6. Urinsammlung 17:00
+12:00 | Blutentnahme, Frage nach unerwinschten Ereignisdende der 7, 19:00
Urinsammlung, Aufnahme einer standardisierten Absatuzeit
+16:00 | Blutentnahme, Frage nach unerwinschten fissign, Ende der §. 23:00
Urinsammlung
+24:00 | Blutentnahme, Frage nach unerwinschten Ereignisdende der 9, 07:00
Urinsammlung, Angebot eines Friihstiicks, Entlassursgder Probandenstatiq
+36:00 [ 10. Urinsammlung und Abgabe des Urins inRtebandenstation 19:00
+48:00 [ 11. Urinsammlung und Abgabe des Urins in der Prdbastation 07:00
+72:00 [ 12. Urinsammlung und Abgabe des Urins inRtebandenstation 07:00
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2.3.2 Probennahme

3 Minuten vor sowie0:15, 0:30, 0:45, 1:00, 1:15, 1:30, 1:45, 2:00, @;2:40, 3:00, 3:30,
4:00, 4:30, 5:00, 6:00, 7:00, 8:00, 10:00, 12:0®:20 und 24:00 Stundemach Beginn des
Verzehrs wurden Blutproben von je 8 miationar entnommen. Fur die Blutentnahme
wurden 9 ml Li-heparinisierte Réhrchen verwendet. Die firr jedesbBnden individuellen

Zeiten der Blutentnahme wurden in den Case Remornh§ (CRFs) dokumentiert:

Blutentnahme

Entnahmesystem Sarstedt Monovetten [9 ml], Entnablamen: 8 ml

Kontrolle des Etiketts = Studienbezeichnung
= Probandennummer

= Probennummer [Abnahmezeitpunkt]

Kurz vor Einnahme der acrylamidreichen Nahrung sowiach 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-10, 10-
12, 12-16, 16-24, 24-36, 36-48 und 48-72 Stundemrden Urinproben von je 24 ml
abgegeben und gesammelt. Urinproben zu den Z@ieB6, 36-48und 48-72 Stunden

wurden jeweilambulant gesammelt und in der Probandenstation abgegeben.

2.3.3 Bearbeitung und Handhabung der Urin- und Ritproben

Die Behandlung der Blutproben erfolgte gemaR deohtiRiien der KPH SOP 3020
.Behandlung von Blut- und Plasmaproben®. Die Moritare samt Blutproben wurden in die
Tischzentrifuge gestellt und bei 3200 Umdrehungen/rfiir die Dauer von 10min
abzentrifugiert. Die Beschleunigung betrug 1992d diie Temperatur 4°C (Tischzentrifuge
Funktion Line, Labofuge 400, Heraeus Instruments bBm Disseldorf). Nach der
abgeschlossenen Zentrifugation wurden Plasmapriobdie 2 ml Plasmardhrchen abpipettiert
(Eppendorf-Gefalie). Die erforderliche und angegelf@petteneinstellung von 650 pl sowie die
Etiketten der Plasmar6éhrchen wurden noch einmatéidiert, die der Zuordnung der Proben zu
den 6 Probanden dienten. Fir jeden Probanden stahdg&liquots (A, B, C und D) zur
Verfigung. 500 pl Plasma war das Standardvolumenedem Ro&hrchen. Der Rest ist

gleichmalig auf alle R6hrchen verteilt worden.
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Es wurde fir jede Flasche das Leergewicht zur Besting des Urinnettogewichtes notiert.
Wahrend der Sammelperiode und bis zur letzten aantan Urinabgabe wurden die Urinproben
im Kihlschrank bei +4°C gelagert. Nach dem Enderj&mmelperiode wurde das Gewicht der
Flasche bestimmt und dokumentiert. Die Waage (TyonKEWG6000-1M) wurde vor jeder
Gewichtsbestimmung austariert. Am Ende der Sammetfge wurde das Vollgewicht
(Leergewicht Flasche + Urin) berechnet. Es wurdemm&lpipetten (5 ml) mit Pipettierhilfe
benutzt, wobei die Pipettierhilfe vor Arbeitsbegikontrolliert wurde. Die zur Verfigung
gestellten Proberéhrchen (Urinréhrchen A, B unch&tfen je ein Gesamtvolumen von 13 ml
und waren entsprechend beschriftet. Die Aliqguot8Aind C wurden mit je 8 ml Urin befullt

und dann wie folgt verfahren:

« Sammelflasche zur Homogenisierung vor dem Pipettibei geschlossenem Deckel
ohne Schaumbildung zwei- bis dreimal um 3@@&hen

» Deckel des Rohrchens nach dem Pipettieren sofdiéBen

* Pipette nach jeder Probe wechseln

* Pipettierliste ausftllen

Fur die spateren Messungen wurden die Proben & Ims Gefrierschrank (VX S 380 Jouan S
A, S. Heblain, Frankreich) bei einer Temperatur von -8g&@&gert.

2.3.4 Dokumentation

Die Dokumentation der einzelnen Ablaufe der Studigfolgte getrennt fir jeden
Studienteilnehmer und formgerecht in den entspretde StudienunterlagerCRFs Case
Report Forns). Darin wurden vom zustandigen Arzt personlicladeD zur Person eingetragen
sowie die Ergebnisse der Voruntersuchung einsdidreltler Angaben zu den Ein- uns
Ausschluf3kriterien als Begriindung fir die Studiémibéme aufgefihrt:

= Ergebnisse der Vor- und Nachuntersuchung (Initjal&eburtsdatum, Kklinische
Laborparameter, korperliche Untersuchung, Vitalzem

= Einnahmezeit der acrylamidreichen Nahrung

= Entnahmezeiten der Blut- und Urinproben

= Uhrzeit der Mahlzeiten

= Unerwinschte Ereignisse
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2.3.5 Analytik der Urinproben

Die Urinproben der gesamten Sammelperioden wurdem stitut fir Biomedizinische und
Pharmazeutische Forschung in Nirnberg-HeroldsbdBMK) auf den Gehalt von
unverandertem  Acrylamid analysiert und den Probandezugeordnet. Die
Konzentrationsmessungen fur GAMA und AAMA wurden imstitut und Poliklinik ftr
Arbeits-, Sozial- und Umweltmedizin (IPASUM) in Brigen durchgefihrt. In beiden
Einrichtungen wurde das wie zuvor im Institut flraPmakologie in Kéln fir die Referenz-
Acrylamidbestimmungen in den Studienchips (Kapill.3) eingesetzte LC-MS/MS-
Verfahren, jedoch in modifizierter Form flr die blobestimmungen angewendet.

2.3.5.1 Konzentrationsmessungen von Acrylamid und Igcidamid
Die Messung von unverandertem Acrylamid im Urin @&tudienteilnehmer wurde mit einer
dafur speziell entwickelten LC/MS-MS Methode durefigrt. Die Vorbereitung und

Aufarbeitung der Urinproben fir die LC-MS/MS-Anakjtumfassten die Extraktion, die
Aufreinigung und die Konzentrierung des Analyten.

Probenaufarbeitung

» die Urinproben wurden geschittelt und gemischt

e es wurden 6 ml Urin von jeder Probe enthommen

e 150 pl des internen Standards sowie einer Puffarigsvurden hinzugegeben

» die Gefalie wurden fest verschlossen und fir 15ss8ohittelt und gemischt

» danach erfolgte die flissige Extraktion von Acryihm

e 200 pl der oberen organischen Phase des Extraktedem entnommen und unter
Stickstoff (M) bei 35°C verdampft

* vom Probenriickstand wurden je 20 ul abgenommedieirentsprechenden Gefal3e

Uberfuhrt und zur Messung eingesetzt
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Geréte
Das LC-MS/MS-System war ein PE Sciex APl vom Ty@@{Sciex APl 3000, Applied
Biosystems Foster City, CA, USA, Perkin EImer, Tam Ontario, Kanada).

MS/MS-Parameter

« positive Elektrospray-lonisationsmethode (B$hit der Spannung: 4,5 kV
» Temperatur der Heizkapillare: 300° C
» Kollisionsgas: Stickstoff (B

Nativer und interner Standard

Es wurden zunachst die notwendigetiven Standardbergestellt. Die fur die Einschatzung
der Qualitat des Verfahrens zur Detektion und zoalgse von Acrylamid und Glycidamid
gewahltennternen Standardsollten bekannte Substanzen beinhalten, die delsufistanzen

ahnlich sind, abea priori in den Proben nicht vorkommen (vgl. Kapitel 2.1.3).

Kalibrierung
Die Urinproben wurden gegen eine Reihe von Uriftkationsstandards gemessen. Nach

Hinzufligen von acrylamidfreiem Urin wurden die Kaétionsstandards aufbereitet. Aus der
Kalibrationskurve wurde eine Minimalkonzentratioonv 1 ng/ml Acrylamid im Urin
ermittelt. Es waren keine signifikanten Unterscbiedwischen der Konzentration von
Acrylamid und internem Standard festzustellen. Bialibrationslinearitat im Urin lag
zwischenl und 100 ng/miDie Bestimmungsgrenzen waren identisch mit dexdngsten

Kalibrierungswerten.

Validierung
Wie bereits in Kapitel 2.1.3 beschrieben, ergabieh ir die Interday-Prazision(%RSD)

Werte vonl,1 % (1000 ng/ml), 3,3 % (500 ng/ml), 3,1 % (50myund 6,1 %(5 ng/ml)als
Mafld fur die Messqualitat der Urinproben. Die Rigkéit des Acrylamidstandards lag in
einem Bereich vor8,6 bis 101,4 %
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OQuantitative Bestimmungsgrenze

Die quantitativen Bestimmungsgrenzefim{ts of quantification, LO® wurden fir

unverandertes Acrylamid und seinen Metaboliten @bmid wie folgt festgelegt:

unverandertes Acrylamid (AA) > 0,5 ng/ml (SystemAPI 3000
Glycidamid (GA) > 2,5 ng/ml (SystemAPI 3000

LC-MS/MS-Analytik
Die Chromatographie lief unteReversed-PhasBedingungen ab. Die Elution erfolgte

isokratisch (siehe Kapitel 2.1.1 und 2.1.3). Daxkrnatische Losungssystem enthielt Wasser,
Acetat und einen organischen Modifikator als moBlese. Die m/z-Verhéaltnisse waren fur
Arylamid m/z 72- m/z 55und fir den internen Standamd/z 75~ m/z 58 Unter den
genannten Analysebedingungen betrug die durchslitimét Retentionszeit fur Acrylamid
und den internen Standa2# min(Soérgel et al., 2002)

2.3.5.2 Konzentrationsmessungen von AAMA und GAMA

Probenaufarbeitung

Die Probenaufarbeitung orientierte sich im Wesendh dem bereits fir Acrylamid
beschriebenen Procedere (Kapitel 2.3.5.1) mit degehden Modifikationen:

= von jeder Probe wurden 4 ml enthommen und in 1G&fé3e tberfihrt
= 40 pl Methanséaure, 4 ml Ammonium-Puffer (50 mmuail 2,5) sowie

30 ul interner Standard wurden zu jeder Pr¢benl) gegeben
Gerate
Das LC-MS/MS-System war ein PE Sciex APl vom Ty@Q@{Sciex APl 2000, Applied

Biosystems, Langen, Deutschland).

MS/MS-Parameter

+ positive Elektrospray-lonisationsmethode (B$hit der Spannung: 4,0 kV
« Temperatur der Heizkapillare: 476

» Kollisionsgas: Stickstoff (B
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Nativer und interner Standard

Der erste Schritt vor der Probenaufarbeitung bestarch hier in der Vorbereitung nativer

Standards. Die folgenderativen Standarde/urden hergestellt:

AAMA 10 mg AAMA-L6sung 1,0 g/l
GAMA 10 mg GAMA-L6sung 1,0 g/l
Loésungsmittel: Methanol jeweils 10 mi

Methanol diente als Loésungsmittel fir die AAMA u@AMA. Die hergestellten Losungen

wurden in Glasflaschchen tberfuhrt, mit braunemofebedeckt und bei einer Temperatur
von +4°C bis zur weiteren Anwendung aufbewahrt. datieRend wurden die fur die

Messungen bendtigten nativen Standardlésungen llumergestellt. Zu diesem Zweck sind
die beiden jeweiligen AAMA- und GAMA-LAsungen vertit worden:

Standardlosung | 1:10 Verdinnung 100 mg/I

Standardlosung I 1:100 Verdinnung 10 mg/l

Die internen Standardsvaren:

d;-AAMA 10 mg/l 5mg (interner Standard I)
d;-GAMA 10 mg/l 5mg (interner Standard Il)
Lésungsmittel: Methanol 100 mg/I 50 ml

Kalibrierung

Mit Hilfe der Standardlésungen | und Il wurde eiReihe von Kalibrierungsstandards
angefertigt, die der Ermittlung von Abweichungensohen der gesuchten Substanz und dem
internen Standard dienten. Dadurch konnten aufdefiigse ausgeschlossen werden, welche
Messungen mit hoher Prazision garantieren. Zu died@eck wurden die beiden Lésungen
auf Konzentrationen zwisched bis 100 pg/Imit Urin und Wasser verdunnt. Die
Kalibrationskurven zeigten einen linearen Verlaui igewdahlten Konzentrationsbereich
(Korrelationskoeffizient > 0,99), so dass die Geraggleichung den mathematischen
Zusammenhang zwischen Messwert und KonzentratisiAdalyten hinreichend beschreiben
konnte. Die Kalibrierungen wurden in folgenden Banen durchgefuhrt:

AAMA von 16,2 pg/l bis 162 pg/l

GAMA von 20,2 pg/l bis 202 pg/l
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Validierung
Zur Methodenvalidierung wurden Eich- und Kontrotlpben hergestellt. Diese wurden zur

Qualitats- und Prazisionskontrolle herangezogerass der optimale Konzentrationsbereich
fur AAMA und GAMA festgelegt werden konnte.

Eine Validierungsmessung umfasste die Analyse vdficBreihen. Die Messreihe fir die
Proben mit niedrigen Konzentrationen wurden anefie jmit hohen Konzentrationen an 10
verschiedenen Tagen durchgefihrt. Um mdgliche Meifiekte in den Urinproben
auszuschalten und eine hohe Préazision und Riclitigle¥ Messdaten zu gewahrleisten,
wurden aufl3erdem acht verschiedene Urinproben mér édreatininkonzentration vo@,15
bis 1,74 g/lanalysiert.

Fur diePrazision(%RSD, inter/intraday) ergaben sich die Wertelobesi

AAMA von 3,8 % bis 4,9 % (interday) 162 pg/l / 16¢21
von 2,2 % bis 2,9 % (intraday) 162 pg/l / 1841

GAMA von 4,8 % bis 6,0 % (interday) 20,2 pg/l / 2041
von 5,3 % bis 6,2 % (intraday) 202 pg/l 1 2041

Die Wiederfindungsraten (Recovery) lagen in folgem@ereichen:

AAMA von88 bis 113 % (interday) 96 % (Mittelwert)
von 92 bis 109 % (intraday) 99 % (Mittelwert)

GAMA von 93 bis 112 % (interday) 101 % (Mittelwert)
von 89 bis 115 % (intraday) 101 % (Mittelwert)

Die Richtigkeit der Messungen bei AAMA und GAMA igteich den Wiederfindungsraten
gesetzt wordenBoettcher et al., 2005b)

OQuantitative Bestimmungsqgrenze

Die quantitativen Bestimmungsgrenzen ergaben siqlvgl. Kapitel 2.3.5.1):

AAMA >5 ng/ml (SystemAPI1 2000
GAMA >5 ng/ml (SystemAPI1 2000
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LC-MS/MS-Analytik
Die Analyse der Proben erfolgte auch hier mittelsMS/MS unterReversed-PhasdPLC-

Bedingungen. Die mobile Phase enthielt 95 % erdiertes Wasser, 5% Ameisensaure (1%
viv) und 5% Acetonitril als mobile Phase. Die geligin m/z-Verhéltnisse fir die

massenspektrometische Fragmentierung der Analyaeeny

AAMA: m/z 230- m/z 104 &k-AAMA: m/z 236- m/z 107
GAMA: m/z 249- m/z 120 &k-GAMA: m/z 252 —~ m/z 123
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2.3.6 Auswertung

Die pharmakokinetische Analyse renaler Eliminatmngesse bendtigt die genaue Kenntnis
Uber die zeitlichen Veranderungen der im Urin assgedenen Stoffmengen fir jeden
einzelnen Probanden. Die Auswertungen umfassenr darentitative Beschreibungen der
Stoffmengen-Zeitkurven, Funktionsanpassungen di&sgverlaufe sowie Vergleiche der

bestimmten Parameter und Variablen zwischen delmaden mittels statistischer Verfahren.

2.3.6.1 Pharmakokinetische Parameter und Kurvenanpassungen

Urinspiegelkurven

Urinspiegelkurven sind Mengen-Zeitkurven. Fir diestBllung der Urinspiegelkurven
wurden die aus den Massensignalen bestimmten Subtanzentrationen herangezogen.
Die Umrechnung in eine Massengrof3e, molare Stoffiaesowie in den prozentualen Anteil
der Ausgangsdosis als Malie fur die renale Aussehgi@rfolgten mittels der im Zeitgang
der Ausscheidung gesammelten Urinvolumina und -gjeei(Gl. 1). Insgesamt teilte sich die
Urinsammlung in 11 Zeitintervallauf (Nullpunkt beit=0). Die pharmakokinetischen
Parameter wurden aus den absoluten (Abb. 8) undulativen (Abb. 9) molaren
Stoffmengen-Zeitkurven ermittelt.
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Abb. 8: Bestimmung von Exkretionsraten und Geschwindigkenstanten aus UrinspiegelkurveA:
Auftragung der molaren Stoffmengen gegen die Emplzekte der Sammelintervalle. Die Exkretionsratdiidd
sind als Tangentensteigungen exemplarisch eindezeicB: Exkretionsraten-Zeit-Diagramnflinks) und
halblogarithmische Darstellung durch LOG-Transfaiora der Exkretionsraterfrechts). Aus der linearen
Regression der fallenden Gergdete Linie) werden die Eliminationshalbwertskonstakieund die terminale
Eliminationshalbwertszeti,, berechnet.

Absolut und prozentual ausgeschiedene StoffmengeiiN[nmol] oder [%]

Die absolut ausgeschiedene Stoffmenge wird ausrdelrin bestimmten Konzentratiod(t),
dem UrinvolumenVyrin=24ml) und dem Molekulargewicht der Zielsubstavi¥V bestimmit.

Die absolute Ausscheidungsfunktiolefert die absolute Urinspiegelkurve und lautet:

C() Morn(®

NG =—"w

(1)

N(t) wird auch alsAmount excreted (Ae)oezeichnet. Fur den prozentualen Anteil der

Ausgangsdosis folgt dann diaktionelle Ausscheidungsfunktion

N(t)
Ausgangsdsis

%N (t) = 100 @)

Die UrinspiegelkurverN(t) (Gl. 1) und %N(t) (Gl. 2) werden nicht nuabsolut (Abb. 8),
sondern auctkumulativ (Abb. 9) bis zum Ende der Urinsammlungen verfolgadurch
konnen der Ubergang in eine maximale Ausscheidlagsp aufgeldst und das kumulative

Ausscheidungsmaximum berechnet werden.
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Ausscheidungsmaximum M, und letzte quantifizierbare Stoffmenge Nt in [nmol]
Das AusscheidungsmaxiumN7, reprasentiert die am Ende dekumulativen

Urinspiegelkurven gemessene und abgelesene Stoffmenge (Abb. 9).gBageird die
Stoffmenge, die der letztequantifizierbaren Konzentrationn der Messreihe entspricht, als

Niast bezeichnet (Abb. 8A).

N(t) =N, +(N, - N, )dz-e ™)

N72 ' NO
o‘/
1000+ ®
°
800 C .
& terminale Abschlussphase
S 600 ®
£ . .
k= steile Anstiegsphase
= | o
S 400
2004 T o Initialphase (Plateau)
W = A
OI’ T —~ T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72
Zeit t [h]
B:

N(t) = N, ff1-e™*?) N No

1000 . l
® [ J
800- s °
[ J
- .
= 600 terminale Abschlussphase
£ o
A=
> 400 é
® steile Anstiegsphase
200+
GI’ T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72

Zeit t[]

Abb. 9: Bestimmung von Geschwindigkeitskonstanten aus katwen Urinspiegelkurven. Durch
Kurvenanpassungen mittels monoexponentieller Waatsfunktionen kdnnen die Geschwindigkeitskonstanten
k und die Ausscheidungsmaxiniy, approximiert werdenN,, ist das abgelesene Maximum am Ende der
MessungenA: Modell mit zwei Wachstumsphasen und zuséatzlichailer Ausscheidungsphase (Platedr),
Modell mit nur zwei Ausscheidungsphasen und feteéeméPlateau.
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Exkretionsraten dN/dt in [nmol/h]

Aus den absoluten Urinspiegelkurven werden  die  Tangentensteigungen
(Differentialquotienten) bestimmt (Abb. 8A). Diesdiefern dann die gesuchten

Exkretionsraten nach der Vorschrift:

dN (AN)~ N.,, - N

A A t, -t ®)

Die maximale Exkretionsrate(dN/dt),ax und der zugehdrig&eitpunkt der maximalen

Exkretionsratet,ax Werden aus dexbsoluten Urinspiegelkurvelirekt abgelesen (Abb. 8A).

Terminale Eliminationshalbwertszeit in [h] und Eliminationshalbwertskonstante in [h]

Zur Bestimmung dieser beiden Parameter werden dl@ekonsraten(dN/dt) gegen die
: . _ t +t
mittleren Zeitpunkte der Sammellntervallé'z—'*l) aufgetragen (Abb. 8B). Nach

halblogarithmischer Transformationder Exkretionsraterin (dN/dt) wird fir den linear
abfallenden Bereich eine lineare Regression dufdhge(Abb. 8B). Der daraus ermittelte
Steigungsfaktor reprasentiert deminale Eliminationshalbwertskonstantk,,, die nicht der
allgemeinen Geschwindigkeitskonstante entsprechen muf3 (vgl. GIn. 6 und 7). Fur die

terminale Eliminationshalbwertszeitt folgt unmittelbar:

In2
t,,=—
el

(4)

N« in [nmol] oder [%]

Die gegen unendlich extrapolierte ausgeschiedemdfn&nge N, errechnet sich nach

5
dt last

No, = Nop +—— —= (5)

el

folgender Beziehung:

(d—Nj ist die letzte Exkretionsrate am Ende der Urinsamm(Abb. 8B).
last
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Kumulative Kurvenanpassungen der Urinspiegelkurven,cumulative fitting")

Die kumulativen molaren Urinspiegelkurven gehorcheimerseits einer mathematisch
exponentiellen Wachstumsfunktion mit initialer Rtphase. Diese Plateauphase kann als

Verzdgerung der renalen Exkretion interpretiertdeer Modellfunktion 1, siehe Abb. 9A

N =N, +(N, -N, ) fL-e* ) ©)

Andererseits ist auch eine Approximation durch eionentialfunktion mit fehlender
Plateauphase moglicMgdellfunktion 2, siehe Abb. 9B

N(t) =N, - ™) @

Dabei sind die Parameter wie folgt definiert:

N(t) :=kumulative Ausscheidungsfunktion (= kumulatiyenspiegelkurve)

No : = Maximum der Ausscheidungsphase (Ende der Aessghg=~N,)

Np . = Plateau-Stoffmenge der initialen Ausscheidphgse (Verzégerungsphase)
Tp . = Plateau-Zeitdauer der initialen Ausscheiduhgsp (Verzdgerungsphase)

k : = allgemeine Geschwindigkeitskonstante (Halbweitkonstanter, = In(2)//k)

Die Kurvenanpassung erfolgt Uber dadon-Linear Least-Square Newton-Gauss
Konvergenzverfahren (NLLSQ)Die Glteder Kurvenanpassung wird mittels der Summe der
quadrierten Fehlerquadrag&SQ® (sum of squared errofs und R? beurteilt. Ein weiteres
Mafd fur die Qualitat der Kurvenanpassung ist #ieaktheit Sy (residual standard
deviation) welche sich durch die Standardabweichung der darten Fehlerquadrate

definiert.

ssqp | 2FOuFlu)’

ss ®)

R*=1-

> (Fe)

5,.= 3% ©)
n-p

mit n = Anzahl der Daten- bzw. Zeitpunkie= Anzahl der Funktionsparameter (GlIn. )5-7

2 Die Summe der quadrierten Fehlerquadrate als diecBumme der quadrierten Y-Datenwerte werden in de
englischsprachigen Literatur als SSE (sum of squarers) bzw. SS (sum of squares) bezeichnet.
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2.3.6.2Deskriptive Statistik

Mit Hilfe der Statistik kbnnen gemessene Daten awsgtet, interpretiert und verglichen

werden. Dazu bedient man sich deskriptiver undaagiver Verfahren.

Deskriptive Statistik

Alle Parameter und Kennwerte wurden Uber das Pd#ydwllektiv einzeln und gepoolt als
arithmetische Mittelwerte mit ihren Standardabwergien o, (SD), Standardfehlern (SEM)

und Variationskoeffizienten und als Mediane, Miniorad Maxima tabelliert. Fur statistische
Vergleiche und Modellvorhersagen wurden Student d@st§ sowie mehrfaktorielle

Varianzanalysen (ANOVA) durchgefihrt.

Fur alle Arten von Kurvenanpassungen und stattstiscAnalysen wurden die Programme
WinNonlin Professional pharmacokinetic softwarel4(@harsight Corp., Mountain View,
CA, USA), SPSS 11.0 (Statistical Package for theidd&ciences, SPSS Inc., Chicago, IL,
USA), Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diegh, GSA) und Origin 6.0 (Microcal
Software Inc., Northampton, CA, USA) sowie MicraseXKCEL verwendet.

45



3. Ergebnisse

Die Aufklarung der toxischen Effekte von Acrylamggines Phase-I-Metaboliten Glycidamid
und seiner beiden Phase-lI-Metabolite AAMA und GAN#bb. 10) hdngt zum einen davon
ab, wieviel der eingenommenen Acrylamidmenge imnUwiedergefunden wird. Zum
anderen setzt die Beurteilung solcher toxischerkWigen von Acrylamid auch dessen
Wechselwirkung mit den anderen Metaboliten vorass, dass auch das renale
Ausscheidungsverhalten von Glycidamid, AAMA und GAMyenauer Uberprift werden
muf3. Daher ist die Messung dieser drei Derivat&Jim notwendig, damit sie mit Acrylamid
im Rahmen einer pharmakokinetischen Analyse vdrghicund voneinander abgegrenzt
werden konnen. Der Nachweis des aus Acrylamid, udich auch im Menschen Uber
CYP2E1 katalysierten Glycidamids ist jedoch nicht mdglichewesen, weil die
Ausscheidungsmengen zu gering waren. Eine Beuntgities Gylcidamid-Stoffwechsels mit
seinen maoglichen toxischen Wirkungen (Abb. 10) dsshalb nur eingeschrénkt aus der
Synopsis der Eliminationseigenschaften von AcrythmdAMA und GAMA mdglich. Das
Datenspektrum umfasste die Konzentrations- und Mebgstimmungen von Acrylamid in

den Nahrungsproben sowie die Messungen von Acrglamd seiner Metabolite im Urin.

covalent binding to protein adducts protein adducts
DNA adducts DNA adducts
macromolecules T T
’ [o] o] HO O
hase | metabolism o
,—( Em— 1 >—< E——
P 4
H,C"  NH, NH, HO NH,
acrylamide (AA) glycidamide (GA) glyceramide
phase Il metabolism J l \
+GSH +GSH +GSH
[o] HO O GS O
GS—/_<NHZ GS—)_<NH2 HOﬂNHZ

- | |

HN O
HOOC HOOC HOOC HOOC OH
Y s NH, Y s NH, j/\s’\(lNHz Y s
HSC\n,NH o Hsc\'rNH H3CYNH OH Hac\'rNH
o (o} o o
N-acetyl-S-(2-carbamoyl- N-acetyl-S-(2-carbamoyl- N-acetyl-S-(2-carbamoyl- N-acetyl-S-(1-carbamoyl-
ethyl)cystein-S-oxide ethyl)cystein 2-hydroxy-ethyl)cystein 2-hydroxy-ethyl)cystein
(AAMA) (GAMA)

Abb. 10 Ubersichtsschema des Metabolismus von Acrylamélwgise adaptiert aus
Boettcher et al. 200Dybing et al. 2005und Fennell et al. 2006 In der vorliegenden Studie
wurde die Urin-Exkretion von Acrylamid, GlycidamidAAMA und GAMA untersucht.
Glycidamid konnte wegen der unterhalb der Bestimgsgrenze von 2,5 ng/ml liegenden
Urinkonzentrationen nicht analysiert werden.
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3.1 Bestimmung des Acrylamidgehaltes in Studienchgp

Die entwickelte LC-MS/MS Analytik diente zunachserdBestimmung der individuellen
Acrylamid-Dosis. Die Acrylamid-Konzentrationen werd direkt nach der vollstandigen
Herstellung der Studienchips (Kapitel 2.1.1) sonéeh Ende der Studie gemessen (Kapitel
2.3). Eine solche Nachbestimmung der Studienchipsfert einen geeigneten
Vergleichsmal3stab fur die Reproduzierbarkeit undrerdlédssigkeit der vor der Studie
ermittelten Acrylamid-Gehalte in den Studienchipsd wer dadurch oral aufgenommenen

Mengen.

3.1.1 Konzentrations- und Mengenbestimmungen

Die Doppelbestimmung der Studienchips bestétigtnékeirelevanten Verluste des
Acrylamidgehaltes wahrend der Lagerung der Stuthigsc aufgrund von
Trocknungsverlusten, weil sich nur geringe Untelesdd zwischen den vor und nach der
Studie gemessenen Acrylamidgehalte finden lassab. @). Deshalb kann die angenommene
Acrylamidmenge in der oral verabreichten Nahrunglsprals zuverlassiger Ausgangspunkt
fur alle weiteren Analysen der Urinausscheidungeraingezogen werden. Fir den mittleren

Acrylamidgehalt in den Studienchips ergibt sich Referenzwert vo6,3#1,0 pug/g(Tab. 7).

Tab. 6: Acrylamidgehalt in Studienchips vor und nach derStudie

Studienchips Acrylamidkonzentration Acrylamidgehalt Korrigierter
(vor der Studie) (vor der Studie) Acrylamidgehalt
[ng/ml] [ng/d] (nach der Studie)
[na/d]
1A 298 5962 5914
1B 282 5644 5599
2A 250 5008 4968
2B 254 5075 5034
3A 348 6958 6902
3B 284 5685 5640
4A 386 7717 7655
4B 386 7728 7666
5A 344 6870 6815
5B 310 6198 6148
Mittelwert 6284 6234
SD 995 987
Quadratsummenabweichung 8,0E+06 8,8E+06

Der Acrylamidgehalt der Studienchips wurde vor &unbeginn und unmittelbar nach der Studie geme$ein.
der zweiten Bestimmung wurde der Trocknungsvedusth die Kihlung bei +4C mit bericksichtigt. Daraus
resultiert ein zweiter korrigierter Acrylamidgehdltie Abweichungen sind minimal und nicht signifika
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Tab. 7: Studienchips vor der Studie als Referenzproben

Mittelwert [ng/q] 6284
SD[ng/q] 995
Variationskoeffizient [%] 15,8

Mittlerer Acrylamidgehalt in den Studienchips alsu@dlage fir die
Bestimmung der individuellen Acrylamid-Dosis fudgn Probanden.

3.1.2 Individuelle Aufnahmedosis von Acrylamid

Aus dem mittleren Acrylamidgehalt der Referenzproledgtet sich direkt die Nahrungsportion
fur jeden Probanden von durchschnittlich 150 gda,einer mittleren Acrylamid-Dosis von
938 ug (13,3 pmokntspricht (Tab. 8A) und damit die Studienvorgabe 1 mgerfillt. Zur

Bestimmung der individuellen Aufnahmedosis von Aanyid werden die Kdrpergewichte
der Probanden herangezogen. Die aufgenommene Atdylaosis betragt im Durchschnitt
12,8 pg/kgKorpergewicht (Tab. 8B). Daraus ergibt sich eiaglithe Dosis vord,3 pg/kg

Korpergewicht, die im Bereich der von der Bevolkegudurchschnittlich mit der Nahrung

aufgenommenen Acrylamidmenge V@b bzw. 3,4 pg/kdiegt (vgl. Tab. 2, Kapitel 1.3).

Tab. 8: Individuelle Aufnahmedosis von Acrylamid

A
Proband Abgewogene Menge Studienchipig] Menge Acrylamid [pg]
(Nahrungsproben)
#1 150,3 937
#2 150,4 938
#3 150,6 939
#4 150,4 938
#5 150,5 938
#6 150,3 937
B:
Proband Menge Acrylamid [ug] Korpergewicht [kg] Individuelle Dosis Acrylamid
[Lg/kd]
#1 937 64,6 14,50
#2 938 55,2 16,98
#3 939 80 11,73
#4 938 75,2 12,46
#5 938 97,2 9,65
#6 937 80,09 11,69
Mittelwert 937,8 75,4 12,84
SD 0,75 14,4 2,56

A: Einstellung einer konstanten mittleren Acrylamiddis von 938ug in durchschnittlich 1509 Studienship
die von den Probanden im Laufe der Studie einmadigehrt wurdenB: individuelle Acrylamid-Daosis in pg/kg
Kdrpergewicht. Die spezifischen Kenndaten der Pndba sind in Tab. 4 (Kapitel 2.2.2) aufgefihrt.
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3.2 Individuelle Ausscheidungen von Acrylamid und siner Metabolite

Nur ein geringer Teil des oral aufgenommenen Acnyds wurde in unveranderter Form,
sondern vorwiegend als sein Metabolit AAMA im Urausgeschieden. Vor der oralen
Einnahme sind weder Spuren von Acrylamid noch vdyci@amid im Urin als stérende
Hintergrundsignale gefunden worden, so dass keingtgrundkorrekturen erforderlich sind
(alle Messwerte unterhalb der jeweiligen Detektgyeazen vorD,5 bis 2,5 ng/ml Zudem

weist Glycidamid wahrend der Sammlungsperiode dyebbnd Urinkonzentrationen
unterhalb der Detektionsgrenze vardb ng/mljedoch tberhalb vo0,5 ng/mlauf und wird

demzufolge nicht quantitativ dargestellt, so das®e éChararkterisierung der Glycidamid-

Elimination mit diesen Konzentrationswerten nichigtich ist.

3.2.1 Nachweis von Acrylamid im Urin

Unmittelbar nach oraler Verabreichung der mittlefamylamidmenge vor®38+1 pglassen
sich in den ersten Stunden der Urinsammlungen aterachsende Acrylamidmengen und
Konzentrationen im Urin der Probanden messen und stemgerte

Acrylamidausscheidungsraten beobachten.

3.2.1.1 Quantifizierung und Mengenbestimmung

Die hochsten Konzentrationen und Anstiege sindein deitintervallerD-2h, 2-4hund 4-6h
nach oraler Aufnahme erreicht (Tab. 9A-C). Nadi ist bis zum Ende der Urinsammlungen
(72h) keine Messung der Acrylamidkonzentrationen meliiglch, weil alle Acrylamid-
Peaks unterhalb der Detektionsschwelle vos 0g/mlliegen (Tab. 9A). Dieser Befund
bedeutet, dass unverstoffwechseltes Acrylamid aus Idorper sehr rasch, namlich innerhalb
eines Tages renal eliminiert wird.

Der Zeitgang der renalen Ausscheidung (Tab. 9Bjtasiiei Spitzenwerte in den ersten drei
SammelintervallenQ-2h: 100nmql2-4h: 232nmolund4-6h: 135nmolTab. 9B). Die daraus
ermittelten Exkretionsraten betragef®, 116und 68 nmol/hfir diese Zeitrdume (siehe Abb.
8A, vgl. Gl. 3. in Kapitel 2.3.6.1). In den erstéh resultiert damit einemittlere Peak-
Exkretionssratevon 78#34 nmol/h (n=3) fir den gesamten Erfassungszeitraum aiitdere

Gesamt-Exkretionsrateon 36240 nmol/h (n=11)
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Diese hohe Streuung (SbMittelwert) fur die Gesamt-Exktretionsrate weigrdits auf das
schnelle Abklingen der Acrylamidmengen innerhalbesi Tages hin. Diese Werte werden
zum weiteren Vergleich mit dem Ausscheidungsveenmalion AAMA und GAMA benutzt.

Aus den kumulativen zeitlichen Verlaufen wird eladisf ersichtlich, dass nach 24h die
Ausscheidung ihr Maximum erreicht hat und damitnge ist (Tab. 9C). Insgesamt finden
sich im Urin nur4,4% des aufgenommenen und unverstoffwechselten Acrgkam@m Ende

wieder. Es ist festzuhalten, dass unverbrauchteglaunid zwar sehr schnell und effektiv
aber in nur sehr geringen Mengen — gemessen alusgangsmenge — aus dem Korper

entfernt wird.

Tab. 9: Zeitlich registrierte individuelle Acrylamid-Ausscheidungen im Urin
A

Proband/ |0.00[ 0-2 2-4 4-6 6-8 8-10 | 10-12| 12-16| 16-24 | 24-36| 36-48| 48-72
Sammel-

periode
[h]
1 * | 416 | 386| 284| 214 141 790 446 o961 | 1 .
2 ~ | 372 | 47,7| 278 203 16§ 872 442 0978 | 1 3
3 ~ 1338 | 486| 232| 133 835§ 48l 213 0634 | 1 .
Z * | 204 | 294 | 175 164 111 7,56 344 164 1 3 4
5 * 1207 | 256| 238 10,7] 10,4 694 488 0992 | 1 .
6 ~ | 538 | 375| 235| 194 144 7,58 473 165 1 3 4
N ~ | 6 6 6 6 6 6 6 6 * * *
M['rt_]tge/'xﬁ” + |3758| 37,87| 240 169 1246 725 394 114 f S
[n;?nu « | 919 | 932| 392 424 294 138 102 0411 7 1 .
'[\:'12‘;':7?“” ~ | 355 | 38,05 2365 17,76 1285 7,95 424 0985 [ ko
Min [ng/m]| * | 29.4 | 25,6 | 17.5| 10,7] 839 481 213 0,634 1 3
Max[ng/ml| * | 53,8 | 48,6 | 28.4| 21,4 165 87F 448 165 1 3 4
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B:

Proband/ [0.00 02 | 24 | 46 | 68 | 810 | 10-12] 12-16 | 16-24 | 24-36 | 36-48 | 48-72
Sammel-
periode
[h]
1 * [133,56364.07 171,07 27,78| 51,04] 4424 144p 457  * * *
2 * (181,14 212.37127.69 4459| 39.37| 1068 954 438  * * *
3 * [ 59,03| 139,05 79.34| 690| 321| 1.83 208 o084 = * *
2 * 192,89 307,66201.89 41,35| 13,14| 12,71 49.1p 1164  * * *
5 * [ 4647| 133.05 86.66| 63.84] 3514 2650 2312 516 1 * *
6 ~ [ 87.76| 234.84140.12 75,54 | 36,85 23.70 2661 59p  * * *
N 6| 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
M[':ﬁ']‘g;” « 1100,14| 231,84/ 134.46| 4333 | 29,79| 1995 208p 55p  * * *
[nfn[;l] « | 4991 91,64| 4752 2468 17,92 1493 16/50 351 [ * *
'\["nergfﬁ” « 19032 223,60133,90 42,97 | 3598 1823 1877 51F  * * *
LAl « | 46,47|133,057934| 690| 321 183 208 o84 * * *
[nmol]
[r':"rs(’)‘u « |181,14|364,07201,89 7554 | 51,04| 4424 491p 1164  * * *
c:
Proband/ [0.00] 0-2 | 2-4 | 46 | 6-8 | 8-10 | 10-12| 12-16 | 16-24 | 24-36 | 36-48 | 48-72
Sammel-
periode
[h]
1 * [ 133.56| 497,64] 668,71 696,48| 747,52 791,76 806,18| 810,76| 810,76| 810,76| 810,76
2 * [181.14] 393.51| 521,19 565,78| 605,15| 615,80] 625,32| 629,70| 629,70| 629,70| 629,70
3 * [ 59,03 | 198,08277,42| 284,33| 287,53 289,36| 291,44 292,29] 292,29] 292,29| 292,29
2 * | 92.89 | 400,55602.44] 643,78 656,93 669.69] 718,85 730.49| 730.49| 730,49| 730,49
5 * | 46,47 | 179.54266,17| 330,01] 365,13 391,66 414,77| 420,53 420,53 420,53 420,53
6 * | 87.76 | 322.60462.72| 538,25/ 575.10| 598.80| 625.41] 631,33 631,33 631,33 631,33
N 6| 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Mittelwert |
(ool 100,14| 331,08| 466,44 509,77 539,56 559,51| 580,33| 585,85| 585,85| 585,85| 585,85
[ni]%u « | 49,01 | 124,29 166,28 167,28 176,93| 185,44 192,42| 194,42| 194,42| 194,42| 194,42
'\[/'nen‘jfﬁ” « | 90,32 | 358,09 491,95| 552,02 590,12| 607,30| 625,36| 630,51| 630,51| 630,51/ 630,51
[r|1VIrrI1rc1)I] « | 46,47 | 179,54 266,17| 284,33 287,53| 289,36| 291,44| 292,29| 292,29| 292,29| 292,29
[r':"n?c’)‘u « |181,14| 497,64 668,71| 696,48 747,52| 791,76| 806,18| 810,76| 810,76| 810,76| 810,76

A: Acrylamidkonzentrationerfjng/ml], B: Ausgeschiedene Acrylamidmenge im Ufinmol], C: Kumulativ
ausgeschiedene Acrylamidmengenol]. Fur den vollstdndigen Zeitgang von 0-72 h sindlém jeweiligen 11
Intervallen inklusive des absoluten Startpunktes Einzelwerte als auch die Mittelwerte, SD, Mediaosvie

Minima und Maxima der Ausscheidung angegeben. fchtrbestimmbar (unterhalb der Bestimmungsgrenze vo

0,5 ng/ml), N=Anzahl der quantitativ bestimmbareatéh. Molekulargewicht Acrylamid 71,1 g/mol.
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3.2.1.2 Kinetik der Acrylamid-Elimination

Die kumulative Urinauscheidungsfunktion tGber deftrdam von 24h nach oraler Einnahme
bestétigt den schnellen Verlauf der Acrylamid-Ehation (Abb. 11): das Plateau bildet sich
deutlich nach10h heraus, bis sich ein Maximum zwischd2-24h einpendelt. Diese
Ausscheidungskurven sind fir jeden der untersuclesbanden charakteristisch (#1-3:
weiblich, #4-6: mannlich). Die absoluten molarensécheidungsmengen unterscheiden sich
jedoch erwartungsgemalf zwischen den Probandenliethebt maximalen Plateauwerten in
einem Bereich vo292 nmol (#3) bis 811 nmol (#1Biologische Unterschiede zwischen den
Probanden wie Alter, Geschlecht und Korpergewioigt. (Tab. 4, Kapitel 2.2.2) sowie die
spezifische Acrylamid-Dosis spielen nach diesensghsidungsprofilen offensichtlich keine
Rolle. Die entscheidende Komponente mit messbareftugs auf die renale Elimination ist
daher die absolute orale Zufuhr von Acrylamid. Wegker nicht auf die biologischen
Eigenschaften zuriickzufihrenden interindividuelBahwankungen in den ausgeschiedenen
Mengen ist die Betrachtung von mittleren Acrylamisischeidungsraten und der weiteren

mittleren pharmakokinetischen Parameter gereclgtert

—e— Proband 1
—&— Proband 2
—¥— Proband 3
—e— Proband 4
—©— Proband 5
—8- Proband 6

1000+

Ausscheidung von AA [nmol]

Zeit [h]

Abb. 11: Kinetik der renalen kumulativen Acrylamid-Elimii@t innerhalb der ersten 24h
nach oraler Einnahme einer Acrylamid-Dosis von 18®0l. Die hdheren Mengen
unveranderten Acrylamids finden sich in den Ze#timallen 2-4, 6-8 und 12-16 h nach
Aufnahme im Urin.
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3.2.1.3 Kurvenanpassungen der kumulativen Ausscheidg

Nach einer Anpassung der Modellfunktion 1 gemaf 65(siehe Kapitel 2.3.6.1) auf die
kumulativen Stoffmengenkurven zeigt sich zunaotiass nu von 6 Probandenkurve#4
bis #§ dem Modell einermonoexponentiellersattigungs-bzw. WachstumsfunktiGnmit
Plateau gentigen (Abb.12). Somit ist Modell 1 zwarf alle mannlichen Probanden
anwendbar, jedoch liefert diese Funktion kein Engelfiir die weiblichen Probande#il( bis
#3). Fur mannliche Probanden liegt die initiale Komeote der Ausscheidung (Plateau)
zwischen T, = 1,5 h und 2,0 h(Tab.10), die Geschwindigkeitskonstantén der
Gesamtausscheidung nehmen Werte zwis6t@h h' und 0,35 H an.

Um zu priafen, ob die initiale Eliminationsphase niiren Werten T, und N, der
Modellfunktion 1 ein charakteristisches Merkmal fias mannliche Probandenkollektiv ist
und nicht ein Artefakt der Kurvenanpassung datstellurden alle Probandenkurven
nochmals einer monexponentiellen Funktionsanpasswime initiale Plateauphase
(Modellfunktion 2 gemaR Gl. 7) unterzogen (Abb. .13 diesem Fall kdénnen alle
Ausscheidungskurven gefittet werden (Tab. 10). Darfalgt einerseits, dass weibliche und
mannliche Acrylamid-Ausscheider durch das einfaddedell 2 ohne Plateauphase
beschrieben werden kénnen (Tab. 11) und andergrs#giss nur méannliche Acrylamid-
Ausscheider eine offenbar initiale und verzogertgfafigskinetik der Elimination in den
ersten2 h aufweisen (Tab. 10). Diese Verzdgerung kann beivdeiblichen Probanden nicht

nachgewiesen werden.

% Mit dem Begriff Sattigung ist hier lediglich dasnde der Ausscheidungsphase gemeint. Ein
Sattigungsverhalten existiert fir Urinmessungermmiweeil die Substanz ab einem bestimmten Zeitpuniddit
mehr vorhanden ist oder im Korper zuriickgehaltend wihd deshalb nicht mehr zur Verfiigung steht. ibsligi
dieser Art von Experiment keine Gleichgewichtskanizationen, weil kein zeitlich dynamischer Prozess
vorliegt. Diese Erkenntnis schlief3t jedoch deni@atigscharakter einer Funktionskurve nicht grurdisdt aus.
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Abb. 12 Ausgeschiedene kumulative Stoffmenge von Acrylag&strichelte Linien),
betrachtet bis zum Zeitpunkt 72 h nach Aufnahmee (fiir AAMA und GAMA),
obwohl gemadRR Tab. 9 und Abb. 11 in Kapiel 3.2.1nd 8.2.1.2 nach 24 h die
Acrylamid-Ausscheidung beendet ist. Die Kurvenaspag erfolgte mit einer
monoexponentiellen Wachstumsfunktion mit Plateachnslodell 1 gemal Gl. 6 aus
Kapitel 2.3.6.1 (graue Linien).
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Abb. 13: Erklarung siehe Abb. 12. Die Kurvenanpassung gtéolmit einer
monoexponentiellen Wachstumsfunktion ohne Platesh iModell 2 gemal Gl. 7
aus Kapitel 2.3.6.1 (graue Linien).
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Tab. 10: Parameter der kumulativen Ausscheidungskurven faModell 1

Fit Parameter Proband Proband Proband Proband Proband Proband
#1 #2 #3 #4 #5 #6
Mittelwert
T, [h] - - - 1,6 2,0 1,5
N, [nmol] - - - 0,02 23,2 1,0E-05
No [nmol] - - - 722 423 632
k[h™] - - - 0,35 0,24 0,29
T2 [N] - - - 1,98 2,89 2,39
Standardfehler
T, [N] - - - 0,13 0,35 0,02
Np [nmol] - - - 21 8,57 2,53
No [nmol] - - - 8,72 5,8 1,12
k[h™] - - - 0,03 0,03 0,002
Konfidenzintervall 95%
1,3- 1,2- 1,4-
Tp [] - - ” 1,9 2,8 15
-48- 3,5- -5,8-
N [T - - - 48 43 5.8
No [nmol] i i i 701- 409- 629-
0 742 436 634
= 0,29- 0,19 0,28-
k[h™] - - } 0,41 - 0,30 0,30
Gute des Fits
Freiheitsgrade df - - - 8 8 8
R’ - - - 0,995 0,995 0,999
Quadratsumme SS - - - 3469 1175 51,31
S)x - - - 21 12 2,5

Fit-Parameter aus der Kurvenanpassung der kumeftathusscheidungsdiagramme (Abb. 12) mittels der
monoexponentiellen Wachstumsfunktion mit Plateal 6k Alle Funktionen und Parameter sind in Kapite
2.3.6.1 definiert. Die Anzahl der Freiheitsgradel gie Summe aus den Fehlerquadraten (Quadratsusginak)
zur Vollstandigkeit der Funktionsanpassung auf2i¢ensatze mit angegeben.
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Tab. 11: Parameter der kumulativen Acrylamid-Ausscheidungskirven fir Modell 2

Fit Parameter Proband Proband Proband Proband Proband Proband
#1 #2 #3 #4 #5 #6
Mittelwert
No [nmol] 827 640 300 743 433 647
k[h™] 0,22 0,24 0,27 0,20 0,16 0,19
1152 [N] 3,15 2,89 2,57 3,47 4,33 3,65
Standardfehler
No [nmol] 25,5 11,1 10,8 26,8 13,9 19,9
k[h™] 0,026 0,012 0,04 0,02 0,02 0,02
Konfidenzintervall 95%
No [nmol] 770- 615- 276- 683- 402- 602-
884 665 324 803 464 691
k[h™] 0,16- 0,20- 0,17- 0,14- 0,12- 0,14-
0,27 0,28 0,36 0,26 0,20 0,23
Gite des Fits
Freiheitsgrade df 10 10 10 10 10 10
R® 0,964 0,986 0,944 0,954 0,970 0,968
Quadratsumme SS 31669 6441 6380 33429 7654 17449
S/x 56 25 25 58 28 42

Fit-Parameter aus der Kurvenanpassung der kumeiatifkusscheidungsdiagramme (Abb. 13) mittels der
monoexponentiellen Wachstumsfunktion ohne Platézlu 7). Alle Funktionen und Parameter sind in Kabit
2.3.6.1 definiert. Die Anzahl der Freiheitsgradel wiie Summe aus den Fehlerquadraten (Quadratsusinik)
zur Vollstandigkeit der Funktionsanpassung aufRigenséatze mit angegeben.

Sowohl die Giitd¥ als auch die Exakthe8/S, der Kurvenanpassung fir Modell 1 (Abb. 12)
weisen daraufhin, dass die initiale Ausscheidungselkein Artefakt darstellt. Fir Modell 1
liegt R? deutlich (iber0,99 und S/S, zwischen2,5 und 20,8fiir die drei méannlichen
Probandenkurven. Die Gute und Exaktheit fir Mo@glab. 11) stellen keine Verbesserung
im Vergleich zu Modell 1 dar (Tab. 10), sondernfalfen sogar beide schlechter ad (
zwischen 0,94 und 0,99und S/S; zwischen 25,2 und 57,8 Bei Frauen ist diese
Verzdgerungsphase entweder infolge der Detektiemzgn nicht messbar oder dieser

Ausscheidungsschritt lauft so schnell ab, dass érassung wegen der zu geringen

Zeitaufldsung nicht maglich ist.
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Das Maximum der AusscheidungNy (Stoffmenge am Ende der schnellen
Ausscheidungsphase zwischerbis 24h verandert sich zwischen Modell 1 und Modell 2
nicht wesentlich, wenn man die Probanden #4 bisvé&fleicht. Hingegen sind die
Geschwindigkeitskonstantérfiir Modell 1 im Bereich zwische®, 24 und 0,35 fiwegen der
initialen Ausscheidungsphase deutlich héher al$/féidell 2 im Bereich vo®,16 bis 0,20 T
(vgl. Tab. 11 vs. Tab. 10y und vor allemk). Die Initialphase beeinflusst also nicht primar
das Ende der Acrylamid-Ausscheidung, sondern die sckBeindigkeit des
Eliminationsprozesses, die sich zwischen Frauen Madnern nach Modell Bignifikant
unterscheidet (mittlere Geschwindigkeitskostanteibiich: k,, (0,24+0,02) vs.mannlich:kq,
(0,18#0,02) Student t Test p <0,05s0 dass Frauen schnellere Ausscheider als M&mmer
kénnen. Nach Ablauf der Urinsammlungéi2lf) sind die ausgeschiedenen Mengen zwischen
weiblichen und mannlichen Probandenkollektiven nagnifikant unterschiedlich (mittleres
Maximum der gesamten Ausscheidungch 72hweibliche Probander578+263 nmolvs.
mannliche Probanden594+158 nmol, Student t Test p>0)05so dass am Ende der

Urinsammlungen alle Probanden vergleichbare Ausdahgsmengen aufweisen (Abb. 13).
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3.2.2 Nachweis von AAMA im Urin

Die Tatsache, dass nur geringe Mengen des aufgeanemmund nicht verdnderten
Acrylamids im Urin bei gleichzeitig sehr hoher Adassidungsgeschwindigkeit (= sehr frihes
Maximum der Ausscheidung) wiedergefunden werdemnt& zunéachst auf einen sehr frih
einsetzenden und schnellen Umsatz in einen seigenn8armetabolite AAMA hindeuten.
Die hohen AAMA-Konzentrationen deutlich tGberhallr @estimmungsgrenze vdn ng/ml
wahrend der gesamten Sammlungsperiode und nichtimuaien erster24h wie es bei
Acrylamid der Fall ist, sowie hohe AAMA-Exkretiorden lber einen langen Zeitraum
hinweg, sind erste Anhaltspunkte fur solche fumditen Zusammenhange, die hier nun im

Weiteren nachgewiesen und Uberpruft werden mussen.

3.2.2.1 Quantifizierung und Mengenbestimmung

In den Proben vor Acrylamidgabe betragt die Hinteng-Konzentration252+142 nmol/l
(59,02 ng/ml (Tab. 12A). Eine Korrektur ist nicht notwendigeivdie Werte um mehr als das
6fachegeringer sind als am Ende der Urinsammlungspelit2ie) Der Zeitreihenanalyse der
AAMA-Ausscheidung (Tab. 12A-C) zeigt sieben Spitwente deutlich ibe600 nmo] von
denen die hochsten drei Werte zwisc®& nmol und 1028 nmah den Sammelintervallen
12-16h: 814 nmol, 16-24h: 1028 nmohd 24-36h: 708 nmoknnehmen (Tab. 12B). Die
Registrierung von AAMA ist nach dem Intervdi8-72hnicht mehr moglici{alle Werte <5
ng/ml). Die hdochsten Exkretionsraten ergeben sich fuSdimmelintervalld-6h, 6-8h, 8-10h
und 10-12hin H6he von jeweil812, 351, 317 und 256 nmal/Rir den Zeitraum vod bis
12h resultiert daraus einmittlere Peak-Exkretionssrateon 30939 nmol/h (n=4) fir den
gesamten Zeitraum eimaittlere Gesamt-Exkretionsrat®n 174+125 nmol/h (n=11)

Die kumulativen zeitlichen Verlaufe verdeutlichedgss nactB6h Spitzenwerte zwischen
5487 nmol und 6341 nmarreicht werden und die Ausscheidung in ihre @n&hase
Ubergeht und das Maximum erreicht (Tab. 12C). Deelmgsten AAMA-Mengen werden in
den erster2h nach oraler Aufnahme verzeichnet (Tab. 12B). Rimulative AAMA-Menge
liegt innerhalb der erste2h deutlich unterhalb der gleichzeitig ausgeschiedeherylamid-
Menge und néhert sich nadih dem Acrylamid-Niveau vollstandig aischwellenwert: 466
nmol), damit es dann in der verbleibenden Zeit die Aamib-Ausscheidung deutlich und
kontinuierlich Ubertrifft (Tab. 9B). Innerhalb dersten2h ist jedoch die Exkretionsrate fir
Acrylamid (50 nmol/h)gréf3er als fur AAMA(39 nmol/h)
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Tab. 12: Zeitlich registrierte individuelle AAMA-Ausscheidungen im Urin

A
Probandf 0.00| 02 | 24 | 46 | 68 | 810 | 10-12| 12-16 | 16-24 | 24-36 | 36-48 | 48-72
Sammel-
periode
[h]
1 2415 78.42| 134,5| 352,53 1543]5663.9| 3568 898,1p 701,0 | 183,01 130,47| 48,63
2 50.44] 36,49 2006| 3434 76511 870 |1247.16983,75| 836.13| 237.89| 170.4 | 149.7
3 22.11| 158,45| 563.3| 664,8] 4031] 3600|22094|1508,13 1624.8| 601,19| 268,44 84,95
2 63.67| 68.22| 1066515847 837.9 | 1578.6 979.6 | 1956| 511,18324,49| 340 51| 152.2
5 08 | 2395427828 854,7| 544 | 807.36541,34] 695.07| 589,7 | 189.4| 172.2B 102.3
6 9575| 150 | 217,59 237,7| 692,49 818.8 | 648.3| 5830812148 2158 | 225 | 75,69
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Mittelwert A i
g/l | 59:02| 12185/ 250,15 435,26(1402,391389,81 997,1 | 810,71 897,52| 201,96| 217,84 102,24
[n;?nu 33.20| 74,87 | 165,12 268.15| 1333,8|1129.94 674,07| 439,79| 415,97| 159.87| 76,97 | 41,53
m?;?:r?ﬂn 57.05| 114,21 209,09| 347,95| 801,5 | 844.4| 813.95796,59| 769,01| 226,84| 198.61| 93,62
[n'\;'/'”mu 22.11| 36,49 | 106,65158,47| 544 | 663,9| 3568 1956 511,1383,01|130,47| 48,63
[n'\gf‘rﬁu 08 | 239554 563,3| 8547 4031 3600[2209.4|1508,13 1624 8| 601,19| 340,51| 152.2
B:
Proband/ | 0.00] 02 | 24 | 46 | 68 | 810 | 10-12| 12-16 | 16-24 | 24-36 | 36-48 | 48-72
Sammel-
periode[h]
1 25 3d 76,36 | 384,72 643,15| 607,38| 729,11] 604,61/ 921,90[1012.88 640,50 377,34| 368,42
2 57,06 53,01 | 270,93 477,89| 510,41] 627,96| 462,01| 672,64|1135.891008,18 479,13| 507,30
3 12,49 83,99 | 488,56 690.35| 636.58| 419.50| 254.63| 446.69| 656,72| 128,04| 281,39| 134,36
4 68.33 65,47 | 338,50 556,04| 652,33| 565,98 501,75| 848,57/1098.88 975,84/ 628,25| 578,40
5 178,34 113.57| 438.97| 943.36| 980.71| 801,84| 627,74 999,74{1038,20 498, 12| 329,41| 380,50
6 7554 74.18 | 413,08 429.15| 818,35| 654,89| 618,95 995,73(1223 43 999,49| 495,77| 559,92
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Mittelwert i
ol 6969 77,93 | 389,12 623,30( 700,98 633,21 511,61| 814,21/1027,6 708,37| 431,88| 42147
[ni]%u 58,69 20,27 | 76,82| 184,75169.48| 132,91| 143,02| 216,90| 196,50| 355,44| 127,27| 166,20
'\[/'nen‘jfﬁ” 63,17 75,29 | 398,89 599,62| 644,43| 641,40| 553,18| 885,23|1068,54 808,19| 428,25| 443,88
[r|1VIrrI1r2)I] 12,42 53,91 | 270,93 429,15 510,41| 419,50| 254,63 446,69| 656,72| 128,04| 281,39| 134,36
[r':"n?;‘u 178,3 113,57 488,56| 943,36| 980,71| 801,84| 627,74| 999,74|1223,431008,15 628,25| 578,40
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C:

Proband/ | 0.00( 0-2 2-4 4-6 6-8 8-10 | 10-12 | 12-16 | 16-24 | 24-36 | 36-48 | 48-72
Sammel-
periodefh]
1 25,39 76,36 | 461,101104,331711,822441,013045,683967,694980,685621,265998,636367,11
2 57,94 53,92 | 324,88 802,82(1313,291941,302403,393076,114212,1835220,425699,636207,0(
3 12,42 84,01 | 572,611263,061899,702319,252573,893020,663677,483805,544086,964221,31
4 68,33 65,49 | 404,02 960,15(1612,562178,602680,403529,094628,085604,056232,406810,8¢
5 178,3 113,60| 552,64|1496,102476,953278,913906,744906,615944,956443,126772,567153,04
6 75,54 74,21 | 487,34 916,54(1735,002389,983009,034004,905228,496228,116723,917283,9¢
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Mittelwert ) ) )
[nmol 69,65 77,93 | 467,09 1090,5|1791,582424,842936,523750,844778,635487,085919,026340,5¢
[n?nDoI] 58,69 20,28 | 92,84 254,7p387,76| 455,3 | 536,64 704,97( 794,93( 937,39( 988,49(1120,81
'\[Anergfl‘]n 63,17 75,28 | 474,221032,281723,412354,612844,713748,394804,385612,6536115,516588,9¢
[rlwvlrr:r(])l] 12,42 53,92 | 324,88 802,82|1313,29 1941,3|2403,393020,663677,483805,544086,964221,33
[rI:/lrr?;)(I] 178,3 113,60| 572,61|1496,102476,953278,913906,744906,615944,956443,126772,567283,9¢

A: AAMA-Konzentrationen[ng/ml], B: Ausgeschiedene AAMA-Mengénmol], C: Kumulativ ausgeschiedene
AAMA-Menge [nmol]. Fir den vollstandigen Zeitgang von 0-72 h sindén jeweiligen 11 Intervallen inklusive des

absoluten Startpunktes die Einzelwerte als auchMiieelwerte, SD, Mediane sowie Minima und Maximard

Ausscheidung angegeben. * = nicht bestimmbar (batbrder Bestimmungsgrenze von 5 ng/ml), N=Anzad d

quantitativ bestimmbaren Daten. MolekulargewichtMA 234,3 g/mol.

Damit stellt sich heraus, dass AAMA innerhalb eifiages viel langsamer als Acrylamid aus

dem Korper eliminiert wird. Gleichzeitig kommt AAMAedoch in erheblich grdl3eren

Mengen als Acrylamid im Urin vor und weist datsggnifikant hOhere mittlere Peak- und

Gesamtexkretionsraten auf.
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3.2.2.2 Kinetik der AAMA-Elimination

Analog zur Betrachtung der Acrylamid-Ausscheidunggk aus Kapitel 3.2.1.2 (Abb. 11)
wird auch AAMA (Uber den Zeitraum von24h mittels der kumulativen
Urinauscheidungsfunktion N(t) dargestellt. Es igtutich zu erkennen, dass sich das
Ausscheidungsmaximum im Gegensatz zu Acrylamidtrmeth 12h einstellt, sondern ein
steiler, fast linearer Anstieg von AAMA nadh beginnt, der bis zum ZeitpunR#th andauert
(Abb. 14). Diese Kurveneigenschaften sind fir jed#sr untersuchten Probanden ein
charakteristisches Merkmal. Die absoluten molaraasgheidungsmengen unterscheiden sich
jedoch erwartungsgemald zwischen den Probanden2dich einem Bereich voB8677 nmol
(#3) bis 5944 nmol (#5) Die Unterschiede zwischen weiblichen und manelch
Probandenkollektiven sind nicht signifikant (mitde Ausscheidungssmengen na2hh
weibliche Probandemd29#656 nmolvs. mannliche Probande®267+659 nmol, Student t
Test p>0,0%, so dass auch hier biologische EigenschafterdaseGeschlecht offenbar keine

Rolle spielen.
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Abb. 14: Kinetik der AAMA-Elimination innerhalb der erst@4 Stunden, dargestellt als
kumulative Urinauscheidung nach oraler Einmal-Gab@ Acrylamid. Die héheren
Mengen werden ab dem Zeitintervall 6-8 h nach Alfna im Urin nachgewiesen.
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Zeitlich betrachtet setzt die Ausscheidung von AAMg#enau dann ein, sobald die
Acrylamidausscheidung sich ihrem Maximum annal®®h) und nahezu beendet (dtOh)

In dieser Phase steigt AAMA erst nadh um das 5-8fache der noch nazih gemessenen
Stoffmenge an. Die Exkretionsraten Uberschreitesh each4h deutlich die fir Acrylamid
gefundenen Werte (AAMA vs. Acrylamid2-4h: 195 vs. 116 nmol/h, 8-10h: 317 vs. 15
nmol/h). Bereits an dieser Stelle lassen sich daher awrs whterschiedlichen 24h-
Stoffmengenprofilen anhand der initialen Exkretiatsn — also jene, die jeweils eine rasche
und steigende Eliminationsphase kennzeichnen Weaiehselwirkungen zwischen Acrylamid
und AAMA ableiten: innerhalb der ersten 2h nachyfmid-Aufnahme scheint die Phase-II-
Reaktion zur Bildung von AAMA aus Acrylamid abzutan. Wahrend dieser Prozess noch
andauert, wird Acrylamid bereits schnell unverahdenal ausgeschieden und entzieht sich

dadurch in geringen Mengen der Umwandlungsreaktmie Kapitel 3.3.3).
3.2.2.3 Kurvenanpassungen der kumulativen Ausscheidg
Im Vergleich zu Acrylamid konnten die kumulative®AKNA-Zeitreihen flr alle 6 Probanden

durch die monoexponentielle Wachstumsfunktion nisiddell 1 mit Anfangsplateau einer
verzogerten Ausscheidung angenahert werden (AQb. 15
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Abb. 15: Ausgeschiedene kumulative Stoffmenge von AAMA &eltitet bis zum
Zeitpunkt von 72 h nach oraler Aufnahme (gestrighélinien). Die Kurvenanpassung
erfolgte mit einer monoexponentiellen Wachstumsfiomk mit Plateau nach Modell 1
gemal Gl. 6 aus Kapitel 2.3.6.1 (graue durchgezoberien).
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Auffallig ist nur die weiblicheProbandin #3 die ab dem Zeitpunk?4h bis zum Ende der
Messungen eine unterdurchschnittliche Ausscheiduagge von AAMA aufzeigt und damit
tendenziell aus dem Rahmen fallt. Die Zeitdauerwgzogerten Elimination erstreckt sich
uber einen Bereich vof, = 2,5h bis 3,4hso dass die Probanden mit diesem Parameter

voneinander abgegrenzt werden konnen (Tab. 13).

Tab. 13 Parameter der kumulativen AAMA-Ausscheidungskurven fir Modell 1

Fit Parameter Proband Proband Proband Proband Proband Proband
#1 #2 #3 #4 #5 #6
Mittelwert
T, [h] 3,3 3,4 2,5 3,1 3,4 3,4
Np [nmol] 51 56 48 67 146 75
No [nmol] 6312 6364 4098 6918 6971 7337
k[h™] 0,07 0,05 0,10 0,05 0,09 0,06
Ty [N] 9,90 13,86 6,93 13,86 7,70 11,55
Standardfehler
T, [h] 0,27 0,18 0,32 0,20 0,21 0,28
N, [nmol] 76 40 67 47 80 80
No [nmol] 85 62 61 71 77 107
k[h™] 0,003 0,002 0,007 0,002 0,004 0,003

Konfidenzintervall 95%

Ty [N] 2,7- 2,9- 1,8- 2,6- 2,9- 2,8-
3,9 3,8 3,3 3,5 3,9 4,1
Np [nmol] -124- -37- -107- -40- -39- -109-
226 149 203 174 331 259
No [nmol] 6116- 6221- 3958- 6755- 6793- 7089-
6508 6506 4237 7081 7148 7584
kh™] 0,07- 0,05- 0,09- 0,05- 0,08- 0,05-
0,08 0,06 0,12 0,06 0,10 0,07

Gite des Fits

Freiheitsgrade df 8 8 8 8 8 8
R° 0,999 0,999 0,997 0,999 0,999 0,999
Quadratsumme SS 92131 25832 72360 34596 102464 10164p
Syx 107 57 95 66 113 113

Fit-Parameter aus der Kurvenanpassung der kumetatdusscheidungsdiagramme (Abb. 15) mittels der
monoexponentiellen Wachstumsfunktion mit Plateal 6k Alle Funktionen und Parameter sind in Kalpite
2.3.6.1 definiert. Die Anzahl der Freiheitsgradel wiie Summe aus den Fehlerquadraten (Quadratsusinte)
zur Vollstandigkeit der Funktionsanpassung aufi¢ensatze mit angegeben.
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Interessant ist der Befund fur die unterdurchsdiciit ausscheidende Probandin #3
hinsichtlich der terminalen Ausscheidungsmenges®iéersuchsperson erreicht die héchste
Geschwindigkeit vork=0,10 h*, wodurch sich die relativ niedrigety, und N, und der Wert
von T,=2,5 h erklaren (Tab. 13). Probandin #3 stellt sich ad@er als die schnellste
Ausscheiderin heraus, wie es auch bei Acrylamichndodell 2 der Fall ist (Acrylamid:
k=0,27 hY)

Die Qualitat der Funktionsanpassungen mit Werterdi@é GiiteR® von nahel (alle >0,997)
und eine Exakthei§/S, von 56,8 bis 113,Destatigen ein Ausscheidungsmodell mit initialer
Zeitkomponente fur alle Probanden (groRere Wert&/@rgleich zu Acrylamid, weil hohere
absolute molare Mengen vorliegen). Eine Aufspaltumy zwei unterschiedliche

Ausscheidungsmodelle wie bei Acrylamid findet mahh

Nach Ablauf der Urinsammlungei@Zh) sind die Unterschiede der ausgeschiedenen Mengen
zwischen weiblichen und mannlichen Probandenkallekt nicht signifikant (mittlere
Sattigungsmengeach 72hweibliche Probanderti598#1196 nmols. méannliche Probanden:
70824244 nmol, Student t Test p>0)0So0 dass am Ende der Messungen alle Probanden
vergleichbare Stoffmengen aufweisen (Abb. 15).
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3.2.3 Nachweis von GAMA im Urin

Die schnellen Ausscheidungen von Acrylamid und AANMIAd zwei koinzident ablaufende
Prozesse. Diese Uberlagerung beider Phasen urdeddiche Abfall der Exkretionsrate fur
Acrylamid innerhalb der erstebh fiihrt dazu, dass nur wenig Acrylamid selbst alsdrs
grofe Mengen metabolisiertes Acrylamid in Form ¥gxMA am Ende der Sammelperiode
im Urin registriert werden. Deshalb missen Acrylmnd AAMA dem dritten Metaboliten
GAMA gegenubergestellt werden, um die Mengenvenigde im Urin vollstéandig
aufzuklaren. Aus diesen Mengenverhéltnissen istags nicht nur mdglich, die renalen und
weiteren madoglichen Ausscheidungsvorgange zu béemtei sondern auch die

Stoffwechselwege im Korper genauer zu verstehen.

3.2.3.1 Quantifizierung und Mengenbestimmung

Auch hier liegt die mittlere Hintergrund-Konzentost mit 42#40 nmol/l (10,38 ng/ml
Uberhalb der Bestimmungsgrenze, jedoch ist sie et mls da$fachegeringer als am Ende
der Urinsammlungsperiode, so dass keine Korrekt@dolgen missen (Tab. 14A). Die
Ausscheidungszeitreihe zeigt funf Spitzenwerte lagutiber 50 nmo] von denen die
hdchsten drei Werte zwisch&8 nmol und 145 nmdiegen und in den Sammelintervallen
folgende Werte annehmeh6-24h: 145 nmol, 24-36h: 123 nmahd 48-72h: 98 nmo(Tab.
14B). Die Ausscheidung von GAMA ist wie bei AAMA etfalls nach dem Intervadi8-72h
abgeschlossen, weil danach keine Konzentrationenr riigerhalb der Bestimmungsgrenze
von 5ng/mlgemessen werden konnen. Fur die Sammelinter8alleéh, 10-12h, 12-16h und
16-24hnehmen die Exkretionsraten mit jewells, 16, 18 und 20 nmol#iie hdchsten Werte
an. Fur den Zeitraum vo® bis 24hresultiert daraus einmittlere Peak-Exkretionssrateon
17#2nmol/h (n=4) fur den gesamten Zeitraum eingttlere Gesamt-Exkretionsrateon
11+6nmol/h (n=11) Die kumulativen Verlaufe verdeutlichen, dass na2hh die
Ausscheidung ihre Maxima zwischeé44 nmol und 649 nmatrreicht und dann in die
langsame Abschlussphase Ubergeht (Tab. 14C). drigsten GAMA-Konzentrationen
werden in den erstelth gemessen und steigen danach starker an (Tab. D&Bumulative
GAMA-Menge liegt innerhalb der erster36h deutlich unterhalb der gleichzeitig
ausgeschiedenen Acrylamid-Menge und nahert sicln 8&b dem Acrylamid-Niveau an
(Schwellenwert: 466 nmol)Erst danach wird die Acrylamid-Exkretion leichtndu

kontinuierlich bis zum Ende der Messungen tUberroffTab. 9C). GAMA wird im Vergleich
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zu Acrylamid und AAMA sehr langsam aus dem Korpkemimiert. Der Sammelurin nach

72h enthalt GAMA aber insgesamt in ahnlich gerinlygangen wie Acrylamid, da nur 5,9%

der Acrylamid-Ausgangsdosis von 13,3 umol als GAMAliegen. Sowohl GAMA als auch

unverstoffwechseltes Acrylamid tragen somit nureairgeringen Anteil — zusammen nur

9,5% — zur renalen Entgiftung des oral eingenommégeylamids bei.

Tab. 14: Zeitlich registrierte individuelle GAMA-Ausscheidungen im Urin

A:
Proband/ | 0.00| 0-2 2-4 4-6 6-8 8-10 | 10-12 | 12-16 | 16-24 | 24-36 | 36-48 | 48-72
Sammel-
periode
(h]
1 5,18 5,03 | 4,023 9,97| 755% 39,53 28,459 102,226,56| 36,80 | 27,26/ 13,52
2 7,34 7,10 8,80 | 13,24 43,69 57,16 110(7B34,76|133,84| 48 35,99| 48,28
3 6,05/ 15,67 | 13,70 12,291 52,88 66,96 133|62Z08,9 | 281,22 171,89( 98,12| 0,00
4 0,00 8,49 480 4,97| 24,62 6156 49,14 14P2 5478 38,38,91| 33,58
5 15,57 23,18| 9,98 | 19,79 16,28 38,6 29,84 64/62 89,84 141,41,43| 26,85
6 28,11 20,39 | 6,24 7,45 2882 4560 38,09 51,85 16%,82,32| 4545/ 18,31
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
lvl[irt_]tgellxcuert 10,34 13,31| 7,92| 11,24 40,30 51,47 64,93 9622 141,3B,2 | 47,86| 23,42
SD [ng/ml] 10,04 7,52 3,63 516| 21,7% 12,08 4556 6898 78,75 53,25,37| 16,76
,[\:IWZ?:T?ﬂn 6,69| 12,08 7,52| 11,12 36,26 51,38 43,61 8344 130,2 142,40,17| 22,58
Min [ng/ml] | 0,00| 5,03 4,02 497| 16,28 38,06 28%9 14P2 5478 36,87,26| 0,00
Max [ng/ml[|28,171 23,18 | 13,70 19,79 755p 66,96 133|&08,90|281,22(171,89| 98,12 | 48,28
B:
Proband/| 0.00| 0-2 2-4 4-6 6-8 8-10 | 10-12 | 12-16 | 16-24 | 24-36 | 36-48 | 48-72
Sammel-
periodefh]
1 5,10| 4,59 | 10,79| 17,04 27,85 40,3 4585 98{28 17pXH,58( 73,79| 95,88
2 7,90| 9,83 | 11,11| 17,24 27,29 38,3 38,89 86{26 17D1WD,45( 94,73 | 153,06
3 3,19| 7,79 | 11,11| 119§ 7,83 7,31 1442 5793 106,34,28| 96,28 0,00
4 0,00| 7,63 | 14,26| 16,34 17,94 20,6 23,57 6061 11pW¥ 87| 67,20| 119,44
5 26,52 10,31 | 14,74 20,49 27,4p 3540 31,84 87|02 141108,16| 74,19 | 93,45
6 20,81 9,43 | 11,11| 12,59 31,88 34,16 34,04 82|78 1691383,46| 93,73 | 126,81
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
M[itr:il]\gfrt 10,58 8,27 | 12,19| 1594 23,3y 29,44 31,28 78|83 14471ZB,29| 83,34 98,12
[n?nDoI] 10,60 2,12 1,80 3,20 8,91 129p 10,95 16,02 30{36 571,82,981| 52,82
l\[/lnergi)all]n 6,50| 8,63 | 11,11| 16,74 27,3f 34,46 32,96 84/50 155M14,22( 83,94 | 107,61
[r:\/lni]r(l)u 0,00| 4,59 | 10,79| 11,94 7,83 7,31 14,42 5793 106,34,28| 67,20 0,00
[rl:/lr:())(l] 26,52 10,31 | 14,74 20,44 31,88 40,63 4585 98|28 17DJ®EH,45| 94,73 | 153,06
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C:

Proband/[0.00] 02 | 2-4 | 46 | 68 | 810 | 10-12] 12-16| 16-24| 24-36 | 36-48 | 48-72
Sammel-
periode[h]
1 |510] 459 | 1536 32,40 60,28 100,8846,23| 24451] 415,49 536,09] 609,91] 705,81
2 |790| 9,82 | 20,95] 3820 654b 104,1142,52|228,78|399,02| 589,48| 684,23 837,33
3 |319] 7,78 | 1890 3084 386p 4596 60,88 118,324,73|259,00| 355,30| 355,30
4 Tooo| 7,63 | 21,90] 3829 56,1b 76,5 100[4me1,05]271,30| 379,17| 446,40] 565,88
5 26,52 10,29| 25,04] 4549 729f 108,3640,22| 227,25| 368,74] 471,92 546,10] 639,58
6 |2081 945 | 2055 3315 6504 99,10 133|216,01]385,35| 568,84 662,59| 789,40
N 6] 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Mittelwert X
ol |10:58 826 | 2045 3638 59,76 8922 120|51931| 344,10| 467,41] 550,75( 648,88
[n?nDoI] 10,60 2,10 | 321| 541 11,77 238 3381 4898 77}42 127138,79( 174,16
Median S
il | 6:50| 861 | 2075 35067 6263 100,0336,73) 221,63 377,04 504 | 578 | 672,69
[r|1VIrrI1rc1)I] 0,00 459 | 1536| 30,84 3866 4596 60,38 11§,324,73|259,00| 355,30| 355,30
[r':"n":‘(’)‘u 26,52 10,20 | 2504 4549 729f 108,3646,23| 244,51| 415,49| 589,48| 684,23| 837,33

A: GAMA-Konzentrationen[ng/ml], B: Ausgeschiedene GAMA-Mengghmol], C: Kumulativ ausgeschiedene

GAMA-Menge [nmol]. Fir den vollstandigen Zeitgang von 0-72 h sindén jeweiligen 11 Intervallen inklusive des

absoluten Startpunktes die Einzelwerte als auchMiitelwerte, SD, Mediane sowie Minima und Maximard
Ausscheidung angegeben. * = nicht bestimmbar (baterder Bestimmungsgrenze von 5 ng/ml), N=Anza d
quantitativ bestimmbaren Daten. MolekulargewichtNe®250,3 g/mol.
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3.2.3.2 Kinetik der GAMA-Elimination

Aus der GAMA-Ausscheidungskurve laR3t sich im Zeider von 24h im Gegensatz zu
Acrylamid kein Ubergang in eine Plateauphase erkeifAbb. 16). Es zeichnet sich vielmehr
ein reiner Anstieg mit exponentieller Anfangsphase anschlieRendem Ubergang in einen
linearen kontinuierlichen Anstieg der kumulativehniination von GAMA ab. Fur alle 6

Probanden liegt ab dem Zeitpurdkthein linearer Verlauf vor.

—e— Proband 1
—— Proband 2
—¥— Proband 3
—e— Proband 4
—©0— Proband 5
—8— Proband 6

500+

Ausscheidung von GAMA [nmol]

Abb. 16: Kinetik der GAMA-Elimination innerhalb der erst@4 Stunden, dargestellt
als kumulative Urinauscheidung nach oraler Einmab&von Acrylamid. Die héheren
Konzentrationen von GAMA werden ab dem Zeitintelniz&-16 h nach Aufnahme im
Urin nachgewiesen.

Die kumulierten Ausscheidungsverlaufe kennzeich@erch hier jeden Probanden. Die
molaren Ausscheidungsmengen ndtth unterscheiden sich zwischen den Probanden in
einem Bereich voi225 nmol (Probandin #3) bis 416 nmol (Probandin.#Nach24hlassen
sich keine signifikanten und relevanten Untersahiddr ausgeschiedenen Mengen zwischen
weiblichen und ménnlichen Probandenkollektivenstedien (mittlere Ausscheidungsmenge
nach 24hweibliche Probanden346#106 nmolvs. mannliche Probander842+62 nmol,
Student t Test p>0,05s0 dass nach einem Tag alle Probanden verghaiehusscheidungen
aufweisen (Abb. 16).
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3.2.3.3 Kurvenanpassungen der kumulativen Ausscheidg

Die kumulativen GAMA-Ausscheidungskurven aller 6oanden konnen durch die
monoexponentielle Wachstumsfunktion nach ModellitLAnfangsplateau einer verzégerten
Ausscheidung (vgl. Gl. 6, Kapitel 2.3.6.1) matheswt beschrieben werden (Abb. 17).
Durch den reinen Kurvenverlauf verfestigt sich reemeut die Besonderheit der weiblichen
Probandin #3 die sich nach 24h von allen anderen Probanden durch ihre
unterdurchschnittlichen Ausscheidungsmengen auszeicDie Zeitdauer der verzodgerten
Elimination erstreckt sich tber einen Bereich vin= 5,1h bis 7,7h so dass sich die
Probanden in dieser Phase voneinander unterscheiddmab. 15). Die
Geschwindigkeitskonstantérerstrecken sich tiber den Bereich @82 h' bis 0,04 H.

—@-- Proband 1
~&- Proband 2
~¥-- Proband 3

= 10001 —+- Proband 4

£ ~-©-- Proband 5

=N Y

< 8007 = ~B-Proband 6

O 600+
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S G e

'-9 ,’/""’;”" _.""—__—_’, _..------V'

£ 2001 7,4@:_,;::..—"'
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= w4

< o= (l T T T T T

0 12 24 36 48 60 72

Zeit [h]

Abb. 17: Ausgeschiedene kumulative Stoffmenge von GAMA dwdttet bis zum
Zeitpunkt von 72 h nach oraler Aufnahme (gestrighélinien). Die Kurvenanpassung
erfolgte mit einer monoexponentiellen Wachstumsfionk mit Plateau nach Modell 1
gemaf Gl. 6 in Kapitel 2.3.6.1 (graue durchgezodgsmen).
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Tab. 15 Parameter der kumulativen GAMA-Ausscheidungskurven fir Modell 1

Fit Parameter Proband Proband Proband Proband Proband Proband
#1 #2 #3 #4 #5 #6
Mittelwert
T, [h] 6,9 6,9 7,7 51 57 7,1
N, [nmol] 14,4 19,2 15,2 9,8 20,6 21,0
No [nmol] 745,3 985 392 715 703 915
k[h™] 0,04 0,03 0,04 0,02 0,04 0,03
T4 [N] 17,33 23,10 17,33 34,66 17,33 23,10
Standardfehler
T, [h] 0,41 0,46 1,08 0,62 0,48 0,47
N, [nmol] 6,7 7,0 10,0 6,5 7,5 7,2
No [nmol] 20,4 38,6 30,3 41,8 24,5 35,8
k[h™] 0,003 0,003 0,009 0,002 0,003 0,003
Konfidenzintervall 95%
T, [h] 6,0- 5,8- 5,2- 3,7- 4.6- 6,0-
7,8 7,9 10,23 6,6 6,8 8,2
Np [nmol] -1,0- 3,0- -7,8- -5,1- 3,3- 4.,4-
29,7 35,4 38,1 24,8 38,0 37,6
No [nmol] 698- 895- 322- 618- 647- 833-
792 1074 462 811 760 998
k[h™] 0,04- 0,02- 0,02- 0,02- 0,03- 0,03-
0,05 0,04 0,06 0,03 0,04 0,04
Gute des Fits
Freiheitsgrade df 8 8 8 8 8 8
R° 0,998 0,998 0,984 0,998 0,998 0,998
Quadratsumme SS 1422 1584 3173 1003 1360 1662
Syx 13,3 14,1 19,9 11,2 13,0 14,4

Fit-Parameter aus der Kurvenanpassung der kumetatdusscheidungsdiagramme (Abb. 17) mittels der
monoexponentiellen Wachstumsfunktion mit Plateal 6k Alle Funktionen und Parameter sind in Kalpite
2.3.6.1 definiert. Die Anzahl der Freiheitsgradel wiie Summe aus den Fehlerquadraten (Quadratsusinte)
zur Vollstandigkeit der Funktionsanpassung auf2i¢ensatze mit angegeben.
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Die GAMA-Kurvenanpassung bestatigt auch den begeits den AAMA-Zeitreihenanalysen
gewonnenen Trend eines Ausrei3ers (Probandin #8peDerreicht den Maximalwert der
Geschwindigkeit vonk=0,04 K. Der hohen Ausscheidungsgeschwindigkeit stehen das
niedrigste aller Ausscheidungsmaxima Mnd die gleichzeitiglange Anfangsphase,T
gegenuber (Tab. 15). Mit sehr niedrigen Werten Mgnl, undk hebt sich besonders Proband

#4 hervor.

Nicht nur die optische Ubereinstimmung der Messtaiekte und der gefitteten
Funktionskurve (Abb. 17) sondern auch die numeas@Qualitdt der Funktionsanpassungen
mit Werten fiir die Gité&® von 0,984 bis 0,998&ind fiir die Exakthei§,/S, von 11,2 bis 19,9
belegen das Ausscheidungsmodell mit Initial-, stbneAnstiegs- und langsamer
Abschlussphase (Tab. 15). Nach den aufgelegteeri&it konnte man, im Rahmen einer aber
durchaus akzeptablen Abweichung (niedrig&er 0,984 undhéchster $S = 19,9 nur bei
Probandin #3 von einer nicht optimalen Funktionsaspng im Quervergleich mit allen
anderen Probanden ausgehen. Bei allen Probandstredxsowohl fur AAMA als auch fur
GAMA zu Beginn eine verzogerte Ausscheidung. Berykamid trifft diese Beobachtung
ausschlieBlich fir die weiblichen Studienteilnehmer Die Dauer der Urinausscheidung von
GAMA scheint im Vergleich zu Acrylamid und AAMA dcin die Dauer bis zum Erreichen
des Maximums (und damit nicht mehr nachweisbareM@AKonzentrationen) verlangert zu
sein (vgl. Abb. 17 mit Abb. 12 in Kapitel 3.2.1.8d1Abb. 15 in Kapitel 3.2.2.3).

Nach Ablauf der Urinsammlungei@Zh) sind die Unterschiede der ausgeschiedenen Mengen
zwischen weiblichen und mannlichen Probandenkallekt nicht signifikant (mittlere
Sattigungsmengenach 72h fir weibliche Probanden633#249 nmol vs. mannliche
Probanden665+114 nmol, Student t Test p>0)0)50 dass am Ende der Messungen alle
Probanden vergleichbare Stoffmengen aufweisen (ABp.Diese Befunde deuten daraufhin,
dass die Eliminationsprofile der Probanden keingmimaren interindividuellen
Schwankungen unterliegen, weil ein Probandenensemlilwenig Variabilitat vorliegt, das

den Vorgaben der Studienvorbereitung im Zuge debd&rdenauswabhl letztlich entspricht.
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3.3 Vergleichende Analyse zwischen Acrylamid, AAMAINd GAMA

Nach den bisher erfolgten pharmakokinetischen Hdetechtungen der drei messbaren
Substanzen Acrylamid, AAMA und GAMA fir jeden Stadteilnehmer liegen keine
bedeutsamen Abweichungen zwischen den Individuen D@s bedeutet aber keinesfalls,
dass interindividuelle Effekte und spezifische Usthiede vollstandig ausgeschlossen oder
sogar vernachlassigt werden durfen, nur weil diehtobenzahl mih=6 Probanden relativ
gering ist. Trotzdem ist eine homogene Verteilungr djemessenen und berechneten
Parameter in der hier ausgewéhlten Probandengmigpé nur erwiinscht, sondern sie ist
genau dann zwingend notwendig, wenn Unterschiedel W&dechselwirkungen im
Ausscheidungsverhalten zwischen den Substanzeaakmtederden sollen. Ausreiler, die den
Verlauf der Stoffmengenkurven der jeweiligen Substaerandern, sind nicht gefunden
worden. Dies zeigt sich deutlich an den beiden dlusslungsmodellen, welche auf alle
Probanden angewendet werden kénnen. Aus dieserd@rinietet eingemittelte Analyse
den Vorteil, dass Individualeffekte, wie z.B. in nde Exkretionsraten,
Ausscheidungsgeschwindigkeiten oder terminalen éheidungsmengen (siehe vor allem

Probanden #3 und #5) untergehen und damit keinetiefimare Relevanz mehr haben.

3.3.1 Individuelles Ausscheidungverhéltnis zwischeAAMA und GAMA

AAMA kommt im Urin aller Studienteilnehmer zu jededeitpunkt in héheren Mengen als
GAMA vor, so dass eine Einzelwertuntersuchung d@ffil@engenunterschiede zwischen
GAMA und AAMA diesen Befund im gesamten Zeitverlauditer aufklaren kann (Abb. 18).
Fur die Abschatzung der Bildungsfahigkeit von Gdgonid aus dem im  Urin
wiedergefundenen Acrylamid ist denolare Ausscheidungsquotient GAMA/AAM#Me
natzliche KenngréRe. Dieser Quotient wird dabei des absoluten Stoffmengen bestimmt
und betragt im zeitlichen Durchschrt118+0,017(Median:0,115; Wertebereich0,100 bis
0,150. Ferner ergibt sich vor der Acrylamidverabreichuwin Verhaltnis vor0,204+0,062
(predose value)im Sammelintervall-6h liegt der Wert mit0,027#0,007 deutlich darunter
(postdose values)Danach steigen die Werte bis zum Zeitpudi&h wieder bis auf
0,248#0,036an, so dass sich hier die unterschiedlichen Agsdahgszeitprofile der beiden
Mercaptursauren in der erhdhten zeitlichen Vangilder molaren Stoffmengenquotienten
GAMA/AAMA widerspiegeln (Abb. 18).
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—e— Proband 1
—— Proband 2
—¥— Proband 3
—e— Proband 4
—©— Proband 5
—&— Proband 6
—>— Mittelwert

Molares Verhéaltnis GAMA/AAMA
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Abb. 18: Individuelles molares Verhéltnis zwischen GAMA uAdAMA im Zeitverlauf nach
Acrylamid-Aufnahme (post-dose values) Die Zeiten entsprechen den Endwerten der
Sammelintervalle. Der molare Ausscheidungsquotibetragt 0,1180,017 (Median: 0,115;
mittlerer Wertebereich: 0,100-0,150). Das gleicheerhdltnis gemessen vor Acrylamid-
Applikation weist einen hoéheren Wert auf und betrd®204:0,062 (predose value)
Mittelwertskurve  (rote  durchgezogene Kurve mit [Eebalken): der molare
Ausscheidungsquotient nimmt in den ersten StuntiRk sxponentiell ab und zeigt anschlieRend
einen steilen exponentiellen Anstieg zwischen 1@ 7@h (biexponentieller Funktionsverlauf).

3.3.2 Zeitgang der mittleren Stoffmengenveranderungn

Die absoluten Stoffmengen-Zeitprofile flr Acrylam&AMA und GAMA teilen sich in zwei
Phasen auf. Zunachst |3t sich eine initial schnlaleare Ausscheidungsphase erkennen.
Danach nehmen die Substanzmengen exponentiell igise BAbnahme charakterisiert den
langsameren Bereich der Elimination (Abb. 19). Basmal} der Steilheit ist fir Acrylamid
und AAMA in der ersten Phase vergleichbar, GAMA jeloch im Gegensatz dazu durch
einen sehr flachen Verlauf geprégt. Die zweite Phasigt nur fuir AAMA eine steile
Abnahme, bei Acrylamid und GAMA ergibt sich eindter Verlauf. Die Ausscheidungen
von AAMA und GAMA sind im Gegensatz zu Acrylamid iden ersten2h nach
Nahrungsaufnahme verzégert und haben ihren grd@istieg nachth. Die Ausscheidungen
von AAMA und GAMA steigen danach an. Insgesamt eeisAcrylamid, AAMA und
GAMA nach 4, 6 bzw. 24h ihre Hochstmengen im Urin auf (Abb. 19). Die Reifodge fur
das zeitliche Auftreten der hdchsten StoffmengeAasylamid - AAMA - GAMA obwohl
sich die Reihenfolge fur die Spitzenwerte ganz esderhélt: GAMA < Acrylamid <<
AAMA.
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Abb. 19: Zeitverlauf der mittleren molaren Ausscheidungsgeeron Acrylamid
und seiner Metabolite AAMA und GAMA im Urin. Die Megen sind Uber die
jeweiligen Urinkonzentrationen ermittelt worden eDAAMA-Ausscheidungen sind
signifikant hoher als diejenigen von Acrylamid u@d®MA, die beide jeweils in
einem Bereich von 0 bis 145 nmol bzw. 0 bis 232 Inlegen, wéhrend sich die
Werte von AAMA im Messbereich von 0 bis 1028 nmoéfibden. Die
Ausscheidungen von AAMA und GAMA sind im Gegensatar rapiden
Ausscheidung von Acrylamid in den ersten 2 h naeliringsaufnahme verzdégert
und haben ihre Spitzenwerte beim Zeitpunkt 4h (AAMdler 24h (GAMA) nach
Applikation.

3.3.3 Bestimmung der mittleren Exkretionsraten

Die Bestimmung der ExkretionsraterdN/dt oder “Ae/h’) erfolgt anhand mittleren
Stoffmengen-Zeitkurven (Abb. 18 in Kapitel 3.3.8)) dass keine Einzelwert-Bestimmung,
wie bei den kumulierten Ausscheidungskurven vorgemen wird. Die Berechnung der
Tangentensteigungen fur jedes Zeitintervall derff@ngenkurve gemaf Gl. 3 in Kapitel
2.3.6.1 liefert die Exkretionsraten. Das Exkretratsn-Zeitdiagramm (letztlich im
mathematischen Sinne vereinfacht dieeite Ableitungder Stoffmengen-Zeitkurve®N/df)
weist zwei Komponenten auf: einen initial schnellen sehr steilen Anstieg und dann einen
deutlich langsameren exponentiellen Abfall (Abb. A20 Nach halblogarithmischer
Transformation der Exkretionsraten erhalt man dreninale Eliminationshalbwertskonstante
aus der linearen Regression der fallenden Gerabb.(20B). Die langsame exponentielle
Phase (Abb. 20A) entspricht dabei dem linear-faléen Bereich (Abb. 20B). Der schnell
steigende Anteil wird fir die lineare Kurvenanpamswernachlassigt, denn sonst wirde die
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kontinuierliche langsame terminale Elimination vder schnellen Komponente uberlagert
werden. Die Mischung dieser beiden kinetischen Kaemepten wirde sich dann auch in der
Geschwindigkeitskonstante niederschlagen. Die tere®npassungen passen exakt auf die
halblogarithmischen Datep<0,006 S, x < 1 fur Acrylamid, AAMA und GAMA).
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Abb. 20: Exkretionsraten-Zeitdiagramme fur Acrylamid, AAMénd GAMA. A: Der Verlauf der mittleren
Exkretionsraten tber die mittleren Zeitpunkte ze&thsich zunachst durch einen schnellen AnstiegRasach
erfolgt eine langsame exponentielle Abnahme. Edebesine klare Trennung zwischen rascher initialer
Ausscheidung und dann langsamer terminaler ElingnaB: Halblogarithmische Darstellung der mittleren
Exkretionsraten tber die mittleren Zeitpunkte. Algsn langsamen exponentiellen Abfall werden die itesttan
Eliminationshalbwertskonstantdq, und dadurch die Eliminationshalbwertszeitgndurch lineare Regression
errechnet (graue durchgezogene Linien; vgl. haldiitigmische lineare Regression in Kapitel 2.3.6.1).
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3.3.4 Kurvenanpassungen der mittleren kumulativenrbktionellen Ausscheidung

Aus den kumulativen Ausscheidungsprofilen, bei demke Exkretion als prozentuale
Fraktion der oral eingenommenen Acrylamid-DosisdaifZeitskala vo®-72 hverfolgt wird
(Abb. 21), resultieren zunachst terminale prozdetéausscheidungsmengen unveranderten
Acrylamids in Hohe vonN7x: 4,4#1,4% gefolgt von AAMA: 47,448,4% und GAMA:
4,9#1,3% nach Ablauf von72h AAMA und GAMA dienen der Entgiftung der toxisch
wirksamen Substanzen Acrylamid und Glycidamid. éssgnt wirde0,3%der urspringlichen
Gesamtmenge voth3,3 pmolAcrylamid im Urin wiedergefunden, so dass einazedhte
Detoxifizierung im Zusammenspiel mit der renalemtation stattfindet. Nach Anpassung
einer monoexponentiellen Funktion mit initialer Aakeidungsphase nach Modell 1 lassen
sich die prozentualen maximalen Ausscheidungswegeschwindigkeiten und initialen

Verzdgerungszeiten der Eliminationsvorgange anméf#rb. 21).
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Abb. 21: Ausgeschiedene kumulative Menge von Acrylamid seiher Metabolite
AAMA und GAMA bezogen auf die Ausgangsdosis (gesieite Linien). Die

ausgeschiedenen Mengen von AAMA Ubertreffen GAMAd ufcrylamid und

nehmen ausgehend von 4h kontinuierlich zu und enmds 72h kumulativ bei
47,78,4 % der Ausgangsdosis. Die ausgeschiedenen Stodfem von GAMA bzw.
Acrylamid sind im Gegensatz dazu sehr gering urtdagen nach 72h kumulativ
4,9t1,3 % bzw. 4,41,4 %. Dazu zeigen sie einen moderaten Anstieg, baér
Acrylamid den ersten Zeitperioden zwischen 4-6162ind 16-24h und bei GAMA
den Zeitintervallen 16-24, 24-36, 36-48 und 48-72ntspricht. Die

Kurvenanpassung erfolgt mit einer monoexponentieM¥achstumsfunktion mit
Anfangsplateau nach Modell 1 gemdR Gl. 6 aus Kapike.6.1 (graue
durchgezogene Linien). Gefittete Werte siehe Téb. 1
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Die prozentualen maximalen AusscheidungsmemgefTab. 16) entsprechen fast genau den
abgelesenen statistischen prozentualen WétegfAbb. 23) trotz der hohen Unterschiede der
Standardabweichungen als Anzeichen einer inhomogeverteilung: 4,4#0,01% vs.
4,4+1,4% (Acrylamid, alternativer Welch t Test n.s., p>0,087,820,2% vs. 47,78,4%
(AAMA, alternativer Welch t Test n.s., p>0,05) u®g520,07% vs. 4,91,3% (GAMA,
alternativer Welch t Test n.s., p>0,05). Die Gedolvwgkeitskonstantek verteilen sich auf
0,33h! (Acrylamid), 0,07h* (AAMA) und 0,03h* (GAMA) und reflektieren somit die
Ausscheidungspotenz in der Reihenfolgerylamid>>AAMA>GAMA wobei Acrylamid
einellfachhohere Eliminationsrate als GAMA aufweist. Die ¥&gerungszeiten (Dauer der
Initialphasen) verdeutlichen diesen Zusammenhangvierser Reihenfolg&, (h): 1,4 < 3,0

< 6,7 (ANOVA: N, k, T,, alle p<0.0001; Bonferroni post-hoc t Tests Acrgld vs. AAMA,
Acrylamid vs.GAMA, AAMA vs. GAMA, alle p<0,00Djese Ausscheidungsverzégerungen
stellen sich auch hier als geeignete Parameter ubieraim das unterschiedliche
Resorptionsverhalten zu beschreiben. Diese Vengilder Parameter belegt eindrucksvoll
den physiolgischen Prozess, dass Acrylamid in semaschen Ausgangsform schneller als
seine Metabolite aus dem Korper eliminiert wird.

Tab. 16: Parameter der mittleren kumulativen fraktionellen Ausscheidungskurven

Fit Parameter Acrylamid AAMA GAMA
Mittelwert
T, [h] 1.4 3,0 6,7
N, [%6] <0 0,8 0,2
No [%0] 4.4 47,8 5,5
k[h™] 0,33 0,07 0,03
T2 [h] 2,4 10,3 21,6
Standardfehler
T, [h] 0,02 0,01 0,17
N, [%6] 0,02 0,15 0,012
No [%0] 0,01 0,18 0,07
k[h™] 0,003 0,001 0,001
Gute des Fits
Freiheitsgrade df 68 68 68
R 0,999 0,999 0,998
Quadratsumme SS 0,12 18,5 0,45
S/x 0,04 0,52 0,08

Fit-Parameter aus der Kurvenanpassung der kumerathusscheidungsdiagramme (Abb. 21) mittels der
monoexponentiellen Wachstumsfunktion mit Anfangsgaa (Gl. 6). Alle Funktionen und Parameter sind

in Kapitel 2.3.6.1 definiert. Die Anzahl der Freifsgrade und die Summe aus den Fehlerquadraten
(Quadratsumme) sind zur Vollstandigkeit der Fumdenpassung auf die Datensatze mit angegeben.
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3.3.5 Gesamtstatistik

Nach oraler Aufnahme der mittleren Acrylamid-Dosiarden die renalen Ausscheidungen
von Acrylamid, Glycidamid, AAMA und GAMA gemesseBie zuriickgebliebene Menge
von Acrylamid erklart den eigentlichen Verlust wéind des Phase-I- und lI-Metabolismus im
Sinne einer Biotransformation zur Detoxifizierungr Substanzen, an deren Ende die renale
Elimination steht. Verluste Uber andere Organe, émvoder Ausscheidungsmechanismen
konnen priméar durch die Messdaten in dieser Arbmiht beziffert werden. Die Differenz
zwischen der Anfangsdosis von Acrylamid und deraleeliminierten Mengen von
Acrylamid, AAMA und GAMA lasst nicht direkt auf diem Korper verbliebene Menge
schlielBen. Der Startwert der Anfangsmenge von Aamd nimmt nach Ausscheidung von
AAMA, GAMA und Acrylamid selbst ab (Tab. 17). Na@dh bleiben12,7 pumolAcrylamid
zuruck. Falls alle anderen mdéglichen Ausscheiduegenausgeschlossen werden, kann nach
72h die Retention von Acrylamid im Korpes,6 pmolbetragen. Der prozentuale Anteil
berechnet sich aus der Menge des Metaboliten undiffierenz zwischen aufgenommener

Anfangsdosis und der ausgeschiedenen Menge voraiuid

Tab. 17; Renale Gesamtausscheidungsbilanz von Acrylamid drseiner Derivate

Substanz Acrylamid mittlere zuriickgebliebene
Phase fraktionelle Ausscheidung Acrylamid-Menge®
nach 721
[nmol] No [%61* [nmol]
AeE 13.300 4,4 (= 599 nmol) 12.702
Phase |

(initiale Menge}

AAMA

Phase Il via 12.702 47,8 (: 6.397 anI) 6.304
Acrylamid

GAMA _
Phase Il via 6.304 5,5 (= 760 nmol) 5.545
Glycidamid

) der Startwert ist die oral verabreichte Anfangsslovon 0,94 mg (13,3 umol). Dieser nimmt nach
Ausscheidung von AAMA, GAMA und von Acrylamid af). fir Acrylamid ist dieser Endwert bereits nach
24h erreicht®) Retention von Acrylamid im Kérper nach 72hprozentualer Anteil berechnet aus der Menge
des Metaboliten und der Differenz zwischen aufgememer Anfangsdosis und der ausgeschiedenen Menge
von Acrylamid.®) Die prozentualen Ausscheidungsmengen entspredben Fit-Parameter N(in % der
Ausgangsdosis) aus den mittleren kumulativen foaldilen Ausscheidungskurven (vgl. Tab. 16 in Kdpite
3.3.4).
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3.3.5.1 Vergleich der toxikokinetischen Parameter

Die ausgeschiedenen extrapolierten Mengen an umderim Acrylamid sowie an den
beiden Mercaptursaure-Derivaten AAMA und GAMA naEimde der Urinsammlungen
nehmen Werte zwischeh4+1,5%, 50,@9,4%und5,9#1,2%an (Tab. 18). Die Ausscheidung
des unveranderten Acrylamids ist innerhalb derear8th beendet und gleichzeitig belauft
sich die Abweichung zwischen der gegen unendlictraprlierten ausgeschiedenen
Ausscheidungsmengbl., und der maximalen terminalen Gesamtmemye (abgelesene
absolute Werte) fur Acrylamid im Durchschnitt auéniger als0,2% (Tab. 18), so dass fur
Acrylamid gilt: N72 - N.. (student t Test M vs.N..., n.s.) Im Gegensatz dazu werden zwar
nur 96,2 % AAMA bzw. 88,7 % GAMA der jeweils insgesamt ausgeschiedenen Mdwge
wiedergefunden, trotzdem bleibt die Annaherung eieés N;» und N., hinreichend erfulit.
Die aus den kumulativen Ausscheidungskurven flene®robanden gefitteten terminalen
StoffmengenNp in HOhe von0,59#0,15 pmol (Modell 1und0,6020,20 pmol (Modell 2jir
Acrylamid, 6,3#1,12 umolfur AAMA und 0,74#0,21 umolfur GAMA erweitern den
Zusammenhang zwischen abgelesenen, gefitteten wgeng unendlich extrapolierten
terminalen Ausscheidungsmengéh; — No — No.(ANOVA N2> No,No, , n.S.)

Die Mittelwertsbetrachtung der Ausscheidungsmendgn No und N, aller Substanzen
unterstreicht aul3erdem, dass es sich Rr@bandin #3um einen statistischen Ausreil3er
handelt: im Vergleich mit den ander&inf Probanden liegen die Ausscheidunddnmit
0,30umol (Acrylamid)4,1pumol (AAMA)und 0,39umol (GAMA)eweils deutlich niedriger
(Tab. 18). Dies deutet auf eine verminderte Absonpthin und darf nicht als eine
metabolische Stérung interpretiert werden.

Die zum Ende der Ausscheidung festgestellten Swifyen von AAMA Ubertreffen GAMA
und Acrylamid deutlich und erklaren die hohe mitléxkretionsrate fur AAMA(378269
nmol/h)im Vergleich zu Acrylamid113#45 nmol/h)Jund GAMA (2024 nmol/h) Die Zeit der
maximalen Ausscheidungsratg.x liegt dagegen fur Acrylamid be3,3h und ist trotz der
hochsten mittleren Exkretionsrate fur AAMA am kistesn, weil die grofdten
Stoffmengenanstiege fir AAMA erst nae¢h bis 6h beginnen. Bei GAMA ergeben sich
sowohl die niedrigsten Exkretionsraten und der esiat Zeitpunkt der maximalen
Ausscheidungsrate. Die Zeiten der maximalen Ausdahgsratert,.x (MalR fur die steilen
exponentiellen Anstiegsphasen) verhalten sich éhnlvie die aus den kumulativen

Stoffmengenkurven bestimmten Verzogerungszehig@Mal fur die langsame Resorption),

79



Tp: Acrylamid (1,7#0,3h) < AAMA (3,2#0,4h) < GAMA (6,6#1,0h) und tmax Acrylamid
(3,020,0h) < AAMA (6,9#1,8h) < GAMA (14,9#2,5h) (ANOVA [, tmax beide p<0,0001;
Bonferroni post-hoc t Tests: Acrylamid vs. AAMAfyfaanid vs. GAMA und AAMA vs.
GAMA, alle p<0,001)Aus dentmaWerten leiten sich direkt die Ubergange in diarieal
exponentiell-abfallenden Eliminationsphasen deokibsn Ausscheidungskurven ab, so dass
der Beginn der linearen Bereiche fur die halblabanischen Regressionen der
Eliminationsgeschwindigkeitskonstanten anhand di€senzwerte festgelegt werden kann.
Bei einer gleichzeitig nur sehr geringen Ausschegiimenge vort,4+1,5% betragt die
terminale Eliminationshalbwertzeit nur2,4#0,4h Diese Werte deuten auf eine
maoglicherweise  unvollstédndige intestinale Resorptiound die Bildung von
Hamoglobinaddukten sowie die Metabolisierung desylamids Uber Glutathion-Konjugate
zu AAMA und GAMA hin, wodurch die Detoxifizierungbér den Phase-lI-Metabolismus
und die anschlieBende renale Ausscheidung voraeigetr wird. Im Vergleich zu AAMA
und GAMA ist die terminale Eliminationshalbwertz&it Acrylamid am kirzesten (Tab. 18),
womit sich die Dauer der Elimination in der Abfolgerylamid<AAMA<GAMAbestatigt.

Tab. 18: Toxikokinetische Parameter — Vergleich zwischen Aglamid, AAMA und GAMA

Parameter| Zeit der max. Max. Terminale Ausgeschiedeng Ausgeschiedene Menge
Ausscheidungs-| Ausscheidungs-| Eliminations- Menge extrapoliert gegen
rate rate halbwertzeit | innerhalb von unendlich (N,
[h] [nmol/h] tuz [h] 72 h (Ny)
[umol] [umol] [% der Dosig
AA
Mittelwert 3,0 113 2,4 0,59 0,59 4.4
SD 0,0 45 0,4 0,19 0,19 1,5
MISEIET: 3,0 109 2,3 0,63 0,63 4,8
Min 2,9 66 2,1 0,29 0,29 2,2
Max 3,0 179 3,1 0,81 0,81 6,1
AAMA
Mittelwert 6,9 378 17,4 6,34 6,60 50,0
SD 1,8 69 3,9 1,12 1,24 9,4
MISEIET: 7,0 368 16,8 6,59 6,88 52,1
Min 4,9 314 11,4 4,22 4,26 32,3
Max 9,0 502 22,9 7,28 7,61 57,6
GAMA

Mittelwert 14,9 20 25,1 0,65 0,77 5,9
SD 2,5 4 6,4 0,17 0,16 1,2
IZEIEN 13,9 21 22,3 0,67 0,78 5,9
Min 13,8 14 20,2 0,36 0,48 3,7
Max 20,0 24 37,2 0,84 0,96 7,3

Die interindividuellen Variationskoeffizienten zwtsen den toxikokinetischen Variablen liegen beb#030%, so dass
keine AusreilRer vorliegen. Das Verfahren zur Benecdly der einzelnen Parameter und deren Bedeutting Kapitel
2.3.6.1 aufgefiuihrt. Die Bestimmung der einzelnenidtden ist in den Kapiteln 3.3.2, 3.3.3, 3.2.132.2.3 und 3.2.3.3
beschrieben.
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3.3.5.2 Abhangigkeit der Ausscheidungsraten vom Urgewicht

Das unterschiedliche Eliminationsverhalten und aitem die erheblichen Abweichungen in
den Ausscheidungsmengen von Acrylamid, AAMA und GANuhrt zur Frage, welche
intrarenalen Prozesse ablaufen und wie sich damieidzelnen Substanzen in glomerularer
Filtration sowie tubuldrer Sekretion und Absorptiamterscheiden koénnen. Solche
intrarenalen Ursachen bedirfen zunachst einer &dtrag deiClearanceeiner Substanz und
konnen mittels einer Analyse der Wechselwirkungsziven den gemessenen Uringewichten
wéahrend der Sammlungsperiode und den Exkretiomsradevie den Wechselbeziehungen
zwischen den drei Substanzen in einer multipleeaien Regressionsanalyse aufgeklart
werden. Die Beschreibung d@learancesetzt einerseits die Kenntnis der Exkretionsraten
und andererseits die Plasmakonzentrationen deeffegtden Substanz voraus, die in dieser
Studie nicht bestimmt worden sind. Das Verhéaltnison v Exkretionsrate zu

Plasmakonzentration definiert dienale Clearance

Ny,
dVP - dt - dt v (10)
dt  C, C,

d(;i" := Clearance [ml/min]

O(lj—l:l := Exkretionsrate [nmol/h]

Cp := Plasmakonzentration [mmol/l] (hier nicht geses)
Vu := Urinvolumen [ml]

d(;{{“ := Harnzeitvolumen [ml/min]

Cu := Urinkonzentration [nmol/I]

Aul3erdem soll fur alle drei Substanzen geltéie‘arancequotientc—x <1 (SubstanZ wird

Inulin

bei ungehinderter Filtration im Nettoeffekt teilwei oder ganz reabsorbiert), so dass eine
aktive Sekretion und Reabsorption in Gegenwart Wethselwirkung mit allen anderen
harnpflichtigen Substanzen neben Acrylamid, AAMAdJUBAMA im proximalen Tubulus

gewahrleistet ist. EinClearancequotientgrof3er oder gleich 1 ist ausgeschlossen, da
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Acrylamid, AAMA und GAMA keine GFR-Bestimmungsmarkesind (Nettoeffekt:

Absorption und Sekretion wirden sich in einer sekchKonstellation aufheben,
Clearancequotient = Ylund keine héheren Exkretionsraten als z.B. engegeler exogene
Substanzen wie Kreatinin oder Inulin aufweisen lgmn

Die nachgewiesenen Ausscheidungsmengen und daestismtmten Exkretionsraten decken
nur den Zeitbereich vo@2h nach oraler Aufnahme ab. Der weitere Verlauf kamcht

untersucht werden, weil nadt2h die Bestimmungsgrenzen erreicht wurden. Aus Gniinde
der Entgiftungsphysiologie stellt sich deshalb Hmage, ob eine zunehmende Urindichte
(h6heres Uringewicht) zu gesteigerten Exkretiomsrdtinren kann, und wie sich dann die

verschiedenen Substanzen zueinander verhalten.
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Abb. 23: Streudiagramme (Punkte) mit einfachen linearerr&sipnen (gestrichelte Linien) zur Aufklarung der
Zusammenhange zwischen den Exkretionsraten und Wiemgewichten Uber den Gesamtzeitraum der
Urinsammlung von 24h (Acrylamid) und 72h (AAMA u@AMA).

Die Wechselbeziehungen in den ersei betragen im linearen Regressionsmodell fir die
Exkretionsraten zwischen AAMA und GAMR=0,30 (signifikant, p=0,02Acrylamid und
AAMA R=-0,08 (n.s., p=0,29und Acrylamid und GAMAR=-0,56 (signifikant, p<0,0001)
Die Werte fur die Einzelkorrelationen zwischen |gewicht und der Exkretionsrate von
jeweils Acrylamid (R=0,53;p<0,0001) AAMA (R=0,06;p=0,35) und GAMA
(R=0,02;p=0,44)bestétigen die gréRte Abhangigkeit zwischen Aecmytund der Urinmenge
(Abb. 23). Dies belegt die Befunde einer rascherylamid-Ausscheidung in den ersteath
und der zunachst langsamen  Exkretion seiner Matabol (vgl. kurze
Eliminationshalbwertszeit in Tab. 18, Kapitel 3.3)5
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Mittels der multiplen linearen Regressionsanalysgbe sich ein gleichwohl erwarteter als
auch Uberraschender Befund (Tab. 20): mit hoheranméngen nehmen einerseits die
Ausscheidungsraten von Acrylam{g<0,001) und GAMA (P=0,003) signifikant zu(beide

[ >0,5), andererseits ist fiir AAMA kein Anstieg, sondeimeegleichbleibende Exkretionsrate
festzustellen(f =-0,01;P=0,91) Die ModellkoeffizientenS als MaR fiir die Starke der
Wechselwirkung zwischen Exkretionsrate einer Sutzstend Uringewicht verteilen sich nach
ihrer Gro3e in der ReihenfolgAcrylamid > GAMA > AAMAAus dem Uringewicht kdnnen
also insofern Ruckschlisse auf die Exkretionsraggzogen werden, als dass hohe
Uringewichte einen grofRen Einflul? auf die Exkresiaten von Acrylamid und GAMA
haben, wéahrend die Ausscheidungsraten fur AAMA dawvéllig unabhangig sind und
Uberhaupt nicht beeinflusst werden. Eine héhere n&lascheidung mit hdheren
Uringewichten wirde zwar zu einer insgesagasteigerten Exkretionon AAMA jedoch

nicht zuverstarkten Exkretionsratdiihren.

Tab. 19: Urin-abhéangige Elimination von Acrylamid, AAMA und GAMA lber die Sammelperiode von
24h (molare Exkretionsraten)

Multiple lineare Regression Gesamt
R 0,65 (0,46)
R° 0,42 (0,21)
korrigiertes R 0,38 (0,16)
Standardfehler des Schéatzers 161,3 (188,1)
ANOVA Gesamt
Pa <0,001* (<0,014%)
Modell-Koeffizienten Gesamt
o [nmol/h] -19,4 (-10,4)
SD [nmol/h] 78,8 (203,4)
Pr <0,001* (<0,014%)
Acrylamid AAMA GAMA
B 3,8 (62,4) 0,02 (-29,2) 14,5 (124,4)
SD 0,67 (18,8) 0,22 (47,5) 4,5 (62,2)
B 0,8 (0,6) -0,01 (-0,1) 0,5 (0,4)
P <0,001* (0,002%) 0,91 (0,54) 0,003* (0,05%)

Multiple lineare Regression uber die Sammelperiede 24h. Einflussvariablen: molare Exkretionsratem
Acrylamid, AAMA und GAMA (X), Zielvariable: Uringewicht Y). Die Regressionsfunktion lautet:
Y =6, +BxY +B,x? +.. B x™ mit m=3 Dabei reprasentieren die BWerte die
Regressionskoeffizienten ungl die Ausscheidungsraten der Zufallsvarialleines jeden Probanden zu jedem
Zeitintervalli. 8 sind die standardisierten Regressionskoeffiziers@nmessen die Starke der Einflussvariable
auf die Zielvariable und umgekehrt, unabhangig Mafdeinheiten und Streuungen aller VariabRnMultipler
Korrelationsquotient fir das Modell. Die Korrelaten zwischen den drei Einzelvariablen sind separat
angegebenPr: Wahrscheinlichkeit fur den multiplen Korrelatiguotienten.P,: Wahrscheinlichkeit fur die
ANOVA zwischen den EinflussvariableR: Testwahrscheinlichkeit; sie prift, ob die EinflussableX in das
Modell aufgenommen oder auch weggelassen werden. I&wP<0,05 (*) ist die Einflussstarke der Variable
signifikant. Werte in Klammern: Regressionsergebnisse fiir die LOG-transformidgtdaretionsraten.
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Betrachtet man die Ausscheidungsverhéltnisse nur AAMA und GAMA Uber den
Zeitraum von72h so fallt fir beide Substanzen eine inverser Zusanhang zwischen
Uringewicht und Exkretionsrate mir=-0,37; p=0,001(AAMA) und R=-0,18; n.s., p=0,07
(GAMA) auf (Abb. 26), wobei die Exkretionsraten posititgimander korreliereAAMA vs.
GAMA: R=0,44; signifikant, p<0,0001 Die starkste inverse Wechselwirkung mit der
Uringmenge weist AAMA £ =-0,36; P=0,009) auf, wahrend fir GAMA(S =-0,03; n.s.,
P=0,85) kein Einflu3 mehr existiert.
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4. Diskussion

Das fur den Menschen vermutlich toxisch, kanzerogeth mutagen eingestufte Acrylamid
bildet den nicht nur in der Phase-I-Reaktion haigitbch tber Cytochronm P450 2E1
katalysierten Epoxid-Metaboliten GlycidamiDoroshyenko et al., 200%pndern fuhrt auch
in der Phase-lI-Konjugationsreaktion als Hauptweg écrylamid-Abbaus zur Entstehung
verschiedener inaktivierter Glutathion-Derivate wi€ystein-Addukten. Ob dieser
Inaktivierungsschritt durch die Bindung von Acryl@moder auch Glycidamid an L-
Glutathion allein Uber Glutathion-S-Transferasenmittelt wird, bleibt fur den Menschen
weiterhin ungeklart, weil keine modulierenden His#le auf die Hamoglobin-Adduktspiegel
gemessen werden konntdKjuus et al.,, 2005; Doroshyenko et al., 2009)d eine
nichtenzymatische Bildung von Glutathion-Konjugatiurchaus maoglich istKjuus et al.,
2005; Hasegawa et al., 2008)u diesen Cystein-Addukten gehéren das aus Aoiglairekt
umgesetzte N-acetyl-S-(2-carbamoyl-ethyl)cysteinANMA) und das aus Glycidamid
gebildete  N-acetyl-S-(2-carbamoyl-2-hydroxy-ethybiein  (GAMA). Diese beiden
Mercaptursauren sind sowohl im Urin von Rat{&umner et al., 1992; 2003)s auch im
menschlichen Urin identifiziert wordgBoettcher et al., 2005a; 2006l)rban et al. konnten
durch Anwendung der atmospharischen druckchemistbr@sation (ACPI) einige andere
Mercaptuséuren nachweis@drban et al., 2003)In unserem Falle wurde deshalb fir die
Bestimmung der Acrylamidkonzentrationen in den &chips eine ACPI-Quelle getestet
und mit der Elektrosprayionisation (EBverglichen. Aus der Analyse beider Signale zeigte
das ESl-Verfahren bessere Ergebnisse, weil sowohl wergérungen und Uberlagerungen
von Koelutionsfaktoren als auch ein besseres Sigaakch-Verhéltnis (SNR) erzielt wurden.
Damit die Acrylamid-Konzentrationen in den Studieips mit den Mengen von Acrylamid
und seiner Metabolite in den Urinproben vergleichbaind, wurde fur die
Konzentrationsmessungen in den Urinproben durchiesgeST-Verfahren eingesetzt, womit
die Urinausscheidungen von Acrylamid (fur die Dauven 24h), AAMA und GAMA (beide
tber 72h lang) deutlich Gberhalb der Bestimmungsgge gemessen werden konnten. Trotz
einer geringen Bestimmungsgrenze vard ng/ml konnte am APl 3000 LC-MS/MS-
Detektionssystem kein Glycidamid im Urin wiedergefen werden. Zwar lagen die
Konzentrationen fur Glycidamid wahrend der Sammdéimigrvalle (berhalb einer
Nachweisgrenze vonl ng/ml (LOD), jedoch konnen solche Werte unterhalb der
Bestimmungsgrenze (LOQ) nicht fur eine sichere Bawng der Exkretion von Glycidamid

im Urin herangezogen werden. Die Bildung des tdxiszaktiven Glycidamids kann daher
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nur indirekt durch das Ausscheidungsverhalten des nerstoffwechselten Acrylamids und
der beiden Mercaptursduren AAMA und GAMA beurteidrden.

Bei der Inkorporation von Acrylamid sind unerwingctereignisse im Sinne akuter und
chronischer Toxizitdt beschrieben worden. Das Gefghotential durch eine
Acrylamidexposition auf3ert sich in einer dauerhaftxischen Symptomatik, die sowohl von
der Einwirkungsdauer als auch von der Acrylamidlemeation abhéngfTilson, 1981) Die
Ingestion kontaminierten Wassers oder die transalermbsorption in Dosierungen von
mehreren 100mg Acrylamid hat beim Menschen ernsteatbogische Symptome wie Ataxie,
Tremor, Krdmpfe und Halluzinationen hervorgeruféne Verabreichung einer taglichen
Acrylamid-Dosis von 0,5mg/kg (minimale Tagesdosie gorpergewicht fir das Auftreten
von berichteten Symptomen) Uber einen Zeitraum alahren flhrte bei Ratten zu einer
Erh6hung der Inzidenz von Malignoméryla et al., 2000; Johnson et al., 1986; Dearfietd
al., 1995) Die Probanden nahmen im Zuge unserer Sto@é mg Acrylamidn Form einer
acrylamidreichen Mahlzeit zu sich. Die appliziertbosis liegt mehr als zwei
GroRRenordnungen unter dem Wert, fir den akute ¢brisReaktionen beim Menschen
berichtet worden sind. Aus diesen Griinden sindtdxschen Belastungen wahrend der
Studie und auch das verbleibende Restrisiko firRi@banden durch die aufgenommene

Acrylamidmenge auf ein Minimum reduziert worden.

=4 orale Aufnahme Acrylamid

xkretion Acrylamid
14000+ Exkretion AAMA

1 Exkretion GAMA
1 Restmenge

Stoffmenge [nmol]

Substanz

Abb. 24: Wiederfindungsmengen des oral aufgenommenen Amiglaim Urin in Form
der Ausgangssubstanz Acrylamid und der beiden Nducsduren AAMA und GAMA.
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Durch die technischen Voraussetzungen und Entwigdo der LC-MS/MS-Methodik
konnte in der vorliegenden Studie das metabolis8whicksal einer in Form von
Kartoffelchips verabreichten Acrylamid-Dosis vOB4 mg(13,3 umoj untersucht und im
Zeitgang von3 Tagen verfolgt werden. Da der grof3te Teil in Hohe v60,3% des
aufgenommenen Acrylamids im Korper absorbiert wigdbb. 24), verlauft die Entgiftung
viel effizienter als die Bildung seines reaktivgmoiky-Derivates Glycidamid. Jedoch wird nur
ein geringer Anteil vod,4+#1,5%als unverstoffwechseltes Acrylamid im Urin ausdgésden.
Eine Erklarung fur diesen Befund ist, dass Acrylneinem vielfaltigen Metabolismus
unterliegt, der zu weiteren Metaboliten, wie deidativen Bildung von Glycidamid am
Anfang der Umsetzungsreaktion (hier im Urin nicltagtifizierbar) und vor allem zu den
anderen im Urin detektierbaren Konjugaten AANB0,0#9,4%) und GAMA (5,9#1,2%) in
der erweiterten Adduktionskette fuhrt (Abb. 24).

Zur Beurteilung der Absorption und Wiederfindung nvdAcrylamid sind nur zwei
tierexperimentelle Studien zu benennen, in denditeren eine relativ niedrige Acrylamid-
Dosis zur Abschéatzung toxikokinetischer Daten vez@mit wurde. Die niedrigste Dosis
betrug bei Ratten 0,1 mg/k{Poerge et al., 2005b; Doerge et al., 2005®)obei die
gewohnlich zu Testzwecken verabreichte Acrylamidgegjedoch in einem Bereich von 1 bis
zu 50 mg/kg lagDybing et al., 2005)Die vorliegende Studie zeigt, dass der Anteil von
Acrylamid, AAMA und GAMA zusammen60,3% der aufgenommenen Dosis im Urin
ausmacht. Dieser Wert steht im Einklang mit tieerkpentellen Daten, obwohl bei den
Versuchstieren die relativen Aufnahmedosen seht Wwéher als beim Menschen lagen.
Miller et al. konnten in ihrer Studie nach Sondetgfiing von F344 Ratten 71% der
applizierten Dosis im Urin wiedergewinnéMiller et al., 1982) In einer &hnlich angelegten
Studie mit mannlichen Ratten fanden sich 53% efmeylamid-Dosis von 50 mg/kg im Urin
wieder. In B6C3F1-Mausen betrug die Absorption eeggenommenen Dosis von 0,1 bis
0,26 mg/kg ungefahr 100% bei reiner Aufnahme in sngsr Losung, wahrend nach
Aufnahme mit der Nahrung nur ein Wert von 40% efhreivurde(Doerge et al., 2005b)n
einer ahnlichen Studie mit Fischer 344 Ratten lag ohtestinale Absorption nach
Verabreichung einer Acrylamidlésung von 0,09-0,1¢/kg zwischen 80% bis zu >100 %.
Nach Acrylamidaufnahme mit der Nahrung reduzieitd slieser absorbierte Anteil auf
ungefahr 60% bis 80%Doerge et al., 2005c)Aufgrund der kleinen Anzahl von Stichproben
in diesen Studien handelt es sich lediglich um reimerlaufigen Schatzwert, so dass die
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toxikokinetischen Parameter von Acrylamid beim Mdmen aus diesen Daten nicht

extrapoliert werden dtrfen.

Toxikokinetische Daten Uber Acrylamid sind beim Memen kaum vorhanden. Der erste
direkte Beleg, dass Acrylamid aus Nahrungsmittelten standardisierten Bedingungen im
Menschen absorbiert wird, gelang Sorgel et(@trgel et al., 2002)Nach experimenteller
Verabreichung einer definierten Acrylamid-Dosisdrei nachfolgenden humanen Studien
wurde die erhebliche Absorption von Acrylamid bagtéa nach oraler Aufnahme von
Acrylamid aus dem Trinkwasser konnten Fennell ezeagen, dass im Durchschnitt 34%
(Fennell et al., 2005)bzw. 46% (Fennell et al., 2006kiner Dosis von 3 mg/kg*C-
Acrylamid) innerhalb eines Tages ausgeschieden emjrdvahrend in der Studie von
Boettcher et al. Wiederfindungsraten (Aufnahmed8igtg/kg) von ca. 50% nach einem Tag
und insgesamt 57% nach zwei Tagen fur einen Pra@mgdmessen wurdéBoettcher et al.,
2005b) Diese Werte passen ndherungsweise zu der inrddgbeit gemessenen Gesamt-
Urinexkretion von60,3% der eingenommenen Acrylamid-Dosis, obwohl hierGagensatz
zu den beiden genannten humanen Studien Acrylamft mit dem Trinkwasser, sondern
gezielt mit der Nahrung in einer geringeren Do%ia ¥2,8 pg/kgoral zugefihrt worden ist.
Betrachtet man die andauernde Ausscheidung von AAMA GAMA nach 24h und/oder
48h, sind die im Vergleich zu den beiden humanewli€h korrespondierenden We#a8,3%
bzw. 53,5% der Dosis nact24h bzw. 48h (jeweils AAMA+GAMA zusammen). Weitere
Studien mit radioaktiv-markiertem Acrylamid in Hwermd und Miniatur-Schweinen stitzen
den Befund, dass die intestinale Acrylamid-Absanptin allen Saugetier-Spezies und auch
im Menschen unabhangig von der relativen oralendDoashezu vollstandig ablaufDybing

et al., 2005)

Ausgehend von einer vollstandigen Acrylamid-Absiamptim menschlichen Kdper kann
durchaus daruber spekuliert werden, was mit derdrim nicht wiedergefundenen Anteil von
39,7%der Ausgangsdosis (siehe Restmenge in Abb. 23)grasst. Dieser Anteil konnte in
weitere im Urin nicht quantifizierbare Metabolitéransformiert(mittels der LC-MS/MS-
Analytik nicht nachweisbader in der Niere selbst absorbiert worden ¢e@phrotoxisches
Potential durch glomerulare oder tubulare Ablagegen) oder Uber enterohepatische
Eliminationsprozesse (Leber und Gallenblase) in &émes gelangeffentzieht sich der
renalen Elimination und damit den Urinmessunggmyie im Kdper durch Bildung von z.B.
DNA-oder Hamoglobin-Addukten (oder auch andere Adbildung mit Makromolekilen)

verbleiben (Plasmabestimmungen wurden nicht durchgefiha)le diese mdglichen
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Ausscheidungs- und Reaktionswege konnen hier ngcfdasst und dadurch auch nicht
weiterfihrend eingeschatzt werden, obwohl dem eh&gratischen Ausscheidungsweg neben
der renalen Elimination die gréRte Bedeutung zukemrkann, weil viele Pharmaka und
Toxine, die im Urin in hohen aber nicht vollstareigMengen ausgeschieden werden, im
Fazes gefunden werden, so dass sich die Stoffmirgen zwischen den im Urin
gemessenen Metaboliten und der oral aufgenommemeylafid-Dosis teilweise erklaren
lieBe: im Fazes von Ratten wurden nach 7 Tager6®#uder Dosis detektiert, wahrend ein
Anteil von 15% der Gesamtradioaktivitat Uber didl&ausgeschieden wurdMiller et al.,
1982) AulRerdem wéare auch denkbar, dass ein Teil dés$ mcUrin detektierten Acrylamids
und Glycidamids in den Skelettknochen gelangt temhdm Knochemark gespeichert bleibt,
um dort dann beispielsweise durch DNA-Adduktion hopeoliferative Erkrankungen oder
Erythrozytenbildungsstorungen auszulésen oder miiristigen. Nattrlich ware eine solche
Moglichkeit der Toxikodynamik nur dann nachweisbarenn Knochengewebe auf den
Gehalt dieser Metabolite getestet werden.

Die toxikokinetische Analyse der drei Substanzemykanid, AAMA und GAMA weist
darauf hin, dass AAMA zwar in den hochsten Konzgmnen und Mengen im Urin
gefunden wird, jedoch nicht am schnellsten aus Hémper renal eliminiert wird. Es ergeben
sich deutliche Unterschiede in den zeitlichen Absgtungsverlaufen zwischen Acrylamid
und den beiden  Mercaptursduren. Wahrend sich  fire diterminalen
Eliminationshalbwertszeiten die Reihenfolge: Acmyld (2,4h versus Fennell et al., 2006:
3,1 bis 3,5h)<< AAMA (17,4h) < GAMA (25,1h) ergibt, folgt fur das Maximum der
Exkretionsraten GAMA(20 nmol/h)<< Acrylamid (113 nmol/h)<< AAMA (378 nmol/h)
und den Zeitpunkt der maximalen Exkretionsrate karyd (3,0h)< AAMA (nach 6,9hk<
GAMA (14,9h) Damit gilt fur die Substanz mit der hochsten Aunesdungsrate nicht
gleichzeitig, dass sie auch am schnellsten in dem delangt und der Verlauf der
Ausscheidung rasch abgeschlossen ist. Dieser Béfandte durch eine schnelle Wirkung
von Acrylamid durch seine Adduktionsfahigkeit erkliverden, so dass erst danach, stark
zeitverzogert, die Umwandlungsreaktion zu AAMA Hiatlet. Erst nach diesem ersten
Schritt der Entgiftung (Acrylamid- AAMA) beginnt dann die Umwandlung von Acrylamid
in Glycidamid mit abschlieBender Entgiftungsreakt{Glycidamid -~ GAMA). Natirlich ist
die hohe Exkretionsrate von AAMA ein deutlicher ikator fiir die stattfindende effektive
Detoxifizierung von Acrylamid aus dem Korper. Dierpgen Exkretionsraten von GAMA in
Verbindung mit dem spéaten Zeitpunkt der maximalars#heidungsrate und des im Urin
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nicht detektierbaren Epoxy-Metaboliten Glycidamigsisen auf reduzierte Umwandlung von
Acrylamid in Glycidamid hin, denn sonst waren h&hdfxkretionsraten und auch eine
schnellere Ausscheidung von GAMA zu erwarten geweBése Interpretation setzt voraus,
dass Glycidamid nur vor oder nach Adduktion mitsebiedenen Makromolekilen (DNA,
Hamolglobin) in die entgiftete Form GAMA biotransfioiert werden kann. Adduziertes
Glycidamid wird wahrscheinlich wie auch adduzierfegylamid nicht renal ausgeschieden
oder ist als solches im Urin nicht als Glycidamidrrbglobin-Komplex nachweisbar. Diese
Annahme wirde wiederum bedeuten, dass Acrylamidnkadduktionsprozesse - wie
angenommen, weil es ein u.a. viel geringeres gersaioes Potential als Glycidamid tragt -
durchlauft, so dass viel freies, ungebundenes Aorgd fur die Konversion in AAMA zur
Verfigung steht und daher auch in hohen Mengen rfm Busgeschieden wird. Auch ist
bisher noch nicht geklart, wie gut Acrylamid undy&tlamid aufgrund ihrer chemischen
Struktur den glomeruléaren Filter passieren kénned ob tubuldre Reabsorptions- oder
Sekretionsprozesse durch Transporter oder Carsiensye existieren. Die Epoxid-
Funktionsgruppe von Glycidamid berechtigt durchausSpekulation Uber solche méglichen
Mechanismen und Vorgénge innerhalb der Niere. Bariirde dann wegen des nicht im
Urin detektierten Glycidamids folgen, dass Acryldndie Niere besser als Glycidamid
passieren konnte, weil z.B. auch toxische Ablaggeanvon Glycidamid im Glomerulum
oder Tubulus denkbar waren.

Die effektive renale Entgiftung bestétigt sich awléen durch den Vergleich der renalen
kumulativen Substanzausscheidungen im Zeitgangdesammlungen. Aus einer Erh6hung
der Acrylamidmenge im Urin folgt erwartungsgemaéafeefunahme von AAMA, jedoch nicht
fur die kumulativen GAMA-Ausscheidungsmengen, deah unbeeinflusst bleiben. Falls
eine erhohte orale Zufuhr von Acrylamid auch zu 6bten kumulativen
Ausscheidungsmengen von Acrylamid im Urin fuhrefitsowére davon auszugehen, dass
dann AAMA weiterhin der vorherrschende Ausscheidumegtabolit ware und die
Detoxifizierung weiterhin gewahrleistet bliebe, wéind die Bildung von GAMA kaum eine
Rolle spielen wirde. Aus niedrigen kumulativen Almsdungsmengen von GAMA im Urin
kann auf eine geringe Umwandlung von Acrylamid ityd@lamid zurtick geschlossen
werden. Eine geringe im Urin gefundende Menge v&M@& kann aber auch bedeuten, dass
viel freies Glycidamid fir Adduktionreaktionen zZderfiigung stehen kdnnte, so dass dieses
primar nicht mehr in GAMA transfomiert wird. Das #mald der Inaktivierung von
Acrylamid ist auch durch die Beeinflussung der Ahssdungsgeschwindigkeiten durch die

Uringewichte der Sammelurinvolumina bestimmt (iesér Studie lagen die Urinvolumina
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bei konstan4 m|, so dass die Urindichten betrachtet werden konr&me)gende Urindichten
gehen nach den vorliegenden linearen Regressi@rmsdait steigenden Exkretionsraten fur
GAMA und Acrylamid einher, wahrend sich fir AAMA aliExkretionsrate nicht verandert
und nach 72h sogar im Einzelvergleich mit GAMA alisi Hochkonzentrierte Urinproben
konnen auf eine sinkende Inaktivierungsrate dusa idauptmetaboliten AAMA hinweisen,
wobei mit steigenden Ausscheidungsraten von GAMA aoch Acrylamid selbst versucht
wird, diesen Prozess zu kompensieren und die Ehnoin toxischer Metabolite weiter
voranzutreiben.

Ein weiterer Erklarungsansatz besteht in der glotaeen Filtrations- und tubuléren
Sekretionsleistung der Niere selbst. Da eine Aldsmrpund Sekretion wie fur andere
schwefelhaltige Sauren auch in den proximalen Tulstattfindet und die Clearance
beeinflusst, ist dieser Vorgang ein wichtiger FaKior das Ausmafl des Uringewichtes. In
den erster bis 12 hnach oraler Applikation von Acrylamid ergeben sithAAMA sowohl

die héchsten Exkretionsraten als auch Ausscheidaeggen. Davor und danach sinken diese
beiden Parameter und werden nach den Ergebnisseimelaren Regressionsanalyse nicht
mehr beeinflusst. Gleichzeitig sind die Uringewelt dem Intervalld bis 12 hgeringer als

in dem Zeitraum danach. Eine Zunahme des Uringgegchangt von allen harnpflichtigen
Substanzen ab, so dass die tubulare Sekretionaaiscer Absorption von AAMA durch das
vermehrte Vorliegen (hohe Konzentrationen) andeéviedekule limitiert sein kann. Die
tubulare Transportfunktion beschreibt mittels ddeafance quantitativ diesen Prozess.
Sowohl die tubuldre Sekretion als auch die Reahlisorpsind durch Transportmaxima
begrenzt. Ab einer bestimmten Konzentration destats an ist der Transportmechanismus
gesattigt und das Transportmaximum erreicht. Bai Mercaptursauren AAMA und GAMA
ist von einer Konkurrenz mit anderen ahnlichen Saben auszugehen.

Die Ausscheidungsmaxima und die erhdhten Exkretates von AAMA bei niedrigen
Urindichten und der ausbleibende Anstieg der Exnstaten bei hoheren Werten deuten
darauf hin, dass die tubulare Transportfunktionihrigr Sekretionskomponente gesattigt sein
kann. Daraus folgt, dass weniger AAMA tubular saiat und daher im Urin ausgeschieden
wird. Dabei erniedrigt sich die Clearan¢eyl. Gl. 10 in Kapitel 3.3.5.2und damit die
Exkretionsrate. Der Anstieg der Plasmakonzentragogibt sich aus der nun verstarkten
Reabsorption und verminderten Sekretion von AAMA dan proximalen Tubuli. Eine
Zunahme der Urinkonzentration wird durch das Vgeie vieler anderer Susbstanzen neben
AAMA sowie GAMA und Acrylamid im Primarharn verurslat, die eine Sekretion von

AAMA blockieren und damit die Exkretionsrate infelgverstarkter Reabsorption bei
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steigendem Uringewicht in den ersten 24h nicht eehdund bis zum Abschluss der
Sammlungsperiode nach 72h sogar verringern.

Ein ahnlicher Effekt lasst sich auch bei GAMA bedfitan, jedoch tritt eine Abnahme der
Exkretionsraten bei steigendem Uringewicht eraien Betrachtung des Zeitrahmens von 24
bis 72h auf. Da es sich bei GAMA ebenfalls um eMercaptursdure handelt, sind
Interaktionen wahrend des Transportes im proximal#oulus zu erwarten, so dass auch hier
die tubulare Sekretion abnimmt und die Reabsorptm@thanismen lberwiegen. Eine
derartige Reduktion der tubularen Sekretion untangsamende Absorptionseffekte scheinen
fur Acrylamid nicht vorzuliegen, da sehr schneldwermutlich vollstandig ausgeschieden
wird. Kompetitive Vorgange im tubuléaren Transportima@nismus wie es fur die AAMA und
GAMA der Fall ist, sind fir Acrylamid deshalb weerg wahrscheinlich. Aus diesen
Unterschieden im renalen Enftgiftungsmechanismus e@s mdoglich, dass die nicht
wiedergefundene Menge vAd9,7% des oral aufgenommenen Acrylamids als vorwiegend
AAMA und GAMA in der Niere reabsorbiert und andei®erweben oder Organen zugefluhrt

wird.

Die Hauptschritte im Metabolismus von Acrylamid ted®n in allen getesteten Spezies aus
der Umwandlung von Acrylamid in den potentiellemkerogenen und hochreaktiven Phase-
I-Metaboliten Glycidamid und aus der nachfolgendeonjugation mit Glutathion zur
Bildung der Phase-II-Metabolit@®ybing et al., 2005)Die Urinmengen von unverandertem
Acrylamid und Glycidamid blieben in allen humandndien in einem sehr niedrigen oder in
einem Bereich unterhalb der Bestimmungsgrenzen. §ear geringen Mengen von
Glycidamid unterhalb der Bestimmungsgrenze in dmtieagenden Studie deuten auf eine
rasche Umwandlung in das Konjugationsprodukt GAM®@, welches in nicht unerheblichen
Mengen im Vergleich zur Ausgangssubstanz Acrylamiden Urinproben gefunden worden
ist. Die Bildung und Exkretion von Glycidamid kamnunserer Studie nur hinsichtlich des
Phase Il Metabolismus von Acrylamid bewertet werdeo dass das Ausmald der
Glycidamidentstehung aus Acrylamid nur unter Besiiiigung des Quotienten zwischen
den beiden im Urin ausgeschiedenen MercaptursaA®A und GAMA abgeschatzt
werden kann (molares Verhaltnis GAMA/AAMA), wobeagl mittlere Verhaltnis in der
vorliegenden Studie einen Wert vOri2 aufwies. Die Konjugationsprodukte von Glycidamid
lieBen sich in der Studie von Fennell et al. imnUricht nachweisen und lagen unterhalb der
Nachweisgrenze, wahrend die Ausscheidung der Amwiglonjugate 26,2% der

aufgenommenen Dosis ausmachiiennell et al.,, 2005) Bei einer angenommenen
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Detektionsgrenze von 0,06 mmol/l fir beide Glycid#erivate ergibt sich ein mittleres
Verhéltnis Glycidamid/Acrylamid <0,3. Im Vergleiattazu haben Boettcher et al. bei der
Exposition mit der Nahrung ein medianes Verhalros 0,16 ermittelt(Boettcher et al.,
2005a) wobei der korrespondierende Wert flr einen Téiner in einer weiteren Studie
lediglich 0,09 betrudBoettcher et al., 2006bYusammenfassend lalt sich aus dem Vergleich
der erhobenen Quotienten GAMA/AAMA mit den Verh@izahlen Glycidamid/Acrylamid
schlieBen, dass die Umsetzung von Acrylamid (bemutaBiion-Konjugation zu
Mercaptursduren nachweislich schneller erfolgt diks Epoxidation von Acrylamid zum
reaktiven Glycidamid und dass die Expositionsdesis Acrylamid keinen Einfluf3 auf den in

Glycidamid umgewandelten Anteil hat.

Da Glycidamid mit seiner Epoxid-Funktionsgruppe dgndeutig reaktiveren Metaboliten
darstellt(Doerge et al., 2005und tber diese Funktionsgruppe mit DNA interkarekann
und dadurch seine potenziell genotoxische Wirkumtfpéet, ist es flr eine Extrapolation des
Krebsrisikos notwendig, die Bildung von Glycidamidn Menschen mit den
tierexperimentellen Daten in Ratten und Mausen ergleichen. Dabei werden nach dem
jetzigen Publikationsstand durchaus Speziesuntedehzwischen Ratte und Maus im
oxidativen Acrylamidstoffwechsel berichtet: in M@&uasergibt sich aus der Urinausscheidung
von Glycidamid und seiner Metabolite nach oraleraeeichung von 50 mg/kg Acrylamid
als wassrige Losung, dass ca. 50-70% der Aufnahsiedmn Acrylamid in Glycidamid
umgewandelt werdefsumner et al., 1992, 2003)

Bei der gleichen Aufnahmedosis wurden in Ratten caur 30-40% des aufgenommenen
Acrylamids in Form von Glycidamid oder seiner Meathtie im Urin identifiziert; die Art der
Applikation i.p. versus p.o. der Substanz schien&d&olle zu spieleiiSumner et al., 1992,
2003) Aus den Urinausscheidungen laf3t sich daher folg#aiss die Bildungskapazitat von
Glycidamid im Menschen um dasa. 2-fachegeringer als bei Ratten und um das 4-fache
geringer als in Mausen ist. Der molare Quotient GMAMA als Urinmessgrol3e reflektiert
durchaus das im Blut bestimmte Verhaltnis zwiscltesn Hamoglobin-Addukten von
Glycidamid und Acrylamid (GAVal-Hb/AAVal-Hb). BeidBarameter sind Biomarker fur die
interne Acrylamidbelastun@Boettcher et al., 2005a; Schettgen et al., 200&ad et al.,
2006) obwohl sich eine Bildung von DNA-Addukten daranisht direkt ableiten laft. In
Nagetieren besteht ein gesicherter linearer Zusarhamgy zwischen der Glycidamid-
Adduktion an Hamoglobin und der DNA-Adduktion inrdesber (Tareke et al., 2006)nd
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der Acrylamid-Adduktion an Hamoglobin und der DNAlduktion im SpermgXie et al.,
2006) Die Aussagekraft des Verhaltnisses GAMA zu AAMank so interpretiert werden: je
groRer dieser Quotient ist, desto empfindlicherd& Reaktion des Organismus auf die
kanzerogene Wirkung des Acrylamids. Das molare &lans AAMA/GAMA (Mittelwert)
liegt in Ratten bei 5:1 (GAMA/AAMA=0,2), in Mausebei 2:1 (GAMA/AAMA=0,5)
(Paulsson et al.,, 2001; 2002ynd in dieser Studie fur den Menschen lgai 8:1
(GAMA/AAMA=0,12) Daraus ergeben sich die abgeleiteten bis 4-fach erniedrigten
Bildungsraten von Glycidamid und die geringerengoiten Wirkungen fiir den Menschen.
Eine Erklarung hierflr liefern die viel niedrigeverabreichte Acrylamid-Dosis (12,8 ng/kg
versus 50 mg/kg) sowie die Art der Applikation beMenschen. Beide scheinen einen
erheblichen Einfluss auf das metabolische und tkiiletische Verhalten von Acrylamid zu
besitzen. Die in zahlreichen Studien bestétigteeisghaft von Glycidamid zur Adduktion
mit Hamoglobin und DNA liefert somit einen Erklagsansatz fir die geringen im Urin
gemessenen Glycidamidkonzentrationen, obwohl gteitig ein direkter Vergleich zwischen
der Bildung von solchen Glycidamid-Addukten (kovdlegebundenes Glycidamid an
Hamoglobin oder DNA) und den Urinausscheidungereigk® Glycidamid) nicht méglich
ist. Nach i.v. Verabreichung von verschiedenen Fkamydmengen in Ratten konnten
Hamoglobinaddukte von Glycidamid im Plasma idenidit werden, welche als Mal3 fur die
Umsetzung von Acrylamid in Glycidamid dienten. Diedrige Dosis (5 mg/kg) fuhrte zu
einer Umsetzung von rund 51% in Glycidamid-Adduktéhrend fir die héchste Dosis (100
mg/kg) nur noch lediglich 13% in Glycidamid-Adduki@gmgewandelt wurden. Diese
Dosisabhangigkeit erklarte sich durch eine Satggder Bildung von Glycidamid-Addukten
in Nagetierer(Bergmark et al., 1991)

Doerge et al. haben ebenfalls Plasmakonzentratioren Acrylamid und Glycidamid
gemessen, nachdem die beiden Substanzen im Rahnenkknischen Studie Ratten und
Mausen verabreicht wurden. Die niedrigste Dosis dalbei 0,1 mg/kg (Acrylamid oder
Glycidamid). Die pharmakokinetische Analyse erga&hb Ratten ein Glycidamid/Acrylamid
AUC-Verhaltnis von 0,76 (i.v. Verabreichung), 2atdle Zufuhr der Substanz als Lésung)
und schliel3lich 2,2 (nach Aufnahme mit der Nahrurmgdi Mausen errechneten sich die
korrespondierenden Werte zu 0,14, 0,77 und(lderge et al., 2005)Diese Daten erlauben
folgende Schlussfolgerungen: i) eine niedrig vezaiiite Acrylamid-Dosis resultiert nicht in
einer verminderten Bildungsrate von Glycidamid (vegheinlicher ist sogar eine Erhéhung

der Glycidamid-Bildung), ii) die Umsetzung von Atasnid in Glycidamid verlauft in Ratten
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viel ausgepragter als in Mausen und iii) die Prdigdwk von Glycidamid liegt bei oraler
Zufuhr von Acrylamid wegen des First-Pass-Metalnalis weitaus hoher als bei i.v.

Verabreichung.

Die Messungen in unserer Studie ergeben minimafeidadmidkonzentrationen im Urin, die
weit unterhalb der festgelegten Beobachtungsgrenre2,5 ng/mlliegen. Dieser Befund
steht zwar im Einklang mit der Tatsache, dass @&miid beim Menschen eine 2-fach bzw.
4-fach niedrigere Bildungsrate als bei Ratten bEd@usen aufweist, jedoch ist durch die
Applikation von Acrylamid in einer standardisiertend definierten Nahrungsprobe davon
auszugehen, dass eine maximale Umsetzung von Aud/ia Glycidamid in den Probanden
erreicht wird. Diese Maximierung fuhrt offenbar mizu einer Erhdhung der Exkretion von
freiem Glycidamid im Urin oder einer erh6éhten imeem Belastung mit Glycidamid, weil die
Urinausscheidung von AAMA die von GAMA deutlich bédft (geringe molare
GAMA/AAMA-Urinausscheidungsquotienten).

Die interindividuelle Variation in der Acrylamid-kdokinetik in der vorliegenden Studie
weist auf ein homogenes Patientenensemble ohnististdt auffallige Ausreil3er hin, weil
zunachst der interindividuelle Variationskoeffizien einem Bereich zwische20 und 30%
liegt und keine Werte aul3erhalb dieses Bereichekowamen (vgl. Tab. 18 in Kapitel
3.3.5.1). Der molare Ausscheidungsquotient GAMA/AAMverhélt sich mit einem
Medianwert von0,115und einer Variationsbreite zwisch8rl00 bis 0,15Gehr einheitlich.
Im Gegensatz dazu lag die Variationsbreite fur Sprmiproben in Probanden ohne
Verabreichung von experimentellen Acrylamid-Doseviszhen0,03 und 0,53mit einem
Medianwert von0,16 (Boettcher et al.,, 2005a)Diese Diskrepanz der GAMA/AAMA-
Quotienten l&Rt sich durch die geringere Belastlgrguntersuchten Personen mit Acrylamid
und vor allem durch die standardisierten Studiemggohgen in unserer Studie erklaren.
Dieses optimierte Studiendesign schliel3t den Vetadaf jegliche acrylamidhaltige Nahrung,
Alkohol und Nikotin (Zigarettenrauch) sowie eine-dtiindige Nahrungskarenz unmittelbar
vor der Studie ein. Diese Bedingungen waren inSdedie von Boettcher et al. nicht gegeben,
was mit den héheren GAMA und AAMA Konzentrationen Urin Kkorreliert(Boettcher et
al., 2005a) In unserer Studie weisen die durchschnittlicheM3/AAMA-Quotienten in
Abhangigkeit von den jeweiligen UrinsammlungspeeiodSammelzeiten) unterschiedliche
Werte mit Anderungen von bis zt20 auf. Diese Anderungen deuten stark darauf hins das
die undefinierte Zeitlicke zwischen Aufnahme vorrydamid und Spot-Urinmessungen in
der Studie von Boettcher et al. fur die Variabilitder GAMA/AAMA-Quotienten
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hauptséachlich verantwortlich igBoettcher et al., 2005a)Ob die Unterschiede in den
Enzymaktivitaten von CYP2E@Sumner et al., 1999; Thier et al., 2008)d Glutathion-S-
Transferasen(Calleman, 1996; Kirman et al. 2003inen relevanten Einfluss auf den
Acrylamid-Metabolismus im Menschen haben und dammterhthtes Kanzerogenitatsrisiko
fur den Menschen darstellen, bleibt weiterhin ut@elund kann von dieser Stelle aus nicht
beurteilt werden. Durch Blockade von CYP2E1l werdedoch die Adduktspiegel von
Acrylamid im Blut (AAVal) deutlich erhdéht(Doroshyenko et al., 2009k0 dass eine
Veranderung der CYP2E1-Enzymaktivitat durch Induktoder Inhibition einen Indikator fur
eine hohere bzw. niedrigere Bildung von Glycidarald die eigentliche krebserzeugende
Noxe von Acrylamid darstellen kann.

Aus den Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit Kih insgesamt schliessen, dass der
Hauptanteil der Aufnahmedosis vé©4 mgAcrylamid mit der Nahrung im menschlichen
Korper absorbiert wird. Da der hauptsachlich ausgesiene Metabolit AAMA ist, zeichnet
sich zusammen mit der Ausscheidung von unveranderferylamid eine effektive
Entgiftung ab, weil die Reaktion mit Glutathion Hiei die reaktiven C-C-Doppelbindungen
blockiert. Dieser Entgiftungsweg lauft deutlich ie#nter ab als die Bildung des
hochreaktiven Epoxy-Metaboliten Glycidamid, weldheh letztlich in den im Vergleich zu
AAMA geringen Urinausscheidungen von GAMA manifesti Diejenige Acrylamidmenge,
die nicht in Form von Acrylamid, AAMA oder GAMA inJrin ausgeschieden wird, wird
wahrscheinlich  an  nukleophile  Strukturen des Kd@&@pergebunden bleiben
(Bundesgesundheitsblatt-Gesundheitsforschung-Gasitedchutz, 2008) Erwahnenswert
bleibt jedoch, dass eine erwartete Steigerung dgcidamid-Bildung gemessen an der
Exkretion von Glycidamid und GAMA im Urin trotz en durch die Art der
Nahrungszubereitung und Applikation mit der NahrungForm von acrylamidhaltigen
Studienchips offensichtlich nicht aufgetreten Bas metabolische Ausscheidungsschema
verhalt sich ahnlich wie die Eliminationsverlaufe hohere und gleiche Aufnahmedosen (3
mg/kg und 13 pg/kg). AulRerdem ist die Bildung volydiglamid wahrscheinlich um d&s
fache geringer als in Ratten und um dddsfache geringer als in Mausen bei gleichen
Aufnahmedosen in den beiden tierexperimentellen ditu Daraus folgt, dass
Hochrechnungen fir das Krebsrisiko beim Menschenhawath der oralen

Acrylamidbelastungen in Nagetieren um diese Fakt&erigiert werden sollten.
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5. Zusammenfassung

Acrylamid stellt chemisch eine ungesattigte Carbonylverbngddar, die vorwiegend fir die
Synthese von Polyacrylamiden verwendet wird. Seafalrenpotenzial ist primar aus der
Kunststoffherstellung bekannt. Seit schwedischesd¢tar im Jahr 2002 nach einem schweren
Unfall im schwedischen Hallandsas-Tunnel im Jah®71%ei dem durch unvollstandige
Polymerisierung einer acrylamidhaltigen Dichtungssgagrof3e Mengen des Monomers in
die Umwelt gelangten, nachweisen konnten, dassSdiestanz auch beim Erhitzen von
Lebensmitteln entstehen kann, riickte die Bildung »arylamid und sein Metabolismus in
den Fokus des offentlichen Interesses und wirdlseitintensiv beforscht. Acrylamid ist im
Tierversuch krebserregend und kann in hohen DoserveNschadigungen auslésen. Die
Gefahrlichkeit von Acrylamid fir den Menschen I&g&th nicht zuverlassig beziffern, weil
eindeutige Untersuchungen aufgrund einer geringeralAl humaner Studien fehlen. Zudem
konnen tierexperimentelle Daten nur begrenzt fim Menschen extrapoliert werden. Das
Ziel unserer klinischen Pilotstudie war die Besdbuag derToxikokinetik von Acrylamidnd
seiner Metaboliteslycidamidund den beideMercaptursduren AAMA und GAM#Aach der
Aufnahme acrylamidhaltiger Nahrung im Menschen. ®ieérobandererhielten jeweils eine
Acrylamid-Dosis von 0,94 mig Form frittierter Kartoffelchips, deren Acryladgehalt vor
und nach Ablauf der Studie bestimmt wurde. Kurz ¥onnahme der acrylamidreichen
Nahrung und danach wurden Urinproben von 2 ml zu verschiedenen zeitlichen
Zeitpunkten Gber eine Zeitdauer voii2h gesammelt. Die Konzentrationen von
unverandertem Acrylamid, AAMA und GAMA wurden im f@eelurin mittels LC-MS/MS
bestimmt und quantifiziert. Aus den Konzentratiorzenverschiedenen Zeitpunkten wurden
die Urinspiegelkurvenhergeleitet, so dass die pharmakokinetischen Rdesnermittelt
werden konnten. Insgesamt werdéd,3% des oral aufgenommenen Acrylamids im Urin
wiedergefunden, wobei nur ein geringer Teil in wdwelerter Form als reines Acrylamid
(4,4%) ausgeschieden wird. Der grof3te Anteil v60,0% gelangt in Form des direkten
Acrylamid-Entgiftungsproduktes AAMA in den Urin. @lidamid kann trotz der geringen
Bestimmungsgrenze va5ng/ml(LOQ) und der dadurch hohen Sensitivitdt der Miegsen

im Urin quantitativ nicht analysiert werden, obwaldr qualitative Nachweis tberhalb von
1,0 ng/mI(LOD) gelungen ist und sein inaktivierter Phas&idtabolit GAMA einen Anteil
von 5,9% ausmacht. Die sehr geringen Mengen von Glycidadadten auf eine rasche
Reaktion mit Glutathion hin, so dass das Konjugespvodukt GAMA Uberwiegend entsteht.

Ferner scheint die verabreichte Acrylamid-Dosis gediénd fiir den oxidativen Stoffwechsel
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von Acrylamid in Glycidamid zu sein. Unmittelbar ala Nahrungsaufnahme konnen
gesteigerte Ausscheidungsraten fur Acrylamid bealedc werden. Die maximale
Exkretionsrate von113 nmol/h findet sich bereits nacl8,0h wobei die terminale
Eliminationshalbwertseit;,=2,4h betragt. Fir AAMA ergibt sich nadk9h (t,,=17,4h) die
hdchste Exkretionsrate aller drei Substanzen ineH@n 378 nmol/h wahrend GAMA mit
20 nmol/hnach 14,9h (1,,=25,1h) die geringste Ausscheidungsgeschwindigkeit ddirstel
Daher werden die Mercaptursduren AAMA und GAMA inergleich zu Acrylamid viel
langsamer aus dem Korper eliminiert. AAMA und GAMzeigen deutlich veranderte
Ausscheidungs-Zeitprofile als Acrylamid auf. Erh®hExkretionsraten gehen mit einer
gleichzeitigen Steigerung der Ausscheidungsmengersdbstanz einher, jedoch sind Beginn
und Dauer der maximalen Ausscheidung nicht vonGléfie der Exkretionsrate abhangig.
Die Ausscheidungsreihenfolge ergibt sich nach @ggminhalen Eliminationshalbwertsteiten
und den Zeitpunkten der maximalen ExkretionsratenAcrylamid << AAMA < GAMA
beurteilt nach den Ausscheidungsmengen gilt diehétdolge: AAMA >> GAMA >
Acrylamid Das am schnellsten renal eliminierte Acrylamiddain den geringsten Mengen
im Urin ausgeschieden. Der Umkehrschlul3, dass lselgsam in den Urin ausgeschiedene
Substanzen wie GAMA in hohen Mengen vorkommen, rgdht, obwohl das langsamer als
Acrylamid ausgeschiedene AAMA den grof3ten Anteir deal aufgenommenen Dosis
darstellt. Zwischen der6 Probanden (Nichtraucherkexistieren kaum interindividuelle
Abweichungen (Variationskoeffizienten fur alle tkskinetischen Variablen zwischen ca.
20% bis 30%) so dass keine apparenten Ausreil3er vorliegen dadhit die
Gesamtbeurteilung anhand der durchschnittlicheikoéxetischen Parameter zulassig und
aussagekraftig ist. Die Berechnungen der toxikdisoken Parameter aus den
Funktionsanpassungen von kumulativen und absolutamspiegelkurven sind miteinander
vergleichbar und liefern nahezu identische Werte.as D sowohl von den
Ausscheidungsmengen als auch von den Stoffmengéor@den abgeleitete metabolische
Schema verhalt sich ahnlich zu den beobachteteebBrgsen aus humanen Studien mit
gleicher Expositionsdosis von 13 pg/kg Korpergewiahd hdherer Dosis von 3 mg/kg
Kdrpergewicht. Weiterhin fihren die Ergebnisse én dorliegenden Studie zu der Annahme,
dass die Bildung des aktiveren und eigentlich geasthen und mutagenen Acrylamid-
Metaboliten Glycidamid bei vergleichbaren relatiiensen wahrscheinlich um daache
niedriger als in Ratten und um ddfache geringer als in Mausen ist. Daraus folgt, dass
anhand der oralen Acrylamidbelastungen bei NagernEdatrapolation fir das Krebsrisiko

beim Menschen um diese Faktoren korrigiert werddtes
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