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Zusammenfassunqg

Im Rahmen des mehrphasigen Untersuchungsprogramms zur Gesundheitsfolgenab-
schatzung des Bahngefahrgutunfalls in Bad Munder wurde das Projekt  Biological
Monitoring von Epichlorhydrin: individuelle Hamoglobinaddukte und hGSTT 1-1-Aktivi-
téten” durchgeflhrt,

Hierzu wurde eine neue fur Felduntersuchungen geeignete Methode zur Bestimmung
des ECH-spezifischen Hamoglobinadduktes N-2,3-Dihydroxypropyl-Valin (DHPV) mit
einer Nachweisgrenze von 10 pmol DHPV/g Globin entwickelt und validiert. Als
Summenparameter deckt DHPV die drei méglichen Reaktionswege des Epichlor-
hydrins mit menschlichem Hamoglobin vollstéindig ab und erscheint daher zur Mes-
sung als toxikologischer Endpunkt besonders geeignet.

Insgesamt wurden 409 Globine unter Beachtung einer internen Qualitétssicherung
untersucht, davon stammten 328 aus unmittelbar nach dem Unfallgeschehen im
Herbst 2002 gewonnenen Hamolysaten und 81 aus im Méarz / April 2003 gewonne-
nen Hamolysaten. Von 409 analysierten Proben waren 406 Datens#tze auswertbar;
3 Proben konnten trotz mehrfacher Untersuchungen aufgrund einzelprobenspezifi-
scher Stérungen nicht ausgewertet werden. Keines der 406 analysierten und ausge-
werteten Globine wies eine Belastung auf (Nachweisgrenze: 10 pmol DHPV/g Glo-
bin). Lagerungsversuche mit modifiziertem Nichtraucherh&molysat und isoliertem
Globin zeigten keine lagerungsbedingten Verluste des DHPV-Adduktes (ber eine
Lagerungszeit von 4 bzw. 6 Monaten. Im Vergleich zum unmittelbar strukturverwand-
ten Ethylenoxid lalt sich die Abwesenheit belasteter Proben bei einer analytischen
Nachweisgrenze von 10 pmol DHPV/g Globin dahingehend deuten, dal eine mégli-

che Exposition auf jeden Fall unterhalb der unvermeidbaren endogenen Exposition

des Menschen gegen Ethylenexid (37 - 75 pmol N-Hydroxyethylvalin/g Globin) liegt.
Die humane Glutathion-S-Transferase T1 (hGSTT1-1) ist eines der wichtigsten En-
I zyme fur die Verstoffwechselung von industriell genutzten Chemikalien. Von ihr um-
gesetzie Chemikalien sind z.B. wichtige Schadlingsbekampfungsmittel, Ldsungsmit-
I tel und Ausgangsstoffe der Kunststoffherstellung. Aufgrund von Strukturanalogien
darf davon ausgegangen werden, dal® auch Epichlorhydrin von der hGSTT1-1 meta-
l bolisiert wird. Im Rahmen des Projektes wurden von 292 Personen die individuellen
I hGSTT1-1-Aktivitédten bestimmt und die kompletten Datensatze dem NLGA zur um-
weltepidemiologischen Auswertung und zur Befundmitteilung Obermittelt.
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1.6 Kooperationspartner

Blutabnahme und Logistik (Verphase zum beantragten Vorhaben):
Fachbereich Gesundheit des Landkreises Hameln-Pyrmont (Amisarztin Fr. Dr. Tédt)

Unterauftrag zur Probenkonditionierung: Blutspendedienst Springe

Externe Qualitdtssicherung (Interlaborvergleich):
Abteilung Arbeitsmedizin, Medizinische Hochschule Hannover (Abteilungsvorstand:
Prof. Dr. med. R. Wrbitzky, Laborleiter: Dr. rer. nat. M. Bader)

— Umweltepidemiologie: NLGA, Abteilung ,Umweltmedizin, Umwelthygiene und Um-
wettepidemiologie®

2 Projektverlauf

Im folgenden wird der Verlauf des Projektes anhand einzelner Punkte dargestellt.

2.1 FProbenahme, Probentransport, Probeneingang

Im Zeitraum vom 10.03.2003 bis 02.04.2003 wurden von 333 Personen vom Fachbe-
reich Gesundheit des Landkreises Hameln-Pyrmont (Amtsérztin Fr. Dr. Todt) Blut-
— proben fir die Hamoglobinadduktbestimmung gewonnen, hieraus vom Blutspende-
dienst Springe Hamolysate hergestellt, diese eingefroren und uber eine Kuhlkette an
die Abteilung Arbeits- und Sozialmedizin der Georg-August-Universitat Géttingen
geliefert, Die weitere Lagerung der Hamolysate erfolgte bei —-80° C.
Paralle! dazu wurden ven 333 Personen vom Fachbereich Gesundheit des Landkrei-
ses Hameln-Pyrmont (Amtsérztin Fr. Dr. Tadt) Blutproben fur die hGSTT1-1-
Phanotypisterung gewonnen. 41 dieser Proben wurden vom Blutspendedienst Sprin-
ge versehentlich eingefroren und damit fir die weitere Analyse unbrauchbar, 292
Proben wurden wie vorgesehen bei Raumtemperatur gelagert und innerhalb von 48
Stunden in die Abteilung Arbeits- und Sozialmedizin der Georg-August-Universitat

Géttingen gebracht.
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Am 04.02.2004 wurden 328 im Herbst 2002 zur Hamoglobinadduktbestimmung
gewonnene und bei —20° C im NLGA gelagerte Hamolysate Uber eine Kihlkette an
die Abteilung Arbetts- und Sozialmedizin der Georg-August-Universitat Géttingen
geliefert. Der Eingang aller Proben wurde dokumentiert (Probeneingangsbiicher) und

entsprechende Auszige der Probeneingangsbicher in Kopie dem NLGA iibermittelt.
2.2 hGSTT1-1-Phdnotypisierung

Die humane Glutathion-S-Transferase T1 (hGSTT1-1) ist eines der wichtigsten En-
zyme fOr die Verstoffwechselung von industriell genutzten Chemikalien, Von ihr um-
gesetzte Chemikalien sind z.B. wichtige Schadlingsbekampfungsmittel, Lésungsmit-
tel und Ausgangsstoffe der Kunststoftherstellung., Aufgrund von Strukturanalogien
darf davon ausgegangen werden, daf auch Epichlorhydrin von der hGSTT1-1 meta-
bolisiert wird.

Abhéngig von ihrem Erbgut unterscheiden sich die Menschen in ihren hGSTT1-1-
Aktivitdten. 10 - 22 % der europdischen Bevélkerung verfiigen iiber eine geringe,
44 - 50 % Gber eine mittlere und 33 - 43 % Uber eine hohe hGSTT 1-1-Aktivitat.

Im allgemeinen tragt die menschliche hGSTT 1-1-Aktivitét neben einer Vielzahl von
anderen Enzymen zur Entgiftung des Kérpers von Fremdstoffen bei. Die Bedeutung
einer geringen oder hohen hGSTT1-1-Aktivitat kann immer nur im Zusammenhang
mit anderen Befunden und auf den jeweiligen Stoff bezogen interpretiert werden.
Direkt nach dem Probeneingang wurde aus einem Aligquot jeder Blutprobe der Hi-
moglobingehalt bestimmt (Merckotest® Hamoglobin). Aus den verbleibenden Proben
wurde Erythrozytenlysate hergestellt (Miller et al. 2002) und bei —80 °C gelagert.

292 Personen wurden bis April 2004 phanotypisiert und die kompletten Datensétze
(Anlage 1) zur umweltepidemiologischen Auswertung und zur Befundmitteilung dem
NLGA Ubermittelt.

2.3, Hiamoglobinadduktbestimmung
2.3.1 Globinisolierung

Ausgehend von 333 im Marz / April 2003 gewonnenen Hamolysatproben und 328

unmittelbar nach dem Unfallgeschehen gewonnenen Proben wurden aus der jeweili-
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gen Hamolysatprobe ~ 400 mg Globin isoliert (van Sittert 1996). Der Rest jedes Ha-
molysats (1 — 2 ml) wird als Rickstellprobe bei —80" C bzw. —20° C gelagert. Die iso-
lierten Globine werden bei -20° C gelagert; ihre Adduktspiegel gelten als stabil (van
Sittert 1996},

Globinalquote zu je 150 — 200 mg Globin von 77 vormn NLGA ausgewihlten Perso-
nen (Hamolysatgewinnung unmittelbar nach dem Unfallgeschehen im Herbst 2002)
wurden im September 2004 an die Abtellung Arbeitsmedizin, Medizinische Hoch-

schule Hannover, zu Manden von Herrn Dr. Bader, verschickt.

2.3.2 Aufbau eines Verfahrens zur Bestimmung des Epichlorhydrin-
Hamoglobinadduktes N-2,3-Dihydroxypropyi-Valin

Ausgehend von in der Literatur beschriebenen Verfahren (Hindso Landin et al. 1998,
van Sittert 1996) solite eine neue fur Felduntersuchungen geeignete Methode zur
Bestimmung des ECH-spezifischen Hamoglobinadduktes N-2,3-Dihydroxypropyl-
Valin (DHPV) entwickelt und validiert werden. Das dem Verfahren zugrunde liegende
analytische Prinzip sollte ein modifizierter Edman-Abbau und die anschlieende An-
reicherung, Aufreinigung und Bestimmung von DHPV sein. Hierzu miissen geeignete
Referenzstandards synthetisient und charakterisiert (Massenspekirometrie, Kernre-
sonanzspektroskopie) werden. Mit Hilfe dieser Standards kann eine Kalibrierung fur
das DHPV in der Analysenmatrix Globin unter den Bedingungen des modifizierten
Edman-Abbaus und der anschliefenden Aufreinigung des Hamoglobinadduktes
- (Hindso Landin et al. 1996) erfolgen. Fir den Nachweis des DHPV ist der Einsatz
von Gaschromatographie / Massenspektrometrie (GC/MS) im selected ion-Modus
{SIM) nach erfolgter Elekironenstol- oder chemischer lonisierung (El bzw. Cl} vorge-
sehen. Die Methodenentwicklung beinhaltet die Validierung (Nachweisgrenze, Rich-
tigkeit, Storeinflusse, Prézision in der Serie, Prézision von Tag zu Tag) und die inter-

ne und externe Qualitatssicherung der Analysenergebnisse.
2.3.2.1 Synthesen von Referenzsubstanzen
In der Literatur werden zwei Typen von Referenzubstanzen zur Kalibrierung fur den

modifizierten Edman-Abbau unterschieden: Aminoséureaddukte und N-alkylierte Di-
peptidanilide (Val-Leu-Anilide).
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Da fur das Aminosaureaddukt DHPV bzw, sein Pentafluorphenylthiohydantoinderivat
in der Literatur Synthesen beschrieben worden waren (Rydberg et al. 1993, Hindso
Landin et al. 1996), wurden zunachst diese genutzt. Dabei zeigte es sich, dal sich
mit der Synthese nach Rydberg et al. (1993) das gewlnschte Aminosaureaddukt
DHPYV nicht darstellen lieR. Die von Hindso Landin (1996) vorgeschlagene, aus meh-
reren Reaktionsschritten zu einer sogenannten ,Eintopfreaktion* zusammengefalte
Synthese des DHPV-Pentafluorphenylthiohydantoins schiug ebenfalls fehl, Eigene
Syntheseansatze zur direkten Umsetzung des Valins mit den Alkylantien Gycidal,
3-Brom-1,2-propandiol und Glyceraldehyd (mit anschlieRender Reduktion) ergaben
ebenfalls nicht das gewilnschte Produkt.

In einer Kooperation mit dem tnstitut fir Organische und Biomolekulare Chemie der
Universitét Gottingen (Arbeitskreis Prof. Dr. A. de Meijére) und der Kadem Custom
GmbH (Laborleiter: Dr. V. Belov) konnten die fir die Analytik des DHPV erforderli-
chen N-alkylierten Dipeptidanilide ohne und mit Markierung mit stabilen lsotopen
("°C, "*N) dargestellt und charakterisiert (Massenspektrometrie, Kernresonanzspek-
troskopie) werden (Abb. 1).
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Abbildung 1: Neuartige Adduktstandards: Valin("*Cs,"*N)-Leucin-Anilid (A), N-(2,3-
Dihydroxy-propyl)-Valin{'*Cs, "*N)-Leucin-Anilid (B), DHPV-Derivat (C)
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Die im Rahmen des Projektes erstrmals synthetisierten isotopenmarkierten N-alkylier-
ten Dipeptidanilide stellen eine wesentliche Innovation fur die Analytik von Hamoglo-
binaddukten dar, daher wurden die Syntheseverfahren in Absprache mit dem NLGA
bereits verdffentlicht (Belov et al. 2005; Anlage 2).

2.3.22 Analytische Methodenentwicklung

Ausgehend von Standardverfahren der Deutschen Forschungsgemeinschaft zum
Nachweis von Hamoglobinaddukten (van Sittert 1996) wurde eine neue Methode
zum Nachweis von DHPV entwickelt, Das nach dem modifizierten Edman-Abbau iso-
ierte DHPV wird in einem abschlieRenden Schritt mit Aceton zum Ketal derivatisiert
e (Paulsson et al. 2003) (Abb. 1C). Das so erhaltene Derivat lat sich nach
gaschromatographischer Abtrennung und Elektronenstoionisierung bis zu einer
Nachweisgrenze von 50 pmol DHPV/g Globin detektieren. Durch den Einsatz der
Negativen Chemischen lonisierung (NCI) und eine Aufkonzentrierung der Proben auf
ein Endvolumen von 10 ul wird eine Nachweisgrenze von 10 pmol DHPV/g Globin
erreicht.  Allerdings macht das geringe FEndvolumen eine personal- und
zeitaufwendige manuelle Probenaufgabe erforderlich.
Fir das neue Verfahren wurden die klassischen Val-Leu-Dipeptidadduktstandards
(van Sittert 1996) weiterentwickelt. Durch Einflihrung von stabilen Isotopen (°Cs,'*N)
in das Valin entsteht eine Syntheseplattform fir beliebige Adduktstandards von Alky-
lantien (Belov et al. 2005). im vorliegenden Fall wurde der DHPV-(**Cs;,"*N)-Leu-
Anilid (Abb. 1B) dargestellt. Damit konnte zum ersten Mal das Prinzip der Isotopen-
verdunnung fur Val-Leu-Dipeptidadduktstandards eingesetzt werden; die bisherige
interne Standardisierung mit Hilfe des A°-Ethoxyethyl-Val-Ala-Anilids entfallt. Die Me-
thodik der Isotopenverdinnung verbessert die Empfindlichkeit und die Reproduzier-
barkeit der Analysen in der Routine erheblich und senkt die Anfalligkeit fur Stérein-
flisse. Fur den Bereich von 20 — 2000 pmol DHPV/g Globin ergibt sich eine lineare
Kalibrierfunktion (z.B. y = 0,0008x + 0,0029; R? = 0,998) (Abb. 2).
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Abbildung 2: Kalibrierfunktion von DHPV (20 — 2000 pmeol/g Globin)

Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit der Analysenmethode in der Praxis war als Kri-
terium urspringlich eine Differenzierung zwischen Raucher- und Nichtraucherglobi-
nen vorgesehen gewesen. In der Literatur (Hindso Landin et al. 1997) fanden sich
Mittelwerte von Raucherglobinen in deutschen Kollektiven » 10 pmol DHPV/g Globin
(21,1£17,1 pmol DHPV/g Globin {(n=7) bzw. 13,1£12,4 pmol DHFV/g Globin (n=8));
die Mittelwerte von Nichtraucherkollektiven lagen knapp unter 10 pmol DHFV/g Glo-
bin (7,3+2,7 pmol DHPV/g Globin (n=8) bzw. 6,8+3,2 pmol DHPV/g Globin (n=3)).
Eigene Untersuchungen an drei Raucherglobinen (Zigarettenkonsum: 10 — 40 Ziga-
retten/d) ergaben keine nachweisbaren DHPV-Spiegel (Nachweisgrenze: 10 pmol
DHPV/g Globin).

in der Studie von Hindso Landin et al. (1997) wurde die Bildung von DHPV in Rau-
cherglobinen mit der Aufnahme der Epichlorhydrinmetabaolite Gycidol und 3-Chlor-
1,2-propandgiol aus dem Zigarettenrauch (Schumacher et al. 1977) in Verbindung ge-
bracht. In der aktuellen Liste der Zusalzstoffe far Tabakprodukte (www. verbraucher-

ministerium.de 2004) sind beide Stoffe nicht aufgefuhnt, Glycerin, ein putativer Pre-

cursor fiir Gycidol, wird noch von einigen Herstellern eingesetzt, spielt aber gegen-
Ober dem 1,2-Propyienglykol als Zusatzstoff nur eine untergeordnete Rolle. 1,2-Pro-
pylenglykol bildet aufgrund seiner abweichenden chemischen Struktur keine DHPV-

Addukte mit Hdmoglobin, Die mangelnde Exposition im Zigarettenrauch kann zur

-
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Erkldrung unserer negativen Befunde und der starken Schwankungen der DHPV-
Spiegel in den alten Untersuchungen (unterschiedliche Exposition gegeniber Zu-
satzstoffen in Abhéngigkeit von der gerauchten Marke) dienen.

Um dennoch die Eignung des analytischen Verfahrens zum Nachweis von DHPV aus
Hamoglobin zu belegen, wurden in vitro-Untersuchungen zur Hamoglobinadduktbil-
dung durchgefihrt. Hierzu wurden Aliquote eines Nichtraucherhamolysats mit anstei-
genden Konzentrationen Giycidol (25 — 500 uM) inkubiert. Wie fiir ein direkt wirken-
des Alkylans zu erwarten, reigte sich eine dosisabhingige lineare Erhdhung der
DHPV-Adduktspiegel (y = 1,9434x + 45,851: R? = 0,99) (Abb. 3). Damit konnte erst-
mals die Bindungskinetik von Gycidol an menschliches Hamoglobin in vitro demon-
striert werden (Miller et al. 2005; Anlage 3).
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Abbildung 3: DHPV-Addukibildung in Inkubationen eines Nichtraucherhamolysats mit
ansteigenden Konzentrationen Glycidol (25 — 500 pM)

Die prinzipielle Anwendbarkeit des neuen Verfahrens zum Nachweis des DHPV aus
modifiziertern Hamoglobin konnte durch diese Ergebnisse belegt werden. Die er-
reichte Empfindlichkeit (Nachweisgrenze: 10 pmol DHPV/g Globin) darf als ausrei-
chend betrachtet werden, um eine Belastung nachzuweisen. So wurden im Tierver-
such in Ratten nach einer einmaligen Gabe von 432 umol Epichlorhydrinfkg Korper-

gewicht i.p. nach 30 Tagen noch Adduktspiegel von 44 pmol DHPV/g Globin nach-

8
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gewiesen, was einem Adduktspiegel unmittelbar nach Exposition von 88 pmol
DHPV/g Globin entspricht (Hindso Landin et al. 1996).

Die begonnenen in vitro-Untersuchungen sollen unabhingig vom hier beschriebenen
Projekt im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit vertieft und auf das 3-Chlor-1,2-
propandicl sowie das Epichlorhydrin selbst ausgedehnt werden.

Zum Abschlul? der analytischen Methodenentwicklung wurde die Prazision in der Se-
rie in zwei unabhéangigen MeBreihen bestimmt. Fir die erste Melreihe ergab sich bei
n = 6 Bestimmungen des Kalibrierstandards 50 pmol DHPV/g Globin eine relative
Standardabweichung s, von 6,88 % und ein Streubereich 1 von 17,7 %. Die zweite
Mefreihe wies in sehr guter Ubereinstimmung mit der ersten Melreihe eine relative
Standardabweichung s, von 7,23 % und ein Streubereich v von 18,6 % auf. Die
Bestimmung der Prazision von Tag zu Tag fir den Kalibrierstandard 50 prmol
DHPV/g Globin zeigte bei n = 6 Bestimmungen eine relative Standardabweichung s,
von 38,1 % und einen Streubereich u von 97,9 % auf. Die erzielten Prazisionen
befinden sich in guter Ubereinstimmung mit den in der Literatur (van Sittert 1996) fir
die Bestimmungsmethode des nah verwandten Adduktes N-Hydroxyethylvalin (HEV)

beschriebenen Prazisionen.

2.3.3 Routinemessungen und interne Qualititssicherung

Nach Absprache mit dem NLGA wurden zunachst 158 Globine untersucht. Dabei
handelte es sich um 77 Proben der vom NLGA ausgewihlten Personen, von denen
Globinaliquots an die Abteilung Arbeitsmedizin, Medizinische Hochschule Hannover,
zu Handen von Herrn Dr. Bader, verschickt worden waren (Hamolysatgewinnung
unmittelbar nach dem Unfaligeschehen im Herbst 2002). Zu Vergleichszwecken wur-
den 77 Globine derselben Personen, die aus den im Marz / April 2003 gewonnenen
Hamolysaten isoliert worden waren, analysiert. Globine von vier weiteren Personen,
iscoliert aus im Marz / April 2003 gewecnnenen Hamolysaten, wurden ebenfalls unter-
sucht.

Fir jede MeRreihe (ca. 30 Globinproben) wurde eine Kalibrierung (20 — 1000 pmol
DHPV/g Glohin) vorgenommen. Jeder Kalibrierstandard und jede Globinprobe wur-

den zweifach analysiert (Doppelbestimmung).

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

03 Febh 06 12:32 Dirk Reinecke 05042929862

Zur internen Qualitdtssicherung wurden fur jede TeilmeRreihe von 15 Globinproben

zusatzlich ein Kalibrierstandard (50 pmol DHPV/g Globin) oder ein mit 25 uM Glyci-

dol modifiziertes Nichtraucherglobin analysiert.

Von 158 analysierten Proben waren die Messungen in 3 Fallen trotz mehrfacher Un-

tersuchung aufgrund einzelprobenspezifischer Stérungen nicht auswertbar.

Unter den verbleibender 155 ausgewerteten Datensatzen befand sich keine Probe

mit einer Belastung (Nachweisgrenze: 10 pmol DHPV/g Globin). Eine Liste der unter-

suchten Proben ist als Anlage 4 beigefiigt,

Die restlichen 251 Globine (Hamolysatgewinnung unmittelbar nach dem Unfallge-

schehen im Herbst 2002) wurden ebenfalls wie oben beschrieben untersucht. Unter

allen 251 ausgewerteten Datensatzen befand sich keine Probe mit einer Belastung
- (Nachweisgrenze: 10 pmol DHPV/g Globin). Eine Liste der untersuchten Proben ist

als Anlage 5 beigeflgt.

2.34 Externe Qualititssicherung

Das neu entwickelte Verfahren soll als Standardverfahren Eingang in die entspre-
chende Methodensammiung der Deutschen Forschungsgemeinschaft finden. In die-
sem Rahmen erfolgt eine Prifung der Methode durch den Arbeitskreis ,Analysen in
biologischem Material* der DFG-Senatskommission zur Priiffung gesundheitsschadli-
cher Arbeitsstoffe (Vorsitz: Prof. Dr. J. Angerer, Universitat Erlangen). Dazu wird das
Verfahren in der Regel von zwei unabhangigen Laboratorien nachgestellt und die

- analytischen Kenndaten werden Uberpriift.

2.3.5 L.agerungsversuche

Um die Stabilitat des DHPV wiahrend der erfolgten Lagerung der Hamolysatproben
abschatzen zu kdnnen, wurde Nichtraucherhamolysat mit 50 uM Glycidol behandelt.
Die Lagerung von Aliquots des modifizierten Hamolysats erfolgte bei —20° C bzw.
—80° C. Aus diesen Aliquots wurde jeweils frisch isoliertes Globin im Rahmen der
Routinemessungen in regelmaRkigen Abstanden (jeweils ca. 1 Monat) analysiert. Fur
das DHPV liefen sich nach 4 Monaten Lagerungszeit unabhéngig von der

Lagerungstemperatur keine lagerungsbedingten Verluste nachweisen.
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Zusatzlich wurden Aliquots von mit 25 uM Glycidol modifiziertem und bei =20° C ge-
lagertem Nichtraucherglobin in regelméagigen Abstinden (ca. 1 Monat) untersucht.
Far das DHPV liek sich nach 6 Monaten Lagerungszeit keine lagerungsbedingten

Verluste nachweisen.

24 Interne und externe Kommunikation

24.1 Projekthesprechungen

1) Projektbesprechung am 20.08.2003 im NLGA zur Vorbereitung der &ffentlichen

Informationsveranstaltung in Bad Minder (Teilnehmer: Herren Prof. Dr. A. Win-

- dorfer (NLGA), Dr. R. Suchenwirth (NLGA), M. Hoopmann (NLGA), PD Dr, M.
Muller (Abt. Arbeits- und Sozialmedizin der Universitat Géttingen)

2} Projektbesprechung am 01.12.2003 in der Abteilung Arbeits- und Sozialmedizin in
Gottingen: mundlicher Sachstandsbericht (Teilnehmer: Herren M. Hoopmann
(NLGA), M. Funcke (NLGA), Prof. Dr. E. Hallier (Abt. Arbeits- und Sozialmedizin
der Universitat Géttingen), PD Dr. M. Miiller (Abt. Arbeits- und Soziaimedizin der
Universitat Gottingen)

3) Projektbesprechung am 20.02.2004 im NLGA zur Koordinierung der Laborunter-

suchungen (Teilnehmer: Herren Prof. Dr. A. Windorfer (NLGA), Dr. R. Suchen-

= wirth (NLGA), M. Hoopmann (NLGA), M. Funcke (NLGA), Frau Prof. Dr. R.

Wrbitzky (Abt. Arbeitsmedizin der MHH), Herren Dr. M. Bader (Abt. Arbeitsmedi-

zin der MHH), Prof. Dr. E. Hallier (Abt. Arbeits- und Sozialmedizin der Universitat

Géttingen), PD Dr. M. Muller (Abt. Arbeits- und Sozialmedizin der Universitat
Géttingen)

4) Projektbesprechung am 10.12.2004 in der Abteilung Arbeits- und Sozialmedizin in
Géttingen: mundlicher Sachstandsbericht (Teilnehmer: Herren M. Hoopmann
(NLGA), Prof. Dr. E. Hallier (Abt. Arbeits- und Sozialmedizin der Universitat Gtt-
tingen), PD Dr. M. Miller (Abt. Arbeits- und Sozialmedizin der Universitat Géttin-

gen)
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l 2.4,2 Offentliche Informationsveranstaltungen und Expertengespriche

1) Offentliche Informationsveranstaltung am 20.08.2003 in Bad Munder (Teilnehmer
fur die Abt. Arbeits- und Sozialmedizin der Universitat Gottingen: PD Dr. M. Mal-

ler)

2) Expertengesprach am 27.05.2004 im NLGA (Teilnehmer fur die Abt. Arbeits- und
Sozialmedizin der Universitat Goéttingen: Prof. Dr. E. Hallier, PD Dr, M. Muiler)

3) Offentliche Informationsveranstaltung am 07.06.2004 in Bad Munder (Teilnehmer
flr die Abt. Arbeits- und Sozialmedizin der Universitat Goéttingen: Prof. Dr. E. Hal-
- lier, PD Dr. M. Muller)

4) informationsgesprach am 29.08.2005 in Bad Minder (Teilnehmer fur die Abt. Ar-
beits- und Sozialmedizin der Universitat Géttingen: PD Dr. M. Muller)

243 Medientermine
1) Pressetermin mit Herrn Dorndorf (Deister-Anzeiger / HNA / Neue Presse) am

03.09.2004 in der Abt. Arbeits- und Sozialmedizin der Universitit Gottingen (Teil-
nehmer: Prof. Dr. E_ Hallier, PD Dr. M. Mller)

- 3 Toxikologische Interpretation: Vergleich zum N-Hydroxyethylvalin
(HEV)

Eine dem Epichlorhydrin nahe verwandte Substanz ist das Ethylenoxid, genauer ge-
sagt bildet das Ethylenoxid eine Halifte des Epichlorhydrinmolekiils. Genau wie das
Epichlorhydrin kann Ethylenoxid mit dem menschlichen Hamoglobin reagieren. Die
resultierenden Hamoglobinaddukte DHPV aus Epichlorhydrin und N-Hydroxyethyl-
valin (HEV) aus Ethylenoxid weisen eine noch gréRBere Ahnlichkeit miteinander als
die Ausgangssubstanzen auf, so kann man das DHPV auch als um eine CH.QH-
Gruppe erweitertes HEV betrachten (Abb. 4)
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Ausqganqgssubstanz Hamoglobinaddukt
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Q Ho\)\/ﬁ Globi
AGlobin
A/\C, ”
Epichlorhydrin
b Y H3C” “CHj
DHPV
OH o)
Q K/H Globi
[alallp]
_ VAN N
Ethyl id H
eno
ylenex HsC™ “CHs
HEV

Abbildung 4: Vergleich der Strukturen von Epichlorhydrin und Ethylenoxid und der
resultierenden Hamoglobinaddukte

Ethylenoxid bildet sich im menschlichen Kérper z.B. aus Ethylen, welches von Pflan-
zen und Bakterien in die Umgebung abgegeben und vom Menschen mit der Atemluft
und der Nahrung aufgenommen wird. Entsprechend 14t sich in jedem Menschen ein

s endogener, unvermeidbarer Addukispiegel nachweisen. Diese Hamoglobinad-
duktspiegel liegen flr Nichtraucher je nach Entgifiungskapazitat — und hier ist insbe-
sondere der hGSTT1-1-Status zu beriicksichtigen — zwischen 37 pmol HEV/g Globin
(Median, hdchste hGSTT1-1-Aktivitat) und 75 pmol HEV/g Giobin (Median, fehlende
hGSTT1-1-Aktivitat). Raucher (10 — 20 Zigaretten / Tag) weisen in Abhdngigkeit von
ihrem hGSTT1-1-Status dreifach hohere HEV-Spiegel auf (Maller et al. 2004). Die f(ir
Nichtraucher beschriebenen Addukispiegel entsprachen einer Exposition gegeniber
einer permanenten Ethylenoxidkonzentration von 10 brw. 19 ppb, wenn das Ethy-
lenoxid ausschlieBlich inhalativ aufgenommen wilrde. Zum Vergleich: die Technische
Richtkonzentration von Ethylenoxid am Arbeitsplatz lag mit 1 ppm (= 1000 ppb) um
den Faktor 100 bzw. 50 hdher.

R SN Al A T A SR I W MR N EEE BN M W . mm
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Ubertragen auf das strukturverwandte Epichlorhydrin 14t sich die Abwesenheit be-
iasteter Proben bei einer analytischen Nachweisgrenze von 10 pmol DHPV/g Globin
dahingehend deuten, dal} eine mdégliche, nicht nachweisbare Exposition sicher un-

terhalb der unvermeidbaren endogenen Exposition gegen Ethylenoxid liegt.
4. Zusammenfassung

Im Rahmen des mehrphasigen Untersuchungsprogramms zur Gesundheitsfolgenab-
schatzung des Bahngefahrgutunfalls in Bad Miunder wurde das Projekt ,Biological
Monitoring von Epichlorhydrin: individuelle Hidmoglobinaddukte und hGSTT1-1-Aktivi-
taten” durchgefiihrt.

- Hierzu wurde eine neue fur Felduntersuchungen geeignete Methode zur Bestimmung
des ECH-spezifischen Hamoglobinadduktes N-2,3-Dihydroxypropyl-Valin (DHPV) mit
einer Nachweisgrenze von 10 pmol DHPV/g Globin entwickelt und validiert. Als
Summenparameter deckt DHPV die drei moéglichen Reaktionswege des Epichlor-
hydrins mit menschiichem Hamoglobin vollstdndig ab und erscheint daher zur Mes-

sung als toxikologischer Endpunkt besonders geeignet (Abb. 5).

OH H O
Q . .
VAV + Hamoglobin - CI\/k/N N_,.Giobm

Epichlorhydrin H

HaC CHsx
_ + H20
-HC
O
VALV T
HzO + Gycidol CHGI | + Hp0

+ Hamoglobin

oH O

HO/Y\Gi ____________ + Hamoglobin - HO\/k/NJ\)\N*’G'Obi”
H
HaC CHa

OH
3-Chlor-1,2-propandiol

Abbildung 5: Reaktionswege von Epichiorhydrin mit menschlichem Hamoglobin
14
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Insgesamt wurden 409 Globine unter Beachtung einer internen Qualitadtssicherung
untersucht, davon stammten 328 aus unmittelbar nach dem Unfallgeschehen im
Herbst 2002 gewonnenen Hdmolysaten und 81 aus im Mérz / Aprif 2003 gewonne-
nen Hamolysaten. Von 409 analysierten Proben waren 406 Datensétze auswertbar:
3 Proben konnten trotz mehrfacher Untersuchungen aufgrund einzelprobenspezifi-
scher Storungen nicht ausgewertet werden. Keines der 406 analysierten und ausge-
werteten Globine wies eine Belastung auf (Nachweisgrenze: 10 pmol DHPV/g Glo-
bin), Lagerungsversuche mit modifiziertem Nichtraucherh&molysat und isoliertern
Globin zeigten keine lagerungsbedingten Verluste des DHPV-Adduktes tber eine
Lagerungszeit von 4 bzw. 6 Monaten. Im Vergleich zum unmittelbar strukturverwandg-
ten Ethylenoxid [4i3t sich die Abwesenheit belasteter Proben bei einer analytischen
Nachweisgrenze von 10 pmol DHPV/g Globin dahingehend deuten, daR eine mogli-
che Exposition auf jeden Fall unterhalb der unvermeidbaren endogenen Exposition
des Menschen gegen Ethylenoxid (37 - 75 pmol N-Hydroxyethylvalin/g Globin) liegt.
Die humane Glutathion-S-Transferase T1 (hGSTT1-1) ist eines der wichtigsten En-
zyme fur die Verstoffwechselung von industriell genutzten Chemikalien. Von ihr um-
gesetzte Chemikalien sind z.B. wichtige Schadlingsbekampfungsmittel, Loésungsmit-
tel und Ausgangsstoffe der Kunststoffherstellung. Aufgrund von Strukturanalogien
darf davon ausgegangen werden, dall auch Epichlorhydrin von der hGSTT1-1 meta-
bolisiert wird. Im Rahmen des Projektes wurden von 292 Personen die individuellen
hGSTT1-1-Aktivitaten bestimmt und die kompletten Datensatze dem NLGA zur um-
weltepidemioclogischen Auswertung und zur Befundmitteilung Gbermitielt,
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Facile Access to Isotopically Labelled Valyllcucyl Anilides as Biomarkers for
the Quantification of Hemoglobin Adducts to Toxic Electrophiles

Vladimir N. Belov,** Michael Miiller,”! Oleg Ignatenke,™4! Ernst Hallier,¥ and
Armin de Mecijere*!*¥

Keywords: Tsotopic labelling / Toxicology / Peplidomimetics / Biomarkers / Hemoglobin adducts

An easy and efficient synthesis of valylleucy! anilide (HVal-
LeuNIIPh) and labelled HVal(**Cj;,*M)LeuNIIPh has been
developed, Denvatization of these substances with oxirane,
acrylonitrile, epichlorohydrin, glyceraldehyde and other al-
dehydes gives a saries of reference substances and internal
stundards for the quantitative evaluation of human eXposure
to wxic clectruphiles by quantitative determination of their

hemoyglobin adducts. Coupling of N-Z-N-Me-Val(¥¢;, 19M)
OH with HLeuMITPh followed by hydrogenolysis affords N—
Me-Val("Cg, *N)LeulNHPL for quantilication of the expos
sure to methylaling agents,

(@ Wiley-VOH Verlag GmbH & Co. KGaA, 69451 Weinheim,
Germany, 2005)

Tntroduction

Human exposure to toxic electrophilic substances may
ke menitored by measuring hemeoglobin (Hb) adducts with
these compounds or their reactive metabolites!! Tn blood,
clectrophilic toxicants may attack all possible nucleophilic
centers of Hb. All four chains of human Hb have the same
N-terminal valine residue. Therefore, detection and quanti-
tative detcrmination of N-modified valine termini in Hb
may serve as a cumulative index for human exposure to
alkcylating  agents, Michael acceptors (acrylonitrile) and
other electrophilic pollutants. Classical Edman deprada-
tioni?] has been used as a simple and sensitive procedure for
cleaving off and analyzing N-terminal amino acid residues
in protens. Modified terminal N-alkylaled valine residues
in T1h were shown to be released easily in the reaction with
phenyl or perfluorophenyl isothiocyanate'® 143 Spontane-
ous cyclization and cleavige of the corresponding N-alkyl-
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{perflucroyphenylihichydantoings under basic conditions
fellowed by heir extractive scparation led to the develop-
went of the so-called “N-alkyl™ Edman procedure for (G-
MS quaniification of Hb adduects[ This very helpful
methend has been adopted in many laboratores around the
world and recommended for official use in Germany,[f]

However, up to now there was no uniform set of refer-
enee substunces and internal standards for this method, Tor
this purpose, N-modificd valine derivatives which mimic the
whole b molecule have been used [ To combine u refer-
ence substance and an internal standavd o vne chemical
cntity, the method of isotopic dilution is often applicd for
quantification. For example, a Swedish group reporied the
chemical transformations of radioagtively lubelled (*F and
4C) und deuterated samples of epichiorohydrin followed by
their conjugation with globin to prepare stundard glo-
bins!™ A similar methodology with sullur mustard-[Ds]
and [**8] sulfir mustard has also been reported by another
group.™ Tneorporation of a (radicactive) label into the
“variable”™ part of the molecule attached to the terminal
valine residue is inconvenicnt for monitoring various toxic
electrophiles, und therefore this approach has not been pur-
sutd any turther. [For routine usc, it would be much better
lo develop an analytical procedurc in which isotopic di-
lution with stable 1sotopes incomorated into the valine resi-
due is adopted. Farmer et al. had reported about motmitor-
ing the exposure to acrylonitrile, Their quantification was
based on N-(2-cyanoethyl}-| Dy]Val-Leu-5er-OT1 which may
be synthesized from the commercially available {Dy]valine,
bul & synthetic procedure was not published H#3h1

To eslablish a new reference sct, we incorporated another
commercially available lubeiled r-valine [HVal(’*Cs,' M)
OH! into the “classical” HValLecuNHPh standards®
Labelling with '*C and 34 is advantageous, because it al-

Ly T Org. Chem. 2085, 5054-5009
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ters physical properties of the standards (¢ and HIPLC
relention times) nmeh less than (perydenteration, thus re-
ducing the risk that the Tubelled standard will give a sepa-
rale peak in GO or HPLO triees and complicate the cali-
bration proccdure when applying the isotopic dilution tech-
nique. In addition, [D-labelled substances wend to cxchunge
D vs. H, especially in acidic or alkaline media which are
often used in the extraction procedures prior to instrumen-
tal anulysis,

Here we report general procedures for the (reductive) al-
kylution and Michael addition of TIVal('*Cs, Ny LeuNIiPh

which muy find wide use. Some unlabelled compounds of

this type are commeretally availabic™ bul their synthesis
has never been published, The easy production and
derivatization of lubelled and unlabelled HVaIWNHPh re-

oried here opens a toolbox for preparing i new series of
2

internal standards for various bismonitoring procedures.

Results and Discussion

The labelled and unlabelled dipeptide precursors 7+/7
were prepared according to the sequence summarized in
Scheme 1,00

Coupling of BocLeuQTT with 7-aza-1-hydroxybenzotri-
uzole (TTIOAL) followed by the reaction with aniline (2) pave
the wmide 3. Theprotection of 3 with 2 solution of 1T in
CtOAC produced the amine 4 s a hydrochloride, and subse-
quent amidation of the (Jubelled) BoeVal*OH (5/5%)' 1 with
4 afforded the Intermediate 6/6* in excellent yicld. Depro-
tection of the amino wroup in 6/6%* resulted in the fnal Ji-
peplide 7/7* . which was iselated as the hydrochloride as
well, and it was used for further transformations as such,
All reuctions, except the Orst one with inexpensive Boe-
LeuOH and aniling, were found to be high yiclding, To fur-
ther reduce the costs of reagenls, it is possible 1o perform
this coupling of 1 and 2 with inexpensive M-hydroxybenzo-
trinzode (HOBY or N-hydroxysuccinimide, insicad of the
maore expensive HOAL [n this case the yield was onfy insig-
nificantly lower (60 va. 65%),

Reactions of 7/7* with various alkylating agents were
uscd to mimic the corresponding transformations of the N-

05042929862 rp.138
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valine terminns in hemoglebin (Scheme 2). Epichiorohyds in
(ECH) which is an important monomer for the productivn
of cpoxide resins, as an alkylating agent has been classilied
us a cutegory 2 carcinogen and allergen ' Alleylation of 7
(as a free base) with ECH leads to the compound 10 which
mimics the initially fornwed 11b adduct of TCIL However,
another modificd Hb was found in viva after cxpostre 1o
ECH. It is represcnted by compound 11 with a hydroxy
group instead of a chlorme atom. A plausible cxplanation
for this fact is that in vive, ECH also meabolizes to 3-
chioro-1,2-propupediol or glycdol. All three compounds
may react with the lerminal valing residue of Hb, and their
further transformations may end up with the single stable
preduct N-(2,3-dihydroxypropyl)valine.['8] ¥or a quantifica-
tion of EUH cxposure, n addition to compound 10/10%,
the diol 11/11* wus synthesized, Towards that, the reductive
alkylation of 7/7% with racemic glyceraldehyde was ap-
plicd "™ o pive a mixture of two diastcreomers in 49%,
yield. Similarly, reductive alkylations of 7/7* with benzalde-
hyde and butanal afforded the corresponding model com-
pounds 9 and 12 as mimics of the alkylation products of
Hb by benzyl and butyl hulides.

In these reductive alkylations, sodivm  (triacctoxy)-
borotydride in dichloroethane consistently gave better ro-
sults than Nw{CN)BH; in methanol. However, attempted
reductive alkylations of 7 with formaldehyde and acctalde-
hyde each gave inseparable mixtures of the starting com-
poand, N-monoalkyl und N N-dialkyl derivatives. Similar
complications in the reductive alkylations with formalde-
hydet®l and other aldebydes arc known 114! Mevertheless, re-
ductive alkylation is 2 much more reliable method for the
preparation of the analytical standards modelling the alkyl-
ated Hb termini. Alky! and benzyl halides do not react se-
lectively enough, and always produce mixtures of N-alkyl-
and NN-dialkylvalines. as well as NN, N-trialkylammon-
luim, wults,

Another very strong alicylating agent, oxirane (cthylene
oxide), produces the important reference compound 14
The very toxic and reactive monomer acrylonitrile, readily
reacts with 7 and by way of a4 Michael addiion gives N-
{Z-cyanoethyljvaline 13. Preparative yields of the reference
substances n Scheme 2 arg far from being guantitative. Qur
goal was Lo get pure substances, and inevitable losses during,

BocLen(dH + PHNH, it BocLeuNHPh —!’_4.
45 ELy
I z 3
» a * o b * -
HCI*TILeuNHPh B'—"DcVal(')()H BocVal(*)LeuNHPH Yo TICI*{IVal(*).cuNHPh
4 G/5% 61693 %) ™
« IEG‘%
HVal*(hH = (8- HN*CrHICPHIC "L )5 JO*OO0H
varon e C,f _)mé ETRCT Rl
B/g* T T

Scheme | Synthesis of the dipeplide procursor(s) 7/7*: 4) 7-aza-1-hydroxybenzotrizzole (HOAU), N-{A-dimethylamino)propyl-A'-clhylear-
hadiimide hydrochloride (LEXC-HOD), v, NEL C11.CL: b4 M HC in 1E6OA, CHLCly; ©) di-revs-butyl pyrocurbonate (Thoca(), tRuOH,

ag. NaGl, 16 h, room temp,

Far Jo O, Chem, 2005, 5094 -509%4

45 2005 Wiley-VOH Verlap GribH & Co. KGaA, Weinheim
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Clo o Nu(*)LeuNI [T

10710% (471-4733)

PhCH,Vall.euNHPh

9 (46%)
. L
'hCHO

a W/ﬂ‘m b
© o™y 0
QI

OH
0. __Nal*iLeuNHPh
1L/L1* (44%)

HCIVal(*)LeuNITPh

T

1-C4HyCHO
’ / | S O any?

e ValLenMHPh

12 (24%) NC_.‘x

._Vall auNEHFh

HOﬂ“”’Vﬂ] lL.cuNHPh

14 (74%)

13 (364)

Scheme 20 Svnthesis of (labelled) analytical standards from HCFH VWl Leu™NHP: ) I'ryNEG BiOH, reem emp. 3 d! b) waterf1,2-
dichlorocthang, 4-A molecular sieves, FtyN, then NalBH(OAG,, 35°C, 2 5h.

O
A
S
A

15/15% (995

ZVal(*)OH
(CI0),

N-Mo-N-Z-Val (M auNIln — S o

17/17% (L0

<
N-Me-N-Z-Val(*OOH —M
16/16* (57%) HCI*HLeuNIIPh

MeVal(*)1 euNHFh
18/18* (90%)

Heheme 3. Hynthesis of MeVali™)LeuNTIPL via oxazelidinone 16: a) ecamphor-10-sulfonic acid (CSAY, tolvene, reflux, 30 min, 1) EGSiH,
TFA, CHCly, voom temp,, 3 d; ¢} ETXC-HCL, PeaNEL CHRCl, HOBE, DMAP, room temp., overnght: d) Hy, 10% I'd/C. EtOH.

the purification to some extent explan the Jow isolated
yiclds which refer Lo thoroughly punficd matenals obtamed
after columin chromatography and recrystallization.

Another imporiant reference 1 ¢ompound 18/18% with
the N-methylated valine termninus. [t may be used for the
evaluation of human exposure to hazardous methylating
agents such as diazomethane, iodomethane und dimethyl
sullate, Threct synthesis of MeValLeuSerOH from HVal-
LeuSerQHM'S by reductive alkylation with formaldehyde
and Na(CMN)IBI, has been reported (o be inconvenient, be-
cause it was necessary to apply “sémipreparative” TTPLC
for the scparation of the monomethylated product from by-
products and an unknown impurity which was present in
the starting material " Therefore, another route was fol-
lowed, along which N-Mc N-Z ValOH (16) was first pre-
pared in two steps from ZValQH via (5)-3-Z-4-isopropylox-
azolidin-5-one  (15)  applying a2 known  protocol
(Scheme 1).09  Coupling  of N-Me-N-Z-VulOH  with
HFICIHILeulNHPH followed by hydrogenolysis produces Me-
ValLeuNEFPh in high overall yield and purity. The same
route was used for the synthems of the labelled intgrnal
standard MeVall.euNF P .

The constitution and purity of the uniabelled final reter-
ence compounds were confirmead by elemental analyses,
Predictubly, this method did not work for the labelled stan-
dards, if, afler combustion, the contents of curbon dioxide

5096 WWW.ELTOC. OTE

W 2005 Wilev-YCII Verlag Gmbll & Co. KGuA, Wenheim

and nitrogen were measured by physical mcthods, in which
the calibrations were made with unlabelled carbon dioxide
and nitrogen, For example, measuring thermal conductivi-
ues of carbon dioxide and milrogen during thew GC Jeter-
mination or 1R intensities of the preselected CO; and N
bands consistently gave values of carbon and nitrogen con-
tents which were too low. Therefore, labelled standards were
charactenized by mass and NMR spectrometry,

Conclusions

An casy and efficient synthesis of HVallLcuNHPh and
labelled HVal('?C,, "N)LeuNHPh along with exemplified
procedures of their (reductive} alkylation with aldehydes
and their nuclepphilic addition to eeactive Michael ac-
ceptors has made a variety of internal standards and refer-
ence substances easily available, Analytical chemists en-
gaged in determinations of hemoglobin adducts (o woxic
substances wang the methaod of isotopic dilution may apply
this protocol in their own work and synthesize various new
reference sets depending on the nature of a hazardous clec-
trophile. Successful application of the compound 11 in a
highly sensitive analyrieal procedure for the determination
of epichlorohydrin exposure has already been described ']
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Experimental Scction

(renerul Remarkys: Melting potnts (uncorrected) were determined in
capillaries using 4 Biwchi 510 apparatus. Routine MMR spectry werg
revorded with Varian MERCURY-300 and MERCURY-200 spec-
teometers at 300 ('TD) and 75,5 MHz {1*C and AP, as well us a1
200 (') and 50.3 MHe (3% und AFI), respectively, All spestial
are referenced to (etramethbylsilane as an interny) standard (8 —
O ppm) using the siymals of the residual protons of deuterited sol-
vents: 726 tor CHCl,, 2.50 for [I5]I3MEQ and 3,30 tor (D]
MeOIT. Multiplicitivs of signauls are described as follows: 5 = sing-
let. d — doublet. © — riplet, g = guadruplet, guint = quintuplel,
sept = seplupler, m,. = centrosymmetrical muliplet. Coupling con-
stants () are piven in Hz. EI-MS were recorded with MAT 94
(70 eV} and ESI-ME with LOQ speetrorneters {Tn. Finnigan). TR:
Bruker IFS 66 (1'T-IR} spectrophorometer, measured as KBr pel-
lets or oils between KRy plates. Analytical TLC was performed on
Macherey-Nage! ready-toruse plates AluCiram Sl C/LUV, ., delec-
tion with UV light (254 pm}, development with molybdutophosph-
one acid solution (5% in TrOID or 0.5% ag. KMnOQ,. Column
chromatography: Mergk silici el grude 6l), 230-400 mesh. Tle-
mental analyses were curried out at the Mikroanalytisches Lahora-
torium des Instituts Ry Qrganische und Biomolekulate Chemie der
Gueorg-Aupust-University of {dttingen, Solvents were purificd -
covding 1o standard procedures. Orpanie solitions were dried over
M50y, All reactions were curried oul with magnetic stirring, un-
less stated otherwise.

The procedures used for the preparution of the compounds 346,
6% 7T 17, 18, I8 are given in the Supporting Infarmation 1o
this artele and published electromcally (for details see also the
[votnote on the first page of this article).

Benzyl (S)-d-Izopropyl-5-vxooxuzolidine-3-carboxvhate  (15/15%)18)
und N-benzvloxycarbonyl-Y-methyle) ~vakine (NV-Z-N-MeValOH, 16/
L6*)'% were synthesized starting from “ValOH (Fluka) or #Vva-
HFOHYY geconding e a previously reported pencral method!®
(Scheme 3),

N-Benzylvalylleuey] Anilide (9): To 2 solution of compound 7 (342
mg, .00 mmol) and {PraNet (129 mg, 1.00 mmol) in 1,2-dichioto-
cthane (DCE, 20 ml.), was added moleeular sieves (4 A, 15 £} fol-
lowed by treshly distilled benzaldehyde (212 my, 2,00 mmol). Afer
stirring for 30 min at roem temperature, NaBHiOAE), (424 mg,
2.00 mnwl) was added, and the mixture was stirred 4t room tem-
perature overnight. Then it was filtered, the moleculin sieves were
washed several times with dichiloromethane, the combined Oltrates
(200 ml) were washed once with saturated ag. solrtion of
NaHCO; (100 mL) and dried. After evaporation of the solvent in
vacua, the residuc was separated by column chromatography on
silica gel (50 g) clating with chloroformimethanal (50;1) to afford
9 (180 mp. 46%), m.p. 131-133°C. '"H NMR (300 MI1z, C1,0D,
ppmy: ¢ = 083 d, S = 69Tz 31D, 0.90 (d, J = 6.8, 3 H), 0.9y
(br. d, = 6.8, ¢ H), 1.59 1.76 (i, 3 H, CFl and CH in Leu), 1.89
(m,, J =69 111, CHMey in Val), 291 (d, J = 6.2, 1 H, CHNH,
m Val), 3.59 (d, J =125, 1 H, PhCHH), 3.79 (d, J = 13,1, 1 H,
PhCHIT, 4.63 (dd, J = 5.0 and 9.4 Hy, 1| H, CHFNH in Leu), 7.00
(tm,JJ — 7.5 and 1.2 He, 1 H, 4-H,,), 7.17-7.34 (m, 7 H). 7.29 (tm.
J =000 2 Hy 3-Hp 754 (dm, S = 7.5, 211 2-1H,,). 1PC WMR
(75,5 Mz, [DOMeQULL ppm): 5= 19,2, 198, 220, 23 4 261, 329,
42.3 (C'T15), A3.3 (O, 534 (CH), 654 (CITy, 121.4 (CH), 1254
(CH), 1281 (CH), 1204 (CID). 1295 (CH), 1298 (CII), 1396
(Comde 1810 (0,000 1729 (CO), 1766 (C0). MS (1S, positive
mode): aifz (%) — B13 (100) [2M + Na™|, 791 (273 [2M + TT'], 41%
(25) [M 4+ Na™], 396 (19) [M + '], negative mode: 40 (87) [M +
TICO ), 394 (100 M H'L IR (KB, cm' ') ¥ = 3278, 3145, 3044,

For. 1 Oy Elen, 2008 5084 5049

15 2003 Waley-VC) T Verlag GinbIT & Co. KCinA, Weanheaim

2058, WL, 1066, 1631, 1606, 155, 150, [465, 1344, 1385, 167
13T, 1249, 1157, 1028, €0 HaaMal20,25H .0 (dOn.04): caled, O
72.09.56, H 838, N 1051 found ¢ 7222 11 8,36, N {047

(ZRLY)-N-(3-Chloro-2-hydroxypropyl)valylleucyl Anilide (10): T
sulution of compound 7 (342 me, 1,00 mmeol) and Pr.Neg (129
mg, 100 mmel} in EIOH (10 mlL), was added epichlorobydrin (97 5
myg, 10O mmol), and the reaction mixlure was left 10 stund for 3
days. Afler congentiation in vacwo, the residue was separted by
chromalogruphy on siliey wel (50 g), eluting with CHLCL/ELOE
conc. ag. WH (250:5:1) 1o aftord 10 (163 mp. 41%) us & oisture
ot 2 diustercomers (1;1); mop. 95 °C. 'TT NMR (300 M1z, (1340310,
ppm) = 0.9 1.0 (m. 12 1), 1.59 L.76 (m, 3 H, CH-> and CH in
Leu), 1.94 (m. J = 6.9, 1 11, CHMe; in Val), 2.58-2.65 (m, T., —
13, T HCHEN), 2.72-2.79 (m, Jap = 13, 1 H, CHHN), 2.93 (. J
=75 He, | T CHNIG in Val), 3.58 (m, 2 H, CICH:), 3.84 (m, 1
[, CHOMY 461 Gm, 111, CHNH in Lew), 7.089 (1, ./ = 7.5 Hp, |
T1,4-F1,,), 7.24 (, J = 7.5, 2 M, 3V, 7.56 (J, J = 7.5 1z, 2
H, 3 Had U NMR (75,5 M2, [D,]MeOIT, ppm): & — 199, 19.0,
17, 218, 21.9, 235, 26.1, 32,7, 42.2 (CH.), 42.3 (UHy), 52.6
{CH-), 52.8 (C'F), 53.4 (CH), 53.5 (CH), 69.6 {CH), 70.1 (CITj,
TLO(CH), 1205 (CTI), 1254 (CH), 129.8 (CIT), 139.5 (Chpea)s 1410
(Cipseds 1731 (COY 1763 (CO) M (UL, NH-J: mefz (%) = 400 {19)
and 398 {(62) [M + FI7), 242 (100), 209 (69). TR (KB cm ') & =
3290, 29549, 1643, 1603, 1548, 1500, 146K, 1445, 1388, [310, 1249,
1197, 1075, Copl TN ) (397.93): caled. C 60.38, H £.03, N
10.97: found C 60.65, 11 790, N 10,51,

(ZR15)-N-(3-Chluro-2-hydroxypropyvalyl > Ce, Y55 )leucyl  Anilide
(10%): The title product was oblained sinularly to the unlabelled
compound 10 and iselated m 43% vield; mop. 95°C 11 NMR
(300 MHz, CID,OD, ppm}: & = (097 (dm, 6 H, J — 126, 1*CH, in
Vuli, 0.99 (d=2, /= 6.5 6 H, Me in Leu), 1.59 1.79 (m, 3 H, CH,
and ¢CH in Leu), 1.96 {dm, J = 125, 1 H, “CHMey, w Vul), 2.62
(m, Jap = 13, 1 H, CHHN), 2.74 (m, /g = 13, | H, CH/N), 2.91
(dm, J = 125, "SCHNHa in Val), 3.5% (m, 2 1, CICHL), 3.84 (m, |
H, CHOH), 4.61 {m, | T1, O in Lew), 7.09 {t. J = 7.5 He, |
1, 410, 7.24 (1, J = 75 He, 2110, 31,0, 7.56 (L, J = 7.5 Hz, 2
H, 3-F1,,). *C NMR (75.5 MHz, [D.JMeOIl, only chemical shifts
of the labelled aloms arc given, ppmy 4 = 189, 19,1 (d=2, J = 36),
19.8 (br. d, v = 35), 32.8 {4, J = 36), 69.9 (m), 176.6 (d. ./ = 350),
M35 {ESI, positive mode): iz (%) = RZ9 (100) [ZM + MNa™], 426
(27) [M + Na'[; negutive mode: 448 (100) [M + 2Na — H*),

(ZR18)=N-(2,3-1¥ihydroxypropyl)valylleueyl Anilide (11): To a solu-
ton of compound 7 (365 mg, 1.07 mmol) in waler (5 mL) was
added racemic dimer ol glyeeraldehyde (Flula, 340 mp, 378 mmol)
followed by 1, 2-dichloroethane (DCE, 100 mL), Fi,N (0.142 L,
1.00 mmol) and tnolecular sieves (4 A7 £). The round-botlomed
reaction flask was rotated On i 1otary evaporator (withoutl vacuum)
for 2 h, thon NaBH(QAg) (1,20 g, 5.66 mmol) was added in one
poriien, and rotation was continued ar 35 *CC (bath temp.) for 2 L.
TLC of the reagtion mixwire indicated complete consumption, of
the starting muateria) and (wo new poorly reselved spots with lower
Ry valugs (CITClL/MeOtHlcone, aq. NH,, 100:7:1). The reaction
mixtare was filtered through a fritted glass filtcr, and the filter cake
was washed witli several portons of DXCE (unti] the produgt spots
could not be detgeeted any more on the TLC plate). The combined
organic solutions (ca. 350 mL.) were washed with saw aq. NaHO0O,
and then with brine {100 ml. each), After deying and removal of
the solvent in vacuo, the elly residue was subjected to chromatog-
ruphy on sihea gel (30 ) ¢luling with CILCl/MeOll/cone. ag.
NH,, 100:7:{. Compound 11 (& = 0.2) was isolated as an oil
(1.22 @) which erystallized from a CHCly/hexane mixture to give
(18 ¢ (44%) of a colorless solid (1:] mixture of 2 diastersomers).

WWW.curjoc.org A007
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8 fhe diastercommer with the higher Ry value was isolated from the
A b frngtion s T NMR (300 M, CD;0D, ppm): 4 = 0,96 d
= 08),097d (7= 06.0), 098 d(J— 7.5, 099d () - 6.0y (2,12
A, Lol L7 (m, 311 CH; and CH in Len), 1,99 (m, J = 6.4, ]
g CHMe in Valh, 255 (dd, Jap = 12 Jax = 6.7 T 1L C271IN)L
T (dd, Jam = 120 Fax = B L CHIINY, D89 (d, S = 6.4 e,
&N CTINIT in Vul), 3.54 (d. J = 6.0 11z, 211 CH,0H). 372 .
" CHL, CHOM), 4.60 (dd, J = 4.5 und 10, 1 11, C/MNY in [.eu), 7.08
R 7 = 7.5 and Lo L a-8) 7.30 (i, = 7.8, 211, 3-11,,), 7.54
" AmeJ = TR 2 H 301400 T NMR (300 Mz, CIM1,+07D,00,

paxiure of 2 Quusteremners, ppm): & = (L7348 082 (X, 12 H, 4% Mg¢),
LEAN (. 3 H, CHa and CH o Leu), 1.86 (m, 111, /7Mes in Val),
B0 (dd, Sam = 1205, Jax = 0.6, CHEIND 245 (). 2,56 (dd, Jay
w124, Tax = 34, 2271 CHUMN), 2.60 and 2.72 (%2, 7= 5. X |
Y CHNH in Val), 3.30-3.48 (m, 2 1 CH0H ) 355 {m,. 1 H,
CIIOM), 4,720 (my 1 H, CHNIH n Leu), 691 (1, J = 7.5 112, 1 H,
Al TANL 2 = TAHz 2 H, 3HL). 733 d, o = T41le, 2
R 3-Ha, ) PO NMR (75,5 MHz, CDCL+CD0D, misture of 2
W aslcrcomers, ppmk ¢ = 174, 17.6, 189, 21.0, 22,5, 24.5. 31.10,
ALY (T 1), 50.8 (CHL ), SLAZ (CHE), 51,56 (1), 641 (CH.), 64.3
L), 682 (CTHD, 68.5 (C1I), 70.4 (CIT), 70.5 (CH), 120,0 (CH),

L2419 (CH), 1285 (CH), 137.4 (Cuh 1714 (000, 1747 (CO),
V4R ME (O, NHa):mlz (90 = 380 (100) {M + TT7], 226 (103, 209
5223, Cagl12aNa0y (379.50) caled. C 63,30, H 876, N 11.07: found
£ 03.08, H 9.02, N 11.04.

1IRIF)N-(2,3-Dihydroxypropylyvalyl(' *Ce, “Nileucyl Anilide (11*):
R e title producr was abtaingd 35 deseribed for the unlabelled com-

B ound 11 and isolated in 41%. yield. '"H NMR (300 MHz, CD,0D,
phn): & = 0.96 (du, J = 128, 6 11 '3CHT s Val), 0.97 and 0.99
b2, = 55,6 1, Men Len), 1,62 and 1.71 (m, 3 IT, CTT, and
CH in Lew), 1.96 (dm, J = 120, 1 11, Y3CiMe; in Val), 2.49. 275
sm. 21N, 292 (dm, 7 = 120, “CAHNH, in Val), 3.57 (m. 2 H.
OO ), 367 (. | H, CHOI, 4.60 (m, | 1T, CHNH in Lew), 7.08
W /= 7.5Hz | H, é-Hpd 7.29 (4 7 = 7.5 Hz, 2 51, 3-10a,), 7.53

bt J = K210, 200, 3-H,,). "0 NMR {755 MMz, [Dy)McOH,
enly chemical shifts of the labelled atoms are given, ppm): & = 158,
190 (=2, J = 35), 19.8 (d, J = 35), 32.7 (g, J = 35), 69.9 (m),
1767 (d, J = 31), M3 (ESL, positive mode); sz (%) = 793 (100)
BM + Nat], 771 (19) [2M + 11, 408 (8) [M + Na'), 386 (18) [M
b H'L: nepative mode: 430 (19) [M + 2Na H™), 384 (100) [M -
.

“\'-Butylvalylh'ucyl Apilide {12); The 1ide compound was prepared
fom ) mmel of 7, 3 mmol of Treshiy distilled butinal and 3 mmel
ol MaliEI(OAC); aecording to Lhe method described above tor cont-
pound 9, yield 86 my (24%), m.p. 135 137 °C. 'H NMR (300 M1z,
(1,00, ppm); 4 = 0.9 1.0 (m, 15 H), 1,38 (m, 2 H), 1.48 (mn,, 2
b1, 1.60-1.7% (m. 3 [, Mg and CH in Leu), 1,82 (m,, J = 6.4, ]
fH. C/MMe; in Val), 255 (m, 2 H, CIT;M), 292 d, J = § 711z, 1 11,
foHNH o Val), 462 {dd, J — 5 and [0 Hz, | H, CHNH in Leu),
T (tm, J = Fhand 1, T M, 4-Hu,) 7,28 (on, J = 7.8, 2 H, 2-
Ml 7.558 (dm, o/ — 280 2 1L A-1Ta0 30 NMR (755 Mz, [D]
IMCOTT, ppmy: § = 143, 194, 19.6, 21.5 (CTTy), 22.0, 23.5, 26.1,
[323, 33.0 (CH,), 42.2 (CH.), 52.6 (CH,}. 53.4 (CIT), 69.4 (C1I),
121.3 (CH), 125.4 (CH), 1298 (CH). 139.6 (i) 1728 (CO). MS
I, positive mode): m/z (%) = 745 (73) [TM + Na'], 362 (100
[M + F7], nepative mode, 360 (100 [M H™L TR (KT, win hy. ¢
B 1271, 3146, 3093, 2957, 2931, 2871, 1665, 1640, 1608, 1553, 1501,
AR AOT, 1444, 1386, 1312, 1250, 1179, Oy HasN4O: (361,320 caled, C
SRR 1, 100, MO1L6Y; Teund C 6987, 1 9.93, N 1154,

Ve 2-CyunocthyDvalyBeucyl Anilide (13): The title compound was
avnthesized from equuvadent wnounts of 7 and acryloniuile in Ui
heesence of MPraMNet (1 equiv,yn EGOH as desenbed for product 10,

EL08 wWww.eurjoc.org
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yield 56%, m,p 145 °C, TH NMR (300 M1z, CI10O, ppm). & =
0.9 11 (m, 1210, 1.58 L& (m, 3 H, CII- and CII in Lew), 1,90
(m,, J = 64 1, C7MMeq in Vall, 2,59 (t, Jax = Jux = 8, 2 11, X-
part of the ABX qsystem, CHLONCHLNH), 2,78 (A-part of the
ABXsystem, Jap = 13, CHHNH/CHTICN), 2.83 (B-part of the
ARXo-system, Jag = 13, CITICN/CIHANH)Y, 293 (d, J = §He, |
I, CHNI i Val), 4 58 (dd, J = 5 and 1011z, 1 H, CHNH in Lew),
709 (1 F = 75 and 1, 110, 4-F,,), 7.28 (L /= 7.8 Tz, 2 10, 3-
Ma ko 7.55 (A, J= 7.8 He, 211, 3-11,,). " NMR (75,5 Miz, [T]-
MeOIT, ppm) A = 189, 19,1 (CTL), 9.8, 21.8, 23.5, 26.2. 32.7,
42,0 (CHg), 45.2 (C11), 53.5 (CH), 69.2 (CIT), 120.4 (CN), 1214
(CH), 1253 (CH), 1298 (CH), 139.6 {Cpee), 172.9 (CQ), 176.5
(€0, M5 (B = (%) = 358 (5) [MT], 315 (8) M (3H4), 224
(9), 191 (8), 125 (100), IR (KB, o ') © = 3274, 3204, 3146, 3004,
M8T, 2929, 2872, ZK51, 2247, 106067, 1637, 1607, 1552, 1494, 1408,
1443, 1386, 1364, 313, 1277, 1243, 1178, 1157, 1109, 1051,
CagHwMN40a (35848 culed. O 67.04, IT 838, W 15.04; found (7
66.99, FL §.41, N 15.58.

N-(Z-Hydroxycthyl)valylieucyl Anilide (1d): This compound was
synthesized from 7 (342 myg, .00 mmol) and oxirane {44 mg,
LOG mmaol, 237 mg of 18,6% solution in THF) in the presence of
PraNet (I mmol) in GeOIl (10 mlL} as deseribed tor the product
10, yield B4 mg (24%), m.p. 119 °C. ' NMR (300 M1z, CT,00,
ppm): 4 =0.9-1.0 (m, 12 H), 1,39 1.79 (m, 3 FI, CH; and CII in
Leuw), 1.96 (m,, £ = 6.4, | H, CHMg¢; in Valy 2.63 (., 2 11,
CHyNH), 291 (d, J = 5611z, 1 1T, CHNIT in Val), 3.64 (t, F =
5.0 Hz, 2 YL CH-OH), .60 (dd, J = 5 and 10Hz, 1 H, CHNH in
Lew), 708 (tt, J= 74 and 1,1 H, 4-Hy,,), 7.29{(t, J=81Hz, 2 H,
3Ha,) 7.54 (d, 7= § He, 2 H, 3-H,, ). '3C NMR (75.5 MHz, [b,]-
MeOH, ppm): & — 189, 197, 104, 21,9, 23,5, 20,1, 3.7, 42,1
{€CHL 518 (CHap), 53.5 (CH), 62.2 (OCTH ), 69.7 (CIT), 1214 (CIT),
125.4 (CT1), 129.8 (CTL), 139.6 (€,0), 172.2 (GO0, 176.7 (€°0). MS
(E8I, positive mode): mis (%) — 771 (100} [2M + Nu*], 499 (100)
[2M + I1'}, 350 (2¥) [M + H'], negative mode; 394 (000) [M +
HCOO, MB4E) [M - I1*]. 1R (KBr, cm™): ¥ = 3298, 3144, 3089,
2960, ZRTT, 1008, 1642, 1606, 1551, 1501, 1468, 1444, 1387, 1368,
TALY, 1176, 1155, 1059, Ol ™04 (349.47): caled, C 65.33, H
588, W 12.03; found C 65.10, II §.60, N 11.582.
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Anlage 3

Entwickiung eines neuen Biomonitoringverfahrens zur Bestimmung des Himoglobin-

adduktes N-(2,3-Dihydroxypropyl)-Valin nach einer Epichlorhydrinexposition
Miller M', Belov \V?, de Meijere A*, Bunger J', Emmert B', Heutelbeck A, Hallier E'

*Abteilung Arbeits- und Sozialmedizin, Georg-August-Universitat Gottingen
“Kadem Custom Chem GmbH und Institut fOr Organische und Biomolekulare Chemie, Gét-
tingen

Fragestellung / Ziel der Studie

Epichlorhydrin ist ein wichtiges Monomer zur Herstellung von Epoxidharzen und Elastormne-
ren in der Kunststoffindustrie sowie fur die Produktion von Glycerin. Die Substanz, in direkt
wirkendes Alkylans, ist als krebserzeugend (DFG-Kategorie 2) und hautsensibilisierend ein-
gestuft. Neben der inhalativen Aufnahme kann eine Resorption ber die Haut erfolgen. Epi-
chlorhydrin wird zu 3-Chlor-1,2-propandicl und Glycidol metabolisiert (Abb. 1). Alle drei Ver-
bindungen kénnen mit nukleophilen Gruppen in DNA und Proteinen reagieren und bilden
dasselbe Hamoglobinaddukt N-(2,3-Dihydroxypropyl)-Valin (DHPV}. Daher ist dieses Addukt
als Summenparameter zur Erfassung einer Epichlorhydrinexposition besonders geeignet.
Ziel der Studie war die Entwicklung eines neuen, hochempfindlichen Biomonitoringverfah-

rens zum Nachweis von DHPV.
Methoden

Die Dipeptide Valin-Leucin-Anilid, Valin ('°Cg,'*N)-Leucin-Anilid, N-(2,3-Dihydroxypropyl)-
Valin-Leucin-Anilid und N-(2,3-Dihydroxypropyl)-Valin(**C.,'"N)-Leucin-Anilid wurden von der
Firma Kadem Custom Chem GmbH, Géttingen, synthetisiert. Die neue Methode basiert auf
dem modifizierten Edman-Abbau von Hamoglobinaddukten (van Sittert (198€)). Das so iso-
liete DHPV wird in einem letzten Schritt mit Aceton zum Keta! derivatisiert (Paulsson et al.
(2003)). Die Quantifizierung des DHPV erfolgt durch eine Isotopenverdinnung von Nichtrau-
cher-Poolglobinproben hinzugefugten Dipeptidadduktstandards. Dabei wird das DHPV-
Derivat mit Hilfe der GC-NCI-MS nachgewiesen. Die Kalibrierung basiert auf Doppelbestim-
mungen und umfaft den Bereich von 20 — 2000 pmol DHPV/g Globin,

In ersten in vitro-Versuchen zur Hamoglobinadduktbildung wurden Aliquote eines Nichtrau-
cherhamolysats mit ansteigenden Konzentrationen Glycidol (25 — 500 uM) inkubiert. Die
DHPV-Gehalte der Inkubationen wurden doppelt bestimmt.
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Ergebnisse

Fur das neue Verfahren wurden die klassischen Val-Leu-Dipeptidadduktstandards (van 5it-
tert (1996)) weiterentwickelt. Durch Einfihrung von stabilen Isotopen (°Cs,"*N) in das Valin
entsteht eine Syntheseplattform fur beliebige Adduktstandards von Alkylantien. Im vor-
liegenden Fall wurde der N-(2,3-Dihydroxypropyl)-Valin(™Cs,"*N)-Leu-Anilid dargestelit. Da-
mit kann zum ersten Mal das Prinzip der Isotopenverdinnung fir Val-Leu-Dipeptidaddukt-
standards eingesetzt werden; die interne Standardisierung mit Hilfe des N?-Ethoxyethyl-Val-
Ala-Anilids entfallt,

Nach erfolgtem maodifizierten Edman-Abbau wird das isolierte DHPV in einem letzten Schritt
mit Aceton zum Ketal derivatisiert (Paulsson et al. (2003)) und mittels GC-NCI-MS nachge-
wiesen. Fir den Bereich von 20 — 2000 pmol DHPV/g Globin ergibt sich eine lineare Kalib-
rierfunktion {y = 0,0008x + 0,0029; R* = 0,998). Die Nachweisgrenze liegt bei 10 pmol
DHPV/g Globin,

In ersten in vitro-Verauchen zur Hamoglobinadduktbildung wurden Aligquote eines Nichtrau-
cherhamelysats mit ansteigenden Konzentrationen Glycidol (25 — 500 uM) inkubiert. Wie fir
ein direkt wirkendes Alkylans zu erwarten, zeigte sich eine dosisabhangige lineare Erhdhung
der DHPV-Adduktspiegel (v = 1,9434x + 45,851; R” = 0,99). Damit konnte erstmals die Bin-

dungskinetik von Gycidol an menschiiches Hamoglobin jr vitro demonstriert werden.
Schiulifolgerungen

Das neu entwickelte hochempfindliche Verfahren wird zur Zeit in die tagliche Melroutine
eingefuhrt. Es soll zum Nachweis einer Epichlorhydrinexposition und fur weitere mechani-

stische Studien zur Globinadduktbildung Verwendung finden,
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Abbildung 1;

Bildung des Hamoglobinadduktes N-(2,3-Dihydroxypropyl)-Valin (DHPV) aus Epichlorhydrin
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