LTS smgeee | N F U
Anwendung der hochaufgelosten
bildgebenden MALDI-MS zur Aufklarung
der raumlichen Verteilung des
Acetaminophens und seiner
Biotransformationsprodukte sowie von
Taurocholaten in der Leber von Mausen
in Folge einer Acetaminophen

Intoxikation

Dissertation

Zur Erlangung des akademischen Grades des Doktors der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)
Der Fakultat Chemie und Chemische Biologie der
Technischen Universitat Dortmund

vorgelegt von:

M. Sc. Selahaddin Sezgin

1. Gutachter: Univ.-Prof. Dr. Dr. h.c. Michael Spiteller
2. Gutachter:  Univ.-Prof. Dr. med. Jan G. Hengstler



Zusammenfassung

Uberdosierungen an APAP filhren zu hepatotoxischen Auswirkungen in der Leber von
Saugetieren. Die Hepatotoxizitat ist u.a. eine Folge der metabolischen Aktivierung des
Acetaminophens durch CYP. Dabei treten pericentrale Schadensmuster in den
Leberlappchen auf. Es fehlten bisher Informationen Uber die raumlich-zeitliche
Verteilung vom APAP und seinen Biotransformationsprodukten in der Leber bis zur
Veroffentlichung von Teilen dieser vorliegenden Arbeit. Um die Fragestellung zu
beantworten, wurde eine Methode basierend auf der leistungsstarken HR-MALDI-MSI
Technik entwickelt. Dadurch konnte die Verteilung vom APAP, seinen
Hauptmetaboliten APAP-GLC und APAP-SUL und seinem Addukt APAP-GSH in der
Leber von C57BL/6 Mausen, denen APAP intraperitoneal verabreicht wurde und deren
Leber sowohl zeit- als auch dosisabhangig beprobt wurden, detektiert werden. Zuvor
wurden intensive Anstrengungen unternommen, um das toxische Intermediat NAPQI
im Lebergewebe durch MALDI-MSI zu erfassen. Ziel war es, Informationen uber
seinen Bildungs- und Wirkungsort im Lebergewebe zu gewinnen. Hervorzuheben ist
dabei ein Versuchsansatz bei dem H2S zur Derivatisierung von NAPQI eingesetzt
wurde. Diese innovative Methode konnte zudem das Portfolio an
Derivatisierungsmoglichkeiten fur MALDI-MSI Experimente erweitern. Allerdings
konnte das NAPQI weder direkt noch Uber seine artifiziellen Derivate im Lebergewebe
detektiert werden, was vermutlich auf einen Mangel an nicht-abreagiertem NAPQI im
Lebergewebe zurlckzufuhren ist. Die durch Gewebehistologie unterstutzte
Superpositionierung von lonendichtebildern unter Einbeziehung der Eigenschaften
verschiedener Imaging Software ermdglichte es, praferentielle Verteilungen der
Analyten bezlglich der metabolischen Zonen zu erfassen. Wahrend fur APAP, APAP-
SUL und APAP-GLC keine zonale Verteilung festgestellt werden konnte, konnte eine
praferentielle Bildung des APAP-GSHs sowie ein schwerpunktmalliger Abbau des
GSHs in der pericentralen Zone verortet werden. Der Abbau an GSH war aber nicht
ausschlieBlich auf die pericentralen Zonen beschrankt, sondern konnte auch fir die
periportalen Zonen demonstriert werden. 120 min nach der APAP Injektion konnte ein
Influx an APAP-GSH und an Taurocholaten von den Gallengefal3en in die pericentrale
Zone und von dort ins Blut beobachtet werden. Dieser massive Eintrag von
Gallensauren beweist, dass sich ein ,sekundares® Toxizitatsevent ereignet, welches

vormals durch die Aktivierung des APAPs in der Leber gestartet wurde.




Abstract

Acetaminophen induces hepatotoxicity in the liver of mammal organisms, after the
uptake of an overdose. It is well reported, that CYP mediated activation of APAP is
thereby causing a pericentral damage pattern in the liver lobules. However, no direct
spatio-temporal information about the distribution pattern of APAP and its
biotransformation products in the liver were available until the publication of parts of
this work. Herein, the development of an analytical method based on of the
sophisticated HR-MALDI-MSI technique is reported. The aim was to detect the
distribution of APAP, its main metabolites APAP-GLC and APAP-SUL and adduct
APAP-GSH, known to be formed during detoxification of the toxic intermediate
metabolite NAPQI by GSH, in the liver of C57BL/6 mice, which were treated
intraperitoneally with APAP and whose livers were collected in a time-and dose-
dependent manner. Previously, intensive efforts were put in the analytical investigation
of the toxic intermediate NAPQI from liver tissue by MALDI-MSI since its detection
would have revealed valuable information about its sites of formation and impact. For
this purpose, an innovative derivatization approach with H2S gas was applied, which
in general, could also enrich the portfolio of derivatization methodologies used for
MALDI-MSI experiments. However, the detection of NAPQI and its on-tissue
derivatization attempts failed, presumably due to the lack of unreacted NAPQI in the
liver. Histology-directed superposition of ion density images in consideration of special
features of different imaging software made it possible to determine the differences in
the distribution pattern of the analytes. While no specific zonation could be detected
for APAP, APAP-SUL and APAP-GLC, a preferential formation of APAP-GSH and
depletion of GSH in the pericentral zones of the lobule were revealed. However, the
depletion of GSH was not restricted to pericentral zones but was also demonstrated
for the periportal areas. 120 min after APAP injection a series of drastic events
happened: APAP-GSH as well as taurocholates entered from the bile vessels into the
pericentral zone and from there leaked into the systemic blood circulation. The massive
leakage of bile acids into the hepatocytes is providing the evidence of a “secondary”

toxicity event initiated by the activation of APAP in the liver.
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1. Einleitung




1.1 MALDI-MSI und seine Anwendungen in der klinischen Diagnostik

Die bildgebende Matrix-assistierte Desorption/lonisation-Massenspektrometrie (engl.
Matrix-assisted desorption/ionization mass spectrometry imaging, MALDI-MSI) findet
in den letzten Jahren immer mehr Einzug in das Repertoire der klinischen Diagnostik
(*Franck 2009, Hui 2013, Aichler 2015).

Das Prinzip dieser leistungsfahigen Technik beruht darauf, dass von komplexen
biologischen Oberflachen, abstrakte Informationen in Form spektraler Daten
gewonnen werden konnen. Massenspektrometrische Daten werden so mit
histologischen und strukturellen Merkmalen z.B. entlang eines exzidierten tierischen
Gewebestiicks zweidimensional (x, y-Koordinaten) verknlpft. Uber das gemessene
Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) lassen sich so verschiedene endogene wie auch
exogene Stoffe (tentative) zuordnen. Abhangig von der technischen Kapazitat des
angekoppelten Massenspektrometers konnen ferner auch
lonenfragmentierungsexperimente (MALDI-MSI/MS) durchgefuhrt werden, die zur

Strukturaufklarung der untersuchten Verbindungen beitragen kdnnen (Rémpp 2013).

Durch diese Eigenschaften ruckte die Technik in den Fokus von Bemuhungen, um
beispielsweise diagnostische und prognostische Biomarker fur eine Reihe von Krebs-

oder neurodegenerativen Erkrankungen zu entdecken (Ucal 2017).

Mit MALDI-MSI lassen sich eine Vielzahl von Stoffklassen in einem weiten
Massenbereich detektieren. Haufige Anwendungen in der Literatur beziehen sich in
der Regel auf die Peptidomik und Proteomik (Goodwin 2008) sowie auf die Lipidomik
(Berry 2011). Die Verbesserung der Leistungsfahigkeit der Massenspektrometer
bezlglich ihrer Massenauflosung und Sensitivitat ermoglichte es zunehmend auch
kleinere Molekule < 500 Da (storungsfrei) zu detektieren und zu visualisieren (Goodwin
2016).

Viele Arbeiten befassen sich ebenso eingehend mit der Absorption, Verteilung, dem
Metabolismus und der Exkretion von Arzneimitteln und sonstigen Xenobiotika in
Tiermodellen, bei der die MALDI-MSI Technik genutzt wird. Eine Arbeitsgruppe
beschaftigte sich mit der Verteilung eines zur Behandlung schizophrener Psychosen
eingesetzten Medikaments, namlich des Olanzapins, und seines Hauptmetaboliten N-

desmethyl-olanzapin in der Mausniere. Durch die Untersuchungen kamen sie zu dem




Schluss, dass das Olanzapin nach 6 h der Applikation bereits nahezu vollstandig zu
seinem Metaboliten umgesetzt wurde. Dieser lagerte sich insbesondere im
Nierenbecken ab, von wo aus es zur Exkretion von Urin und sonstigen
Ausscheidungen von der Niere kommt (Bonnel 2011). Eine andere Arbeitsgruppe
beschaftigte sich mit der Detektion und Quantifizierung von Chlordecon, eines
Orgonochlorids, das zeitweise als Pestizid gegen Risselkafer in Bananenplantagen
eingesetzt wurde. Dieser Stoff hat den Effekt, dass es die schadigenden Auswirkungen
toxischer Stoffe in der Leber erhoht. Chlordecon wurde als Chlordecon-Hydrat vom
Lebergewebe detektiert und mit einem Versuchsansatz uber MALDI-MSI quantifiziert

(Lagarrigue 2014). Diese Arbeit wird in Kapitel 1.2 detailliert beschrieben.

Als Voraussetzung fur den erfolgreichen Einsatz dieser Technik ist in erster Linie die
Expertise des Anwenders zu nennen, der MALDI taugliche Proben den Anforderungen
entsprechend praparieren muss. Daneben muss der Experte imstande sein die
anfallenden Datenmengen wissenschaftlich valide prozessieren und interpretieren zu
konnen. Aulkerdem kommt es bei Anwendungen mit gro3en Probenmengen, wie sie
in der klinischen Anwendung in der Regel bendtigt werden (Replikate), auf die
Robustheit der Ergebnisse und auf die Geschwindigkeit der Diagnostik (Messzeit) an;
das zuletzt genannte  Parameter ist dabei haufig (noch) der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Data Mining. Es wird daher zunehmend
Uber die Entwicklung von sogenannten Hochdurchsatzverfahren berichtet (Groseclose
2008, McDonnell 2010). Von technischer Seite her setzen die Entwickler von MALDI-
Quellen, wie zum Beispiel die Bruker Daltonik GmbH in Bremen, Deutschland, auf die

Konzeption von Hochdurchsatz-Messanlagen (s. rapifleX™ MALDI Tissuetyper™).

Die einstellbare laterale Auflosung der Quelle in x- und y-Richtung bestimmt, welche
Strukturmerkmale auf dem gemessenen Gewebestlick aufgelést werden kénnen und
ist daher eine wichtige Kenngrof3e fur die Performance einer MALDI-Quelle. Gangige
hochauflosende MALDI-Quellen, wie zum Beispiel die AP-SMALDI10 von der Firma
TransMIT GmbH in GieRen, Deutschland, erreichen dabei Auflésungen von < 10 ym
(R6émpp 2013). So konnten zum Beispiel Lipide, Nukleinbasen und Cholesterin mit 7,5

pum Aufldsung auf einzelnen HelLLA-Zellen visualisiert werden (Schober 2012).

Allerdings wird auch diese Eigenschaft laufend verbessert und die neuen

Generationen von MALDI-Quellen, schaffen laterale Auflosungen < 5 pym sollen. Zum
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Vergleich: Die kleinsten Durchmesser fur menschliche intrahepatische Gallengange

werden mit 15 ym angegeben (Roskams 2004).

Haufig werden bildgebende MALDI-Experimente als zweidimensionale MALDI-MSI
(2D-MALDI-MSI) Messungen durchgefihrt, d.h. es werden in der Regel
Einzel(quer)schnitte aus groReren Gewebsstlicken herausgeschnitten und gemessen.
Auf die Frage, wie der Stoff im gesamten Gewebe verteilt ist, wird dabei nicht
eingegangen. Fur klinische Anwendungen ist aber die Frage nach der Verteilung einer
Substanz im gesamten Gewebestick oder in einer Biopsie-Probe interessant. Mit der
von Thiele et. al. beschriebenen Versuchsstrategie lieR sich mithilfe des
dreidimensionalen MALDI-MSI (3D-MALDI-MSI) Verfahrens die Distribution eines
Stoffes in einer dreidimensional modellierten Matrix annahernd modellieren. Fir das
Verfahren wurden Informationen von drei verschiedenen Techniken, namlich der
Magnetresonanztomographie (MRT), der MALDI-MSI und von histologischen
Farbungen kombiniert. Zunachst wird der gesamte Gewebeblock mit MRT gescannt,
um seine 3D Struktur zu erhalten. Der Block wurde daraufhin in moglichst viele dinne
konsekutive (serielle) Schnitte, z.B. in einem Kryostaten, aufgeteilt. Alle Schnitte
wurden digital und niedrigaufgelést aufgenommen (gescannt). Die Bilder wurden
zueinander in Bezug gesetzt; jede individuelle Sektion bildete einen
zweidimensionalen Koordinaten-Datensatz. Durch die Bilderfassungs-Software
MeVisLab von MeVis Medical Solutions AG in Bremen, Deutschland, erfolgte die
raumliche 3D-Rekonstruktion des gesamten Gewebes basierend auf den
massenspektrometrischen Daten der MALDI-MSI Messungen und den raumlichen
Daten von der MRT. Ebenso werden fur die 3D- Rekonstruktion hochaufgeldste Bilder
der histologischen Schnitte, die ebenfalls aus dem Gewebe geschnitten worden sind,
mit den Ubrigen Daten fusioniert und mit den molekularen Informationen aus den
MALDI-Messungen korreliert. Durch Korrelation von Daten aus den genannten
Techniken kamen im 3D-Modell sehr groRe und komplexe Datenmengen zusammen.
Fortschrittliche Algorithmen, die in Imaging Software wie die SCILS Lab (3D) von
SCILS in Bremen, Deutschland, integriert sind, helfen bei der Reduktion und
Eliminierung von Signalrauschen, was die Datenmengen erheblich reduziert. Durch
das Peak-Picking kdnnen bekanntlich eine Vielzahl von lonendichtebildern generiert
werden, deren Pixel Masseninformationen tragen, die mit einem Masse- zu

Ladungsverhaltnis eines Stoffes korrespondieren. Diese Datensatze kdnnen durch ein

11



entsprechendes Tool des SCILS Lab Programms in Clustern zusammengefasst
werden. Cluster sind dabei Gruppen von Substanzen, die ein &ahnliches
Verteilungsmuster bezlglich der Segmente auf dem Gewebe aufweisen. Jedem
Cluster wird eine Farbe zugeordnet und mit dieser auf dem Gewebe visualisiert (Thiele
2014). Die 3D-MALDI-MSI Methode konnte auch erfolgreich fur einzelne Zellen

angewandt werden (Duenas 2017).

1.2 Imaging Software

Nach aktuellem Stand existieren eine Reihe von verschiedenen Softwareprogrammen
zur Prozessierung von Spektraldaten, die in bildgebenden MALDI Experimenten
generiert werden. Zu nennen sind hier etwa firmeneigene Softwarepakete, die in der
Regel nur firmenspezifische Datentypen o6ffnen und prozessieren konnen (z.B.
fleximaging von der Bruker GmbH in Bremen, Deutschland). In den letzten Jahren
drangen Firmen oder Tochterfirmen von GroRunternehmen auf den Markt, die einen
beachtlichen Teil ihres Umsatzes durch Entwicklung und Vertrieb von Imaging
Software erwirtschafteten (z.B. die Firma ImaBiotech in Loos, Frankreich oder SCILS

in Bremen, Deutschland) (siehe auch: htips:/ms-imaging.org, aufgerufen am

01.05.19). Zudem bieten einige universitdre Arbeitskreise selbstentwickelte
Programme als Open-Source Software an und verbessern diese standig weiter (Parry
2013, Bemis 2015). Die Hauptfunktion eines jeden Imaging Programms besteht darin
lonendichtebilder bezuglich ausgewahlter m/z aus dem Ensemble der Spektraldaten
zu extrahieren und anzuzeigen. Dies geschieht innerhalb der vom Nutzer gewunschten
Massentoleranz (Massenfenster), welche zum Beispiel in parts per million (ppm)
angegeben wird. Die Extraktion kann abhangig vom jeweiligen Imaging Programm

erhebliche Berechnungszeiten am Computer beanspruchen (Schwartz 2015).

Die weitere Prozessierung der Daten kann Uber viele Wege erfolgen. Die Programme
generieren die lonendichtebilder zunachst mit einer absoluten Intensitatsskala. Durch
manuelle Manipulation der unteren und oberen Grenzen der Intensitatsskalen kdnnen
Rauschsignale eliminiert (engl. Denoising) oder niedrig intensive Signale akzentuiert
werden. Viele Programme bieten basierend auf komplexen Algorithmen auch eine
automatische Denoising-Funktion an. Ein weiterer in vielen Imaging Softwarepaketen

eingebauter Korrekturfaktor ist die Madglichkeit Signale von Analyten auf den
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Totalionenstrom (engl. Total lon Current, TIC) zu normieren, wie zum Beispiel beim
Programm ImageQuest™ von Thermo Scientific in Bremen, Deutschland.
Inhomogenitaten auf dem Gewebe bedingt durch morphologische Unterschiede oder
unregelmafige Kristallisation der applizierten Matrix kdnnen so (teilweise) aufgehoben
werden. Ein sehr hilfreiches Werkzeug der SCILS Lab Software kann automatisch
sogenannte Hotspots eliminieren. Hotspot-Signale besitzen Spitzenintensitaten im
lonendichtebild resultierend aus einem oder wenigen Pixelansammlungen, die haufig
diffus verteilt sind und flr die keine systematische Distribution erkennbar ist. Die
Intensitatswerte dieser Pixel kdnnen mehrere Vielfache der Durchschnittsintensitat auf
dem Gewebe betragen. Hotspots kdnnen ebenso aufgrund von UnregelmaRigkeiten
auf dem Gewebe entstehen, aber auch aus softwarebedingten Rechenfehlern

resultieren (Alexandrov 2012).

Basisstatistische Auswertungen gehoren zum Repertoire vieler Imaging Programme.
Sie ermoglichen die Berechnung von Durchschnittssignalintensitaten und
Standardabweichungen fur Analyten bezlglich des gesamten Scanareals oder eines
definierten Segments (engl. Region of Interest [ROI]) im Messbereich. Die frei
herunterladbare MSIReader Software bietet eine relativ einfach zu bedienende
Plattform fir solche Analysen an (Robichaud 2013). Werden ROls definiert, so ist die
komparative Analyse zwischen den definierten Segmenten interessant. Wie bereits in
Kapitel 1.1 erwahnt worden ist, besteht mit der SCILS Lab Software die Moglichkeit
verschiedene m/z-Werte miteinander zu korrelieren und durch multivariate Verfahren
wie die Hauptkomponentenanalyse den Spektraldaten Eigenwerte zuzuordnen, um sie
schlussendlich in Clustern zusammenfassen zu kénnen und bestimmten Segmenten
auf dem Gewebe zuzuordnen (Trede 2012). So lassen sich Zweckbeziehungen
zwischen Stoffen mit unterschiedlichen m/z erkennen und gegebenenfalls
interpretieren. Diese Beziehungen konnen etwa zwischen dem Parent lon eines
Stoffes und seinen Addukt- und Fragmentionen erkannt werden. Moglicherweise
konnen durch diese Herangehensweise auch neue bisher unbekannte Metaboliten
eines Stoffes entdeckt werden. Durch mit morphologischen Informationen
verglichenen Clusterdaten lassen sich zudem Vermutungen daruber anstellen, warum

gewisse Stoffe eine Haufung in den betrachteten Segmenten aufweisen.

Mehrere Imaging  Softwareprogramme  haben bereits  leistungsfahige
Quantifizierungstools, die die Einbeziehung des internen Standards fur die
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Quantifizierung erlauben, entwickelt. Hierbei sind vor allem die Softwareprogramme

MSIQuant (Lagarrigue 2014, Kallback 2016) und Quantinetix (www.imabiotech.com)

ZU nennen.

Einige Imaging Programme haben auch einzigartige Tools, die sich bei anderen
Programmen nicht finden lassen und flr zusatzlichen Informationsgewinn sorgen
konnen. In diesem Zusammenhang ist z.B. das Programm Mirion von der TransMIT
GmbH (GieRRen, Deutschland) zu nennen. Mit dieser Software lassen sich grof3e
Stacks an lonendichtebildern in einem definierten Massenbereich relativ schnell
generieren durch die gescrollt werden kann. Sind Morphologie und sonstige
Strukturmerkmale der Probe vorab bekannt, so kann anhand der distinkten Verteilung
eines Stoffes das zugehorige m/z selektiert und zusatzlich prozessiert werden
(Farbgebung, Normalisierung, etc.). Die lonendichtebilder kbnnen auch nach ihrer
Pixeldichte auf dem lonendichtebild (engl. Coverage rate) gefiltert werden.
Erfahrungen zeigen, dass es sich bei generierten m/z mit Coverage rates > 80 %
zumeist um Matrixionen handelt. Ein weiteres Tool ist der sogenannte fraktionale
Massenfilter. Dieser Filter ist vor allem dann natzlich, wenn zielgerichteter nach
bestimmten Stoffklassen gesucht wird. Es wird ein Filter fur den ersten
Nachkommastellenwert des hochaufgelésten m/z eingestellt. Werden beispielsweise
gezielt Phospholipide gesucht, empfehlt es sich einen fraktionalen Massenfilter von
0,4 — 0,6 einzustellen. Fur weitere Informationen Gber Mirion wird auf die Literatur

verwiesen (Paschke 2013).

Das ,Image Overlay“ Tool befahigt den Anwender, das lonendichtebild multipel mit
weiteren Abbildungen zu superpositionieren. Diese konnen wie in Kap. 1.1 erlautert
wurde, dass Uber ein manuelles oder digitales Lichtmikroskop aufgenommene
optische Bild des gemessenen Schnittes vor und nach der Matrixapplikation oder ein
entsprechend aufgenommenes histologisches Bild eines seriell geschnittenen
Gewebeschnitts sein. Zudem ist der Vergleich zu einem mit MRT aufgenommenen Bild
modglich. Multiple Superpositionsmdglichkeiten bieten vor allem die Programme
MALDIVision von der Fa. Premier Biosoft in Palo Alto, CA, USA und die bereits
vorgestellte SCILS Lab Software an.

Aus den bisher geschilderten Punkten wird deutlich, dass Imaging Software
interessante Werkzeuge fur die Datenprozessierung und Bildmanipulation bieten. Um
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das bereits am Anfang dieses Kapitels angesprochene Problem der Kompatibilitat von
MALDI-Dateiformaten mit unterschiedlichen Imaging Software zu l6sen, beteiligten
sich  im Rahmen des europaischen Verbundprojekts Computis mehrere
Forschungsgruppen bei der Entwicklung eines standardisierten konvertierbaren

Dateiformats (www.computis.org, aufgerufen am 01.05.19). Analog zum mzML

Standarddateiformat flir massenspektrometrische Daten wurde flir Spektraldaten das
mit Bildgebungsinformationen (Koordinaten) verknlpfte imzML (engl. Imaging mass
spectrometry data format) Dateiformat entworfen. Das Imaging mzML Dateiformat ist
folgendermalien aufgebaut: Es besteht zu einem Teil aus einer kleinen Textdatei
(.xmL), die allgemeine Informationen (Metadaten) Uber das bildgebende Experiment
(optional) enthalt. Die Angaben beziehen etwa auf Proben-, Instrument, oder
Messparameter und kdnnen externen Forschern, die mit den Daten arbeiten wollen,
wichtige Informationen liefern. Die zweite Komponente ist die binary Datei (.ibd) und
enthalt die Spektraldaten. Binary deshalb, weil je nach genutztem
Massenspektrometer die Spektraldaten entweder tUber den ,Continuous® (z.B. TOF-
Systeme) oder ,Processed® Modus (z.B. Orbitrap) gespeichert werden. Im
,2continuous“ Modus werden bei den Messdaten fur alle m/z (ausgewahlt nach einem
gewissen Toleranzfenster) Intensitaten gespeichert (auch bei Nullmessungen). Der zu
den Intensitatswerten zugehoérige m/z Array bleibt demnach gleich und wird nur
einmalig abgespeichert. Im ,Processed” Modus durchlaufen die Spektraldaten vor dem
Abspeichern noch eine Vorprozessierung wie Peak-Picking und automatische
Rauschreduktion. Da diese Operation flr jeden Koordinatenpunkt im Messbereich
durchgefihrt wird, sind unterschiedliche m/z Arrays mit Intensitatsarrays verknipft. Die
erhaltene Datenmenge ist damit grofler als beim ,Continuous Modus. Die
korrespondierenden Binary und XML Dateien werden Uber einen Hexadezimalcode

(Universially Unique Identifier, [UUID]) miteinander verknupft (Schramm 2012).

Rohspektraldaten, die mit firmeneigener Software erzeugt werden, kdénnen durch

Konverter (https.//ms-imaging.org/wp/imzml/software-tools/, aufgerufen am 01.05.19)

in imzML Datenformate Uberfihrt werden. Einige Imaging Programme, wie z.B. Image
Quest, bieten bereits einen eingebauten Konverter an.

Die Etablierung dieses Datenformats ist ein weiterer Meilenstein in der
Weiterentwicklung von Software fur bildgebende Massenspektrometrie. Die Zahl der
mit imzML kompatiblen Imaging Programme nimmt stetig zu. Ursprunglich entwickelt
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fur Bruker Applikationen, bietet nun auch SCILS Lab die Mdglichkeit imzML Daten zu
offnen und zu bearbeiten an. Durch das imzML kdnnen Experimentaldaten von
verschiedenen bildgebenden Experimenten, wie zum Beispiel der MALDI der
Sekundarionen-MS (SIMS) oder Desorption-Elektrosprayionisation-MS (DESI-MS)
miteinander verglichen werden. Zudem lassen sich Daten aus einem Experiment in
mehreren imzML kompatiblen Imaging Programmen 6ffnen und so verschiedene Tools
fur die Bildmanipulation nutzen. Der Austausch von Messdaten zwischen klinischen
und biologischen (Forschungs)einrichtungen und Anwendern wird erheblich erleichtert
(Schramm 2012, *Rémpp 2015). Offentliche Datenbanken wie zum Beispiel

Proteomexchange (http.//www.proteomexchange.orq/, aufgerufen am 01.05.19)

(**Rédmpp 2015) und Metaspace (http.//metaspace2020.eu/, aufgerufen am 01.05.19)

(Palmer 2016) bevorzugen Uploads von bildgebenden Experimentaldaten im imzML

Format.

Auch fir die eigene vorliegende Arbeit stellte sich das Format als nutzlich heraus. Um
Semiquantifizierungen der MALDI Messdaten durchfihren zu koénnen, wurden
Rohdaten in das imzML Format uberfuhrt und mit dem MSIReader Programm

prozessiert.

1.3 Quantitative MALDI-MSI

Das Verwendung eines internen markierten Standards fur ein quantitatives
bildgebendes MALDI-Verfahren (quant-MALDI-MSI) ermoglicht es Signale des zu
quantifizierenden Analyten von einer externen Konzentrationsreihe und von einer
unbekannten Probe auf die absoluten Oberflachenintensitaten des internen Standards
zu normieren. AnschlieRend wird die Analyt-Signalintensitat mit der Kalibrierkurve
korreliert, um die absolute Oberflachenkonzentration des Analyten zu berechnen. Ein
Beispiel fur eine Applikation dieser Methode ist die bereits in Kap. 1.1 genannte Arbeit
von Lagarrigue et. al.. Dabei wurde '3C10 — markiertes Chlordecon mit einer definierten
Menge in die Matrixldsung beigemischt und durch ein Spruhverfahren auf eine
Leberproben von Mausen aufgebracht, denen Chlordecan zugefuhrt wurde. Auf der
Kontrolllebersektion befand sich eine gespottete Kalibrierreihe von Chlordecon mit
unterschiedlichen Konzentrationen. Basierend auf dieser Reihe konnte eine

Korrelationskurve beziglich der auf den internen Standard '3Cio-Chlordecon

16


http://www.proteomexchange.org/
http://metaspace2020.eu/

normierten Signalintensitaten erstellt werden. Die unbekannte Konzentration an
Chlordecon (als Hydrat detektiert), welches ebenso auf das markierte Chlordecon
normiert wurde wird durch Bezug auf diese Kalibrierkurve bestimmt. Durch den Einsatz
eines internen Standards konnten Effekte, die aus Inhomogenitaten auf dem Gewebe
beispielsweise bedingt durch unterschiedliche lokale Kristallisation der Matrix und
damit einhergehend die unterschiedliche Extraktion des Analyten, reduziert werden

(Lagarrigue 2014).

In einer anderen Anwendung werden hingegen gute Ubereinstimmungen (> 90 %) fiir
die Konzentrationswerte vom Ricampifin, einem Antibiotikum gegen Mykobakterien,
vom quant-MALDI-MSI Experiment und den ermittelten Konzentrationen aus den
HPLC-MS/MS-Messungen fur den Extrakt einer Mausleber erhalten. Die guten
Ubereinstimmungen konnten allerdings nur dann beobachtet werden, wenn der interne
Standard sowie die analytischen Standards zuerst auf der Leber aufgetragen und die
Schnitte danach mit Matrix bespriht wurden (Chumbley 2016).

Bei externen Kalibrierverfahren ohne einen internen Standard muss auf anderweitige
Korrekturfaktoren zurtickgegriffen werden. Von einer Arbeitsgruppe wurde dazu ein
sogenannter ,Gewebeextinktionskoeffizient (engl. tissue extinction coefficient [TEC])
eingefuhrt. Dabei wurde sowohl auf einen freien Glastrager wie auch auf das
gewlnschte  Kontrollgewebe eine  Matrix/Analyt-Mischung  appliziert.  Die
Signalintensitaten vom Gewebe wurden in Verhaltnis gesetzt zu der durchschnittlichen
Intensitat, welche vom Glastrager erhalten wurde. So wurde ein Faktor der < 1 liegt
erhalten. Fur den Analyten Propranolol wurden dabei durchschnittliche TEC-Werte von
0,38 (Ratten-Magengewebe) und 0,06 (Rattenlebergewebe) erhalten, was
verdeutlicht, dass lonensuppresionseffekte von der Oberflache des Leberschnitts um
ein Vielfaches groRer sind als vom Magengewebe. Die Kalibrierreihe wurden auf dem
Glastrager aufgenommen. TEC-Werte wurden mit den analytischen Signalen
verrechnet und mit der Kalibrierkurve korreliert. Der Vorteil der Methode ist, dass fur
Geweben mit heterogenen Strukturmerkmalen unterschiedliche TEC-Werte mit den
Signalen aus einem jeweiligen Segment in Beziehung gesetzt werden konnen (Hamm
2012).

Trotz vieler Anwendungen der quant-MALDI-MSI sollte dennoch ein kritischer Blick auf
ihre Schwachen geworfen werden. Erfolgt die Applikation des internen Standards wie
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in (Lagarriggue 2014) beschrieben ist, durch Beimischung zur Matrixlésung und
anschlielRendem Auftragen Uber eine Sprayapplikation, so wird davon ausgegangen,
dass die Extraktion des internen Standards in das Kristallgitter der Matrix vergleichbar
ist mit dem Einbau des in einem Losungsmittel als Makrotropfen aufgetragenen oder
gespotteten Analyts auf dem Kontrollgewebe. Davon ist jedoch nicht auszugehen,
zumal bei der Sprayapplikationen mit feinem Sprihnebel es bereits in der Luft zur
Kristallisation von einem Teil der Mikrotropfchen kommen kann (Bouschen 2010).
Durch die Methode von Chumbley 2016 kann dieses Problem umgegangen werden,
da hier der interne Standard sowie die Referenzstandards fur die Analyten auf dieselbe
Art und Weise auf die Gewebeproben aufgetragen werden. Der automatische Spotter
fur die Tropfen hatte eine laterale Auflésung von 250 um, wahrend die hochste
eingestellte Auflosung fur die Bildgebung bei 350 um lag. Es ist zu erwarten, dass die
Analytmigration durch das Spotten von Tropfen fur hochaufgeloste
Bildgebungsverfahren (< 20 um) einen hdheren Impact auf die Ergebnisse haben
sollte. Aus eigenen Erfahrungen konnte zudem die Erkenntnis gewonnen werden,
dass bei manuell auf das Lebergewebe aufgetragenen Tropfen (Wasser- oder Wasser-
Organik-Mischungen als Losungsmittel) der Analyt nicht gleichmal3ig Uber das Tropfen
verteilt wird. Haufig sind zum Rand des Tropfens hin hdhere Signalintensitaten
feststellbar. Anhand mikroskopischer Aufnahmen ist festzustellen, dass Biomaterial
vom Gewebe durch Spreiten des Tropfens an den Tropfenrand transportiert wird. Es
ist daher nicht von derselben lonensuppression auf dem Tropfenareal wie auf einem
nicht mit einem Makrotropfen benetzten Gewebe auszugehen. Dadurch kann sich der
Signalresponse auf dem benetzten Negativkontrollgewebe zum Analyten enthaltenden
Positivkontrollgewebe unterscheiden. Andere Gruppen strebten die Erhéhung der
biomimetischen Natur des Experiments an, indem sie Wasser/Organik-Mischungen
durch physiologische Homogenatlésungen des jeweiligen Gewebetyps ersetzten und
Interne wie Referenzstandards in diese Lésungen beimengten. Allerdings wird auch
durch diesen Ansatz das oben geschilderte Problem von aufgetragenen Tropfen auf
dem Gewebe nicht GUberwunden. Auch aufgetragene Tropfen von Homogenatlésungen
kénnen die Heterogenitat des gemessenen Gewebes mit unterschiedlichen Arealen
der lonensuppresion nicht voll und ganz wiederspiegeln. Zu guter Letzt ist noch der
Aufwand quantitativer Methoden zu nennen, wenn mit einer umfangreichen Anzahl an
Proben gearbeitet wird (Ellis 2014).
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1.4 Hepatotoxizitat von Acetaminophen (Paracetamol)

Acetaminophen [APAP], chemisch: N-Acetyl-p-aminophenol und im europaischen
Raum kommerziell unter dem Namen Paracetamol vertrieben und bekannt, war im
Jahre 2016 eines der meisten verkauften Arzneimittel in Deutschland. Vom
Paracetamol — ratiopharm Praparat wurden 15,4 Mio. Packungen verkauft (aus: DHS,
IMS Health, Jahrbuch Sucht, Mai 2018, S. 89f).

APAP hat einen fiebersenkenden (antipyretischen) und schmerzstillenden
(analgetischen) Effekt auf den Wirkorganismus. Die therapeutischen Effekte werden
vor allem auf die Hemmung unterschiedlicher Cyclooxygenasen (COX) zuruckgefuhrt,
wodurch die Bildung pyretisch oder algetisch wirkenden Prostaglandinen gehemmt
wird (Flower 1972, Hinz 2008). Gleichzeitig soll es serotonerge Signale verstarken
(Pickering 2008), und mit dem Endocannabinoidsystem wechselwirken, indem es den

Abbau analgetisch wirksamer Cannabinoide hemmt (Anderson 2008).

In der Presse wird haufig von Unfallen durch zu haufige Einnahme von Einzeldosen
aber auch Suizidversuchen durch Uberdosierung von APAP berichtet. Einige Forscher
fordern aufgrund moglicher und erheblicher Nebenwirkungen die Einfuhrung der
absoluten Rezeptpflicht auch far geringe Mengen
(http.//www.spiegel.de/gesundheit/diagnose/paracetamol-forscher-fordern-

rezeptpflicht-a-995812.html, aufgerufen am 10.06.19). Eine Rezeptpflicht fir den

Erwerb von Mengen Uber 10 g wurde bereits seit April des Jahres 2009 eingefuhrt

(Arzneimittelverschreibungsverordnung vom 21.12.2005, S. 14 und 37,

Bundesministerium der Justiz und Verbraucherschutz und Bundesamt fir Justiz).

In einer Studie wurde berichtet, dass ein Sechstel aller registrierten Patienten fur eine
Lebertransplantation aufgrund akutem Leberverssagens Geschadigte mit einer

ubermafigen Einnahme an APAP waren (Gilmez 2015).

Paracetamol wird im humanen Korper gut absorbiert; die Bioverfugbarkeit bei oraler
Einnahme erreicht Werte > 85 % und das Arzneimittel geht relativ schnell in die

systemische Blutzirkulation uber (Hodgman 2012).

APAP wird in den Hepatozyten der Leber durch enzymatische Katalyse mit Uridin-5'-
diphosphoglucuronosyltransferasen (UDP-GT) bzw. Sulfotransferasen (SULT) in die
wasserloslicheren Formen APAP Glucuronid (APAP-GLC) und APAP Sulfat (APAP-
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SUL) uberfuhrt und (grof3tenteils) Uber Niere oder Galle ausgeschieden (Mutlib 2006,
Runge-Morris 2009). Ein Teil des APAPs wird auch unverandert ausgeschieden. Bei
Aufnahme von Mengen, die die therapeutischen Dosen deutlich Uberschreiten, wird
von einem zunehmenden Teil des APAPs durch enzymatische Oxidation mit
Cytochrom P450 Enzymen das Acetaminophen N-Hydroxamid in der Leber gebildet
aus dem durch Dehydratisierung das hoch-reaktive Phase-I-Metabolit N-Acetyl-p-
Benzochinonimin (NAPQI) entsteht. Einige Studien bezweifeln allerdings die Bildung
von intermediarem APAP N-Hydroxamid und verweisen stattdessen auf eine
Zweielektronenoxidation des APAPs zum NAPQI (Hinson 1981, Fisher 1985). Das
NAPQI Metabolit wird hauptsachlich durch das kdrpereigene Glutathion entgiftet. Bei
groRen Mengen an gebildetem NAPQI und Uberschreiten der Entgiftungskapazitaten
der Leber reagiert das NAPQI mit endogenen Biomolekulen, wobei es vornehmlich zur
Adduktbildung mit hepatischen Proteinen vom Cytosol oder von den Mitochondrien der
Hepatozyten kommt (Wilson 1982, Hinson 2004). In einer Studie wird au3erdem
berichtet, dass reaktive Intermediate des APAPs die Selenocystein-Einheiten der
Thioredoxin-Reductase Enzyme TrxR1 und TrxR2 im Cytosol wie auch in den
Mitochondrien angreift und damit die antioxidative Aktivitat dieser Enzyme inhibiert
wird (Jan 2014). Bei Vergiftungen wird Uberdosis Patienten als Gegenmittel N-Acetyl-
3-cystein (NAC) verabreicht (Heard 2008).

Durch Konjugation mit dem Glutathion, teilweise katalysiert durch Glutathion S-
transferasen (GSTs), wird das Acetaminophen Glutathion Konjugat (APAP-GSH)
gebildet. In der Folge kann dieser durch Hydrolyse zum 3-Cysteinylacetaminophen
(APAP-CYS) und anschliel3ender Acetylierung zum N-Acetyl-3-
cysteinylacetaminophen (APAP-NAC) abgebaut werden. Diese Verbindungen werden
vom Organismus zumeist renal ausgeschieden (Mazaleuskaya 2015). Ein deutlich
kleinerer Anteil des APAPs kann auch Uber einen alternativen Phase-II-Weg Uber das
Acetaminophen Catechol zum 3-Methoxyacetaminophen (APAP-OME) Ubergehen
(Wilson 1982, Dahlin 1984). Die Entstehung weiterer Nebenmetaboliten wie des N-
Acetyl-meta-aminophenols (AMAP), 3-Nitroacetaminophens, Di-Acetaminophens (Di-
APAP) etc. sollte nicht unerwahnt bleiben. Diese Nebenmetaboliten spielen aber fur
die Pharmakologie des APAPs eine eher untergeordnete Rolle (Bales 1984, Hadi
2013, Trettin 2014a).
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Warum die Bildung von APAP Proteinaddukten zum Absterben von Leberzellen fuhrt,
soll hier kurz erlautert werden: Durch Reaktion von NAPQI mit Leberproteinen kommt es
insbesondere in den Mitochondrien der Hepatozyten zum oxidativen Stress durch
vermehrte Bildung/Ausschittung reaktiver Sauerstoffspezies (z.B. 027, OH’, H.0,)
(engl. Reactive Oxygen Species [ROS]) (McGill 2012), wodurch eine Signalkaskade in
Gang gesetzt wird. Zunachst erfolgt die Aktivierung der c-Jun N-Terminal Kinase.
Diese lagert sich in den Mitochondrien an und verstarkt ihrerseits den oxidativen
Stress. Dadurch wird die Translokation des Bax Proteins in die Mitochondrien
katalysiert. Bax fuhrt zu Veranderungen in der Permeabilitdt der mitochondrialen
Membran und leitet dadurch den programmierten Zelltod der Hepatozyten ein
(Ramachandran 2017, Hu 2016, Sezgin 2018).
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In einigen Studien wird auch auf die Relevanz entstehender reaktiver Stickstoffspezies
(engl. Reactive Nitrogen Species [RNS]) fur die Acetaminophen Toxizitat
eingegangen, was ebenso mit mitochondrialem oxidativem Stress verknUpft ist.
Immunhistochemische Analysen stielRen in den Zellen im zentrilobularen Bereich der
Leber, in denen sich Acetaminophen-Proteinaddukte gebildet hatten, auf Nitrotyrosin.
Es wurde festgestellt, dass sich das Nitrotyrosin nach der Formierung von APAP-
Protein Addukten gebildet hatte. Fur die Entstehung des Nitrotyrosins wird die
Reaktion von Tyrosin mit Peroxonitrit (ONOQO~) vermutet. Das Peroxynitrit selbst ist ein
Produkt aus einer schnellen spontan ablaufenden Reaktion zwischen dem
Nitrosylradikal NO" und dem Superoxid Oz~ (Hinson 1998, Knight 2001, Hinson 2004,
Mello 2016). Abhangig von ihrer Reaktivitat verteilen sich ROS und RNS durch
Diffusionsvorgange sowohl intra- als auch interzellular, sorgen lokal fur
Veranderungen der Reduktions-Oxidations-Gleichgewichte in den Zellen und kdnnen
ebenso zu lokalen strukturellen Schaden an den Zellorganellen und der gesamten
Zelle fihren (Mello 2016).

1.5 Metabolische Zonen im Leberlobul

Ein wichtiges Merkmal der Leberphysiologie ist, dass sie eine metabolische Zonierung
bezlglich Stoffwechselvorgangen wie den Biosynthesen und Abbauzyklen endogener
Stoffe aber auch der xenobiotischen Metabolisierung aufzeigt. Wie schon erwahnt
wurde, sind Cytochrom P450 Enzyme, davon vornehmlich der Untertyp CYP2E1, an
der metabolischen Aktivierung des APAPs zum NAPQI beteiligt. In der Regel haben
die CYP Enzyme aber die Aufgabe an der Entgiftung vieler Verbindungen in fir die
Physiologie des Organismus ertragliche Level mitzuwirken, bevor diese in den
systemischen Blutkreislauf gelangen (Hoehme 2010). Die Leber ist dabei
folgendermalen in den Blutkreislauf integriert: Uber die Leberpfortader (Portalvene)
wird nahstoffreiches Blut aus dem Magen-Darm-Trakt, von der Milz, Gallenblase und
Bauchspeicheldriuse zur Leber transportiert. Diese mischt sich mit dem
sauerstoffreichen Blut von der hepatischen Arterie, die das Blut vom Herz transportiert
und Uber Sinusoide in der Leber verteilt. Die ausgehenden Zentralvenen vereinigen
sich zur hepatischen Vene und transportieren das Blut von der Leber zum Herzen

zurlck, wodurch der Kreis der systemischen Blutzirkulation fur die Leber geschlossen
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wird (Bechstein 2018). Um ein Verstandnis uUber die metabolische Zonierung zu
entwickeln, muss der Aufbau des Lebergewebes naher betrachtet werden: Die Leber
ist aus annahernd hexagonalen Lappchen (Leberlobulen), die Durchmesser um die
300 um besitzen (Hoehme 2010), konstituiert. CYP450 Enzyme werden praferentiell
in den sog. Pericentralen (PC) Zonen dieser Lappchen exprimiert. Diese Zone ist
peripher um die Zentralvenen situiert (Godoy 2013). Diesem schliellen sich eine
mittlere (MZ) und periportale (PP) Zone an. Die Portaltriade bestehend aus der
Portalvene, der hepatischen Arterie und dem Gallengang befindet sich in der letzteren
Zone. Viele Stoffwechselvorgange laufen in den Hepatozyten ab, die das Grundgerust
der Lappchen bilden und wie Perlen an einer Kettenschnur aus mehreren
benachbarten Einheiten aufgebaut sind und an der Zentralvene minden (Godoy
2013). Ganze Hepatozyten von Mausen haben Durchmesser um die 20 ym und
besitzen zumeist ein oder zwei Zellnuclei mit Ausmafen um die 7 — 12 ym (Martin
2002). Das Blut fliet von der PP in Richtung der PC Zone; beim Durchlaufen des
Lappchens nimmt der Sauerstoffpartialdruck um ca. 1/3 ab (von 60 — 70 mmHg auf 25
— 35 mmHg) (Allen 2003). Neben dem sinusoidalen Netzwerk (Abb. 2B), welches das
Leberlappchen durchsetzt, existiert ein feines Netzwerk aus den Canaliculi biliferi
(Gallencanaliculi), die Verbindungen, wie z.B. Gallensauren von den Hepatozyten
aufnehmen und in Richtung der groReren Gallengange in der PP-Zone transportieren.
Die Gallencanaliculi haben Durchmesser um die 1 ym. Die Leber ist Uber den
sogenannten enterohepatischen Kreislauf mit der Gallenblase und dem Duodenum
verbunden (Boyer 2013). Primar finden Biotransformationen von Stoffen vor allem in
der Leber und im Darm statt; die physikochemischen Eigenschaften der Stoffe
beeinflusst ihre Resorption ber den Darm bzw. ihren Ubergang in den Blutkreislauf
malfdgeblich (Martinez 2002).

Weitere leberspezifische Zellen sind vor allem die sogenannten hepatischen
Sternzellen, die sich vorwiegend im Dissé-Raum zwischen den Hepatozyten und den
sinusoidalen Endothelzellen aufhalten, die Kupffer-Zellen in den Sinusoiden und die
Fibroblasten in der PP Zone. Fir Informationen Uber ihre Funktionen und ihre Rolle
bei Entgiftungsmechanismen wird auf die Literatur verwiesen (Jaeschke 2002, Roberts
2007, Godoy 2013).

Basierend auf intelligenten mathematischen Modellierungssystemen unter

Einbeziehung experimenteller Daten, werden Anstrengungen zur Erstellung ,virtueller
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Organismen® am Rechner unternommen, welche madglichst realitdtsnahe Vorhersagen
uber metabolische Umwandlungen, Intoxikations- und Regenerationsmechanismen
der Leber ermoglichen sollen. In einer Studie wurde ein mathematisches raumlich-
temporales Modell fur die Tetrachlormethan (CCls) Vergiftung und die anschlieRende

Regeneration des Leberlappchens entworfen.
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Abbildung 2: Aufbau eines Leberlappchens und des Lebergewebes mit schematisch
dargestellter metabolischer Zonierung.

2A: CYP2E1-Antikorperfarbung eines Mausleberschnitts. 2B: Computermodell eines
Leberlappchens und stark vereinfachte schematische Zonierung. PP: Periportale Zone, MZ:
Mittlere Zone, PC: Pericentrale Zone, CV: Zentralvene, PV: Portalvene, HA: Hepatische
Arterie, GG: Gallengang, SN: Sinusoid, HZ: Hepatozyt. (Abbildung des computermodellierten
Lebers mit freundlicher Genehmigung vom IfaDo eingefigt)

Von experimenteller Seite her wurde dazu zunachst die Geometrie des Lappchens
rekonstruiert. Durchschnittliche Anzahl und Grdlke der Hepatozyten und
Hepatozytenreihen wurden den einzelnen Zonen (PP, MZ, und PC) zugeordnet. Es
folgten die kinetische Betrachtung der Zelltodvorgange und der Bromdesoxyuridin
Inkorporation in die Zellen, um das Zellwachstums fur alle relevanten Zonen des
Leberlappchens zu erfassen. Diese Messdaten wurden zur Rekonstruktion eines
computergestitzten Modells genutzt, in dem das Verhalten einzelner Zellen definiert
nach einzelnen Parametern (Migrationsaktivitat, Polaritat, Zellteilung zu einem

gegebenen Zeitpunkt, Fahigkeit zur Reihenbildung etc.) untersucht wurden. Die
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Modellierung hat gezeigt, dass es anfanglich zu Zerstérungen von Hepatozytschichten
peripher um die Zentralvene in der PC Zone am Tag der CCls Applikation kommt.
Gebietsweise kommt es bis Tag 3 auch aufierhalb der PC Zone zum Verlust der
strukturellen Integritat in den Zellen des Lappchens. Bereits ab Tag 2 sind
Regenerationsprozesse beginnend in der PC Zone 2zu beobachten. Die
Zellproliferation weitet sich ab Tag 4 auch auf die peripheren Bereiche aus, und am
siebten Tag ist die Leber nahezu komplett regeneriert. Besonders ausschlaggebend
fur die Regeneration der Zellen und des Ensembles waren insbesondere die
Parameter Polaritat und Orientierungsfahigkeit der Zellen in ausgerichteten Reihen
(Hoehme 2007). In einer weiteren Studie wird ein metabolisches Modell mit einem
raumlich-zeitlichem Modell kombiniert, um z.B. den Umsatz des Ammoniaks bei der
Entgiftung in der Leber zu berechnen. So konnte das Modell adaquate Vorhersagen
fur die Konzentration der Metabolite, die bei der Ammoniakvergiftung und
darauffolgender Leberregeneration entstehen, flr verschiedene Zeitpunkte in der
hepatischen Vene treffen, wobei die Inflow-Konzentrationen des Ammoniaks durch die
Pfortader experimentell ermittelt und feste Werte in die Berechnungen einbezogen
wurden (Schliess 2014). In einer anderen Forschungsarbeit fuhrten die Berechnungen
der Ammoniakumsetzung in der Leber die Forscher auf die Spur einer anderen
Verbindung, die eine erhebliche Rolle bei der Ammoniakdetoxifikation spielen soll
(Ghallab 2016).

Zur Ermittlung der raumlich-zeitlichen Verteilung von Xenobiotika entlang des
Lebergewebes dienen in den oben beschriebenen Beispielen in der Regel
histologische Farbemethoden als empirische Informationsquellen. Diese Methoden
liefern allerdings keine abstrakten Informationen zu den betrachteten Stoffen selbst

und sind daher als ,indirekte” Belege flr die Verteilungen der Stoffe zu betrachten.

Bildgebende Verfahren wie die HR-MALDI-MSI bieten hingegen die Mdoglichkeit
akkurate molekulare (Struktur)informationen zu den betrachteten Analyten
zuzuordnen. Da bei einer MALDI-MSI Messung haufig auch eine Vielzahl weiterer
Verbindungen detektiert wird, konnen Beziehungen und Einflusse des Xenobiotikums

mit und auf endogene Substanzen zusatzlich untersucht werden.
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Experimentaldaten aus bildgebenden massenspektrometrischen Verfahren liefern
damit sinnvolle Erkenntnisse zur Erstellung von Computermodellen bzw. auch fir

deren kritische Uberpriifung.

1.6 Ziel der Arbeit

Fur APAP, seine Addukte und Metaboliten existierten bisher keine direkten
Informationen bezuglich ihrer raumlich-zeitlichen Verteilung im Lebergewebe. Das Ziel
dieser Arbeit war es daher dieser Frage anhand eines Tiermodellversuchs

nachzugehen.

Die vorhandene Instrumentierung ermaoglichte bildgebende Messungen mit einer unter
ambienten Bedingungen und atmospharischem Druck arbeitenden MALDI-Quelle
imagine10™ von der TransMIT GmbH in GieRen, Deutschland, die raumlich
hochaufgeltsten Messungen < 10 um erlaubt. Die Quelle ist an einen Q Exactive™
Massenspektrometer von Thermo Scientific in Bremen, Deutschland, gekoppelt,
wodurch eine hohe Massenauflosung bis 140.000 @ m/z 200 einstellbar ist. Damit
erfullt die AP-SMALDI Q Exactive (engl. Atmospheric Pressure-Scanning Microprobe
MALDI) Apparatur die volle technische Voraussetzung fir die Analytik kleiner
Molekule, wie sie hier im Projekt fur APAP und seine Biotransformationsprodukte wie
auch madglicher endogener Substanzen, die von der APAP Intoxikation affektiert
werden, erfolgen soll. Dennoch kann die Analytik solcher kleinen Molekule < m/z 500
trotz der hohen Massenauflosung den analytischen Chemiker (Anwender) vor
ernsthafte Herausforderungen stellen. Damit die Erfassung madglichst vieler relevanter
Informationen aus dem MALDI Experiment gelang, mussten Probenpraparations- und
Messprotokolle aufwandig optimiert werden. Die optimierte Methode sollte die
Detektion der untersuchten Stoffe interferenz- und artefaktfrei erlauben, damit es nicht
zu Verfalschungen der Messergebnisse in den lonendichtebilder kam. Die Lokalisation
der verschiedenen metabolischen Pfade des APAPs im Lebergewebe war dabei das
vordergrindige Ziel. Zunachst stand die Detektion des NAPQIs aus dem Phase-I-
Metabolismus im Fokus. Die Moglichkeit, dass NAPQI trotz seiner Reaktivitat
stabilisiert werden konnte und noch hinreichend noch nicht abreagiertes NAPQI im

Positivkontrollgewebe vorkommt, wurde von vorneherein nicht ausgeschlossen. Von
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daher wurden mehrere Ansatze zur Derivatisierung des NAPQIs, u.a. auch durch eine

neuartige Derivatisierungsmethode durch Begasung mit H2S Gas unternommen.

Basierend auf den gesammelten Erkenntnissen aus mehreren Vorversuchen, wurde
ein sinnvolles experimentelles Set-Up in Zusammenarbeit mit dem IfaDo
herausgearbeitet: Labormausen, denen APAP in die Bauchhdhle injiziert wurde,
wurden Leberproben in einem kinetischen Experiment in den Zeitpunkten 0%, 5, 15, 30,
60, 120, 240 und 480 min entnommen. Die Injektionsmenge in diesem Versuch war
300 mg kg Korpergewicht und lag damit in der Nahe der mittleren letalen Dosis
(LD50) flr Mause bei oraler Aufnahme von APAP (Kadatz 1965). In einem
dosisabhangigen Versuch wurden Mausen zwei niedrigere Dosen, namlich 56 und 167
mg kg'' und eine fiir die meisten Versuchstiere tddlich endende Dosis von 500 mg kg
1 Korpergewicht injiziert und die Leberproben nach 30 min der Injektion entnommen.
Mit dem ersten Experiment werden neben der raumlichen auch die zeitliche Verteilung
der Analyten demonstriert, wahrend in dem zweiten Experiment die Effekte

unterschiedlicher Dosen untersucht werden sollte.

Spektraldaten aus de wurden mit histologisch gefarbten Schnitten (CYP2E1
Immunfarbung) korreliert, um die metabolischen Zonen (PP und PC Zonen)
voneinander unterscheiden zu kdnnen. Es wurden serielle Schnitte aufgenommen,
damit ein morphologischer Vergleich der Schnitte moglich wurde. Weitere
Gewebeschnitte wurden zusatzlich noch mit der Hamatoxylin-Eosin Farbung
akzentuiert, um Bereiche mit Zelltod zum Beispiel durch Zellkernfragmentierung zu

visualisieren.

Begleitend zu den  MALDI-Ergebnissen  wurden APAP und seine
Umwandlungsprodukte und zudem Taurocholate aus dem Blutplasma quantifiziert. Die
Probenentnahmen erfolgten analog zu den Zeitpunkten der Leberentnahme.
Blutproben wurden aus der Pfortader, hepatischen Vene und der rechten Herzkammer
beprobt. Fir das quant-HPLC-MS Screening wurde eine chromatographische
Methode entwickelt. Aullerdem erfolgten die Bestimmung von Leberwerten, die
Quantifizierung von GSH in Homogenatlésungen von der Leber und die Berechnung
pharmakokinetischer Parameter basierend auf quantifizierten Konzentrationen vom
HPLC-MS Experiment.
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Fur die Differenzierung von APAP und seiner Biotransformationsprodukte auf dem
Lebergewebe in Bezug auf die relevanten metabolischen Zonen wurden relative
Quantifizierungsoperationen fir die Analytsignale durchgefuhrt. Dadurch lief3 sich der

Differenzierungsgrad der Analyten bezuglich der Zonen determinieren.

Ein weiteres Untersuchungsfeld der Arbeit sind die Auswirkungen der APAP
Intoxikation auf die Gallensaureverteilung, u.a. von Taurocholsaure (TCS), in den von

der Hepatotoxizitat affektierten Bereichen der Leber.

Ferner soll diese Doktorarbeit die sinnvolle Verkntpfung von Informationen aus drei
unterschiedlichen Imaging Programmen demonstrieren, die ihre Beitrage zur

Bearbeitung der Forschungsfragen leisteten.

Schlussendlich werden die Ergebnisse aus allen Teilexperimenten sinnvoll
miteinander verknupft und diskutiert. Prognosen, Konzepte und Modellierungen aus
der Literatur bezlglich Substanzen, die ein zentrilobulares Schadensbild wie APAP
hervorrufen, werden im Lichte der neuen Erkenntnisse diskutiert. Abgerundet wird die
Arbeit mit einer finalen Beurteilung der entwickelten Messmethode auch hinsichtlich
hoherer Durchsatzfahigkeit und damit einer moglichen Anwendbarkeit in der klinischen

Diagnostik.

28



2.Voruntersuchungen, Optimierungen und
Konzeption des kinetischen und dosisabhangigen

Experiments
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2.1 Leberextraktion und Messung via HPLC-MS

Sowohl die ESI- als auch die MALDI-lonisation werden als sanfte lonisationsmethoden
bezeichnet, weil wenig bis kaum auftretenden Fragmentierungsereignissen fur das
Molekulion. Die lonisationsgute fur die untersuchten Analyten ist haufig
erfahrungsgemaf vergleichbar, wobei es geringe Unterschiede geben kann, wie z.B.,
dass die Wahrscheinlichkeit fur die Entstehung von doppelt- und mehrfach geladenen

lonen Uber die ESI wahrscheinlicher ist als Uber die MALDI-lonisation.

Daher bot es sich zunachst als Vorversuch an, Leberproben von Mausen mit und ohne
APAP Injektion zu extrahieren und unter Einbeziehung der chromatographischen
Dimension, welche in der MALDI-Technik fehlt, zu analysieren. Verbindungen von
Interesse wurden Uber ihre monoisotopischen m/z und Referenzstandards (Di-APAP
nur tentative Uber das m/z) identifiziert. Anhand der Ergebnisse konnte vorab eine
qualitative Einschatzung gewonnen werden, welche Substanzen in der Leber gebildet

wurden.

Extrakte aus negativem Kontrollleber (keine APAP Injektion) und Leber von Mausen,
deren Leber nach 30 min APAP Injektion entnommen worden (Applikationsmenge: 300
mg mL-") wurden miteinander verglichen. Das Extraktionsverfahren ist im Kapitel 5.1.1

beschrieben.

In den folgenden Abbildungen 3 — 5 werden die Chromatogramme fur die Analysen zu

den Extrakten aus APAP positiven und APAP negativen Proben gegenubergestellt.

Acetaminophen wurde mit relativ hohen Signalintensitdten (> EG6) detektiert.
Offensichtlich lag ein nicht unwesentlicher Teil des Arzneimittels zu diesem Zeitpunkt
in der Leber in noch umgewandelter Form vor. NAPQI und APAP-N-hydroxamid
konnten anhand der Chromatogramme nicht nachgewiesen werden. Dies ist
vermutlich dadurch bedingt, dass wie schon oben in der Einleitung diskutiert worden
ist, das NAPQI nur von einem geringen Teil des verabreichten APAPs gebildet wird

und aufgrund seiner hohen Reaktivitat zugig weiterreagiert.

Die Detektion des APAP-GSHs und seines Breakdown-Produkts APAP-NAC
offenbarten, dass sich NAPQI und auch APAP-CYS zwischenzeitlich gebildet haben
soliten. APAP-CYS wurde lediglich als In-Source Fragment aus dem APAP-NAC
detektiert. Die Hauptmetaboliten APAP-GLC und APAP-SUL wurden ebenso gebildet.
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Abbildung 3: APAP und Addukte vom Aktivierungspfad Uber die Bildung des NAPQls.

NAPQI, APAP-N-hydroxamid, APAP-GSH, APAP-CYS und APAP-NAC aus HPLC-
MS Messungen vom Leberextrakt. Isolation der XICs mit einem Toleranzfenster von + 2ppm.
3A: Positive Leberkontrolle (nach 30 min APAP Injektion). 3B: Negative Leberkontrolle (keine
APAP Injektion).

Das Nebenmetabolit APAP-OME konnte nicht nachgewiesen, hingegen aber zwei
Isomere des Di-APAPs tentative zugeordnet werden.

Zumal auch die Auswirkungen der APAP-Intoxikation auf die Zirkulation der Galle in
der Leber untersucht werden sollte, sind u.a. auch die Signale der Taurocholsaure
(TCS) und Taurochenodeoxycholsaure (TCDS) und ebenso von deren Prakursor

Taurin in den Chromatogrammen dargestellt.

Das ebenso detektierte Primarmetabolit Glutamin steht in enger Beziehung mit der
Glutathionsynthese in der Leber und hat ebenso einen toxizitatsmindernden Effekt bei
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Abbildung 4: APAP und Metaboliten vom Phase-Il Metabolismus.

APAP-GLC, APAP-SUL, APAP-OME. AuRerdem gezeigt: Di-APAP. HPLC-
Messungen vom Leberextrakt. Toleranzfenster + 2ppm. 4A. Positive Leberkontrolle (nach 30
min APAP Injektion). 4B: Negative Leberkontrolle (keine APAP Injektion).

APAP-Intoxikationen (Hong 1992, Brovedan 2018). Mit Ausnahme des DI-APAPs

erfolgte die Zuordnung der Stoffe Uber kommerziell erhaltliche Referenzstandards.
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Abbildung 5: Bedeutende Verbindungen flir Stoffwechselvorgange in der Leber.

Taurin (TAU), TCS, TCDS und Glutamin (GLN). 5A. (nach 30 min APAP Injektion).
5B: Negative Leberkontrolle (keine APAP Injektion).

2.2 Untersuchungen zur Realisierbarkeit der Detektion von NAPQI via MALDI-
MSI

2.2.1 Transformation des NAPQIs in Pufferlésung und in Methanol

Zunachst wurde untersucht, wie die Analytik von NAPQI unter HPLC-ESI-MS
Bedingungen aussieht, wenn NAPQI sowohl in physiologischer PBS Puffer Lésung
(pH=7,4) (s. Kapitel 5.1.2) als auch in nicht-physiologischer methanolischer Lésung
angesetzt und gemessen wird. Dazu wurde ein NAPQI Standard (99 %) von der
Sigma-Aldrich Chemie GmbH in Steinheim, Deutschland, verwendet. Losungen mit
einer Konzentration von 10 ug mL' NAPQI wurde in beiden Medien hergestellt. Die

Messung via HPLC-ESI-MS erfolgte sofort nach dem Ansetzen der Lésungen. Das
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NAPQI wird dabei mit einem Retentionszeit-Shift von ca. 0,2 min (Rt: 4,55 min) zum
APAP (Rt 4,37 min) detektiert. Wird angenommen, dass NAPQI und APAP einen
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Abbildung 6: NAPQI in PBS- und methanolischer Losung verglichen mit APAP in MeOH

Angesetzte Konzentrationen: jeweils 10 yg mL™.

annahernd ahnlichen Responsefaktor fur die angewandte Technik besitzen, konnte
interpretiert werden, dass wahrscheinlich ein Uberwiegender Teil des NAPQIs durch

(Auto)reduktion in PBS- oder methanolischer Losung zum APAP Ubergeht. Anhand
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des faktoriellen Intensitatsverhaltnisses wurde ein Unterschied von fast 85 zugunsten
des APAP beobachtet. Daneben findet sich eine groRe Zahl weiterer relativ
abundanter Peaks in beiden NAPQI Standardlésungen, auf die im Folgenden naher
eingegangen wird. Das APAP selbst ist relativ reaktionstrage und wenn vom Peak bei
der Rt 10,7 min im Chromatogramm abgesehen wird, ist der Standard relativ rein.
Dieses Signal konnte nicht sinnvoll zu einem Addukt, Fragment, Kondensat, Oligomer
oder sonstigem Umwandlungsprodukt des APAPs zugeordnet werden. Das NAPQI ist,
wenn Uberhaupt nur in Spuren zu finden. Moglicherweise resultieren diese Spuren
aufgrund von Kontamination des APAP Standards mit NAPQI oder aus einer geringen
(Auto)oxidation des APAPs zum NAPQI.

Es ist nicht davon auszugehen, dass die zwischen 6 bis 18 min detektierten
abundanten Peaks von Verunreinigungen im NAPQI Standard resultieren kdnnen,
zumal der Lieferant einen Reinheitsgrad von 99 % fir sein Produkt angibt. Weitere
Information betreffend der Stabilitdt von NAPQI sind angegeben: NAPQI wurde unter
Schutzatmosphare verpackt (Argon) verpackt und ist empfindlich gegenuber Luft,
Feuchtigkeit und Licht (https:/www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/
ar7300?lang=de&region=DE&gclid=EAlalQobChMI0tHOIKny3QIVRbTtChOAmMg-

EAAYASAAEqL4q D BwE, aufgerufen am 29.08.18).

Zudem ist NAPQI eine Elektronenmangelverbindung, welches aus einer Zwei-
Elektronenreaktion und zweifacher Deprotonierung aus dem APAP unter Beteiligung

katalytischer Spezies wie der CYP 450 Enzyme gebildet wird (Hinson 1981).

Vermutlich hat NAPQI ahnlich wie bei para-Chinonen ein hohes Bestreben reduziert
zu werden, insbesondere in polaren und protischen Lésungsmitteln (z.B. H20 und
MeOH). Fur p-Chinone werden dabei in der Literatur sukzessive Kaskaden aus
Protonierungs- und (Einzel)elektronentransfers postuliert (Bauscher 1992, Van de
Vondele 2006).

Vergleichbar ablaufende Redoxvorgange uber transiente Radikalspezies sind ebenso
fur den Ubergang des APAPs zum NAPQI und umgekehrt zu erwarten. Es wird in der
Literatur von moglichen zwischenzeitlich entstehenden radikalischen Spezies, den p-
Benzosemichinoniminen und ebenso von einer radikalischen Aktivierung des NAPQIs
Uber Einzelelektronen-Transfer Reaktionen (engl. Single Electron Transfer Reaction
[SET]) berichtet (Fischer 1984, Potter 1985, Potter 1987, Parkinson 2013). In vivo kann
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NAPQI auch Uber eine Redoxreaktion mit reduziertem GSH, wobei oxidiertes
Glutathion (GSSG) entsteht oder durch Interaktion mit dem Redoxpaar NADPH/NADP,
direkt zum APAP reduziert werden. Moglich sind auch
Komproportionierungsreaktionen des APAPs mit dem NAPQI zu den p-
Benzosemichinoniminen und umgekehrt Disproportionierungen der Radikale zu

diesen beiden Spezies (Potter 1986).

Dass CYP P450 Enzyme Stoffumwandlungen auch uber Ein-Elektronen Oxidationen
katalysieren konnen, wird in der Literatur erwahnt (Guengerich 1996, Guengerich
2007).

Aus mit Peroxidasen katalysierten Reaktionen von APAP konnten eine Reihe von
oligomeren APAP Einheiten isoliert und charakterisiert werden. Zum Beispiel bildeten
sich in vitro Dimere, Trimere und Tetramere des APAPs. Vornehmlich waren diese
Stoffe Uber die 3'- und 5°-Positonen des APAPs miteinander verknupft. Verbindungen
mit Verknupfungen zwischen dem Stickstoff und den 3" und 5°-C-Positionen des
aromatischen Systems konnten ebenso nachgewiesen werden (Potter 1985, Potter
1986, Potter 1987).

Wie schon vorher unter erwahnt wurde, wurde Di-APAP auch im menschlichen
Metabolismus gebildet und in Urin- und Plasmaproben nachgewiesen (Trettin 2014a).
Vermutlich kdnnen sich somit radikalische Spezies auch im Organismus bilden, und
ihre kurzzeitige Persistenz reicht dafur aus, dass sie sich durch Dimerisierung

desaktivieren und danach vom Organismus ausgeschieden werden konnen.

Allerdings ist zunachst als wenig wahrscheinlich zu beurteilen, dass sich
Mehrfacheinheiten (n > 2) aus APAP in vivo bilden kénnten, zumal in den Leberzellen
mehrere endogene Redoxsysteme, wie z.B. GSH/GSSG, CYS/CY-S-S-CY,
NAPDH/NADP etc. aktiv an der Umwandlung von diversen Substanzen beteiligt sind
und zwischenzeitlich entstehende Radikale deaktivieren konnen. Es ist zudem
anzunehmen, dass entstehende radikalische Spezies teilweise ebenso wie NAPQI mit
in der Leber vorhandenen Biomolekullen reagieren und damit zu Toxizitatsvorgangen

in der der Leber beitragen konnten. Die Detektion des Di-APAPs in menschlichen
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Abbildung 7: Mégliche Ubergéange zwischen APAP und NAPQI

Urin- und Plasmaproben wie auch in den Leberextrakt von Mausen gaben den Anlass
diese Analyten auch in den Leberschnitten von Mausen via MALDI-MSI zu screenen.

Die zusammengetragenen Informationen lassen vermuten, dass sich aus dem in PBS
und Methanol gelostem NAPQI Referenzstandard Oligomere des APAPs gebildet
haben konnten. Daher wurden die unbekannten Peaks anhand ihres

Massenspektrums naher untersucht.
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Abbildung 8: Di-APAP aus NAPQI

8A: Mdgliche Strukturen des Di-APAPs. 8B: TIC-Chromatogramm von NAPQI in
methanolischer Lésung und XIC fiir das [M+H]* des Di-APAPs mit m/z 301,1182. 8C:
Spektrum der Peaks bei den Rt 6,78 und 8,24.

Fir das korrespondierende m/z von Di-APAP werden zwei Signale bei den Rt 6,78 und
8,24 detektiert. (Bezuglich abweichender Retentionszeiten fur APAP und seine
Transformationsprodukte in den Chromatogrammen von HPLC-MS Messungen in
Kapitel 2 ist im experimentellen Teil unter Kapitel 5.1.3 ein Statement zu finden). In
Abbildung 8 sind mdgliche Strukturen fur das Di-APAP angegeben, worin die APAP
Einheiten vorwiegend uber die 3" und 5’-Positionen verknupft sind, wenn die

Radikalstabilitat berlcksichtigt wird.

Ferner wurden korrespondierende Massen zu mdglichen Tri-, Tetra-, Penta- und Hexa-
meren, die zwischen den Retentionszeiten ab ca. 8 — 10 min auftauchten, gefunden.
Haufig wurden Ammoniumaddukt-lonen als abundanteste lonen beobachtet, was auf

den Einsatz von 10 mM Ammoniumacetat in der wassrigen mobilen Phase
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Abbildung 9: Tri-APAP aus NAPQI

9A: Eine mdgliche Struktur fur Tri-APAP. 9B: TIC-Chromatogramm von NAPQI in
methanolischer Lésung und XIC fir das [M+NH4]" lon des Tri-APAPs mit m/z 467,1925. 9C:
Spektrum des Peaks bei der R; 7,95.

zuruckgefuhrt werden kann. Mogliche Strukturen mit den dazugehorigen

Chromatogrammen und Spektren sind in den Abbildungen 9 — 12 verdeutlicht.

Bei den ab 10 bis 15 min folgenden Peaks konnten trotz Erweiterung des
Messbereichs auf bis m/z 2000 keine Molekulionenpeaks fur aus n > 6
Monomereinheiten aufgebaute APAP-Oligomere detektiert werden. Allerdings konnten
mogliche In-Source Fragmente aus diesen Strukturen (vorlaufig) identifiziert werden.
Zwei dieser mdglichen Oligomere sind in den Abbildungen 13 und 14 dargestellit.
Offenbar sind Molekullionenpeaks hoherverketteter Oligomere unter den gegebenen
ESI-MS Messbedingungen nicht mehr stabil detektierbar. Aligemein ist zu erkennen,
dass vor allem ab dem Hexa-APAP die Abundanzen der In-Source Fragmente relativ

zu den Molekulionenpeaks zunahmen.

Zu unterstreichen ist, dass es sich bei den behandelten Reduktionsprodukten um in
vitro entstehende Produkte aus NAPQI handelt. Auf weitere Methoden zur ndheren
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Abbildung 10: Tetra-APAP aus NAPQI

10A: Eine mogliche Struktur fur Tetra-APAP. 10B: TIC-Chromatogramm von NAPQI in
methanolischer Lésung und XIC fur das [M+NH4]" lon des Tetra-APAPs mit m/z 616,2401.
10C: Spektrum des Peaks bei der R; 8,65.
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Abbildung 11: Penta-APAP aus NAPQI
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11A: Eine mogliche Struktur fur Penta-APAP. 11B: TIC-Chromatogramm von NAPQI in
methanolischer Losung und XIC das [M+H]* lon des Penta-APAPs mit m/z 748.2605. 11C:
Spektrum des Peaks bei der R; 9,23.
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Abbildung 12: Hexa-APAP aus NAPQI

12A: Eine mdgliche Struktur fir Hexa-APAP. 12B: TIC-Chromatogramm von NAPQI in
methanolischer Losung und XIC das [M+H]* lon des Hexa-APAPs mit m/z 897.3086. 12C:
Spektrum des Peaks bei der R; 9,71.

Strukturaufklarung dieser Stoffe etwa Uber MSn-Messungen und/oder durch Isolation
und Aufreinigung der Stoffe und anschlieliender NMR-Spektroskopie wurde verzichtet,
da das Hauptaugenmerk der Arbeit auf bildgebenden MALDI-MSI Messungen
bezlglich der in vivo gebildeten Metaboliten lag. AulRerdem ist es fraglich, inwieweit
hdhere Einheiten aus NAPQI im Organismus entstehen kénnen. Dennoch werden
diese vorlaufig zugeordneten m/z Werte in die Liste der in den MALDI Imaging

Experimenten im Hauptteil zu den lonen, die gescreent werden sollen, aufgenommen.

Es sollte auRerdem darauf hingewiesen werden, dass in der Literatur bislang nur von
APAP-Oligomeren, die aus bis zu funf Monomer-APAP-Einheiten bestehen, berichtet

wurde. Bei den vorlaufig zugeordneten APAP-Oligomeren mit mehr als funf
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Monomereinheiten, konnte es sich damit um nach bisher noch nicht beschriebenen

Verbindungen handeln.

Eine Tabelle moglicher Transformationsprodukte des NAPQIs findet sich im Kapitel

6.1.1.
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Abbildung 13: Hepta-APAP aus NAPQI

13A: Eine mogliche Struktur fur Hepta-APAP. M: C_H, O, N_. 13B: TIC-Chromatogramm
von NAPQI in methanolischer Lésung und XIC des mdglichen intensivsten Fragmentions [M-
C. H OGN3+H] lons des Hepta-APAPs mit m/z 597,1978. 13C: Spektrum des Peaks bei der

24 21
R: 10,45.
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Abbildung 14: Okta-APAP aus NAPQI
14A: Eine mdgliche Struktur fir Okta-APAP. M: C_ H_O__N_. 14B: TIC-Chromatogramm von

64 58 16 8
NAPQI in methanolischer Losung und XIC des mdglichen intensivsten Fragmentions [M-

C40H43O10N5+NH4]+ lons des Okta-APAPs mit m/z 465,1768. 14Ca: Spektrum des Peaks bei

der Rt 11,15 von m/z 420 — 1000. 14Cb: Spektrum des Peaks bei der R; 11,15 von m/z 1000
—1080.

2.2.2 Voruntersuchungen zum NAPQI via MALDI-MSI

Im vorherigen Abschnitt wurde erortert, welche Transformationen fir reines NAPQI in

methanolischer oder wassriger Phosphat-Losung madglich sind.

In diesem Abschnitt werden MALDI-MSI-Vorversuche bezlglich der NAPQI Analytik
auf Mauseleberschnitten beschrieben. Zur Verfligung standen eine negative
Kontrollleber (keine APAP Injektion) und eine positive Leberkontrolle (APAP Injektion
nach 30 min). Von den Leberproben wurden dinne Tieftemperaturschnitte (Dicke: 3 -
5 ym) im Kryostaten angefertigt. Vorversuche der Kooperationspartner am IfaDo zur
Pharmakokinetik von APAP und seinen Metaboliten lieRen vermuten, dass NAPQI
insbesondere nach 15 — 30 min nach der APAP Verabreichung vermehrt gebildet
wurde. Von daher wurden Leberproben zum Zeitpunkt 30 min nach der APAP Injektion

als positive Kontrollen verwendet.
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APAP und NAPQI wurden jeweils mit einer Konzentration von 50 uyg mL" in PBS-

Lésung geldst. Es wurden ca. 1 yL Tropfen aus dieser Loésung unmittelbar nach dem

Lésungsvorgang auf den Leberschnitt platziert und die Flussigkeit unter stetigem

Stickstoffgasfluss (2 bar), welcher durch einen Schlauch zugeleitet wurde,

abgedampft. Danach folgte die Applikation der Matrix HCCA Uber die Sprihmethode.

Die MALDI-MSI Daten von negativem und positivem Kontrollgewebe wurden bezuglich
der Entstehung wund Verteilung von APAP, NAPQI und moglichen
Transformationsprodukten von NAPQI ausgewertet und miteinander verglichen. Es

wurde innerhalb eines Massenbereichs von m/z 100 — 1000 gearbeitet.

Die spatiale Auflosung fur die Messungen wurde auf 60 pym eingestellt. Dass bei
Laserspotdurchmessern, die zwischen 50 — 60 uym eingestellt werden, im Durchschnitt
die hoéchsten Signalintensitaten fur die Analyten erhalten werden, wurde zuvor bei
Optimierungsarbeiten mit der AP-SMALDI Quelle imagine10™ ermittelt (Sezgin 2014).
Ausschlaggebend fur die lonisation des Analyten von der Probenoberflache ist unter
anderem die Laserfluenz (auf die bestrahlte Flache normierte Strahlungsenergie),
welche auch schlicht Bestrahlung genannt wird, und die Einheit [J m-?] besitzt. In der
Regel werden optimale Analytintensitaten bei Fluenzwerten, die knapp Uber der fir die
lonisation der Analyten bendtigten Werten fur die Grenzfluenz liegen, erhalten. Dies
gilt insbesondere fur nicht stark fokussierte Laserspots, wie sie bei 50 — 60 um der Fall
sind. Zudem kommt es bei wenig fokussierten Laserspots zu deutlich niedriger
Penetration (Eindringtiefe) der Oberflache durch die Bestrahlung und damit zu weniger
Materialablation. Dadurch wird der exzessiven Entstehung von Matrixionen und -
clustern vorgebeugt, die zur Signalsuppression beim Analyten fuhren kdnnen (Gross
2013, Strupat 1991).

Die Auswertung der MALDI-Daten erfolgte zunachst mit der ImageQuest Software. Die
zu erwartenden m/z fur die bekannten und erwarteten Signale wurden als
lonendichtebilder aus dem TIC gefiltert und dargestellt. AuRerdem wurde von der
Mirion Imaging Software Gebrauch gemacht. Wie im Abschnitt 1.2 beschrieben
worden ist, bietet diese eine Programmfunktion zur Extraktion von Listen mit
unbekannten m/z an, die der Nutzer anhand der angezeigten Distribution auf dem

Scanareal nach der Relevanz fur die eigene Fragestellung selektieren kann.
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Zu diesem Versuch ist anzumerken, dass bezogen auf das Tropfenareal zwar eine
relativ hohe Konzentration fiur die Standards aufgetragen wurde und damit die
Vergleichbarkeit zur darauffolgenden Analyse des in vivo Systems geschmalert wurde.
Allerdings  sollte  dieser Versuch  vorrangig zur  Abschatzung von
lonensuppressionseffekten auf die Analytsignale im Lebergewebe dienen. Um
mdglichst hohe Signalintensitaten zu erhalten wurden daher Konzentrationen zur
Applikation auf dem Schnitt gewahlt, die zu Intensitaten deutlich Uber den zu
erwartenden LODs fuhrten (fur geschatzte On-Tissue LODs: s. Kapitel 6.1.2). Ferner
sollte durch den Vergleich der MALDI-MSI Daten mit den zuvor erhaltenen HPLC-MS
Ergebnissen ermittelt werden, ob es durch Einwirkungen der lebereigenen Substanzen

zu einem anderen Produktbild fur APAP und in erster Linie fur NAPQI kam.

In Abbildung 15 werden die Ergebnisse des Tropfenversuchs auf negativem

Kontrollgewebe angezeigt.

Fir bekannte m/z, bei denen die Pixelanhdufungen den Konturen der
Referenzstandardtropfen entsprachen, konnten zweifelsfrei das [M+K]* und [2M+H]*
zu der Position des APAP Tropfens zugeordnet werden. Fur kalkulierte und damit in
Frage kommende Quasimolekulionen des NAPQIs (protoniert oder als Na- oder K-
Addukt) konnten keine Signale detektiert werden, wahrend in der HPLC-MS
Untersuchung Spuren des NAPQIs detektiert wurden. Offensichtlich fallen Signale des
NAPQIs aufgrund der lonensuppression im Gewebe unter das Detektionslimit.
Interessanterweise wird fir APAP-N-hydroxamid das Gegenteil beobachtet. So konnte
zuvor in den Untersuchungen der Leberextrakte via HPLC-MS kein APAP-N-
hydroxamid detektiert werden. Beim MALDI-MSI Versuch wurden hingegen im Bereich
des APAP Tropfens Signale, wenn auch von relativ geringer Intensitat (im Bereich
5E2), aufgenommen. Dieses Ergebnis koénnte vielleicht ein Indiz fur die
zwischenzeitliche Entstehung dieses Intermediaten sein, wozu es unter den
Wissenschaftlern unterschiedliche Ansichten gibt (s. Kapitel 1.4). Eine unmittelbare
Transformation des NAPQIs zum APAP-GSH konnte auf der Leberoberflache nicht
observiert werden, obwohl bei einer Negativkontrolle (gesunde Maus) davon
ausgegangen werden kann, dass genug GSH im Gewebe vorhanden sein sollte.
Offensichtlich ging das NAPQI trotz unmittelbarer Platzierung auf dem Leberschnitt
nach dem Losungsvorgang andere Transformationen als die Konjugation mit GSH ein.
Werden hingegen GSH und NAPQI zusammen in PBS Losung gelost, so wurde die
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Produktbildung zum APAP-GSH Konjugat bevorzugt, wahrend die Bildung der
Oligomere gemindert wurde (s. Kapitel 6.1.3). Dass auf dem Gewebe kein APAP-GSH
entstanden ist, beweist, dass das NAPQI bereits unmittelbar nach dem Ldsen
abreagiert zu anderen Produkten. Das wird durch die die Mirion Software erstellten
Stacks an lonendichtebildern, die von ihrer Verteilung her zweifelsfrei der Position des
NAPQI Tropfens zugeordnet werden konnten, und hinsichtlich der m/z (im
Toleranzbereich < 5 ppm) den bereits unter Abschnitt 2.2.1 ermittelten APAP-
Oligomeren entsprachen, bewiesen. Dadurch wurde noch einmal bestatigt, dass die
Oligomerisation des NAPQIs ein sehr schnell ablaufender Prozess nach dem Losen
des Standards in Loésungsmitteln ist, zumal diese Reaktionen vermutlich Uber
radikalische Spezies ablaufen. Denkbar ware in diesem Fall der Einsatz von
Oligomerisationsverzdogerern, wie z.B. Hydrochinonen gewesen, um die Reaktion zu
verlangsamen bzw. zu hemmen, damit tatsachlich die Wechselwirkungen des NAPQIs
mit den lebereigenen Substanzen untersucht werden konnte (Becker 2006). Diese

Uberlegungen wurden aber in dieser Arbeit nicht empirisch Uberpruift.

Die Positivkontrollprobe (30 min nach APAP Injektion, Dosis: 300 mg kg') wurde
ebenso mit der raumlichen (Pixelaufldésung) von 60 ym vermessen. Die dazugehorigen

Ergebnisse sind in der Abbildung 16 dargestellt.

Spuren von APAP-N-hydroxamid korrespondierenden Signalen und starke
Signalcluster von APAP, APAP-GSH und APAP-NAC liel3en sich insbesondere in
grolieren Blutgefalten detektieren. Weiterhin wurde in dieser Abbildung auch das
APAP-GLC dargestellt, obwohl es nicht Uber den NAPQI-Pfad entsteht. Dieser

Primarmetabolit zeigte ein ahnliches Verteilungsmuster wie das GSH-Konjugat.

Es wurde bei dieser Messung auch ein Areal auRerhalb des biologischen Gewebes
(reine HCCA-Matrix auf Glastrager) gescannt, wobei von diesem Bereich mit dem
massenspektrometrischen Dimer-lon von APAP [2M+K]* als auch mit der eigentlichen
in vivo dimerisierten Form von APAP [M+K]* stark interferierende Signale
aufgenommen wurden. Erwartungsgemaly konnten fur NAPQI keine signifikanten
Signale detektiert werden. Fur die hdheren APAP-Oligomere konnten lonen fir das
APAP-Trimer und -Tetramer (jeweils als Kalium Addukte) detektiert werden und

kommen damit als Analyten in MALDI-MSI Experimenten in Frage. Laut bisherigen
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Recherchen existieren keine Studien, die uber die in vivo Metabolisierung von APAP

in das APAP-Trimer und -Tetramer in hoheren Organismen berichten.
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Abbildung 15: MALDI MSI Ergebnisse von der Tropfenauftragung auf Mauslebergewebe
(Negativkontrolle)

Korrespondierende lonendichtebilder zu den jeweiligen Substanzen wurden mit der Software
Image Quest visualisiert (Massentoleranz: < 5 ppm). Spatiale Auflésung: 20 um.

Negativkontrolle: Keine APAP Injektion. Korrespondierende m/z fir bekannte Substanzen
wurden mit der Software Image Quest gefiltert (Massentoleranz: < 5 ppm) und das Screening
nach unbekannten m/z mit der Software Mirion durchgefihrt (bin width: 0,005).
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Abbildung 16: MALDI MSI Ergebnisse vom Mauslebergewebe (Positivkontrolle)

Positivkontrolle: 30 min nach APAP Injektion. Spatiale Auflésung: 20 um. Korrespondierende
lonendichtebilder zu den jeweiligen Substanzen wurden mit der Software Image Quest
visualisiert (Massentoleranz: < 5 ppm).

2.2.3 Versuch zur photochemischen Stabilisierung von NAPQI

Wie bereits diskutiert wurde, wird das NAPQI vermutlich aufgrund radikalischer
Intermediate in einer relativ schnell ablaufenden Reaktion zu verschiedenen
Substanzen umgewandelt. Dies ist aus analytischer Sicht zunachst einmal
kontraproduktiv. Aus einer Substanz (NAPQI) entstehen mehrere mit den
Quasimolekulionen der NAPQI-Produkte korrespondierenden Signale. Es kommt
damit zu einer ,Signalaufspaltung® und damit moglicherweise zum Verlust an
Intensitaten, was die Qualitdt der MALDI-MSI Ergebnisse erheblich mindern kann.
Allerdings kann auch ein gegenteiliger Effekt entstehen, wenn NAPQI durch die
chemische Transformation in eine Form Ubergeht, welche unter MALDI-MS

Bedingungen deutlich besser ionisiert als das NAPQI selbst.
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Es wurden Uberlegungen angestellt, ob sich das NAPQI (ber eine photochemische
Reaktion idealerweise zu einem oder zu einigen wenigen Produkten stabilisieren

lassen wurde.

Dazu wurde NAPQI unmittelbar nach der Losungsmittelzugabe und kurzem Anrthren
in einer Suntest® CPS+ Anlage von der Atlas-MTS GmbH (Linsengericht,
Deutschland) bestrahlt. Die Anlage ist mit einer Xenonlampe bestickt und simuliert

durch seine spektrale Bandbreite das Sonnenlichtspektrum.

Das Experiment wurde zum einen in MeOH und zum anderen in einer wassrigen PBS
Ldsung, die zudem 10% H202 enthielt, durchgefuhrt. H202 wird als Photoinitiator zu
photochemischen Reaktionen hinzugegeben (Ghosh 1979). Die Losungen befanden
sich in einem Behaltnis aus Quarzglas; NAPQI wurde mit einer Konzentration von 10
ug mL-" angesetzt. Die Losung wurde fiir O (keine Bestrahlung), 40, 180 (nur MeQOH)
und 210 min mit einer Lichtintensitat von 600 W m=2in der Suntest® CPS+ Anlage

bestrahlt. Anschliefend wurden 5 pL der Losung injiziert und via HPLC-MS gemessen.

In der Abbildung 17 sind die jeweiligen TICs des oben beschriebenen Experiments

dargestellt.

Auffallig ist, dass ein GroRteil des NAPQIs erneut zum APAP reduziert (Rt: ~5,3 min)
wurde. Wurde NAPQI in wassriger 10% H202 enthaltender PBS Lésung geldst und
unmittelbar danach ohne jegliche Bestrahlung gemessen, so entstand ein abundanter
Peak bei der Rt 4,15 min. Allerdings verschwand dieser Peak, wenn die Losung

anschlieRend bestrahlt wurde.

Anhand des Massenspektrums, welches in der Abbildung 18 angezeigt ist, kann
vermutet werden, dass es sich bei dieser Substanz um das APAP-Peroxid mit der
Summenformel CsHsO4N handeln kénnte. Aus dem Peroxid bildete sich womdoglich
das APAP Radikalkation aus dem APAP Peroxid Mutterion als In-Source Fragment

unter den H-ESI Bedingungen aus.

Mit zunehmender Bestrahlungsdauer zerfiel das vermutlich wenig stabile APAP-
Peroxid in stabilere Folgeprodukte. Es ist vermutlich nicht davon auszugehen, dass
APAP-Peroxid unter MALDI-MSI Bedingungen hinreichend stabil bleiben wirde, um

dieses lon reprasentativ fur die Verteilung des NAPQIs detektieren zu kdnnen.
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Abbildung 17: TIC-Chromatogramme zum photochemischen Derivatisierungsversuch

10 ug mL" NAPQI in Methanol oder in wassriger 10 %iger H,O,.Ldsung mit den Zeitpunkten
0, 40, 180 (nur MeOH) und 210 min nach der Bestrahlung. Das unterste Chromatogramm
handelt von einer Blankmessung ohne NAPQI Zugabe.
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Abbildung 18: Massenspektrum des entstehenden Produkts aus dem NAPQI mit der R; 4,15
min in wassriger H.O»-Lésung ohne Bestrahlung

50



Aufgrund der Vielzahl beobachteter abundanter Peaks in den TIC-Chromatogrammen
ist davon auszugehen, dass eine photochemische Stabilisierung des NAPQIs zu

einem oder zu einigen wenigen Umwandlungsprodukten misslungen ist.

2.2.4 Derivatisierung des NAPQIs mit Sulfid (S%)

In einer wassrigen Lésung von Natriumsulfid (Na2S), in der sich Sulfidionen (S%) durch
die Dissoziation seines Salzes bilden, konnte das NAPQI zu einem Teil in das stabilere
3-Thioacetaminophen Uberfuhrt werden. Dabei reagieren die Sulfidionen aufgrund
ihrer hohen negativen Ladungsdichte mit dem Elektronenmangel aufweisenden
NAPQI-Molekll durch elektrophile Addition. In dieser Ldsung entsteht allerdings
wiederum eine signifikante Menge an APAP aus NAPQI durch Reduktion. Zudem
konnten die Autoren die Entstehung von weiteren Produkten beobachten, die sie
allerdings nicht weiter charakterisiert haben. APAP und 3- Thioacetaminophen wurden
anschlielRend mit Ethylacetat extrahiert, mit Pentafluorobenzylbromid derivatisiert und
Uber GC-MS/MS im negativen lonenmodus charakterisiert (Trettin 2014b).

Ausgehend von diesen Vorarbeiten wurden Uberlegungen angestellt, ob die
Stabilisierung des NAPQIs zu seinem Thiol (z.B. zum 3-Thioacetaminophen) die
NAPQI Detektion verbessern und seine native Distribution auf dem Gewebe abbilden
konnte. Die Derivatisierungsmethode fur NAPQI, wie sie oben beschrieben wird
(Trettin 2014b), wurde als kaum tauglich fur die Probenpraparation fur MALDI-MSI
Experimente beurteilt. Der Grund dafir ist, dass die Derivatisierung in zwei Schritten
und Uber Extraktionsverfahren ablauft, was die Anwendbarkeit auf einem
Gewebestlck deutlich erschwert. Zwar ware es in diesem Zusammenhang denkbar
gewesen mit On-Tissue Derivatisierungsverfahren, die auf Sprayverfahren beruhen,
zu arbeiten (Franck 2009b, Wu 2016). Allerdings ist dabei zu bedenken, dass jeder
Sprihgang auch eine gewisse Delokalisation des Zielanalyten durch
Lésungsmitteltropfen, die nicht rechtzeitig von der Oberflache des Gewebes
verdampfen, mit sich bringen kann. Durch eine Zweischritt-Derivatisierung wirden
hohe Konzentrationen an Xenobiotika auf die Oberflache gebracht, die zur
lonensupression (Quenching) der Analytionen-Signale hatten fihren kdnnen.
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Stattdessen wurde eine alternative Methode entwickelt, bei der Schwefelwasserstoff
(H2S) als reaktives Gas verwendet wurde. Aufgrund der akuten Toxizitat von H2S
wurde eine Anlage unter dem Laborabzug konzipiert, in der das Gas aus der
Reaktionskammer (Dreihalskolben) in eine Unterdruckkammer geleitet wurde (s. Abb.
19). Der Unterdruck in der Begasungskammer wurde Uber eine Wasserstrahlpumpe
(Wsp) erzeugt. Das Gas wurde aus der Reaktion von Natriumsulfid (Naz2S, 10 g/L in

H20) mit konzentrierter Salzsdure (HCI, 33 % technisch) generiert:

NazS + 2HCI — 2 Na*(aq) + 2 Cl(aq) + H2S? .

A » B
g - 7 .
—5 . :
e = B * = =3 f
z ‘ o
e oy 7 Begasungskammer —_—
side e
A Gaswaschen ) Gasadsorbens CaO_——* v}

Abbildung 19: Anlage zur Derivatisierung mit H2S in einer Begasungskammer

19A: Ubersicht der Anlage im Laborabzug. 19B: H,S Messgeréat. 19C: Transport- und
Begasungsvorrichtung fir Leberschnitte. 19D: Begasung von Leberschnitten mit H.S, Da:
Keine H2S-Begasung, Db: 15 min, Dc: 30 min; Dd: 45 min.

Dazu wurde konzentriertes HCI zur Gasbildung kontinuierlich zur Natriumsulfid-Lésung
hinzugegeben (ca. 2 Tropfen/Sekunde). Die Bildung von H2S konnte mit einem

Gaswachter nachgewiesen werden. Uberschiissiges Gas wurde nach der Reaktion
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durch Pumpenunterdruck aus der Kammer geleitet. Dafur wurden die Schlauchventile
entsprechend geschaltet. Zur sicheren Abflihrung von Gberschiissigem H2S wurde das
Gas durch alkalische Natriumhydroxid—Gaswaschen und optional noch Uber
gasadsorbierendes Calciumoxid geleitet. Als Begasungskammer wurde eine
abgewandelte Festphasen-Extraktionskammer verwendet. Der Grund der Kammer
wurde auf einen Fullstand von ca. 1 cm mit H20 befillt. Die Gelbfarbung von H20 war
ein weiteres Indiz dafir, dass H2S in der Kammer ankam. Zunachst wurde NAPQI mit
einer Konzentration von 10 ug mL-" in wassriger Losung vorgelegt und das H2S (ber
eine Schlauchfuhrung in die Kammer eingeleitet. Nach der Reaktion (Begasungszeit:
30 min) wurde ein Aliquot der Loésung dber HPLC-MS gemessen. Das
Hauptaugenmerk lag dabei auf der Identifikation von Hauptprodukten, die sich nicht in
den Kontrollen von NAPQI (s. Kapitel 2.2.1) finden lieRen. Das Experiment wurde final
mit Mause-Gewebsschnitten (APAP-Injektion: 300 mg/kg, Zeit nach der APAP-
Injektion: 30 min) wiederholt. Die bei -30 °C Kammertemperatur im Mikrotom-
Kryostaten erzeugten 5 um dicken Schnitte wurden in Metallbehaltnissen, die auf
Eiswasser gekuhlt wurden, schnellstmoglich zur Anlage transportiert und mit H2S
begast (Begasungszeiten: 15, 30 und 45 min). Mit zunehmender Begasungsdauer

nahmen die Leberproben eine gelbliche Farbung an.

Aus dem Vergleich der Chromatogramme von NAPQI-Kontrollen in H20 und der
Reaktion mit H2S konnten fUnf abundante Hauptprodukte detektiert werden, die
ausschlieBlich in der Reaktionslésung von NAPQI mit H2S entstanden sind und
zwischen den Rt 8,5 und 11,8 min detektiert wurden (s. Abbildung 20). Es fiel zudem
anhand der Chromatogramme auf, dass die Oligomerisation von NAPQI zu den vorher
beschriebenen Produkten unterdrickt und dadurch auch im Allgemeinen die Anzahl
der Produkte, die aus NAPQI entstanden, reduziert wurde. Offensichtlich gewannen
die von S% lonen dirigierten Reaktionswege die Oberhand. Die wesentliche
Voraussetzung dafur war, dass die Begasung der NAPQI Lésung sofort nach dem

Ansetzen der Probe gestartet wurde.

Die Massenspektren zu den isolierten Peaks sind in der Abbildung 21 dargestellt. Beim
Hauptprodukt bei der Rt 4,34 min handelt es sich wieder um das grdfltenteils
entstehende APAP mit dem m/z 152,0707. Bei der Rt 8,54 min wurde ein
Quasimolekdlion mit dem m/z 333,0906 und der Summenformel C16H1704N2S, bei
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Abbildung 20: XIC-Chromatogramme zur Reaktion von NAPQI mit H>S

der Rt 10,17 min mit dem m/z 365,0626 und der Summenformel C16H1704N2S2 und bei
der Rt 11,77 min mit dem m/z 184,0427 und der Summenformel CsH100O2NS detektiert.
Die Quasimolekulionen wurden anschliel3end in der linearen lonenfalle des Orbitrap
Massenspektrometers von Thermo Scientific (Bremen, Deutschland) bei 35 eV Uber
kollisionsinduzierte Dissoziation (CID) fragmentiert. Eine Auflistung der vorlaufig
vorgeschlagenen Produkte und die Massenspektren fur deren Fragmentierungen sind
im Anhang unter Kapitel 6.1.4 dargestellt. Ausgehend von der Strukturaufklarung

durch MS?2 und MS3 handelt es sich vermutlich bei der Substanz mit dem Peak bei der
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£ . ]
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Abbildung 21: Massenspektren zu den Produkten aus der Reaktionslésung von NAPQI mit
H2S
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Rt 8,54 min um durch ein Sulfid verbricktes Di-APAP. Bei der Rt 10,17 min tritt
hingegen vermutlich um durch eine Disulfidbricke verbricktes Di-APAP auf. Die
Substanz bei der Rt 11,77 min ist vermutlich das in der Literatur beschriebene 3-
Thioacetaminophen (Trettin 2014b). Fir die zweifelsfreie Zuordnung der Stoffe ware
deren lIsolation, Aufreinigung und abschlielfende Strukturaufklarung durch NMR-
Messungen erforderlich gewesen. Allerdings lag der Fokus zunachst darauf zu
ermitteln, welche wesentlichen Produkte aus der Reaktion von NAPQI in Lésung mit
H2S-Begasung hervorgehen und inwiefern diese anschlie3end auf das bildgebende

MALDI-MS Verfahren mit realen Proben Ubertragbar sein wurden.

Die MALDI Daten der Leberproben (Zeit nach der APAP-Injektion: 30 min, Dosis: 300
mg kg™, die mit 15, 30 und 45 min mit H2S begast wurden, wurden mit Kontrollen
(keine Begasung) verglichen. Zudem wurde ein Screening nach unbekannten Massen
(Substanzen) mit Hilfe der Mirion Imaging Software durchgeflhrt, wobei der
Massenbereich m/z 100 — 1000 und eine Mindestpixeldichte von 0,1 % als

Suchparameter gewahlt worden sind.

Die Ergebnisse des Screenings waren wie folgt: Weder protonierte noch Alkalimetall-
Addukte der Produkte aus der im wassrigen Medium stattgefundenen Reaktion von
NAPQI mit Sulfid konnten im Full Scan MALDI Imaging Modus detektiert werden. Das
Screening nach unbekannten Substanzen mit der Mirion Software offenbarte nach
dem Abgleich mit nicht-begasten Kontrollproben lonendichtebilder von mehreren m/z,
die ausschlief3lich von den Oberflachen der H2S begasten Proben (15, 30 und 45 min
Begasungszeit) erhalten wurden (s. Kapitel 6.1.5 fur die Ergebnisse einer 30 min
begasten Probe). Eine Reaktionstatigkeit des H2S auf der begasten Leberoberflache
lieR® sich damit feststellen. Allerdings konnten diese m/z nicht mit einer NAPQI Reaktion
in Verbindung gebracht werden. Vermutlicht handelt es sich bei den detektierten
Verbindungen um solche, die aus der Reaktion des Sulfids mit lebereigenen

Substanzen hervorgegangen sind.

Die intensive Gelbverfarbung der Oberflache ist moglicherweise auch teilweise auf die
Ruckreation des H2S zu anorganischen Sulfiden (z.B. in Verbindung mit auf dem
Gewebe vorkommenden Alkalimetallionen) zurickfihren. Anorganische Salze kdnnen
bekanntlich zu lonensuppressionseffekten bei der MALDI-MS fuhren, wodurch es zur
Verschlechterung der Nachweisgrenzen kommen kann (Bornsen 2000).
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Natriumsulfid, welches zur Derivatisierung Uber das Sprayverfahren appliziert wurde
(s. Kapitel 5.1.4), fuhrte ebenso nicht zur Bildung der oben beschriebenen Produkte

(Ergebnisse nicht gezeigt).

2.2.5 Zusammenfassung zu den Voruntersuchungen zur Analytik vom
NAPQI

Durch das Screening von Mdglichkeiten zur Derivatisierung des NAPQIs wurden zwei
wesentliche Ziele verfolgt: Im Lebergewebe noch nicht abreagiertes NAPQI sollte
durch (eine) chemische Reaktion(en) in eine stabilere Form Uberfuhrt (,Trapping“) und

wenn moglich auch dessen lonisationsgute verbessert werden.

Die Vorversuche mit dem NAPQI Standard sowohl in wassriger als auch organischer
Losung sowie auch aufgetragen als Tropfen auf einem negativen Kontrollgewebe
haben gezeigt, dass ein groRRer Teil dieser Substanz durch Autoreduktion in das APAP
uberging und zudem eine Vielzahl weiterer Umwandlungsprodukte entstanden sind.
Die Untersuchung der Massenspektren zeigte, dass es sich bei diesen vermutlich um
Oligomere des NAPQIs handelte. Durch MALDI Imaging Versuche auf Gewebe von
Mausen mit APAP-Injektion konnte kein natives NAPQI detektiert werden. Der
Nachweis der monisotopischen Massen flir das APAP-Trimer und Tetramer und die
Entstehung des APAP-GSH Konjugats waren allerdings Indizien flr zwischenzeitlich
entstandenes NAPQI im Gewebe, welches offensichtlich aufgrund seiner hohen

Reaktivitat in situ weiterreagierte.

Stabilisierungsansatze mit dem Versuch einer photochemischen Reaktion und mit der
Methode der Gas-Derivatisierung fuhrten nicht zu klar Uber Massenfilterung
isolierbaren stabilen Folgeprodukte aus dem NAPQI, welche in Imaging Experimenten
hatten detektiert werden konnen. Das Screening nach unbekannten Massen nach der
Gas-Reaktion offenbarte in dem gewahlten Massenbereich eine Vielzahl von
ausschlieRlich auf dem positivem Kontrollgewebe detektierbaren m/z. Diese konnten

jedoch nicht in Beziehung zu den erwarteten Produkten gebracht werden.

Als dennoch positive Erkenntnis aus diesen Versuchen lasst sich festhalten, dass die
Derivatisierungsmethode durch Begasung von biologischen Praparaten fur das MALDI

Imaging, welche bis dato laut Literaturrecherche noch nicht beschrieben worden ist,
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als eine alternative  Technik zu  bereits etablierten  ,On-Tissue"-
Derivatisierungstechniken in Frage kommen konnte. Der grol3e Vorteil dieser Methode
bestliinde darin, dass im Vergleich zu anderen Derivatisierungsverfahren keine
signifikante Migration von Analyten bei einer Begasung auf dem Gewebe zu erwarten

waren.

Die Derivatisierungsversuche liel3en verstehen, dass fur die Reflektion der moglichen
Distribution des toxischen NAPQIs im Gewebe, wenn Uberhaupt nur die auf nativer
Weise entstehenden und detektierbaren Folgeprodukte aus dem NAPQI in Frage

kommen konnten.

Inwieweit die letztere Annahme tatsachlich zutrifft, wird im Laufe der Arbeit und im

Lichte der Erkenntnisse aus den Bildgebungsversuchen erortert werden.

2.3 Optimierung der Probenvorbereitung fir MALDI-MSI Experimente
2.3.1 Matrixscreening via MALDI-MS

Die MALDI-Matrix erflllt bei der MALDI Massenspektrometrie mehrere Aufgaben,
wobei von diesen die homogene Ko-Kristallisation mit dem Analyten, dessen
Desorption und effiziente lonisation an erster Stelle zu nennen sind (Leopold 2018).
Fur die gescheite Auswahl der richtigen Matrix existieren zwar Modelle (Shroff 2009),
vielfach ist aber die Auswahl der gescheiten Matrix Uber die eigenen Erfahrungswerte
und Literaturangaben und Uber ,Trial and Error* Gang und Gabe. Haufig verwendete
Matrices sind HCCA  (a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure) und DHB  (2,5-
Dihydroxybenzoesaure), mit denen sich viele Stoffgruppen ionisieren lassen. Neben
diesen Matrices wurden fir das Matrixscreening auch zwei im negativen Modus
ionisierende Matrices DMAN (N,N,N',N'-Tetramethyl-1,8-naphthalindiamin) und AAC
(9-Aminoacridin) und zudem das MBT (2-Mercaptobenzothiazol), welches vor allem
mittelpolare Substanzen und Lipide gut ionisieren kann (Teuber 2010) fur das
Matrixscreening ausgewahlt.

Es wurden frische Losungen von HCCA [7 mg mL-" in AcN:H20 (1:1, v/v) + 0,2 % TFS],
DHB [30 mg mL™" in Aceton:H20 (1:1, v/¥) + 0,1 % AS], DMAN [10 mg mL-" in EtOH +
0,1 % AS], AAC [10 mg mL"" in EtOH + 0,1% AS] und MBT [5 mg mL"" in Aceton:H20
(4:1) (v/v) + 0,1 % AS]. Die zu analysierenden Referenzstandards von APAP, APAP-
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SUL, APAP-GLC, APAP-GSH und GSH wurden mit einer Konzentration von 100 ug
mL-"in Methanol bzw. H20 (GSH) angesetzt. Die Sauren wurden den Matrixlésungen
nur dann zugesetzt, wenn im positiven lonenmodus gemessen wurde. Die Auftragung
der Substanzen erfolgte auf eine ordinare Edelstahlplatte Uber die sogenannte
.Premix-Methode®“. Dazu wurden die Analytldbsungen in einem volumetrischen
Verhaltnis von 1:3 (v/V) gemischt mit den Matrixldsungen gemischt, mit einem
Vortexmischer gerlthrt und anschlieBend 1 uyL Aliquote aufgetragen. Die Trocknung

und Kristallisation erfolgte bei RT im Laborabzug (Sezgin 2018).

Tabelle 1: MALDI-MS-Matrixscreening fur die Analyten via Premix-Verfahren auf
Edelstahlplatte

(Sezgin 2018)
APAP-SUL | APAP-GLC | APAP-GSH

0, 0,

APAP [%] (%] (%] [%] GSH [%]

Polaritat | (+) (=) (+) () (+) (=) (+) () (+) (=)
HCCA 100 1 0 13 20 21 100 11 39 100
DMAN 15 14 nd 1 1 2 nd nd 2 35

AAC nd 3 nd 0 nd 2 nd 2 nd 4
MBT 47 6 0 100 65 100 34 46 21 78
DHB 41 3 nd 1 6 2 7 2 1 48

BLANK [%
Polaritat | (+) (=) (+) (=) (+) (=) (+) (=) (+) (=)
HCCA nd nd nd nd nd nd 12 2 12 20
DMAN nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
AAC nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
MBT nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
DHB nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

nd: nicht detektiert. Massenisolation: £ 10 ppm. n (Spots) = 3.

Das Ziel dieses MALDI-MS Versuchs war es die optimale Auswahl des Matrix-
Lésungsmittelsystems, bei dem keine oder kaum Matrixinterferenzen fir die gesuchten
Analyten im Full Scan Modus auftraten und eine optimale lonisation der Analyten

gemessen am lon Current beobachtet wurden, zu ermitteln (Sezgin 2018).

Zwei Messungen pro Spot (2 x 1 min) wurden Uber Full Scan MALDI-MS Messungen
im Massenbereich m/z 100 — 800 mit einer Massenauflésung von 140.000
aufgenommen. FUr jeden Spot wurde die durchschnittliche Signalintensitat im

gesamten lonenchromatogramm bei der Datenprozessierung ermittelt und

58



anschlie3end wiederum der Durchschnittswert aus zwei Spots berechnet. Die Isolation
der Massen erfolgte in einem Toleranzfenster von £ 10 ppm. Die in der Tabelle 1
dargestellten Werte sind auf den héchsten Intensitatswert (100 %) normierte Werte fur

den jeweiligen Analyten (Sezgin 2018).

Die Ergebnisse zeigten, dass flr die Analyse von APAP die Messung im positiven
lonenmodus mit der Matrix HCCA zu bevorzugen ist. Fur das APAP-GLC wurden mit
MBT im negativen lonenmodus die hochsten Intensitaten gemessen. MBT eignete sich
zudem fur die Detektion von APAP-GSH, APAP-SUL und GSH im negativen Modus,

zumal sich keine Masseninterferenzen mit dieser Matrix zeigten (Sezgin 2018).

Die endogenen Gallensauren (Taurocholsaure [TCS] und Taurochenodoxycholsaure
[TCDS]) wurden mit dem fur Messungen im negativen Modus ausgesuchten Matrix-

Losungsmittel System MBT [5 mg mL™" in Aceton:H20 (4:1) (v/v)] ionisiert.

2.3.2 Praparation der Leberschnitte fir MALDI-MSI Experimente

Die Isolation der Leberproben von den Versuchstieren erfolgte am IfaDo unter der

Leitung von Dr. Ahmed Ghallab und wird im Kapitel 5.2 beschrieben.

Die mit Trockeneis zum INFU transportierten gefrorenen Mausleberproben (jeweils
vom linken Leberlappen) wurden bis zu ihrer Verwendung bei —80 °C gelagert. Bei
Bedarf erfolgte die Uberflihrung in den Mikrotomkryostaten HM550 von Thermo Fisher
Scientific (Dreieich, Germany), worin sie mit dem Fixiermittel Optimal Cutting
Temperature (OCT) freezing medium bei -20 °C Objekt- und -30 °C Kammertemperatur

auf Metallplatten fixiert wurden.

Es wurden von jeder Probe 5 — 7 Sets von nacheinander geschnittenen
Gewebeschnitten prapariert, damit hinreichende Replikate fur das MALDI Imaging und
fir histochemische Farbungen generiert wurden. Dabei wurde ein Schnitt fur die
CYP2E1-Farbung und der darauffolgende fir MALDI MSI Versuche prapariert. Ein
weiterer Schnitt im Set, der aber nicht zwingend seriell geschnitten sein musste, war
fur die H&E Farbung bestimmt. Die Absicht war optische Bilder von CYP2E1 gefarbten
Leberschnitten, die histochemische bzw. morphologische Informationen enthielten,
sinnvoll mit den lonendichtebildern (Masseninformation enthaltende ,Pixelbilder”) zu

verknipfen, indem die lonendichtbilder mdglichst deckungsgleich auf die
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Mikroskopbilder von der CYP2E1 Farbung projiziert werden sollten. Vorversuche
zeigten, dass diese Operation (deckungsgleiche Superposition) flr Schnittdicken < 5
pMm gelang. Leberschnitte Uber 5 um lieRen sich zwar einfacher erzeugen, fuhrten aber
zu unterdurchschnittlichen Ergebnissen, was die Superposition anging. Offensichtlich
war der Abstand der Schnitte zueinander zu hoch, sodass die strukturellen
Unterschiede auf der Leberoberflache zunahmen. Der Nachteil von dickeren Schnitten
ist zudem eine langere Trocknungszeit und langere Sprihzeiten mit Matrixldsung bis
die Oberflache homogen bedeckt wird. Aulierdem haben dickere Schnitte unebenere
Oberflachenprofile, was zur unterschiedlichen Fokussierung des Laserspots auf der
Probenflache und dadurch zur Verzerrung der Imaging Messergebnisse fiuhrt. Denn
eine Autofokussierfunktion ist beim verwendeten MALDI Instrument nicht erhalten.
Dicken von 1 — 2 um liel3en sich zwar ebenso schneiden, jedoch gestaltete sich das
serielle Schneiden als dullerst schwierig, sodass mehrere Anlaufe gebraucht wurden,
bis ein Set generiert werden konnte. Der Schnittdickenbereich zwischen 3 — 5 um
wurde daher anhand seines Oberflachenprofils (s. Kapitel 5.3) und der
Geschwindigkeit der Herstellung von Sets flur die experimentellen Belange als optimal

angenommen.

Die erzeugten Leberschnitte wurden durch die ,Thaw Mounting® Methode auf
gewohnliche Objekttrager aus Glas mit den Abmessungen 18 x 18 x 1 mm
aufgenommen. Die fur die CYP2E1- und HE-Farbung generierten Schnitte wurden
danach im Kryostaten wieder eingefroren und bis zur Farbung im -80 °C
TiefkUhlschrank gelagert. Die MALDI Matrices HCCA und MBT wurden Uber ein
pneumatisches Sprayverfahren mit Stickstoffgas mit dem Sprayer SMALDIPrep von
TransMIT (Giessen, Germany) aufgetragen. Die Sprayparameter waren wie folgt:
HCCA [7 mg mL" in AcN:H20 (1:1, v/v) + 0,2 % TFS] wurde fiir 20 min mit 22 yL min-
' Matrixfluss, 4 L min-! Gasfluss and 300 rpm Drehgeschwindigkeit gesprayt, wahrend
das MBT [5 mg mL™" in Aceton:H20 (4:1) (v/V)] fir 15 min und einem reduzierten

Matrixfluss von 17 uL min-! aufgetragen wurde (Sezgin 2018).
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Seriell geschnitten

Abbildung 22: Erzeugung von Sets an Leberschnitten flir die histochemischen
Farbeverfahren und fir das MALDI-MSI Experiment

2.3.3 Einstellung der Laserspotbreiten und der raumlichen (spatialen)

Scanauflosung

Die zu auswahlende raumliche (spatiale) Scanauflésung im bildgebenden MALDI
Experiment hat erheblichen Einfluss auf die lonenausbeuten der untersuchten
Analyten, auf die Qualitdt der erzeugten lonendichtebilder sowie auf die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Umfangreiche Untersuchungen in der
Masterarbeit haben gezeigt, dass flr die in dieser Arbeit verwendete lonenquelle die
hochsten lonenausbeuten mit Laserspotbreiten von 40 — 60 um erhalten wurden. Die
geringsten Intensitaten wurden nahe des Fokussierpunkts (4 — 5 um fur diese Quelle)
verzeichnet. Die Einstellung der Laserspotbreite erfolgt bei der verwendeten
lonenquelle dadurch, dass die Probenplatte relativ zur finalen Blende aus dem der
Laserstrahl austritt und auf die Probenoberflache trifft, zu- oder fortbewegt wird. Die
Bewegung erfolgt damit in der z-Achse. Hingegen bewegt sich die Probenplattform
wahrend der Messung durch Abrasterung mit dem Laser in der x- und y-Achse. Die
tatsachliche Scanaufldsung bestimmt die Pixelbreite bzw. -héhe (x,y) und damit die
Scanschrittweiten der Probenplattform. Diese GrofRen sind feste Werte, die Uber die
Steuerungssoftware (Master Control Programm) flr die Quelle eingestellt werden. Die
Pixelformen wurden fur diese Versuche quadratisch (x = y) eingestellt und es wurden

zu Testzwecken die Auflosungen 5, 20 und 50 ym ausprobiert. Vor dem Beginn der
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MALDI-MSI Messungen wurden die Laserspotbreiten bezuglich der gewahlten
Scanauflésungen angepasst. Zumal die auf die Probenoberflache projizierten
Laserspots eine leicht ovale Form besitzen, wurden die Laserspotbreiten so
eingestellt, dass bei der Messung leichtes ,Oversampling® (Uberlappen der Laserpots)
auftrat. Der Grund war, dass beim Abrastern der Probenoberflache mdglichst wenige
Gaps zwischen den Spots generiert werden sollten. Die Werte fur die tatsachlich
eingestellten Laserspotbreiten waren damit ein wenig hoher als die in das Master
Control Programm eingegebenen Scanauflosungen. Mikroskopische Untersuchungen
ergaben fur die horizontale Breite der Laserspots einen Durchmesser von ca. 21 — 23
pm. Die Angabe eines genauen Wertes wird allerdings durch die
Oberflachenmorphologie (Leberschnitt + Matrix) erschwert, da die Grenzen der
Ausdehnungen der Spots auch unter dem Mikroskop nicht eindeutig zu erkennen
waren. Wird mit dem ,,Oversampling” Modus gemessen, muss berucksichtigt werden,
dass es dadurch logischerweise zur Streckung des lonendichtebildes relativ zur
tatsachlich vermessenen Leberoberflache kommt. Dieser Sachverhalt muss bei der
Superposition der Bilder beachtet werden; manuelle Anpassungen bei der
Bildbearbeitung sind damit erforderlich (Sezgin 2014).

Es ist wichtig zu erwahnen, dass die Frage nach der optimalen Auswahl der lateralen
Scanauflosung sich stets an der zu beantwortenden Fragestellung orientiert: Inwieweit
sollen Strukturelemente auf dem biologischen Praparat aufgelost werden und dabei
noch hinreichende Signalintensitaten (hohes Signal/Rausch-Verhaltnis, falls
Signalrauschen existent) der Analyten erhalten werden. Im Rahmen dieser Arbeit war
das Ziel APAP und seine Metaboliten und Addukte, insbesondere das APAP-GSH
Konjugat, zu detektieren und durch die Projektion auf die CYP2E1 gefarbten
pericentralen oder periportalen Leberlappenzonen der Leberoberflache zuzuweisen,
um distinktive Verteilungen bzgl. der Metaboliten und Addukte vom APAP zu
erforschen. Zusatzlich sollte das Imaging fur unter MALDI-Bedingungen gut

ionisierende Gallensauren (TCS und TCDS) erfolgen.

Fir das Experiment wurden wiederum Leberproben verwendet, die von
Versuchstieren nach 30 min APAP Injektion (300 mg kg' Korpergewicht) erhalten
wurden, zumal die hochsten Signalintensitaten fir APAP Metaboliten in diesem

Zeitpunkt vermutet wurden.
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Erwartungsgemal® waren die Signalausbeuten (lon Counts) fur die betrachteten
Analyten bei einer Scanauflésung von 5 pm signifikant niedriger als bei 50 pm.
Beispielsweise lag die Durchschnittsintensitat fr APAP bei 5 um um den Faktor von
ca. 50 niedriger als bei der 50 ym Scanauflosung, wahrend vieler der APAP
Folgeprodukte (APAP-GLC, APAP-SUL, APAP-GSH) und das GSH unter das
Detektionslimit (LOD, engl. limit of detection) fielen. Detektiert werden konnten bei der
héchsten Auflésung folglich nur APAP, TCS und TCDS. Bei 50 um Scanauflésung
konnten keine distinktiven Verteilungen beobachtet werden, sodass die Entscheidung
am Ende auf Scanauflosung von 20 um fiel. Diese Einstellung war ein guter
Kompromiss flr hinreichende Signalintensitaten und der reproduzierbaren und
verlasslichen Abbildung von Zonen mit signalfreien und signalenthaltenden Flachen

innerhalb eines Leberlobuls (Sezgin 2018).

2.3.4 Untersuchung von Signalinterferenzen und Artefakten auf dem

Lebergewebe

Die Voruntersuchungen in Kapitel 2.3.1 haben lediglich Signalinterferenzen fur APAP-
GSH und GSH aufgezeigt, wenn HCCA als Matrix verwendet wurde. Unter
Berucksichtigung dieser Interferenzen und der Signalintensitaten (der Analyten)
wurden adaquate Matrix-Losungsmittelsysteme fiir die bildgebenden MALDI Versuche
ausgewahlt. Dieses Prescreening auf der Metallplatte liefert zwar wesentliche
Informationen Uber die lonisationseffizienz der untersuchten Analyten mit dem
jeweiligen Matrix-Losungsmittelsystem, ist aber nur bedingt geeignet, um das

tatsachliche lonisationsverhalten der Analyten auf realem Gewebe zu simulieren.

Von daher wurden im nachsten Schritt Leberschnitte von Mausen ohne APAP Injektion
(Negativkontrollen) und von Mausen nach 30 min APAP Injektion (Positivkontrollen)
geschnitten, mit den selektierten Matrices bespriht und durch MALDI-MSI Messungen

miteinander verglichen.

Die raumliche (spatiale) Auflosung wurde wie unter Kapitel 2.3.3 beschrieben wurde,
auf 20 ym eingestellt und die Laserspotbreiten manuell so fokussiert, dass sie bei der

gewahlten Scanauflésung leicht tGberlappten.

63



Zur Untersuchung von Masseninterferenzen wurde ein Isolationsfenster von £ 10 ppm
fir die Massenextraktion aus dem TIC verwendet. Bekanntlich erlaubt die Performance
des Q-Exactive MS bei interner Kalibrierung Massengenauigkeiten von < 1 ppm
(Quadratisches Mittel). Trotzdem wurde ein deutlich groRerer Richtwert ausgewahlt.
Der Beweggrund dafur war, dass ein intraweek und daruber hinaus stabiles MALDI-
MSI Screening Verfahren flr den Durchsatz mdglichst vieler Leberproben entwickelt
werden sollte, welches standiges Nachkalibrieren des Massenspektrometers nicht
erforderte. Ein System, dass im Vorneherein so optimiert wurde, dass
Masseninterferenzen bis £ 10 ppm ausschlossen werden konnten, wirde damit eine
langere Langzeitstabilitat aufweisen. Zudem wurden im realen Experiment

Massenabweichungen > 10 ppm selbst intramonth nicht beobachtet.

Zur Generierung von nicht-normalisierten und von auf den TIC normalisierten
lonendichtebildern wurden die Rohdaten mit dem Programm ImageQuest (v. 1.1.0.54)
von Thermo Fisher Scientific (Bremen, Deutschland) prozessiert. Diese Bilder dienten
zum Screening der untersuchten Analyten. Mit dem Programm MSIReader (v. 0.09)
(Robichaud 2013) erfolgte die Auswahl der ROIs und deren statistische Auswertung.
Zuvor mussten dazu Q-Exactive MS Rohdaten mit dem raw converter Tool von Image
Quest in imzML Formate umgewandelt und exportiert werden. Details zu den
Einstellungen der MALDI-MSI Messparameter und zur Auswertung von MALDI-MSI
Rohdaten sind in Kapitel 5.4 beschrieben (Sezgin 2018).

Im Prescreening-Verfahren wurden nennenswerte Signalinterferenzen fir GSH und
APAP-GSH mit HCCA beobachtet und damit HCCA als Matrix fur die Detektion dieser
Substanzen zunachst ausgeschlossen. Fur die anderen Paarungen ergaben sich
keine Masseninterferenzen, wenn Reinlésungen von Analyten verwendet, die
Kristallisation auf einer Metalloberflache durchgeflihrt und von dieser Oberflache aus

gemessen wurde.

Bei einem biologischen Praparat (reales biologisches System), wie sie von der
Oberflache einer Mausleberschnittprobe vorgegeben wird, kdnnten unter bestimmten
Umstanden Masseninterferenzen und Signalsuppressionen fur Analyt/Matrix-Systeme
auftreten, die vorher im artifiziellen Prescreening-Verfahren nicht beobachtet wurden.
Denkbar sind dabei folgende Szenarien, die zu den oben genannten Effekten fuhren

konnten:
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e Masseninterferenzen durch endogene Biomolekille und anorganische Salze
(lonen)

e Masseninterferenzen durch Bildung von Matrix-Biomolekul-Fragmenten und —
Addukten und Matrixionen/-Addukten

¢ Einfluss der Probenoberflache und des Sprayverfahrens auf die Kristallisation
der Matrix; Bildung von masseninterferierenden Matrixaddukten und —
fragmenten, die im Prescreening Experiment (Premixverfahren) nicht auftraten

¢ |onensuppressionseffekte (Signalquenching) durch endogene Biomolekiile
und anorganische Salze (lonen), primar durch konkurrierende Besetzung
(Adsorption) an freie Matrixkristalloberflachen bzw. Inkorporation in freie
Kristallgitterplatze

e Langere Messungen beim MALDI-MSI Verfahren verglichen zu zufallig und in
kurzen Zeitintervallen penetrierten Proben beim MALDI-MS Prescreening
Verfahren machen das Auftreten von Masseninterferenzen beim bildgebenden

Experiment wahrscheinlicher.

In den Abbildungen 23A werden die Vergleiche der Negativ- und Positivkontrollen fur
die Analyt/Matrix-Systeme und lonisationsmodi APAP/HCCA (+), APAP-GLC/HCCA
(+), APAP-GLC/MBT (-), APAP-SUL/MBT (-) und APAP-GSH/MBT (-) demonstriert:
Fir die Negativkontrollen konnten dabei keine nennenswerten Signalinterferenzen

(Rauschen [Noise]) beobachtet werden.

GSH und fur die Gallensauren wurden von diesem Vergleich ausgeschlossen, zumal
diese Substanzen bereits native in der Saugetierleber vorkommen und
erwartungsgemal vom Negativkontrollgewebe detektiert werden sollten. Fir diese
Substanzen lasst sich daher nicht mit Gewissheit die Héhe des Signalrauschens

determinieren.

Die Robustheit der optimierten Systeme wurde jeweils fur die Negativ- und
Positivkontrollen mit vier Gewebsschnitten aus vier unterschiedlichen Mausen getestet

und konnte bestatigt werden.

Im danach folgenden Experiment wurden APAP, APAP-SUL, APAP-GLC, APAP-GSH,
APAP-NAC und GSH enthaltende Tropfen aus Losungen mit einer Konzentration von
100 ug mL™" in Methanol bzw. H20 (nur GSH) auf Negativkontrollgewebe platziert und

die Proben nach der Matrixapplikation gemessen. Ziel war es zu untersuchen, ob
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Artefakte bzw. lonentibergange bezogen auf die Analyten beispielsweise durch In-
Source-Fragmentierung bei der MALDI-lonisation entstehen. Die Betrachtung der
Artefakt Bildung ist deshalb vonndéten, weil in MALDI-MS(l) Experimenten die
chromatographische Dimension, wie bei GC oder (HP)LC Versuchen, fehlt. Somit kann
im selben Scanereignis eine Signaluberlappung vom Analyten und von Artefakten

nicht aufgetrennt werden kann.
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Abbildung 23: Untersuchung von Masseninterferenzen und Artefaktbildung

23A: Vergleich der Negativ- mit Positivkontrollen zur Untersuchung des Signalrauschens
bzw. von Masseninterferenzen fur Aa: APAP/HCCA (+), Ab: APAP-GLC/HCCA (+), Ac:
APAP-GLC/MBT (-), Ad: APAP-SUL/MBT (-) und Ae:APAP-GSH/MBT(-). n = 4 Schnitte (von
unterschiedlichen Negativ- oder Positivkontrollmausen). 23B: MALDI-MSI Abbildungen der
Analyt-enthaltenden Tropfen auf Negativkontroll-Gewebe zur Untersuchung von Artefakten
fur Messungen im (+)-Modus mit HCCA als Matrix. Dargestellt sind die zu den
monoisotopischen Massen korrespondierenden lonendichtebilder fur APAP [M+K]*: m/z
190,0264, APAP-GLC [M+K]": m/z 366,0585, APAP-GSH [M+K]": m/z 495,0946, 3-CYS-
APAP [M+K]": m/z 309,0305. 23C: MALDI-MSI Abbildungen der Analyt-enthaltenden
Tropfen auf Negativkontroll-Gewebe zur Untersuchung von Artefakten flir Messungen im (-)-
Modus mit MBT als Matrix. Dargestellt sind die zu den monoisotopischen Massen
korrespondierenden lonendichtebilder fir APAP [M-H]: m/z 150,0560, APAP-GLC [M-H]~
m/z 326,0881, APAP-SUL [M-H]: m/z 230,0128, APAP-GSH [M-H]: m/z 455,1242, APAP-
NAC [M-H]: m/z 311,0707. Die in den Abbildungen markierten Tropfenflachen wurden als
.regions of interest“ (ROI) ausgewahlt und die Massenisolation erfolgte mit £ 10 ppm (Sezgin
2018).
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Die Untersuchung wurde sowohl fur die Applikation von HCCA(+) (s. Abb. 23B) als
auch MBT(-) (s. Abb. 23C) durchgeflhrt.

Die gemittelten Signalintensitaten wurden auf die hochste Signalintensitat (100 %)

normiert und sind in der Tabelle 2 zusammengefasst dargestellt.

Anhand des Experiments ist erkennbar, dass von APAP ausgehend keine
Signalinterferenzen fur APAP-Konjugate und Metabolite entstanden waren. Aus
APAP-GLC konnte durch Fragmentierung in der lonisationskammer ein geringer Anteil
an APAP-Signalen (ca. 15 % verglichen zum Hauptsignal im positiven Modus) erzeugt
werden. Die Entstehung von APAP aus APAP-GLC im negativen Modus war
vernachlassigbar, wahrend ca. 13 % APAP verglichen zum APAP-SUL Signal aus
APAP-SUL gebildet wurden. Erwahnenswert ist zudem die Entstehung von APAP-
CYS Signalen aus APAP-GSH (ca. 21 % im positiven Modus). Mit APAP-CYS
korrespondierende Signale sind aber insoweit unproblematisch, zumal APAP-CYS
(und ebenso APAP-NAC) in den nachfolgenden MALDI-MSI Experimenten nicht
untersucht wurden. Vorversuche hatten hier gezeigt, dass zu diesen Substanzen
korrespondierende Signale haufig unter dem Detektionslimit lagen bzw. kein
eindeutiger Trend fur deren Verteilungen in den kinetischen wie auch dosisabhangigen
Experimenten beobachtet werden konnten. SchlieRlich konnte noch ein geringer Tell
des ionisierten APAP-GSHs durch lon-Source Fragmentierung in das APAP-SUL (ca.
10 %) bzw. APAP-NAC (ca. 7 %) Ubergehen. Zusammenfassend kann aus der
Kreuztabelle gefolgert werden, dass die Artefakt Bildung relativ gering ausfiel

(relevante Artefakte: < 15 % verglichen zum Hauptsignal).

Um lonenudbergange bzw. Artefaktbildung zu erkennen wurde in diesem Experiment
eine relativ hohe Konzentration der Analyten auf dem Gewebe angebracht, um
erheblich Uber dem Detektionslimit zu arbeiten und Artefakte deutlich erkennen zu
kénnen. Die On-Target Stoffmenge betrug z.B. fir das APAP ca. 600
pmol/Tropfenflache. Nimmt man flr den Tropfen eine annahernd kreisférmige Form
und einen durchschnittlichen Radius von ca. 1000 ym an, so ist die On-Target-
Stoffmengenkonzentration bezogen auf die Tropfenflache bei ca. 800 fmol/mm?. Die
Sensitivitaten in einem MALDI Experiment liegen aber flr die meisten Analyten in der
Regel im niedrigen fmol-, bei Molekulen mit hoher lonisationsgute sogar im amol-
Bereich (s. Kapitel 6.1.2). Das Experiment ist daher als semi-artifiziell anzusehen; es
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ist zu erwarten, dass das Auftreten von In-Source Fragmenten im realen MALDI-MSI
Experiment deutlich geringer ausfallen wird und damit die Wahrscheinlichkeit die in

geringen Prozentwerten auftretenden lonenubergange zu beobachten.

Tabelle 2: Gemittelte relative Signalintensitaten aus den TIC-normalisierten
Durchschnittssignalintensitaten der Tropfenflachen (n = 3) geordnet nach Artefakten aus den
jeweiligen Analyten

lonendichtebilder wurden mit ROI selektiert. Es wurde in den jeweiligen Zeilen auf das Signal
in den grau unterlegten Feldern normiert (= 100 %). Massenisolation: = 10 ppm (Sezgin

2018)
Matris/ | o | APAP | ApaP- | APAP- Aan | AR | Arae
Polaritit [%] | GLC[%] | SUL [%] (%] (%] (%]
HCCA/(+) | APAP | 1000 | 00 0.0 0.0 0.0 0.0
HCCA/(+) | APAP-GLC | 14.7 | 1000 | 00 0.0 0.0 0.0
HCCA/(+) | APAP-SUL |~ 00 | 1000 | 00 0.0 0.0
HCCA/(+) | APAP-GSH | 08 0.0 00 | 1000 | 211 0.0
HCCA/(+) | APAP-NAC | 0.0 0.0 0.0 0.0 041 | 1000
MBT/() | APAP | 1000 | 00 0.0 0.0 0.0 0.0
MBT/(-) | APAP-GLC | 08 | 1000 | 00 0.0 0.0 0.0
MBT/(-) | APAP-SUL | 126 | 00 | 1000 | 00 0.0 0.0
MBT/(-) | APAP-GSH | 0.1 0.0 99 | 1000 | 37 0.0
MBT/(-) | APAP-NAC | 0.1 0.0 6.6 0.0 01 | 100.0

* APAP-SUL konnte im positiven lonenmodus nicht detektiert werden. Die durchschnittliche
Signalintensitat lag fur das APAP Artefakt bei 7E3 ion counts.

Um Verzerrungen in den lonendichtebildern, die durch Artefakt Bildung aus den
anderen Metaboliten hervorgerufen werden kdnnten, methodisch ausschliellen zu
kénnen, kénnen die spatialen Verteilungen der Stoffe untersucht und untereinander
verglichen werden. Werden Dbeispielsweise Iokale Hot-Spots (hdéchste
Signalintensitaten) von APAP-GSH registriert, so kdbnnen im nachsten Schritt APAP-
SUL Signale (ca. 10 % Ubergang im negativen Modus von APAP-GSH > APAP-SUL)
genau in diesem Bereich angeschaut werden. Weisen die Signalmuster (Pixel) und
Intensitatsverteilungen von APAP-SUL keine ahnlichen Muster wie das vermeintliche
Parent lon (APAP-GSH) auf, so kann mit grof3er Wahrscheinlichkeit davon
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ausgegangen werden, dass auch im Ubrigen Areal des lonendichtebildes keine

Verzerrungen durch Artefakt Bildung auftreten werden.

2.3.5 Zusammenfassung der Optimierungsversuche fiir die MALDI-MSI

Experimente

Es konnte eine robuste MALDI-MSI Methode entwickelt und anhand von vier
Gewebsschnitten von jeweils vier Negativ- (Mause ohne APAP-Injektion) und vier
Positivkontrollen (Mause mit APAP-Injektion, Gewebeentnahme nach 30 min)
erfolgreich getestet werden. Flr die gewahlten Matrix-Losungsmittelsysteme und
Praparationsmethoden wurden bzgl. APAP und seiner Biotransformationsprodukte
keine signifikanten Hintergrundsignale gemessen. Damit entfallt ein Signal-Denoising
und die minimale Skalierung der Analytintensitaten konnen auf sehr niedrige Niveaus
eingestellt werden. Dies hat den Vorteil, dass positiv richtige Signale mit niedriger
Intensitat nicht aus den lonendichtebildern eliminiert werden mussen, das nahezu
gesamte Intensitatsspektrum der Analytsignale wird damit erfasst. Leberproben
konnten mit Schnittdicken zwischen 3 — 5 ym reproduzierbar geschnitten werden. Im
Experiment wurden Leberschnittproben fur das MALDI-MSI Experiment und die
histochemischen Farbungen CYP2E1 und H&E generiert. Die Leberschnitte fir das
MALDI-MSI Experiment und fur die CYP2E1 Farbung wurden dabei seriell, d.h.
nacheinander geschnitten, um eine Superposition von lonendichte- und
histochemischen Bildern zu ermoglichen. Die ausgewahlte Pixelauflosung lag bei 20
Mm und es wurde mit leichtem Overlapping gemessen. Die Messzeiten pro
Gewebsschnitt lagen zwischen 1.5 — 3 h. Zur Messung und semi-Quantifizierung der
Signale in den darauffolgenden MALDI-MSI Experimenten wurden die Gewebsproben
entweder mit HCCA [7 mg mL™" in AcN:H20 (1:1, v/v) + 0,2 % TFS] bespriiht, um die
Analyten APAP und APAP-GLC zu untersuchen. Fur die Gallensauren wie z.B. TCA,
fur APAP-SUL, APAP-GSH und GSH wurde hingegen mit MBT [5 mg mL™" in
Aceton:H20 (4:1) (v/v)] bespruht. Die Sprayparameter wurden wie folgt optimiert:
HCCA wurde fiir 20 min mit 22 yL min-! Matrixfluss, 4 L min-' Gasfluss and 300 rpm
Drehgeschwindigkeit gesprayt. Das Besprihen mit MBT erfolgte fur fur 15 min und
einem reduzierten Matrixfluss von 17 uL min-'. Eine intensive Artefaktbildung konnte

fur die untersuchten Analyten nicht beobachtet werden.
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2.4 Entwicklung einer quantitativen HPLC-Messmethode zur Quantifizierung

von APAP und seinen Transformationsprodukten sowie der Gallensauren

Zur Quantifizierung von APAP, APAP-GLC, APAP-SUL, APAP-OME, APAP-GSH,
APAP-CYS, APAP-NAC und TCS wurde eine HPLC-ESI-MS Methode auf einem
hochaufgeldsten Orbitrap XL™ Massenspektrometer von Thermo Scientific (Bremen,
Deutschland) entwickelt, um diese Substanzen in Plasmaproben von Mausen zu

quantifizieren.

Eine HPLC-ESI-MS/MS Methode aus der Literatur, bei der APAP, APAP-GLC, APAP-
SUL, APAP-GSH, APAP-CYS und APAP-NAC aus humanen Plasma- und Urinproben
quantifiziert wurden, existierte bereits. In dieser Arbeit wurde APAP-D4 als Interner
Standard zur Quantifizierung von APAP und APAP-SUL-D3 zur Quantifizierung der
Ubrigen Metabolite verwendet: Die Chromatographie beruhte auf einer RP-Phasen
Chromatographie mit einer Agilent Poroshell 120 EC-C18 Saule (Cook 2015).

Ausgehend von den Informationen aus der Literatur wurden daher verschiedene im
eigenen Labor verfigbare C18 Phasen zur Retention der oben genannten Analyten
wie auch APAP-OME und der Gallensauren TCS und TCDS gestestet. Es kamen
dabei Hartkern-Silica-Phasen wie die Nucleoshell® RP 18 und RP18Plus (Macherey-
Nagel, Duren, Deutschland) und Kinetix Coreshell® RP 18 (Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland) ebenso wie komplett porése Standard C18-Phasen wie
die Nucleodur® C18 Gravity (Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) und die LUNA®
C18 (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland). Allerdings konnte mit keiner der
oben genannten Phasen zufriedenstellende Ergebnisse flr die Peakformen und
Retentionszeiten der untersuchten Analyten erhalten werden (Ergebnisse nicht
gezeigt), zumal eine breite Palette von Substanzen in einer Multimethode analysiert
wurde, die unterschiedliche Polaritaten aufwiesen. Die Wahl fir die
Methodenoptimierung fiel auf die Nucleodur® HILIC Saule (3 ym, 110 A, 150%2 mm,
3 um) von Macherey-Nagel (Duren, Deutschland). Mit dieser Chromatograhieart und
—phase konnten optimale und robuste Chromatographiebedingungen zur

Quantifizierung der Substanzen werhalten werden.

Als interne Standards wurden fur APAP das APAP-D4, fur APAP-GLC, APAP-SUL,
APAP-CYS und APAP-OME das APAP-SUL-D3, fir APAP-GSH das APAP-GSH-D3
und fur TCS und TCDS, die TCS-D5 verwendet.
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Stocklosungen der Referenzstandards APAP und seiner Metaboliten und von TCS und
TCDS wurden mit Ausnahme von APAP-GSH mit einer Konzentration von 200 ug mL-
' in Methanol angesetzt. APAP-GSH wurde mit 50 ug mL-'in Methanol und einem 17
%-igem bidestilliertem Wasseranteil angesetzt. Stocklésungen fur Interne Standards
wurden wie folgt angesetzt: APAP-D4 und TCS-D5 wurden analog wie die
Referenzstandards APAP und TCS angesetzt, APAP-SUL-D3 mit 100 uyg mL-'in einer
Mischung aus Methanol und bidestillietem Wasser (Wasseranteil: 5,8 Vol.-%) und
APAP-GSH-D3 mit einer Konzentration von 25 ug mL™" in Methanol und bidestilliertem
Wasser (Wasseranteil: 17.0 %). Die Lagerung der Stocklosungen erfolgte in 12 mL
Braunglasflaschen bei -20 °C. Die Lé6sungen wurden in einem Zeitraum von 3 Monaten

verwendet.

Kalibrierlosungen wurden aus den Stockldsungen bzw. aus Verdlinnungen von
Stocklésungen in 1,5 mL Braunglas-HPLC Behaltnissen angesetzt. Der angesetzte
Konzentrationsbereich umfasste 0,02 bis 15 yg mL"'. Diese Ldsungen wurden
anschlieend mit einer Mixlosung aus den Stocklosungen von den internen Standards

mit 1 ug mL-" versetzt.

Der Wasseranteil in jeder Kalibrierldsung wurde so eingestellt, dass sie 6 Vol.-%
betrug. Das Hinzufuigen dieses Wasseranteils verhinderte zum einen das Entstehen
von Doppelpeaks fur APAP und APAP-OME fur die gewahlte chromatographische
Methode und zum anderen konnten die Signalintensitaten fur APAP-GSH gesteigert
werden. Ein noch hoherer Wasseranteil wirkte sich allerdings wiederum
kontraproduktiv auf die Peakformen von APAP und APAP-OME aus.

Die Plasmaproben wurden hingegen nach ihrer Prozessierung mit 12 Vol.-% Wasser
enthaltendem AcN aufgenommen, um optimale Chromatographiebedingungen zu

gewahrleisten (s. Kapitel 5.5.1).

Die HILIC vereint sowohl Charakteristika einer Normal- als auch einer
Umkehrphasenchromatographie und kommt vor allem bei der Trennung von polaren
Substanzen zum Einsatz. Es werden stationare hydrophil funktionalisierte
Silicaphasen eingesetzt. Durch die zu einem gewissen Prozentsatz Wasser
enthaltende mobile Phase wird eine Wasserschicht auf der stationaren Phase erzeugt.
Zwischen dieser Wasserschicht und der mobilen wasserarmeren Phase verteilen sich

die zurlckgehaltenen Substanzen. Das System ist damit vergleichbar mit einer
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Flussig-Flussig-Verteilungschromatographie, wobei auch geringfugig
Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatische und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
eine Rolle spielen kénnen. Im Gegensatz zur normalen RP wird der
chromatographische Gradient mit einem hoheren Organikanteil (zumeist Acetonitril)
gestartet, welcher Uber die Zeit abnimmt. Daraus resultiert, dass polare Substanzen

spater eluieren als weniger polare (Hemstrom 2006).

Die in diesem Fall eingesetzte Phase basiert auf Silicagel (Grundgerust). Die
Oberflache wurde aber fur polare Wechselwirkungen mit Ammonium-Sulfonsaure

Gruppen modifiziert.

Der optimierte chromatographische Gradient fur die analytischen Messungen, der
Gradient fir nach 10 analytischen Messungen erfolgten Waschschritts und weitere
methodische HPLC-MS Parameter sind in Kapitel 5.5.2 dargestellt.

Das verglichen zu den Uber HPLC-MS quantifizierten Substanzen deutlich polarere
und nur in hohen Wasseranteilen losliche GSH lie3 sich mit den optimierten
chromatographischen Bedingungen nicht zufriedenstellend aus dem Blutplasma
messen (Schmieren Uber die Saule, starkes Peaktailing) und wurde daher von der

Quantifizierung ausgeschlossen.

Fur die quantitative LC-MS/MS Analyse von GSH aus Homogenatlésungen von
Lebergewebsproben wurde auf eine Methode aus der Literatur zurtckgegriffen (New
2008). Der Messauftrag wurde im Helmholtz-Zentrum fur Umweltforschung (UFZ)
ausgefuhrt. Die Ergebnisse wurden von der IfaDo Dortmund (Dr. Ahmed Ghallab) fir
die Publikation und die vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt.

Es wurde fur die Messungen der positive lonenmodus ausgewahlt, zumal beobachtet
wurde, dass APAP um ca. den Faktor 100 schlechter im negativen lonenmodus
ionisiert, obwohl der negative lonenmodus aufgrund besserer Ladungsstabilisierung
zu einem Gain in den Intensitaten der Gallensauren, von APAP-SUL und APAP-GSH
fuhrte. Das sich aber alle Substanzen bei der HPLC-MS hinreichend gut im positiven
Modus ionisieren liel3en, der Intensitatsabfall beim APAP aber enorm ist, wurde der
positive lonenmodus ausgewahlt, um alle Substanzen simultan in einem Probenlauf

messen zu konnen.
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Nachfolgend sind die HPLC-MS Chromatogramme der analysierten Substanzen aus
dem Blutplasma der Mause dargestellt. Die Peaks aus den Analyseproben wurden mit
den Referenzstandards der Substanzen Uber die Rt und Uber die korrespondierenden
HR-Massen mit + 2 ppm zugeordnet (Abb. 24 — 26).

In einer Tabelle sind die im HPLC-MS quantifizierten Substanzen ist im Kapitel 5.5.2

aufgelistet.
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Abbildung 24: XICs der Substanzen APAP, APAP-D4, APAP-SUL, APAP-SUL-D3, APAP-
GLC gemessen aus einer Blutplasmaprobe von der Portalvene einer Maus

Positivkontrolle: 30 min nach APAP-Injektion (Sezgin 2018).
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Abbildung 25: XICs der Substanzen APAP-OME, APAP-NAC, APAP-CYS, APAP-GSH,
APAP-GSH-D3 gemessen aus einer Blutplasmaprobe von der Portalvene einer Maus

Positivkontrolle: 30 min nach APAP-Injektion (Sezgin 2018).

1380
e TCs

[M+NH,J*
miz533,3254 08

NL: 1,56E7

=
Ll

]

%
o TCDS

7 [M+NH,J*
7 m/z517,3305

NL: 9,56E5 1226

1368
L TCS-D5

] [M+NH,]*
0 miz538,3568
NL: 1,56E7

] s 10 15 20 25
Time (min)

Abbildung 26: XICs der Substanzen TCS, TCDS und TCS-D5 gemessen aus einer
Blutplasmaprobe von der Portalvene einer Maus

Positivkontrolle: 30 min nach APAP-Injektion
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2.5 Konzeption des kinetischen und dosisabhangigen Experiments

Die im folgenden beschriebenen Versuche, worauf sich diese Arbeit im Kern bezieht,
beleuchten die Metabolisierung und Hepatotoxizitat von APAP in der fruhen Phase (bis
8 h) nach der APAP Injektion in Mauselebern mithilfe histochemischer und auf

Massenspektrometrie basierenden Techniken.

Im Tiermodellversuch wurden dabei Inzuchtstamme von CS57BL/6 (black)

Labormausen verwendet.

Primar stehen die bildgebenden MALDI-MS Arbeiten im Vordergrund. Wie schon im
Kapitel 1.6 beschrieben wurde, wurden bis zur Veroffentlichung von Teilen dieser
Arbeit, keine abstrakten analytischen Daten erhoben, die APAP und seine
Biotransformationsprodukte beziglich ihrer raumlich-zeitlichen Verteilung im

Mauselebergewebe direkt tracken lieRen.

Semiquantitative Ergebnisse aus den MALDI Imaging Versuchen werden mit den
Ergebnissen der histochemischen Farbungen (CYP2E1 und H & E) und den
quantitativen Messungen von APAP, seinen Metaboliten und Addukten und von den
Gallensauren TCS und TCDS aus dem Blutplasma, welches den Mausen von der
Herzarterie, der hepatischen Portalvene und der Portalvene entnommen worden ist,

verglichen.
Das Experiment kann dabei in zwei Teile gegliedert werden:

Das kinetische Experiment befasste sich mit der rdumlich-zeitlichen Verteilung von
APAP, seinen Biotransformationsprodukten und dem Einfluss der APAP Intoxikation
auf den Gallensauretransport in der Mauseleber von Mausen denen eine Dosis von
300 mg kg Korpergewicht intraperitoneal verabreicht wurde. Leber- und Blutproben
wurden anschlieRend nach 0%, 5, 15, 30, 60, 120, 240 und 480 min nach der APAP-
Injektion enthommen. Die 0* min Probe bedeutet hierbei, dass die Beprobung des

Versuchstiers direkt nach der APAP-Injektion durchgeflihrt wurde.

Um zusatzliche Erkenntnisse hinsichtlich der Pathologie durch APAP Intoxikation und
Metabolisierung zu gewinnen, wurden begleitende Versuche und Untersuchungen
bezlglich des kinetischen Experiments durchgefuhrt. Diese beinhalten die
Bestimmung der Glutathion-Konzentrationen aus Leberhomogenaten und der

Transaminase-Werte und makropathologische Aufnahmen von sezierten
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Versuchstieren. Mit den Daten aus dem quantitativen HPLC-MS Experiment wurden

zudem pharmakokinetische Berechnungen durchgefihrt.

Im dosisabhangigen Experiment wurden die Versuchstiere ausschlie3lich bei 30 min
nach der APAP-Zugabe beprobt, allerdings mit unterschiedlichen APAP-Dosagen:
einer relativ niedrigen Dosis bei 54 mg kg™ Kérpergewicht, bei der keine Leberschaden
zu erwarten sind, bei 167 mg kg' Korpergewicht, bei der geringwertig
Vergiftungserscheinungen auftreten konnen und einer sehr hohen, deutlich Uber der

LD50 (oral) liegenden Dosis von 500 mg kg™ Kérpergewicht.
FUr jeden Datenpunkt wurden 3 — 5 Versuchstiere beprobt.

In der Abbildung 27 sind die Experimente schematisch dargestellt worden.

APAP
Sitimalkg Kinetisches Experiment
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Abbildung 27: Darstellung des kinetischen und dosisabhangigen Experiments
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3. Kinetisches und dosisabhangiges Experiment
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3.1 Kinetisches Experiment
3.1.1 Makropathologie

Um einen Eindruck von der Leberschadigung zu bekommen, wurden von den Lebern
der sezierten Versuchstiere, denen APAP mit einer sehr hohen Dosis (450 mg kg™
/Kérpergewicht) deutlich Gber der LD50 (oral) in den Bauchfellraum injiziert wurde,
frontale Bilder per Kamera in den Zeitpunkten 0, 1, 6 und 12 h nach der APAP-Injektion
aufgenommen (s. Abb. 28).

Abbildung 28: Makropathologie von Versuchstieren mit einer verabreichten APAP-Dosis
von 450 mg kg™

Erfassungszeitraum zwischen 0* - 12 h (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Ahmed
Ghallab [ehem. IfaDo])

Die durch die APAP Intoxikation verursachten Veranderungen an der Leber sind
insbesondere in den Zeitpunkten 6 und 12 h gut zu erkennen. Im Vergleich zur intakten
Leber (0 h) bildeten sich helle wabenartige Strukturen (Punktierungen) aus; die zuvor
intensiv dunkelrote Kolorierung der Leber nahm durch die Vielzahl der Punktierungen
ab und wirkte so insgesamt vor allem nach 12 h deutlich blasser. Die ersten
Veranderungen (Schaden) an der Leber traten bei genauer Beobachtung bereits nach
1 h nach der APAP Injektion auf.
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3.1.2 Hamatoxylin und Eosin Farbung

Mit histochemischen Farbungen wie der H&E-Farbung lieRen sich Schaden an den
Leberzellen bedingt durch die Hepatotoxizitat von Acetaminophen histologisch
darstellen. In Abbildung 29A sind gefarbte Leberschnitte fur das kinetische Experiment
(0 —480 min), bei dem eine Dosis von 300 mg kg-! APAP eingesetzt wurde, dargestellt.
In der Mitte der gewahlten Ausschnitte befindet sich jeweils eine Zentralvene, um die
pericentrale Schadigung festzuhalten. Erste Schaden in den betrachteten Zeitpunkten
wurden fur 60 min nach APAP Applikation beobachtet. Pericentrale Schaden weiteten
sich in den nachfolgenden Zeitpunkten weiter peripher aus und manifestierten sich
durch Zellkernfragmentierung und Abnahme der Eosin Intensitat in den betroffenen
Bereichen. Intakte Hepatozyten um pericentrale Zonen waren zum Zeitpunkt 480 min
kaum noch auffindbar (Sezgin 2018).

3.1.3 CYP2E1 immunhistochemische Farbung

Da einer der hauptsachlich an der Oxidation des APAPs beteiligten Enzyme, namlich
das CYP2E1 Enzym, vorwiegend in den pericentralen Zonen des Lebergewebes
lokalisiert ist, lie3en sich mit der entsprechenden Antikdrperimmunfarbung pericentrale
Bereiche des Lebergewebes gut zuordnen (s. Abb. 29B). In den dargestellten
Abbildungen ist zudem gut zu erkennen, dass sich die braunlich-rétliche Farbung
(CYP2E1 positiv) im kinetischen Experiment von 0 min — 480 min abgeschwacht hat.
Zellschaden waren mit dieser Farbemethode erst ab 120 min erkennbar und tauchten
ausschlieflich innerhalb pericentraler Zonen auf. 480 min nach der APAP Applikation
kam es bei dem uberwiegenden Teil der Hepatozyten in pericentralen Zonen zum
Zelltod. Tote Zellen waren ausschliellich in den pericentralen Zonen erkennbar
(Sezgin 2018).

3.1.4 GSH Konzentration in den Leberhomogenatlosungen

Bereits nach 30 min konnte eine starke Abnahme der GSH Reserven um mehr als
zwei Drittel der ursprunglichen Menge verglichen zu den 0* min Proben beobachtet
werden. Vermutlich wurden demnach nach kurzer Zeit nach der APAP-Injektion

NAPQI bzw. weitere eine Affinitat zur Reaktion mit Glutathion besitzenden Derivate
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des APAPs gebildet. Die GSH Konzentrationsdaten bilden damit eine signifikante

Entgiftungsreaktion des Lebers ab.

Danach verringerten sich die GSH Reserven auf niedrige Niveaus bis 240 min und
erreichten Werte unter 500 uM. Zumal Schaden an den Hepatozyten ab 60 bzw. 120
min beobachtet wurden (H&E und CYP2E1 Farbungen), sind diese Niveaus
offensichtlich als kritisch anzusehen. An dieser Stelle ist die Leber nicht mehr in der

Lage sich flachendeckend zu entgiften.

Ab 480 min zeigte die Untersuchung bei den Survivor Mausen, dass durch die

korpereigene Biosynthese die Vorrate an Glutathion wieder anstiegen.

3.1.5 Transaminaseaktivitat (ALT, AST)

Die Aktivitaten der Transaminaseenzyme im systemischen Blutkreislauf stiegen
signifikant ab 240 min an und erreichten mit 480 min die hdchsten Werte im
betrachteten Zeitfenster. Der Anstieg erfolgte damit zu den Zeitpunkten, bei denen die
Zersetzung der Leberzellen im betrachteten Zeitrahmen am deutlichsten auftrat. Die

experimentelle Vorgehensweise ist im Kapitel 5.7 beschrieben.

80



Skala: 100 pm
C Da Db "
4 1 1200 * 1600 - x
S 3 - = 900 £ _.1200 - 5
E S w =)
T 21 — 600 - 800 -
75} * - [7)]
O 14 * . < 300 << 400 -
0 - 0 0 -
0051 2 4 8 0051 2 4 8 0051 2 4 8
Zeit nach der APAP Zeit nach der APAP Zeit nach der APAP
Injektion [h] Injektion [h] Injektion [h]

Abbildung 29: Toxizitat von APAP in Abhangigkeit von der Zeit nach der APAP-Injektion

Dosis: 300 mg kg™'; Zeitpunkte 0*, 30, 60, 120, 240 und 480 min. 29A: Ergebnisse der H & E
Farbung. 29B: Ergebnisse der CYP2E1 Immunfarbung. 29C: Konzentration von GSH in
Homogenatlésungen vom Lebergewebe (n = 3 Versuchstiere). Werte wurden auf 1 g
Lebergewebe normalisiert. 29D: Aktivitdten der Aminotransferasen im Blutplasma von der
rechten Herzkammer (n = 3 Versuchstiere). Die Signifikanzen sind *t < 0.05,**t < 0.01, ***t <
0.001 verglichen zu den Kontrollen. Fehlerbalken: Standardfehler (Sezgin 2018).
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3.1.6 Quantitative HPLC-Ergebnisse
3.1.6.1 APAP, Metaboliten und Addukte

Die Ergebnisse aus den Quantifizierungen von APAP, seinen Metaboliten und
Addukten sind in der Abbildung 30 dargestellt. Wie schon bereits erwahnt wurde,
wurden Blutproben von drei verschiedenen Stellen von den Versuchstieren
entnommen: Zum einen von den beiden Lebervenen (Leberportalvene bzw.
Leberpfortader und von der hepatischen Vene), die fuir den Zu- und Abfluss von
vendsem Blut zum und von der Leber verantwortlich sind. AuRerdem wurde von der
rechten Herzkammer Blut angezapft, um die systemische Zirkulation der Stoffe

aufzeigen zu kénnen.

Ausgehend von den erhaltenen Konzentrationswerten konnten die Halbwertszeiten flr
APAP, APAP-SUL, APAP-GLC und APAP-NAC berechnet werden (s. Kapitel 6.2.1).

HPLC-MS und MALDI-MSI Daten zum in sehr geringen Mengen gebildeten
Metaboliten APAP-OME kann im Kapitel 6.2.2 eingesehen werden.

Fur den Zeitpunkt 0* min konnten weder fur APAP noch flir seine Metaboliten Signale
detektiert bzw. quantifiziert (< LOQ) werden. Die APAP Konzentration in allen
Blutplasmaproben erreichte nach 15 min die maximal beobachtete Konzentration von
uber 3 mM, allerdings konnten auch bereits nach 5 min hohe Mengen (> 2 mM) im
Blutplasma bestimmt werden. Danach erfolgte ein Abfall der Konzentration. Ab 240
min konnte APAP in den Blutbahnen kaum noch aufgefunden werden. Die
Halbwertszeit betrug ca. 91 min. Die Hauptmetaboliten APAP-GLC und APAP-SUL
entstanden bereits nach 5 min; die maximalen Konzentrationen wurden nach 30 min
nach der APAP Injektion erreicht. APAP-GLC und APAP-SUL konnten mit
vergleichbaren Konzentrationen im Blut aufgefunden werden. Die berechneten
Halbwertszeiten lagen etwas hdher als beim APAP (ca. 94 bzw. 96 min). Fur APAP
und seine Hauptmetaboliten konnte keine Differenzierung zwischen den

Konzentrationswerten bezuglich der Venen und des Herzens aufgezeichnet werden.

Dass keine Unterschiede fir die Hauptmetaboliten resultierten kann maoglicherweise
folgendermalden interpretiert werden: In der Zeit, in der die Metabolisierung erfolgt,
gelangen Metaboliten kontinuierlich in den systemischen Kreislauf und werden nach

Reabsorption wieder in die Leber zurucktransportiert. Die Rate der Metabolisierung
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Abbildung 30: Quantitative HPLC-MS Analyse von APAP, seinen Metaboliten und Addukten
im Blutplasma in Abhangigkeit von der Zeit nach der APAP Injektion

Die Entnahme von Blut erfolgte von der Portal- und hepatischen Vene, sowie von der
rechten Herzkammer (Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 3 Versuchstieren pro
Datenpunkt). *t < 0,05 verglichen zu den entsprechenden Ergebnissen der Portalvenen.
Fehlerbalken: Standardfehler (Sezgin 2018).

von APAP ist offensichtlich nicht hinreichend hoch genug, um Differenzen zwischen
dem vendsen Leberzu- und Leberabfluss mit der Art und Weise der Beprobung und
der analytischen Messmethode abzubilden. Hier musste demnach eine andere

Vorgehensweise uberlegt werden.

83



Sehr geringe Konzentrationen im einstelligen uM- Bereich konnten fur APAP-GSH,
APAP-CYS und APAP-NAC, die aus der Entgiftung von NAPQI resultieren, bereits
nach 5 min detektiert werden. Die APAP-GSH Level zeigten einen starken Anstieg
zwischen 60 — 120 min. Vor allem war in diesem Zeitpunkt gut erkennbar, dass hohere
Konzentrationen von APAP-GSH von der hepatischen Lebervene detektiert werden
konnten. Die Metabolisierung von APAP zum APAP-GSH in der Leber und seine
Freisetzung ins Blut konnte damit abgebildet werden. Nach 240 min wurde der grofdte
Teil des APAP-GSHs vom Blut ausgeschieden bzw. abgebaut. Die APAP-CYS
Konzentration stieg stark an bis 30 min nach der APAP Injektion. Zwischen 30 — 120
hielt sich das Niveau an APAP-CYS im Blut stabil. Nach 240 min war der groite Teil
des Konjugats bereits ausgeschieden oder abgebaut worden. Es konnte eine leichte
Tendenz bezuglich der Portalvene erfasst werden. Mdoglicherweise findet die
Hydrolyse des APAP-GSHs zum APAP-CYS in anderen Organen statt. APAP-NAC,
welches primar aus der Acetylierung von APAP-CYS gebildet wird, zeigte hingegen
ein anderes Bild bzgl. der Pharmakokinetik verglichen zum APAP-GSH und APAP-
CYS. Die maximale Konzentration wurde nach 30 min erreicht und nahm von da an
fortan ab. Eine Halbwertszeit von ca. 120 min konnte aus den Daten kalkuliert werden.
In nahezu allen Zeitpunkten waren die gemessenen Konzentrationen in der Portalvene
hoher als in der hepatischen. Vermutlich findet die Acetylierung des APAP-NACs im

Darm statt, von wo der Transport zur Leber stattfindet (Sezgin 2018).

Dass die Bildung der beiden APAP-GSH Folgeprodukte APAP-CYS und APAP-NAC
madglicherweise nicht (ausschliefdlich) in der Leber erfolgen, kdénnte womdglich
erklaren, warum fur diese beiden Substanzen keine reproduzierbaren Signale in den
MALDI-MSI Versuchen erhalten wurden.

3.1.6.2 TCS und TCDS

Die Gallensguren TCS und TCDS wurden analog zu APAP und seinen

Biotransformationsprodukten quantifiziert (s. Abb. 31).
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Abbildung 31: Quantitative HPLC-MS Analyse von TCS und TCDS im Blutplasma in
Abhangigkeit von der Zeit nach der APAP Injektion

Die Entnahme von Blut erfolgte von der Portal- und hepatischen Vene, sowie von der
rechten Herzkammer (Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 3 Versuchstieren pro
Datenpunkt). Fehlerbalken: Standardfehler.

In fast allen Zeitpunkten mit Ausnahme von 120 min wurden die untersuchten
Gallensauren im Blut von der Portalvene detektiert. TCDS kommt dabei im Schnitt 10-
fach niedriger konzentriert im Blutplasma vor. Fur diese Zeitpunkte kann daher davon
ausgegangen werden, dass die gewdhnlichen Transportvorgange von Gallensauren
im enterohepatischen System der Leber von den Effekten der Uberdosierung von
APAP noch nicht betroffen waren. Das anderte sich allerdings im Zeitpunkt 120 min
nach der APAP-Injektion. Die Konzentrationswerte von der hepatischen Leber und
vom systemischen Kreislauf steiegen rapide an. Moglicherweise kam in diesem
Zeitpunkt eine Leckage der Gallensauren in den systemischen Blutkreislauf vor. Der
ursprungliche Zustand schien sich aber ab 240 min wieder zu stabilisieren. Es

befanden sich danach nur noch geringe Mengen an Gallensauren im Blutkreislauf.

3.1.7 MALDI-MSI Ergebnisse
3.1.7.1 Allgemeines

Eine Beschreibung zur Auswertung der MALDI-MSI Rohdaten, Erstellung der
lonendichtebilder bzw. der superpositionierten Abbildungen, befindet sich unter Kapitel
5.4. Fir jeden Datenpunkt wurden, wie schon oben angegeben worden ist,
Gewebeproben von 3 — 4 Versuchstieren eingesetzt. Zur Darstellung der Imaging
Ergebnisse wurde jeweils ein reprasentatives Bild (Superposition aus lonendichtebild
und CYP2E1 Bild) pro Datenpunkt ausgewahlt. Die Intensitatsskalen der
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lonendichtebilder wurden nach ihrer Generierung manipuliert; d.h. dass die
Intensitatswerte manuell nachjustiert wurden. Die Kolorierung der Intensitatsskala
reflektiert den Intensitatsbereich zwischen der gewahlten niedrigsten Signalintensitat
(blau) und der hochsten gewahlten Intensitat (Signal Cut-Off) (rot). Die untere
Signalgrenze wurde fur alle Datenpunkte und Analyten auf 1E2 gesetzt, wahrend die

obere Signalgrenze (Cut-Off) fir jeden Analyten individuell ausgewahlt wurde.

Der Grund dafur ist, dass fur jede Substanz unterschiedliche Intensitatsbereiche und
Maximalintensitaten (z.B. von Signal Hot Spots) aufgezeichnet werden. Die
Manipulation der oberen Signalgrenze ist von essenzieller Bedeutung, um zum
Beispiel storende Effekte von Signal Hot Spots auszugleichen. Betragen die
aufgezeichneten Signalintensitdten von Hot Spots um das Vielfache der
durchschnittlichen Intensitaten bezogen auf das gesamte Messareal, so werden
geringintensive Signale im lonendichtebild unterdrickt. Wird der Cut-Off verringert, so

werden Signale mit geringen lon Counts verstarkt.

Die relativen Signalintensitaten wurden von Durchschnittssignalintensitaten bezogen
auf Gewebsmessungen aus n = 3 — 4 Versuchstieren ermittelt und als Boxplots
aufgetragen. Aullerdem wurden die relativen Intensitaten der ROIs (PP und PC)
gemittelt und zueinander in Beziehung gesetzt, um zu analysieren ob die untersuchten

Substanzen eine zonale Differenzierung hinsichtlich des Lebergewebes aufzeigten.

MALDI-MSI Ergebnisse fur das APAP-OME sind im Kapitel 6.2.2 zu finden.

3.1.7.2 APAP

Die Distribution des APAPs uUber die Zeit und die Semiquantifizierung der relativen
gemittelten Signalintensitaten im gesamten Messareal sind in der Abbildung 32 A und
B dargestellt. Anhand der Pixelbedeckung und den Intensitaten lasst sich ableiten,
dass die hochsten Konzentrationen von APAP im Lebergewebe zwischen 15 — 30 min
aufgenommen wurden. Wie bei der Quantifizierung der Blutproben wurde ein Anstieg
der APAP Konzentration bereits nach 5 min beobachtet. Ab 120 min befanden sich im
Lebergewebe nur noch marginale Mengen an APAP. Werden die gemittelten
Signalintensitaten, die durch manuelle Selektion der PC und PP Flachen anhand der

CYP2E1 gefarbten Leberschnittaufnahmen erhalten wurden, zueinander in Beziehung
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gesetzt, so wird keine zonale Differenzierung des APAP Signals beobachtet. Die
Verteilung offenbarte damit, dass sich das Uber die Sinusoide verteilte APAP von allen
Hepatozyten unabhangig von der zonalen Zugehdrigkeit gleichermalien absorbiert
werden (Sezgin 2018).
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Abbildung 32: MALDI-MSI Analyse zur Verteilung von APAP im kinetischen Experiment

Untersuchung der Gewebe von n = 3 — 4 Versuchstieren nach der Applikation einer APAP
Dosis von 300 mg kg™ in Abhangigkeit von der Zeit nach der APAP Injektion (m/z 190,0264,
[M + K]*,2 10 ppm). 32A: Reprasentative superpositionierte lonendichtebilder mit
Abbildungen von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten. Skala: 500 pm.
32B: Semiquantifizierung der APAP Signale Uber einen Vergleich der gemittelten relativen
Signalintensitaten Uber das gesamte Messareal der einzelnen Gewebsmessungen. Die
Boxplots umranden das 25 — 75 % Quartil getrennt durch den Median (-). Zusatzlich ist die
Position des Mittelwerts (x) aus den gemittelten Signalintensitéten der einzelnen
Gewebsschnitte gekennzeichnet. 32C: Relativer Vergleich des Mittelwerts aus den
gemittelten Signalintensitaten der einzelnen Gewebemessungen bezogen auf die ROI
selektierten PP und PC Bereiche (Sezgin 2018).
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3.1.7.3 APAP-GLC und APAP-SUL

Die MALDI-MSI Ergebnisse fur APAP-GLC und APAP-SUL werden in den
Abbildungen 33 bzw. 34 prasentiert.
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Abbildung 33: MALDI-MSI Analyse zur Verteilung von APAP-GLC im kinetischen
Experiment

Untersuchung der Gewebe von n = 3 — 4 Versuchstieren nach der Applikation einer APAP
Dosis von 300 mg kg™ in Abhangigkeit von der Zeit nach der APAP Injektion(m/z 366,0585,
[M + K]*,+ 10 ppm). 33A: Reprasentative superpositionierte lonendichtebilder mit
Abbildungen von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten. Skala: 500 pm.
33B: Semiquantifizierung der APAP-GLC Signale Uber einen Vergleich der gemittelten
relativen Signalintensitaten Uber das gesamte Messareal der einzelnen Gewebsmessungen.
Die Boxplots umranden das 25 — 75 % Quartil getrennt durch den Median (-). Zusatzlich ist
die Position des Mittelwerts (x) aus den gemittelten Signalintensitaten der einzelnen
Gewebsschnitte gekennzeichnet. 33C: Relativer Vergleich des Mittelwerts aus den
gemittelten Signalintensitaten der einzelnen Gewebemessungen bezogen auf die ROI
selektierten PP und PC Bereiche (Sezgin 2018).
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Bereits nach 5 min konnten die ersten Signale von APAP-GLC und APAP-SUL im
Lebergewebe detektiert werden; die Signal Coverage (Pixelbesetzung) des

Messareals war allerdings noch sehr gering. Diese stiegen nach 15 min rapide an und
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Abbildung 34: MALDI-MSI Analyse zur Verteilung von APAP-SUL im kinetischen
Experiment

Untersuchung der Gewebe von n = 3 — 4 Versuchstieren nach der Applikation einer APAP
Dosis von 300 mg kg™ in Abhangigkeit von der Zeit nach der APAP Injektion (m/z 230,0128,
[M - HJ,= 10 ppm). 34A: Repréasentative superpositionierte lonendichtebilder mit Abbildungen

von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten. Skala: 500 ym. 34B:

Semiquantifizierung der APAP-SUL Signale uber einen Vergleich der gemittelten relativen

Signalintensitaten Uber das gesamte Messareal der einzelnen Gewebsmessungen. Die
Boxplots umranden das 25 — 75 % Quartil getrennt durch den Median (-). Zusatzlich ist die
Position des Mittelwerts (x) aus den gemittelten Signalintensitaten der einzelnen
Gewebsschnitte gekennzeichnet. 34C: Relativer Vergleich des Mittelwerts aus den
gemittelten Signalintensitaten der einzelnen Gewebemessungen bezogen auf die ROI
selektierten PP und PC Bereiche (Sezgin 2018).
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erreichten zwischen 30 — 60 min die hochsten Werte. Verglichen mit APAP erfolgte
damit eine leicht zeitversetzte Erhdéhung der Intensitaten fur die betrachteten
Hauptmetaboliten. Eine signifikante Signaldifferenzierung bezlglich der Zonen

konnten fur beide Metabolite nicht beobachtet werden (Sezgin 2018).

In der Literatur wird beschrieben, dass UDP-GT und SULT, die flr die Metabolisierung
von APAP in APAP-GLC bzw. APAP-SUL verantwortlich sind, eine zonale Expression
aufzeigen; UDP-GT kommen dabei vorwiegend in der pericentralen und SULT in den

periportalen Bereichen vor (Godoy 2013).

Dass dennoch keine Zonierung festgestellt werden konnte, liegt moglicherweise daran,
dass der Transport und die Redistribution der Hauptmetaboliten von und zu anderen
Hepatozyten mit einer so hohen Geschwindigkeit erfolgt, dass durch die gewahlten
Untersuchungsspannen im kinetischen Experiment, mogliche zonale Unterschiede
nicht mehr erfasst werden konnten. Denkbar ware allerdings auch, dass eine
geringwertig existente Differenzierung bezuglich der Zonen aufgrund der zu geringen
Konzentrationsunterschiede durch die angewandte analytische Methode nicht
detektiert werden konnte (Sezgin 2018).

3.1.7.4 APAP-GSH und APAP

Die MALDI-MSI Ergebnisse fuir APAP-GSH und GSH werden in den Abbildungen 35
und 36 dargestelit.

Ahnlich wie in den quantitativen HPLC-MS Daten ist das Auftreten des APAP-GSHs
nach 5 min der APAP Injektion noch relativ iberschaubar. Danach folgt ein steiler
Anstieg bis 30 min und schlieBlich ein rapider Abfall der durchschnittlichen
Signalintensitaten und der Pixelbesetzung bis 240 min. Zwischen 120 und 240 min

wurde das APAP-GSH nahezu komplett vom Lebergewebe eliminiert (Sezgin 2018).

Im Blut konnten fur das APAP-GSH vor allem ab 60 min und noch deutlicher ab 120
min nach der APAP-Injektion hohere Konzentrationswerte in der hepatischen
Ausgangsvene des Lebers verzeichnet werden, was als ein deutlicher Hinweis fur die
Metabolisierung dieses Analyten in der Leber bewertet werden kann (s. Kapitel
3.1.6.1).
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Eine Alteration in der Distribution der APAP-GSH Signale auf dem Lebergewebe ab
60 min und noch deutlicher ab 120 min lief3 sich anhand des superpositionierten Bildes
und der PC — PP — Differenzierung auch in den MALDI-MSI Ergebnissen wiederfinden.
Hohere APAP-GSH Signale wurden in der pericentralen Zone vorgefunden; dies

verdeutlichte auch die Verteilung im superpositionierten Bild.
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Abbildung 35: MALDI-MSI Analyse zur Verteilung von APAP-GSH im kinetischen
Experiment

Untersuchung der Gewebe von n = 3 — 4 Versuchstieren nach der Applikation einer APAP
Dosis von 300 mg kg™ in Abhangigkeit von der Zeit nach der APAP Injektion (m/z 455,1242,
[M - HJ, £ 10 ppm). 35A: Reprasentative superpositionierte lonendichtebilder mit
Abbildungen von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten. Skala: 500 um.
35B: Semiquantifizierung der APAP-GSH Signale Uber einen Vergleich der gemittelten
relativen Signalintensitaten Gber das gesamte Messareal der einzelnen Gewebsmessungen.
Die Boxplots umranden das 25 — 75 % Quartil getrennt durch den Median (-). Zusatzlich ist
die Position des Mittelwerts (x) aus den gemittelten Signalintensitaten der einzelnen
Gewebsschnitte gekennzeichnet. 35C: Relativer Vergleich des Mittelwerts aus den
gemittelten Signalintensitaten der einzelnen Gewebemessungen bezogen auf die ROI
selektierten PP und PC Bereiche (Sezgin 2018).
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Bei den Zeitpunkten vor 60 min konnte eine Differenzierung von APAP-GSH nur
ausgemacht werden, sobald passende Signalfilter bei der Bildmanipulation umgesetzt

wurden. Von daher bleibt es unklar, warum keine starke Differenzierung des APAP-
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Abbildung 36: MALDI-MSI Analyse zur Verteilung von GSH im kinetischen Experiment

Untersuchung der Gewebe von n = 3 — 4 Versuchstieren nach der Applikation einer APAP
Dosis von 300 mg kg™ in Abhangigkeit von der Zeit nach der APAP Injektion (m/z 306,0765,
[M - HJ, £ 10 ppm). 36A: Reprasentative superpositionierte lonendichtebilder mit
Abbildungen von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten. Skala: 500 pm.
36B: Semiquantifizierung der APAP-GSH Signale Uber einen Vergleich der gemittelten
relativen Signalintensitaten Gber das gesamte Messareal der einzelnen Gewebsmessungen.
Die Boxplots umranden das 25 — 75 % Quartil getrennt durch den Median (-). Zusatzlich ist
die Position des Mittelwerts (x) aus den gemittelten Signalintensitaten der einzelnen
Gewebsschnitte gekennzeichnet. 36C: Relativer Vergleich des Mittelwerts aus den
gemittelten Signalintensitaten der einzelnen Gewebemessungen bezogen auf die ROI
selektierten PP und PC Bereiche (Sezgin 2018).
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GSHs zugunsten der pericentralen Zone nicht schon in den friheren Zeitpunkten,
sondern erst ab 60 min und besonders ab 120 min deutlicher zum Vorschein tritt. Hier
mussten gegebenenfalls alternative (bio)analytische Verfahren angewendet werden,
um die Transportvorgange des APAP-GSHs besser nachverfolgen und verstehen zu

konnen.

Einige Hypothesen zu dem beobachteten Verhalten von APAP-GSH werden im Kapitel
3.1.7.7 diskutiert.

Werden die Mittelwerte der MALDI-MSI Signalintensitaten (relativ wie absolut) von
APAP-GSH (s. Abb. 36B) mit den Intensitdten von APAP und den anderen
Transformationsprodukten im Zeitpunkt 30 min verglichen, so liegt der Mittelwert der
APAP-GSH Signale um 2 — 3 mal héher als die Mittelwerte der anderen Verbindungen,
obwohl weniger APAP-GSH verglichen zu APAP und den Hauptmetaboliten durch
HPLC-MS aus dem Blut quantifiziert wurde (s. Abb. 31). Dies kdnnte dadurch
resultieren, dass es zur Signalakkumulation von APAP-GSH durch die Differenzierung
in den pericentralen Zone kommt. Vermutlich wird aber auch die hohere
lonisierungsgute des polaren und aus deutlich mehr Heteroatomen konstituierten
APAP-GSH eine Rolle spielen, die aus einer effizienteren Extraktion des Stoffes durch
die polare Matrix und zu energetische gunstiger stabilisierten Quasimolekulionen fuhrt.
Dank der hoheren Signalintensitaten konnte ein MALDI-MSI/MS Experiment zur
Strukturaufklarung durchgefiuhrt werden (s. Kapitel 6.2.3).

Zumal fur das APAP-GSH eine gewisse Differenzierung zugunsten der pericentralen
Zone ermittelt wurde, ergibt sich die Frage, wie sich die Verteilung des GSH, welches
als Reaktionspartner von NAPQI fungiert, manifestieren wirde. Analog zu den
Messungen aus den Leberhomogenatldsungen (s. Kapitel 3.1.4) fiel die GSH
Konzentration nach 30 min rapide ab und behielt ein kritisches Niveau bis 120 min,
wahrend sie sich von 0* bis 15 min auf noch relativ ahnlichem Niveau befand, was sich
auch in den MALDI Imaging Bildern wiederspiegelte. Die kritischen Niveaus zwischen
30 und 120 min fihrten offensichtlich dazu, dass entstandenes NAPQI nicht
hinreichend entgiftet werden konnte; aufgetretene Schaden vorwiegend an den
Hepatozyten waren ab ca. 60 min die Folge (s. Abb. 29A). Ab 240 min war eine
deutliche Regeneration der GSH Reserven zu verkennzeichnen. Mit dem deutlichen
Abfall der GSH Konzentration im Lebergewebe ab 30 min, war auch eine beginnende
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Differenzierung der GSH Signale zugunsten der periportalen Zone festzustellen, die
besonders im Zeitpunkt 120 min am deutlichsten sichtbar wurde. Mit dem Beginn der
Regeneration der GSH Reserven ab 240 min hob sich die Differenzierung wieder auf.
Unterm Strich ist fur das APAP-GSH und GSH-Paar ein komplementares Verhalten
erkennbar, welches mit der Gegenuberstellung in Abbildung 37 noch einmal
verdeutlich wird. Die Signal Cut-Offs wurden so gewahlt, dass die hochsten
Signalintensitaten akzentuiert und niedrig intensive Signale eliminiert wurden. Nach
120 min der APAP Injektion fand der Abbau der GSH Vorrate vorwiegend in der
periportalen Zone statt, wahrend APAP-GSH vorwiegend in der pericentralen Zone
gebildet wurde. Diese Ergebnisse suggerieren, dass GSH vornehmlich in der
pericentralen Zone durch die Konjugation mit NAPQI abgebaut wird. Die Ergebnisse
betonen allerdings auch, dass beide Verbindungen auch in pericentralen und
periportalen Bereichen auftreten; eine ausschliellich auf eine metabolische Zone

beschrankte Distribution ist nicht erkennbar.
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Abbildung 37: Gegenuberstellung der MALDI-MSI Ergebnisse fur GSH und APAP-GSH

Fur Gewebe von 0* und 120 min nach der APAP-Injektion (Dosis: 300 mg kg™)
37A: APAP-GSH, 37B: GSH. Skala: 500 ym (Sezgin 2018).

3.1.7.5 TCS, TCDS und mogliche Isomere

In Kapitel 3.1.7.4 wurde die durch die Uberdosis von APAP induzierten Alterierungen
hinsichtlich der Konzentration und Verteilung des endogen in der Leber produzierten

oder Uber die Nahrung aufgenommenen GSH untersucht.

Als nachstes wurde daher der Frage auf den Grund gegangen wie die Verteilung und
Konzentration von Gallensauren im Lebergewebe, die fir die Fettverdauung in der
Leber unabdingbar sind, durch die APAP Vergiftung beeinflusst wurden. Da im
Gegensatz zum erwachsenen Menschen der grofite Teil der Gallensauren in der Maus
mit Taurin konjugiert sind (Chiang 2017), wurde der Fokus der Analysen auf TCS und
TCDS gelegt.
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In Kapitel 3.1.6.2 wurde dabei im Zeitpunkt 120 min nach der APAP Injektion ein
einschneidendes Ereignis beobachtet: Es erfolgte ein hoher Eintrag der Gallensauren
in den systemischen Blutkreislauf. Es wurde daher mittels MALDI-MSI erortert
inwiefern sich die Beobachtung vom HPLC-MS Experiment in der Bildgebung

wiederspiegeln wirde.

Im quantitativen HPLC-MS Experiment wurden TCS und TCDS durch Determination
ihrer hochaufgelosten monoisotopischen m/z und Uber den Rt Abgleich mit
Referenzstandards zugeordnet. Allerdings konnten ebenso benachbarte Peaks mit
denselben korrespondierenden m/z mit geringeren Intensitaten detektiert werden, flr
die allerdings keine Zuordnungen gemacht wurden (s. Abbildung 26). Wahrscheinlich
handelt es sich hierbei um Isomere der TCS und TCDS. In der Literatur wurden
signifikante Mengen z.B. an Tauroursodeoxycholsaure (Stereocisomer von TCDS) und
Taurodeoxycholsaure (Konstitutionsisomer von TCDS) im Blutserum von
Versuchsmausen quantifiziert (Ghaffarzadegan 2019). Aufgrund der Natur des MALDI-
MSI Experiments (fehlende chromatographische Dimension), konnten die Isomere
anhand der Datenlage nicht voneinander getrennt werden.
Fragmentierungsexperimente tber MS/MS konnten in diesem Fall ebenso keine nicht
weiterhelfen, weil abundante Fragmente von Taurin gebundenen Gallensauren
zumeist an der Taurin Einheit bzw. an der Verknupfungsstelle zwischen Taurin und
dem Cholsauregerist entstehen (Kaya 2018, s. auBerdem Kapitel 6.2.3 fur die

Fragmentierung von TCS im bildgebenden Experiment).

Die Ergebnisse fur TCS und TCDS bzw. deren Isomere sind in den Abbildungen 38
bzw. 39 dargestellt.
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Abbildung 38: MALDI-MSI Analyse zur Verteilung von TCS und seinen mdglichen Isomeren
im kinetischen Experiment

Untersuchung der Gewebe von n = 3 — 4 Versuchstieren nach der Applikation einer APAP
Dosis von 300 mg kg™ in Abhangigkeit von der Zeit nach der APAP Injektion (m/z 514,2843,
[M - HJ, £ 10 ppm). 38A: Reprasentative superpositionierte lonendichtebilder mit
Abbildungen von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten. Skala: 500 pm.
38B: Semiquantifizierung der TCS Signale Uber einen Vergleich der gemittelten relativen
Signalintensitaten Uber das gesamte Messareal der einzelnen Gewebsmessungen. Die
Boxplots umranden das 25 — 75 % Quartil getrennt durch den Median (-). Zusatzlich ist die
Position des Mittelwerts (x) aus den gemittelten Signalintensitaten der einzelnen
Gewebsschnitte gekennzeichnet. 38C: Relativer Vergleich des Mittelwerts aus den
gemittelten Signalintensitaten der einzelnen Gewebemessungen bezogen auf die ROI
selektierten PP und PC Bereiche.
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Abbildung 39: MALDI-MSI Analyse der Verteilung von TCDS und seinen moglichen
Isomeren im kinetischen Experiment

Untersuchung der Gewebe von n = 3 — 4 Versuchstieren nach der Applikation einer APAP
Dosis von 300 mg kg™ in Abhangigkeit von der Zeit nach der APAP Injektion (m/z 498,2894,
[M - HJ, £ 10 ppm). 39A: Reprasentative superpositionierte lonendichtebilder mit
Abbildungen von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten. Skala: 500 pm.
39B: Semiquantifizierung der TCDS Signale Uber einen Vergleich der gemittelten relativen
Signalintensitaten Uber das gesamte Messareal der einzelnen Gewebsmessungen. Die
Boxplots umranden das 25 — 75 % Quartil getrennt durch den Median (-). Zusatzlich ist die
Position des Mittelwerts (x) aus den gemittelten Signalintensitaten der einzelnen
Gewebsschnitte gekennzeichnet. 39C: Relativer Vergleich des Mittelwerts aus den
gemittelten Signalintensitaten der einzelnen Gewebemessungen bezogen auf die ROI
selektierten PP und PC Bereiche.

Die untere Signalgrenze wurde fur TCS auf 5E3 und fur TCDS auf 2E3 und die oberen
Signalgrenzen fur TCS auf 1E5 und fur TCDS auf 3E4 lon Counts gesetzt, um fur die
jeweilige Verbindung eine gute Vergleichbarkeit in Bezug auf die MALDI Bilder aller
Zeitpunkte zu gewabhrleisten und graduelle Unterschiede zur zonalen Distribution

dieser Stoffe aufzeigen zu kdnnen.
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Wird der Verlauf der Verteilung von TCS und TCDS und deren moglichen Isomeren
Uber die Zeit betrachtet, so fallt auf, dass Signalcluster fur die Gallensauren mit
Ausnahme der Zeitpunkte 60 - 240 min nahezu ausschlief3lich in den blaulich gefarbten
periportalen Zonen auftreten (s. Abb. 38A und 39A). Dies ist insofern nicht
verwunderlich, weil die Gallengange in der Nahe der Portalvenen lokalisiert sind (s.
Abb. 2). Die Durchschnittssignalintensitaten der Gallensauren sind fur die Zeitpunkte
0* - 60 min und 480 min vergleichbar. Zum Zeitpunkt 120 min wurde ein deutlicher
Anstieg der Intensitat verzeichnet, die danach wieder rapide abfiel (s. Abb. 38B und
39B). Das wird auch aus den lonendichtebildern, die fur diesen Zeitpunkt generiert
wurden, deutlich. Interessanterweise tritt zwischen 60 — 240 min, insbesondere aber
zum Zeitpunkt 120 min nach der APAP Injektion eine deutliche Veranderung bzgl. der
Partition der zonalen Intensitaten auf Die Verteilung der Signale zeigte ein leichtes
Gewicht zugunsten der pericentralen Zone. Es fand damit ein ,Intensitatsswitch® von
der periportalen zur pericentralen Zone statt (s. Abb. 38C und 39C). Damit wird auch
verstandlich, warum eine hohe Konzentration von TCS und TCDS im systemischen

Blutkreislauf quantifiziert werden konnte. (s. Abb. 31).

480 min nach der APAP Injektion stabilisierten sich Gallensaurelevel in der Leber und

die zugunsten der pericentralen Zone entwickelte sich wieder zuruck.

Dieses beobachtete Phanomen ist - gemessen am Ausmal} der zonalen
Differenzierung - die bisher deutlichste Auswirkung der APAP Intoxikation auf die
Verteilung der analysierten und uber die Leber gebildeten und transportierten
Verbindungen (APAP-Derivate, GSH und Gallensauren).

Die Effekte der APAP Intoxikation sind in Abbildung 40 durch eine alternative
Einstellung der Signalintensitatsbereiche (Minimal- und Maximalintensitaten) fur TCS-
Signale verdeutlicht. Durch die Akzentuierung von Pixeln mit geringen
Signalintensitaten, was durch die Auswahl eines niedrigen Werts fur die
Maximalintensitat (Cut Off) erfolgt, steigt die Pixelbedeckung des lonendichtebildes.
Dadurch kann herausgefunden werden, wo Uberall im Gewebe TCS (und mogliche
Isomere) Uber der instrumentellen LOD detektiert werden konnte. Der Nachteil dieser
Darstellungsweise aber ist, dass Unterschiede in der zonalen Distribution visuell

schwieriger zu erfassen sind. Mit dieser Skalierung wurde der deutliche Anstieg der

99



A

Abbildung 40: MALDI-MSI Analyse der Verteilung von TCS und seinen mdglichen Isomeren
mit unterschiedlichen Intensitatsfiltern

Reprasentative Abbildungen von Gewebe nach der Applikation einer APAP Dosis von 300
mg kg™ (m/z 514,2843, [M - H],, £ 10 ppm). 40A: Reprasentative lonendichtebilder von
Leberschnitten fir die Zeitpunkte 0* und 240 min. Fir die Signalskalierung wurde der
Bereich 1E3 — 1E4 gewanhlt. 40B: Reprasentative superpositionierte lonendichtebilder mit
Abbildungen von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten fir die Zeitpunkte
120 und 240 min. Die Skalierungen wurden so gewahlt, dass die zonale Differenzierung
mdglichst deutlich zu erkennen war. Skala: 500 um. 40C: Mikroskopbilder (CYP2E1
Farbung) einer ausgewahlten Zentralvene (a) und eines gréfReren (b) und eines kleineren
Gallenweges im Bereich der Portaltriade (c) vom Zeitpunkt 120 min nach der APAP Injektion.
Skala: 100 um (linkes und mittleres Bild), 50 um (rechtes Bild).
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TCS Konzentration im Lebergewebe zum Zeitpunkt 120 min verglichen zum Zeitpunkt
0* min anhand groRer zusammenhangender rot gefarbter Bereiche von Signalclustern
klar demonstriert (s. Abb. 41A).

Mit der adaquaten Anpassung der Signalintensitatsbereiche konnten viele abundante
Signalcluster fir TCS (und mogliche Isomere) zum Zeitpunkt 120 und 240 min in
pericentralen Zonen registriert werden. Haufig sind die Peakintensitaten dieser
Signalcluster direkt auf den Zentralvenen (a) lokalisiert, weniger intensive Signale
dieser Cluster reichen allerdings darUber hinaus in die Ubrigen Areale der pericentralen
Zone hinein. Im superpositionierten Bild vom Zeitpunkt 120 min ist zudem ein sehr
abundantes Signalband (b) auszumachen. Anhand des hochaufgeldsten
Mikroskopbildes ist erkennbar, dass dieser Transportkanal mit plattchenartigen Zellen
umkleidet ist. Aufgrund der grof3en Ausmale handelt es sich hier womaoglich um einen
Ast des Hauptgallenwegs vom linken Leberlappen und bei den ummantelnden Zellen
um Cholangiozyten. Von daher sind die hohen Abundanzen von TCS in diesem
Bereich verstandlich. Ein kleinerer Gallenweg, in der ebenso hohe Intensitaten von
TCS gemessen wurden, ist ebenso dargestellt (c) (s. Abb. 40B und 40C).

Die Ergebnisse verdeutlichten einen erheblichen Einfluss der APAP Uberdosis auf die
Verteilung der Gallensauren im Zeitfenster von 60 — 240 min im Lebergewebe. Die
Veranderungen traten damit parallel zu beginnenden Leberschaden (s. Abb. 29A und
B) und zur zonalen Differenzierung von APAP-GSH und GSH auf (s. Abb. 35C und
36C). Hier lasst sich annehmen, dass der massenhafte Austritt der Gallensauren vom
hepatobiliaren System und damit von der enterohepatischen Zirkulation in die
systemische Blutzirkulation insbesondere zum Zeitpunkt 120 min durch Schaden an

den Hepatozyten bedingt wird.

Der Mechanismus des APAP-induzierten Gallensaureaustritts in die Hepatozyten
wurde in der Literatur mit der intravitalen Live-lmaging Methode verfolgt. Den
Versuchstieren wurden verschiedene fluorophore bzw. durch metabolische Vorgange
in den Hepatozyten zu Fluorophoren aktivierte Tracer intravends verabreicht und in
vivo Uber Multiphotonenmikroskopie beobachtet, um die strukturelle Integritat der
basalen (sinusoidalen) und apikalen (canalicularen) Membranen nachzuverfolgen. Die
Uberdosis an APAP fiihrte zunéchst zur Disruption der basalen Membran. Kommt es

zu einem Verlust des mitochondrialen Potenzials der Hepatozytzelle, wurde in der
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Arbeit gemutmaldt, dass sich ein pathophysiologischer Druckgradient zwischen der
beschadigten Hepatozytzelle und der Gallencanaliculi aufbaut. Daraufhin kommt es zu
einem Riss der apikalen Membran und zur Uberflutung der Zelle mit Gallenflissigkeit.
Der Eintritt der Ruptur der apikalen Membran nachdem Verlust des mitochondrialen
Potentials war dabei temporar unterschiedlich verteilt: Apikale Membrane einiger
Zellen gaben sofort nach und bei einigen Zellen trat die Ruptur der apikalen Membran
zeitversetzt auf (Li 2011).

Bekanntlich entfalten Gallensauren in hohen Konzentrationen eine Toxizitat innerhalb
der Hepatozyten. Aufgrund ihres tensidischen Charakters storen sie das
Membranpotenzial, kdnnen oxidative Esterifizierungen mit unterschiedlichen
Biomolekulen eingehen und Rezeptoren, die die Apoptose bzw. Nekrose der Zellen

induzieren, aktivieren (Perez 2009).

Wahrend einige Zellen, die Rupturen an ihrer basalen Membran ausbildeten, nach
einiger Zeit wieder regenerieren konnten, wurde von den Forschern postuliert, dass
der Influx von Gallensauren in die Hepatozyten, einen ,Point of no return® fir deren
Lebensfahigkeit darstellte. Die Schaden an den Hepatozyten seien aufgrund dieses

Vorgangs irreversibel (Li 2011).

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse bezlglich des Zustroms an Gallensauren
in die Hepatozyten stehen damit im Einklang zu den bisherigen Erkenntnissen aus der
Literatur, die die Gallensauren Uber indirekte Verfahren zu tracken versuchten. Die
HR-MALDI-MSI Methodik ermdglichte die direkte massenspektrometrische Zuordnung
der Gallensauren im Lebergewebe und erlaubte so die aus der Uberdosis von APAP
resultierenden Alterationen hinsichtlich der Distribution dieser Verbindungen im

Gewebe nachzuverfolgen.

3.1.7.6 Metaboliten und Konjugate von APAP im enterohepatischen

Kreislauf

Wie stark eine Verbindung in den systemischen Blutkreislauf oder in die
enterohepatische  Zirkulation  Ubergeht, wird malgeblich  Uber seine
physikochemischen Eigenschaften und dber das Vorhandensein spezifischer

Transmembranproteine, die fur den Transport der Verbindungen eine Rolle spielen,
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bestimmt. Beispielsweise ist es bei den Gallensauren im menschlichen Organismus
so, dass sie in normal funktionierenden nicht pathologisch betroffenen Systemen zu
ca. 95 % im enterohepatischen System zwischen Duodenum, Leber und Gallenblase
zirkulieren (Mok 1977). Fir APAP und seine Metaboliten wie APAP-GSH, APAP-SUL,
APAP-GLC, APAP-CYS und APAP-NAC wird ebenso berichtet, dass diese teilweise

in das enterohepatische System Ubergehen (Siegers 1983).

Es wird ferner beschrieben, dass APAP-GLC und APAP-SUL groftenteils Uber den
Urin ausgeschieden werden, wahrend beim APAP-GSH der bevorzugte
Ausscheidungspfad tber die Galle in den Darm und von dort Uber den Stuhl erfolgt
(Gregus 1988).

Beim Vergleich der lonendichtebilder u.a. von APAP-GSH und von den Gallensauren
fiel auf, dass distinkte Signal-Hotspots z.B. von APAP-GSH im periportalen Bereich
lokalisiert wurden (s. Abb. 41). Die Skalierung der Signale wurde dabei so gewahilt,
dass Pixel mit geringen Signal Abundanzen aus dem lonendichtebild eliminiert

wurden, damit Hotspots besonders gut zu erkennen waren.

Bei genauerem Hinsehen wurde erkannt, dass die Signal-Hotspots fur APAP-GSH und
APAP-SUL von Gallengangen detektiert wurden, auf denen sehr hohe TCS-
Intensitaten dargestellt sind. Fir APAP-GLC konnten keine signifikanten Signalcluster
von diesen Bereichen weder im negativen noch im positiven lonenmodus identifiziert
werden. Mdglicherweise ist der Ubergang von APAP-GLC in die enterohepatische

Zirkulation deutlich weniger ausgepragt verglichen zu den anderen Metaboliten.

Da APAP-GSH, APAP-SUL (wie Uber MALDI-MSI nachgewiesen) und APAP-CYS und
APAP-NAC (postuliert anhand der quantitativen HPLC-Ergebnisse) und den
Literaturdaten, teilweise in das heterohepatische System Ubergehen, wird deren
Verweildauer im Organismus erhoht. Dies kdnnte die etwas hdheren Halbwertszeiten
fir APAP-SUL und APAP-NAC verglichen zu APAP und APAP-GLC erklaren (s.
Kapitel 6.2.1), zumal durch die mehrfache Zirkulation von und zur Leber, ein Teil der

Substanzen wieder Uber die Sinusoide in den Blutkreislauf Ubergehen kdnnte.
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Abbildung 41: MALDI-MSI Analyse zum Vergleich der Verteilung von TCS (und mdglichen
Isomeren) und von APAP-GSH, APAP-SUL und APAP-GLC

Reprasentative superpositionierte lonendichtebilder mit Abbildungen von CYP2E1
immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten fur den Zeitpunkt 30 min nach der APAP
Injektion (Dosis: 300 mg kg™') (TCS: m/z 514,2843, [M - H], APAP-GSH: 455,1242, [M - H[,
APAP-SUL: m/z 230,0128, [M - H], APAP-GLC: 326,0881, [M - H], £ 10 ppm). 41A: TCS
Signale und mikroskopisch vergrdfierte Bereiche a und b. GG: Gallengange. 41B: APAP-
GSH, APAP-SUL und APAP-GLC Signale. Skalen betragen fur die superpositionierten
Abbildungen 500 ym und fur die vergréRerten optischen Mikroskopbilder 50 um.

3.1.7.7 Hypothesen zu den APAP-GSH Resultaten

Werden die Erkenntnisse aus den Kapiteln 3.1.6.1, 3.1.6.2,3.1.7.4,3.1.7.5und 3.1.7.6
hinsichtlich der Daten, die zum einen fir APAP-GSH und zum anderen flr die
Gallensduren und fur GSH gesammelt und unter die Lupe genommen, kdnnen
maoglicherweise folgende plausible Hypothesen zu den Beobachtungen beziglich der

Verteilung vom APAP-GSH im Organismus der Versuchstiere formuliert werden:

APAP-GSH wird bereits nach 5 min nach der APAP Injektion durch die metabolische
Aktivierung des APAPs Uber den CYP Metabolismus und seiner anschlielenden
Entgiftung durch GSH gebildet. Die APAP-GSH Konzentration erreichte im
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Lebergewebe seinen Maximalwert nach 30 min. Interessanterweise war der
Konzentrationslevel von APAP-GSH im Blut zwischen 5 — 60 min auf relativ gleichem
niedrigen Niveau, bevor ein vor allem durch den Release des Uber die hepatische Vene
ins Blut gelangten APAP-GSH deutlicher Konzentrationsanstieg im Zeitpunkt 120
verzeichnet wurde. Die immunhistochemische Antikorperfarbung gegen CYP2E1 und
die Tatsache das GSH in den pericentralen Zonen starker abgebaut wurde, lieRen den
Schluss zu, dass APAP-GSH vornehmlich in der pericentralen Zone gebildet wird. Eine
kalkulierte zonale Distribution von APAP-GSH trat zwar beginnend ab 60 min auf, war
allerdings erst ab 120 min als signifikant einzuordnen. Eine pericentrale Verteilung von
APAP-GSH vor dem Zeitpunkt 120 min lie3 sich in den lonendichtebildern nur durch
Einstellung passender Signalfilter verdeutlichen (s. Kapitel 6.2.3). Demnach ist zu
vermuten, dass es beim APAP-GSH wie auch bei den beiden Hauptmetaboliten zu
einer zugigen Aufnahme durch die Hepatozyten und Redistribution durch aktive
transmembrane  Transportvorgange kommt. Desweiteren geht ein nicht
unwesentlicher Anteil von APAP-GSH in die Gallencanaliculi und damit in den
enterohepatischen Kreislauf Gber und wird weniger Uber die Sinusoide abtransportiert

(niedrige und gleichbleibende Blutkonzentrationslevel zwischen 5 — 60 min).

Die zonale Distribution zum Zeitpunkt 120 min Iasst sich mdglicherweise auf die
erlahmenden Transportvorgange durch die Zunahme der Anzahl an beschadigten
Hepatozyten zurtckfuhren, die die zugige Verteilung von APAP-GSH im Lebergewebe

verlangsamen.

Eine andere mdgliche und aus der eigenen Beurteilung heraus stichhaltigere
Hypothese ist die Flutung des Gewebes durch APAP-GSH analog der Gallensauren.
APAP-GSH findet dabei aus der enterohepatischen Zirkulation heraus denselben Weg
zurick zum Lebergewebe wie die Gallensduren. Diese Annahme deckt sich mit
denselben Verteilungsmustern von APAP-GSH und den Gallensauren zum Zeitpunkt
120 min und dem signifikanten Anstieg des APAP-GSH Niveaus vor allem im Blut der
hepatischen Vene als Folge des sinusoidalen Abtransports des von der Galle
zugestromten APAP-GSH in Richtung der Zentralvenen.

Resultierend aus diesen Annahmen, muss konstatiert werden, dass APAP-GSH zwar

vornehmlich zur pericentralen Zone attribuieren lasst, als Vertreter zur Reflektion der
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Verteilung des entstehenden und zugig in situ weiterreagierenden NAPQI kann es

jedoch nicht fungieren.

3.2 Dosisabhangiges Experiment
3.2.1 CYP2E1 immunhistochemische Farbung

Reprasentative Bilder von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten
von Versuchstieren, denen APAP in variablen Dosen (56, 167 und 500 mg kg
Korpergewicht) verabreicht und die Leber nach 30 min der APAP Injektion beprobt
wurde, finden sich in Abbildung 42.

Wahrend bei der niedrigen und mittleren Dosis (56 und 167 mg kg') keine

pathologischen Veranderungen auf dem Lebergewebe erwartet wurden, zumal

ST F o oot o s
Skala: 500 ym
Abbildung 42: CYP2E1 immunhistochemische Farbung im dosisabhangigen Experiment

Repréasentative Mikroskopbilder von Versuchstieren (APAP-Dosen: 56, 167 und 500 mg kg™
Koérpergewicht). Skala: 500 ym.

signifikante Schaden an den Leberzellen bei der héheren Dosis von 300 mg kg' APAP
nicht festgestellt werden konnten. Interessant war daher die Betrachtung der gefarbten
Leberschnitte von Tieren, denen eine deutlich Uber der lethalen Dosis liegende
Konzentration injiziiert wurde. Auch bei diesen Proben konnten noch keine
Veranderungen in den Intensitaten der CYP2E1 positiv gefarbten Bereiche oder
Leberschaden beobachtet werden. Offensichtlich ist der zeitliche Verlauf fur das

Auftreten merklicher Schaden in der Leber zunachst dosisunabhangig.
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Bei der Betrachtung der H&E-Farbungen konnten ebenso keine auffalligen

Veranderungen im Lebergewebe lokalisiert werden (Ergebnisse nicht gezeigt).

3.2.2 Quantitative HPLC-Ergebnisse
3.2.2.1 APAP, Metabolite und Addukte

Die Auswertung der Ergebnisse fur die Quantifizierung von APAP, Metaboliten und
Addukten erfolgte analog wie im kinetischen Experiment. Deise sind in der Abbildung
43 dargestellt.

Aufgrund der Vorversuche fiel die Wahl zur Durchfuhrung des dosisabhangigen
Experiments auf Proben, die von Mausen nach 30 min der APAP Injektion entnommen
worden sind. In diesem Zeitpunkt konnten die hdchsten Signalintensitaten der

untersuchten Analyten detektiert werden.

Zwischen der Injektion geringer unbedenklicher Dosen und sehr hoher letaler Dosen
an APAP ergaben sich markante Unterschiede in den quantifizierten APAP Niveaus
im Blut: Bei der Injektion der niedrigen Dosen 56 und 167 mg kg~ Kérpergewicht lagen
die Konzentrationen deutlich unter 1 mM (56 mg kg™') bzw. um die 1 mM (167 mg kg-
1), wahrend es bei der Applikation der sehr hohen Dosis zu einem deutlichen Anstieg
der Konzentration im Blut auf fast 4 mM kommt. Dieser rapide Anstieg der APAP
Konzentration wird, wenn die Biotransformationen zu den Metaboliten und Addukten
berucksichtigt wird, nicht zur Genuge vom metabolischen System (Leber und Darm)
»=aufgefangen®. Wahrend das Verhaltnis von APAP zu Biotransformationsprodukten fir
die Dosis 167 mg kg™' ca. 1:0,5 betrug, sank sie fur die hohe Dosis auf ein Verhaltnis
von ca. 1:0,2. Es kann daher auf eine deutliche Ubersattigung des Organismus mit
APAP geschlossen werden. Weder fur APAP noch fiur die Hauptmetaboliten APAP-
SUL und APAP-GLC konnte eine Differenzierung bezlglich der Blutbahnen
beobachtet werden, was sich mit den Ergebnissen vom kinetischen Experiment deckt.
Befanden sich die Level von APAP-GLC und APAP-SUL flr die niedrigen Dosagen

noch auf vergleichbarem Niveau, so wurde bei der hohen Dosis kaum mehr
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Abbildung 43: Quantitative HPLC-MS Analyse von APAP, seinen Metaboliten und Addukten
im Blutplasma im dosisabhangigen Experiment

Die applizierten Dosen waren 56, 167 und 500 mg kg™' Kérpergewicht. Die Entnahme von
Blut erfolgte von der Portal- und hepatischen Vene, sowie von der rechten Herzkammer
(Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 3 Versuchstieren pro Datenpunkt).
Leberproben von Versuchstieren nach 30 min APAP Injektion. **t < 0,01 verglichen zu den
entsprechenden Ergebnissen der Portalvenen (Sezgin 2018). Fehlerbalken: Standardfehler.

APAP-SUL verglichen zur Dosis von 167 mg kg' Korpergewicht metabolisiert,
wahrend die APAP-GLC Produktion die APAP-SUL deutlich Uberstieg. Damit konnte
festgestellt werden, dass das Verhaltnis zwischen den gebildeten Hauptmetaboliten
dosisabhangig ist. Es wurden kaum mehr APAP-GSH bei der hohen Dosis verglichen
zu den niedrigen Dosen im Blut aufgefunden, was ein eindeutiger Hinweis auf die
erschopften GSH Vorrate in der Leber ist. Ahnlich verhielt es sich mit dem APAP-GSH
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Folgeprodukt, dem APAP-NAC. APAP-GSH Konzentrationen zeigten wiederum eine
Differenzierung bezuglich der hepatischen Austrittsvene, wahrend APAP-NAC deutlich
mehr im Blut von der Portalvene quantifiziert wurde. Die Differenzierung fur die letztere
Substanz nahm zudem mit steigender Dosis zu, was womoglich auf eine Anreicherung
von APAP-NAC in der enterohepatischen Zirkulation zuruckgefuhrt werden kann. Beim
APAP-CYS konnte dieses Verhalten ebenso beobachtet werden, wenn auch nicht so

markant wie beim APAP-NAC (Sezgin 2018).

3.2.2.2 TCS und TCDS

Die Ergebnisse fur TCS und TCDS aus dem dosisabhangigen Experiment sind in der

Abbildung 45 angezeigt.

Im kinetischen Experiment (s. Abb. 31), bei dem den Mausen eine Dosis von 300 mg

kg Kérpergewicht appliziert wurde, wurde zum Zeitpunkt 30 min noch keine
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Abbildung 44: Quantitative HPLC-MS Analyse von TCS und TCDS im Blutplasma im
dosisabhangigen Experiment

Die Entnahme von Blut erfolgte von der Portal- und hepatischen Vene, sowie von der
rechten Herzkammer (Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 3 Versuchstieren pro
Datenpunkt). Leberproben von Versuchstieren nach 30 min APAP Injektion. Fehlerbalken:
Standardfehler.
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Differenzierung fur die Gallensauresignale beobachtet. Dieses Verhalten wurde auch
fur niedrigere und hoéhere Dosagen im dosisabhangigen Experiment bestatigt; die

Gallensauren wurden deutlich im periportalen Blut detektiert.

3.2.3 MALDI-MSI Ergebnisse
3.2.3.1 APAP, Metaboliten und Addukte

Die Ausfuhrung des MALDI-MSI Experiment fur das dosisabhangige Experiment war
analog zum kinetischen Experiment, mit der Ausnahme, dass die lediglich flr den
Zeitpunkt 30 min nach der APAP Injektion beprobt und dabei die APAP Dosis variiert
wurde (56, 167 und 500 mg kg™ Kérpergewicht).

Die Ergebnisse flir APAP, seine Hauptmetaboliten und Konjugate werden in der

Abbildung 45 zusammengefasst prasentiert.

Das Resultat betreffend die Distribution der Analyten und die fur die auf dem
Lebergewebe gemessenen Bereiche berechneten Durchschnittssignalintensitaten
stimmten mit den Beobachtungen des quantitativen HPLC-MS Experiments Uberein.
Mit der Zugabe der hohen Dosis wurde das Gewebe nach 30 min mit APAP ,geflutet”,

was sich auch am rapiden Anstieg des APAP Signals bemerkbar macht.

APAP-GLC wurde bei der hohen Dosis mehr als APAP-SUL gebildet, wie auch schon
im Blutscreening beobachtet wurde. Erwartungsgemal zeigten die dosisabhangigen
Verlaufe von APAP-GSH und GSH ein entgegengesetztes Verhalten. Bei der niedrigen
Dosis wurde kaum APAP-GSH gebildet, mit der Applikation der nachsthéheren Dosis
nahm die Menge rapide zu. Die Zunahme zwischen der mittleren und hohen Dosis war
dann allerdings nicht so stark. Dies kann dadurch erklart werden, dass die GSH

Reserven im Lebergewebe nahezu ausgeschopft waren.

Auf eine zonale Semiquantifizierung der Analyten zur Ermittlung der PP-PC-Partition
im dosisabhangigen Experiment wurde aus dem folgenden Grund verzichtet:
Beginnende Differenzierungen im kinetischen Experiment konnten flr die meisten
Analyten erst ab 60 min beobachtet werden. Auf’erdem is die Durchfuhrung der
zonalen Semiquantifizierung mit der zur Verfigung stehenden Software e nur unter

groliem zeitlichem Aufwand mdglich, da die Zonen manuell ausgewahlt werden
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Abbildung 45: MALDI-MSI Analyse von APAP und seinen Transformationsprodukten im
dosisabhangigen Experiment

Untersuchung der Gewebe von n = 3 — 4 Versuchstieren nach der Applikation von variablen
APAP Dosen von 56, 167 und 500 mg kg™ Kérpergewicht zum Zeitpunkt 30 min nach der
APARP Injektion. 45A: Reprasentative superpositionierte lonendichtebilder mit Abbildungen
von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten (APAP: m/z 190,0264, [M +
K]*; APAP-SUL: m/z 230,01286, [M - H]; APAP-GLC: m/z 366,0585, [M + K]*; APAP-GSH:
m/z 455,1242, [M - H];; GSH: m/z 306,0765, [M - H],, £ 10 ppm). 45B: Semiquantifizierung

der Analyt Signale Uber einen Vergleich der gemittelten relativen Signalintensitaten Uber das

gesamte Messareal der einzelnen Gewebsmessungen. Die Boxplots umranden das 25 — 75
% Quartil getrennt durch den Median (-). Zusatzlich ist die Position des Mittelwerts (x) aus
den gemittelten Signalintensitaten der einzelnen Gewebsschnitte gekennzeichnet (Sezgin

2018).
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mussten. Da keine groRen Unterschiede erwartet wurde, wurde auf eine
Semiquantifizierung verzichtet. In diesem Fall ware es interessant gewesen zu wissen,
ob die zonale Differenzierung der untersuchten Analyten im Zeitpunkt 120 min von der

Dosis beeinflusst wird.

3.23.2TCS
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Abbildung 46: MALDI-MSI Analyse von TCS und mdglichen Isomeren im dosisabhangigen
Experiment

Untersuchung der Gewebe von n = 3 — 4 Versuchstieren nach der Applikation von variablen
APAP Dosen von 56, 167 und 500 mg kg™ Kérpergewicht zum Zeitpunkt 30 min nach der
APARP Injektion. 46A: Reprasentative superpositionierte lonendichtebilder mit Abbildungen

von CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten Leberschnitten (TCS: m/z 514,2843, [M - H]; +
10 ppm). 46B: Semiquantifizierung der Analyt Signale Uber einen Vergleich der gemittelten

relativen Signalintensitaten Uber das gesamte Messareal der einzelnen Gewebsmessungen.

Die Boxplots umranden das 25 — 75 % Quartil getrennt durch den Median (-). Zusatzlich ist

die Position des Mittelwerts (x) aus den gemittelten Signalintensitaten der einzelnen
Gewebsschnitte gekennzeichnet.
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Abundante Signalcluster fur TCS wurden lediglich von den Gallengangen in der
periportalen Zone detektiert. Die Unterschiede in den Signalintensitaten resultierten

wahrscheinlich von der biologischen Variation (Streuung) der Proben (s. Abb. 46).

3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse vom kinetischen und dosisabhangigen

Experiment

Anhand histochemischer und massenspektrometrischer Daten bezuglich der
pathologischen Auswirkungen durch toxische APAP Dosen, koénnen folgende
Erkenntnisse aus den beiden Experimenten (kinetisch und dosisabhangig) gezogen

werden:

Erste sichtbare pathologische Veranderungen (Schaden) durch eine APAP Dosis von
300 mg kg™' Korpergewicht am gesamten Leberorgan sowie im Gewebe selbst traten
ab 60 min auf, und waren besonders pragnant ab 240 min. Dieses Phanomen wurde
auRerdem durch den signifikanten Anstieg der Transaminasewerte ab diesem
Zeitpunkt untermauert. Eine im betrachteten Zeitrahmen auftretende weitflachige
Regeneration der beschadigten apoptotischen bzw. nekrotischen Bereiche entlang

des Lebergewebes konnte nicht beobachtet werden.

Die maximale Konzentration an verabreichtem APAP konnte sowohl im Blut als auch
im Lebergewebe zwischen 15 und 30 min registriert werden und wies eine berechnete

Halbwertszeit von ca. 91 min in der Blutzirkulation vor.

Die beiden Hauptmetaboliten APAP-GLC und APAP-SUL zeigten Halbwertszeiten von
ca. 94 bzw. 97 min und erreichten die maximalen Konzentrationen im Blut wie auch im
Gewebe zum Zeitpunkt von ca. 30 min. Obwohl beide Verbindungen hauptsachlich
aus enzymatischen Transformationsreaktionen in der Leber hervorgehen, wurde wider
Erwarten, keine Konzentrationsunterschiede in den Blutbahnen beobachtet. Die
Annahme war, dass die Betrachtung einer einzelnen Leberpassage nicht ausreichend
war, um geringfligige Anderungen der APAP-GLC und APAP-SUL Konzentrationen in
den Zu- und AbflussblutgefalRen der Leber zu registrieren. Ebenso fehlte eine zonale
Differenzierung im Lebergewebe trotz der in der Literatur berichteten praferentiellen

Verteilungen der fur die Transformation verantwortlichen Enzyme. Hier wurde die
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Annahme verlautbart, dass es zu einer zigigen Redistribution der Stoffe zwischen den

Hepatozyten nach ihrer Bildung kommt.

Die Untersuchung der metabolischen Bildung und Verteilung des APAP-GSHs sowie
das Screening nach dem GSH sollten indirekte Ruckschlisse auf das Vorkommen und
Verhalten des toxischen und nicht durch die in dieser Arbeit angewandten Techniken
adressierbaren NAPQI ermdglichen. APAP-GSH und GSH demonstrierten ein
komplementares Verhalten betreffend der schwerpunktmafigen Distribution entlang
der Zonen. Wahrend APAP-GSH beginnend ab 60 min mehr pericentral auftrat,
wurden die Reservoirs von GSH starker im pericentralen Bereich beansprucht und es
ergab sich dadurch eine Partition zugunsten der periportalen Zonen. Die GSH
Konzentration im Lebergewebe war bereits nach 30 min auf kritische Niveaus
gesunken und erreichte das Minimum im Zeitpunkt 120 min nach der APAP Injektion.
Es ist daher nicht verwunderlich, dass ab diesem Zeitpunkt Schaden in den

Leberzellen deutlich sichtbar wurden.

APAP-GSH wies flr die Zeitpunkte vor 120 min keine scharfe zonale Verteilung auf,
wie vor der Ausflhrung des Experiments prognostiziert wurde. Es wurde daher
gemutmaldt, dass es zu einer rapiden Verteilung von APAP-GSH im gesamten
Gewebe durch aktive Transportvorgange kommt. Ferner wurde festgestellt, dass ein
nicht unwesentlicher Anteil des APAP-GSHs in die Galle Ubergeht. FUr das Auftreten
der signifikanten Verteilung zugunsten des pericentralen Areals wurde die Behauptung
aufgestellt, dass die Transportvorgange flir APAP-GSH aufgrund der fortgeschrittenen
pathologischen Auswirkungen erlahmen, sodass APAP-GSH vorwiegend an dem Ort,
an dem seine Biosynthese auftritt, lokalisiert ist. Zudem ist ein moglicher Influx von
APAP-GSH zum Zeitpunkt 120 min auf dem gleichen Wege wie es durch die
Gallensauren geschieht, moglich. Aufgrund dieser Beobachtungen ist das Tracking
des APAP-GSHSs zur Reflektion einer moglichen Verteilung des Vorlaufers NAPQI als

ungeeignet zu beurteilen.

Der Breakdown von APAP-GSH fand vermutlich groRtenteils im Darm statt, wie die
Ergebnisse aus den HPLC-MS Daten fir APAP-CYS und APAP-NAC nahelegen. Fur

APAP-NAC wurde eine Halbwertszeit von ca. 102 min im Blut berechnet.

Zwischen 60 — 240 min, insbesondere zum Zeitpunkt 120 min, konnte ein deutlicher

Eintrag der Gallensauren von den Transportkanalen der Galle in die pericentralen
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Zonen im Gewebe demonstriert und somit - im Einklang mit den in der Literatur
beschriebenen Erkenntnissen - ein Vorgang aufgezeigt werden, der verdeutlicht, dass
die pathologischen Auswirkungen der APAP Dosierung nicht ausschliefldlich auf die
Reaktion von NAPQI mit lebereigenen Proteinen beschrankt ist: Vielmehr wird eine
Ereigniskette in Gang gesetzt, der die Giftigkeit einer APAP Dosierung durch

konzentrierten Influx von Galleninhaltsstoffen verstarkt.

Alle xenobiotischen Substanzen (APAP und Derivate) wurden bereits nach 240 min

nach der APAP Injektion nahezu vollstandig vom Lebergewebe eliminiert worden.

Hohere Dosen an APAP fuhrten bei APAP und allen seinen Derivaten zu einer
Erhohung von deren Konzentrationen im Blut und im Lebergewebe. Durch den
zugigeren Abbau der GSH Vorrate bei der sehr hohen APAP Dosis, wurde vermutlich
die metabolische Kapazitat der Leber zur Entgiftung von NAPQI bereits stark
beansprucht, sodass die Zunahme der Konzentrationsniveaus der Metaboliten und
Konjugate insbesondere des APAP-GSHs und seines Folgeprodukts APAP-NAC von
der Dosis 167 auf 500mg kg-' Kérpergewicht gering ausfielen. Zum Zeitpunkt 30 min
traten trotz der hohen letalen Dosis noch keine visuell beobachtbaren Leberschaden
auf. Die Vorgange, die die Apoptose bzw. Nekrose der Leberzellen hervorrufen, sind

daher moglicherweise von dem zeitlichen Auftreten her dosisunabhangig.
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4. Diskussion
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4.1 Voruntersuchungen, Optimierungen und Konzeption des kinetischen und

dosisabhangigen Experiments

HPLC-MS Analysen von Leberextrakten gaben erste Hinweise auf zu erwartende
Signalbereiche fur APAP und seine Derivate und fur endogene Stoffe, die im
Leberstoffwechsel eine tragende Rolle spielen und ihre Verteilung von den
Auswirkungen der APAP Intoxikation moglicherweise ebenso affektiert werden

konnten. Dazu gehorten beispielsweise die Taurocholate.

Vom NAPQI konnten unter HPLC-MS Bedingungen keine klar unterscheidbaren
Signale vom Untergrundrauschen detektiert werden. Dies bewog uns dazu NAPQI aus
analytisch-massenspektrometrischen Gesichtspunkten her naher unter die Lupe zu
nehmen. Antrieb dieser Arbeiten war, dass zum Zeitpunkt der Beprobungen noch eine
gewisse noch nicht abreagierte Menge NAPQI im Lebergewebe vermutet wurde,
welches durch chemische Derivatisierungsverfahren der MALDI-MS Analytik
zuganglich gemacht werden sollte. Ein direktes Tracking von ,On-Tissue®
derivatisierten NAPQI hatte insofern ein Erfolg dargestellt, weil dadurch die direkten
Entstehungs- und Wirkstatten des NAPQIs im Lebergewebe hatten besser

nachverfolgt werden kdnnen.

Die Resultate offenbarten die hohe Reaktionsfreudigkeit dieser
Elektronenmangelverbindung, sobald sie in wassriger Puffer- oder in methanolischem
Losungsmittel angesetzt wurde. Vorwiegend reduzierte sich das NAPQI dabei wieder
zurlck zum APAP und es entstanden bereits aus der Literatur bekannte sowie auch
tentative in dieser Arbeit suggerierte Oligomere von NAPQI aus bis zu acht
Monomereinheiten, vermutlich entstanden Uber eine radikalisch ablaufende
Verkettung. Auch wenn die Chancen flur eine Entstehung dieser hdherverketten
Einheiten in vivo im realen Organismus als gering einzustufen sind, so konnte dies
nicht kategorisch ausgeschlossen werden, zumal auch APAP-Dimere in von APAP
behandelten Mausen aber auch im Plasma von Menschen nachgewiesen wurden
(Chen 2008, Trettin 2014a). Der sinnvolle Einsatz der Imaging Software Mirion
ermdglichte das Auffinden von zu den vorher vorgeschlagenen Oligomeren
korrespondierenden Massen in einem semiartifiziellen MALDI-MSI Experiment von
Referenzstandard enthaltenden Tropfen, die auf Negativkontrollgewebe platziert
wurden. Der Abgleich von Negativ- und Positivkontrollgeweben zeigten auch
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tatsachlich korrespondierende Signale von immerhin den Dimeren, Trimeren und
Tetrameren auf dem Lebergewebe. Weiter wurde die Analytik dieser Stoffe in den
nachfolgenden Experimenten nicht verfolgt, zumal das Hauptaugenmerk auf den
Nachweis von APAP und seinen prominenten Metaboliten und Addukten gerichtet

wurde.

Grol3er Aufwand wurde darin investiert das NAPQI zu ,trappen“ um darauf basierend
eine Methode entwickeln zu kénnen, die es hatte ermoglichen sollen - falls vorhanden
- noch nicht abreagierte Riuckstande dieses Phase-I-Metaboliten Uber die Erzeugung
eines abundanten Derivats im Lebergewebe tracken zu kénnen. In einem artifiziellen,
aber innovativen Ansatz gelang es das Pendant der in der Literatur beschriebenen
Reaktion von NAPQI in einer wassrigen Losung mit Natriumsulfid mit in eine NAPQI
enthaltende LOsung eingeleitetem H2S Gas nachzustellen. Die in der Literatur
beschriebenen Produkte aus dieser Reaktion (Trettin 2014b), sowie ein weiteres mit
einer Thiol-Einheit verbriicktes APAP-Dimer konnte durch HPLC-MS-MS-Messungen
tentative zugeordnet werden. Vorteilhaft war auch, dass durch diese Reaktion die
Anzahl der in einer Reinldsung von NAPQI entstehenden Produkte im Allgemeinen
reduziert werden konnte. Der Transfer dieser Reaktion auf geschnittenes
Lebergewebe liel3 sich prinzipiell verwirklichen. Allerdings konnten keine zuvor
bestimmten Derivatisierungsprodukte im Lebergewebe uber MALDI-MSI detektiert
werden. Schlussendlich wurden daher Bestrebungen NAPQI bzw. mdgliche kunstliche
Derivate daraus zu analysieren, aufgegeben. Es wurde vielmehr angenommen, dass
der Phase-I-Metabolit NAPQI offenkundig in vivo zugig nach seiner Bildung
weiterreagiert. Es musste zudem an dieser Stelle generell die Frage gestellt werden,
ob mogliche Rickstande hochreaktiver Zwischenmetaboliten in einem MALDI-MSI
Ansatz Uberhaupt sinnvoll detektiert und dargestellt werden kdnnen. Ausgehend von
diesen Ergebnissen sind die Chancen dazu als sehr gering zu einzustufen. Sinnvoller
sind Derivatisierungsverfahren im Rahmen von MALDI-MSI Experimenten nur dann,
wenn sie an stabilen oder zumindest metastabilen Verbindungen ausprobiert werden,
um die lonisationsglite dieser Verbindungen zu verbessern und/oder ihre

Molekililmasse aus interferierenden Zonen in hohere Massenbereiche zu verschieben.

Derivatisierungsmethoden, die im Zusammenhang mit MALDI-MSI Experimenten auf
den Einsatz eines reaktiven Gases zuruckgreifen, um eine On-Tissue Derivatisierung

von Verbindungen fur ein MALDI-MSI Versuch durchzufuhren, konnten in der Literatur
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nicht gefunden werden. Der hier entwickelte Ansatz ist, obwohl er in diesem Fall nicht
zum Erfolg gefuhrt hat, moglicherweise interessant fur solche Anwendungen. Durch
den Einsatz von Gas im Gegensatz zu Reagenzien, welche einen Spray von geldsten
Reaktanden verwenden, ist die Wahrscheinlichkeit fur Analytmigrationen auf dem
Gewebe gering. Sicherlich lieBe sich die in dieser Arbeit fur die eigenen Belange
provisorisch konzipierte Anlage technisch und bezuglich Sicherheitsaspekten deutlich
aufwerten und verbessern. Eine wesentliche Limitierung der Gasderivatisierung durfte
allerdings die Uberschaubarkeit an vorhandenen reaktiven Gasen oder auch volatilen
organischen Substanzen sein, die aus chemischen und technischen Gesichtspunkten
fir diesen Zweck eingesetzt werden koénnten. Hier ware die Anwendung einer
alternativen Methode denkbar gewesen, die sich an der Matrixsublimations-
/Rekristallisationsmethode orientiert (Yang 2011). Dabei konnten volatile Thiole zur
durch Vakuumsublimation zur Reaktion auf das Gewebe transferiert und anschlielend

die Matrix Uber die Sublimation/Rekristallisation aufgetragen werden.

APAP und seine Derivate, sowie alle anderen untersuchten Analyten haben
gemeinsam, dass ihre m/z in Bereiche < 500 Da fallen. Dadurch stellten sie den
MALDI-MSI Analytiker bei der Konzeption eines robusten MALDI-MSI Experiments vor
Herausforderungen trotz Einsatz ausgefeilter hochauflésender Analysesysteme mit
hohen Massengenauigkeiten. Viele mogliche ,Stellschrauben® kdnnen Uber den Erfolg
oder Misserfolg der Messungen entscheiden. Im Wesentlichen wurden in den
Optimierungsversuchen geeignete Matrix-Lésungsmittelsysteme, Spraymethoden und
lonisationsmodi identifiziert, die bei der adaquaten Wahl des zu trackenden
Quasimolekulions eine moglichst interferenzfreie Detektion fir APAP und seine
Derivate erlaubte. MALDI-MSI Vorversuche an negativem und positivem
Kontrollgewebe ermdglichten die Auswahl der Analyten, die zur Betrachtung im
eigentlichen kinetischen und dosisabhangigen Experiment in Frage kamen. Dies flhrte
dazu, dass einige potenziell wichtige Analyten aussortiert wurden: APAP-CYS und
APAP-NAC, sowie Glutamin. Wichtig war auRerdem die Bericksichtigung von
moglichen Artefaktbildungen der Substanzen vornehmlich durch In-Source
Fragmentierungen untereinander, wobei die Analysen hierfur ergaben, dass keine
signifikanten Verfalschungen durch Artefaktbildungen auf die MALDI-MSI Resultate zu
erwarten waren. Eine wichtige Einstellung war zudem die geeignete Wahl der lateralen

Auflésung. Diesbezulglich fiel die Entscheidung auf eine Auflésung von 20 um um im
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zur CYP2E1 Abbildung superpositionierten MALDI-MSI lonendichtebild, Pixel mit
Masseninformation maoglichst deckungsgleich zu den morphologischen Merkmalen
des immunhistochemisch gefarbten Lebergewebes zuordnen zu kénnen und dabei
ausreichende Detektion zu gewahrleisten. Eine weitere wichtige Grof3e war in diesem
Zusammenhang auch die optimale Auswahl der Schnittdicken des Lebergewebes, die
auf ca. 3 — 5 ym fiel und die Zuordnung charakteristischer Mikrostrukturen von seriellen

Leberschnitten zueinander und zu den massenspektrometrischen Signalen erlaubte.

SchlieBlich wurde noch eine auf dem HILIC Prinzip basierende chromatographische
Methode zur quantitativen HPLC-MS Analyse von APAP und Derivaten und von
Gallensauren entwickelt, zumal die zuvor in den Vorversuchen eingesetzten
Methodiken nicht ausgefeilt genug zur simultanen Analyse von APAP und seinen

Biotransformationsprodukten und den beiden Gallensauren TCS und TCDS waren.

4.2 Kinetisches und dosisabhangiges Experiment

Fur APAP wurde keine zonale Distribution beobachtet, was dadurch erklart werden
kann, dass APAP wahrend der Leberpassage von allen Hepatozyten entlang der
Sinusoide absorbiert werden kann. Obwohl die fir die Umwandlung von APAP in seine
Hauptmetaboliten verantwortlichen Enzyme laut den Berichten aus der Literatur eine
praferentielle Verteilung entlang der Leberzonen aufzeigten (Godoy 2013), konnte fur
APAP-GLC und APAP-SUL keine zonale Differenzierung weder visuell in den
lonendichtebildern noch semiquantitativ Uber die Durchschnittssignalintensitaten
erfasst werden. Hierzu wurde gemutmaldt, dass sobald die Metaboliten gebildet
werden, sie die Membranen der Hepatozyten zugig passieren und anschlieend
zwischen den Hepatozyten distribuiert werden kénnen. Mdglich ist auch, dass eine
geringfugige Differenzierung fir APAP-GLC und APAP-SUL existiert, die angewandte
analytische Methode aber nicht empfindlich genug ist, um zu geringe graduelle

Konzentrationsunterschiede zu erfassen (Sezgin 2018).

In der Literatur existieren unterschiedliche Angaben zu den Verhaltnissen der
quantifizierten Hauptmetaboliten aus dem Blut von Nagetieren. Bei einer verabreichten
APAP Dosis von 300 mg kg' Korpergewicht, wurden hohere APAP-GLC
Konzentrationen fur den Mausstamm C57BL6/J beobachtet (Akakpo 2018), wahrend
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in dieser Arbeit mit dem Stamm C57BL6/N vergleichbare Niveaus fur APAP-GLC und
APAP-SUL festgestellt wurden. Bei der Applikation von niedrigeren Dosen < 300 mg
kg Korpergewicht APAP berichteten andere Arbeitsgruppen Uber hohere Level fiir
APAP-SUL (Chen 2013, An 2012). In unseren Untersuchungen fiel hingegen auf, dass
bei Dosen < 500 mg kg vergleichbare Level an APAP-SUL und APAP-GLC gebildet
wurden, wahrend mit der sehr hohen Dosis die APAP-GLC Produktion die von APAP-
SUL uberschritt. Das Verhaltnis der gebildeten Hauptmetaboliten scheint damit von
der Dosis und moglicherweise auch vom verwendeten Mausstamm abhangig zu sein
(Sezgin 2018).

Fir APAP-GSH konnten zwar bei adaquater Auswahl der Minimal- und
Maximalintensitaten abundante Signalcluster in den pericentralen Bereichen
visualisiert werden. Die Semiquantifizierung offenbarte allerdings nur zum Zeitpunkt
120 min eine signifikante Differenzierung der APAP-GSH Signale entlang der Zone,
worin die Bildung von NAPQI durch enzymatische Reaktion mit den CYP stattfindet.
Die Verteilung von GSH zugunsten von periportalen Bereichen war hingegen
beginnend ab 30 min nach der APAP Injektion deutlicher zu erkennen und konnte
zudem semiquantitativ aufgezeigt werden. Die Verteilung von APAP-GSH lasst
indirekte Schlisse auf die tatsachliche Verteilung des intermediar entstehenden
toxischen NAPQI zu, kann aber aufgrund maoglicher Redistributionseffekte zwischen
den Hepatozyten und seines Eintrags in die Galle (Siegers 1983, Gregus 1988, Chen
2003) die Distribution des NAPQIs nicht spiegelbildlich wiedergeben.

Der Zeitpunkt 120 min markierte einen Moment, in der ein Phanomen mit
entscheidender Relevanz fur die Hepatotoxizitat auftrat: Es konnte ein deutlicher Influx
von Gallensauren stellvertretend durch TCS und TCDS (und méglichen Isomeren) in
die pericentrale Bereiche beobachtet werden. Dieses sekundare Event resultierend
aus anfanglichen Toxizitatseffekten von NAPQI an den basalen Membranen der
Hepatozyten, den Veranderungen des Membranpotenzials und anschlieRender Ruptur
der apikalen Membran, wurde als das eigentliche ausschlaggebende Ereignis fir den
Verlust der Lebens- und damit Regenerierfahigkeit der Zellen diskutiert (Perez 2009,
Li 2011). Die leistungsfahige HR-MALDI-MSI bot hiermit eine Moglichkeit den Eintrag
der Taurocholate in die pericentrale Zone direkt ohne den Einsatz von Markern zu
tracken, wie sie zum Beispiel im Live Imaging Verfahren mit einem

Multiphotonenmikroskop zum Einsatz kam (Li 2011).
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Uber die Galle folgte zum Zeitpunkt 120 min vermutlich auch ein deutlicher Influx von
APAP-GSH in die pericentralen Bereiche. Die signifikante zonale Differenzierung
durfte vor allem auf dieses Ereignis zurlickzufuihren sein. Durch den Eintrag von APAP-
GSH und sein Transport in die Zentralvenen konnte ein starker Anstieg der APAP-

GSH Blut-Konzentration in der hepatischen Vene registriert werden.

Uberhaupt zeigten die APAP-GSH Konzentrationen im Blut eine héhere Tendenz
bezlglich der hepatischen Vene, was ein Hinweis darauf ist, dass APAP-GSH in der
Leber synthetisiert und innerhalb der Leberlobule Uber die Sinusoide ins Blut Ubergeht.
Eine weitere Beobachtung war, dass APAP-GSH bereits nach 5 min nach der APAP
Injektion gebildet wird und seine Konzentration im Lebergewebe bis 30 min um das ca.
6-fache zunimmt, wenn die Durchschnittssignalintensitaten berlcksichtigt werden.
Damit einhergehend gibt es einen starken Einbruch der GSH Reserven zu diesem

Zeitpunkt vor allem in den pericentralen Zonen.

APAP und seine Biotransformationsprodukte wurden zum Zeitpunkt 240 min nahezu

vollstandig von der Leber eliminiert.

Die ermittelten Ergebnisse fur APAP-GSH und GSH stehen teilweise im Einklang mit
den in der Literatur beschriebenen Konzepten der CYP Metabolisierung von APAP-
GSH und seiner lokal erfolgenden Entgiftung mit GSH in denselben Zellen, worin es
gebildet wurde und dass computermodellierte pericentral auftretende
Schadigungsmuster auf die Einwirkung von aktiviertem APAP zurickgefihrt werden
kénnen (Smith 2016, Ramachandran 2017). Allerdings sind die Beschreibungen und
Pradiktionen fir die Metabolisierung und Eliminierung von Xenobiotika in diesen
Konzepten, die die pericentral induzierte Toxizitat untersuchen, zu erweitern, da sie
von streng auf die pericentralen Zonen begrenzten Effekten ausgehen. In der
vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass die GSH Abnahme zwar
schwerpunktmaflig, aber nicht ausschliel3lich in der pericentralen Zone erfolgte,
sondern auch weitraumig in den periportalen Zonen. In der Literatur wird dazu ein
Vorgang beschrieben, der von einem kombinierten Ansatz aus Experimentaldaten und
Computermodellierung aufzeigen konnte, dass die Hepatotoxizitat von APAP sich
nicht ausschlieBlich auf die pericentrale Zone auswirkt, sondern auch zu einer
Kompromittierung der Stoffwechselaktivitat in den Hepatozyten der periportalen Zonen
fihrt (Schenk 2017).
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Fur die metabolische Aktivitat innerhalb eines Leberlobuls wird zudem noch eine
mittlere Zone (MZ) aus Hepatozyten zwischen periportaler und pericentraler Zone
beschrieben, wobei sie haufig noch zur Peripherie der pericentralen Zone dazugezahit
wird. Diese mittlere Zone soll Besonderheiten aufweisen. Unter anderem wurde fur
diese Zone ein hoherer Abbau an Glutathion postuliert; der Glutathionabbau soll in
Richtung der Zentralvene abnehmen, wie auch die Fahigkeit der Hepatozyten
mitochondriale Schaden zu reparieren (Smith 2016). In den Resultaten dieser Arbeit
konnte eine Differenzierung des Glutathionabbaus zwischen einer mittleren und der

pericentralen Zone nicht festgestellt werden (Sezgin 2018).

Es ware interessant zu erfahren, wie die Verlaufe der in Kapitel 2 erwahnten
zusatzlichen Targets (z.B. einige NAPQI-Derivate oder Glutamin), die auf den
Positivkontrollen detektiert wurden, im kinetischen und dosisabhangigen Experiment

aussehen wurden.

4.3 Beurteilung der angewandten MALDI-MSI Methode

Die in dieser Arbeit entwickelte HR-MALDI-MSI Methode ermdglichte die
Durchfihrung von robusten Messkampagnen (Screenings) von mehreren seriell
geschnittenen Leberproben von mit APAP behandelten Versuchstieren in einem
kinetischen und dosisabhangigen Experiment uUber mehrere Wochen unter
Verwendung der relativ hohen Sensitivitat und Spezifitat bezlglich einer Vielzahl von
Analyten. Durch adaquate Auswahl der Matrix-Losungsmittelsysteme, mit denen die
Leberproben bespriiht wurden, konnten Signalinterferenzen fir die betrachteten
xenobiotischen Verbindungen ausgeschlossen werden. Dadurch konnten die unteren
Signalgrenzen auf sehr geringe Werte eingestellt und somit so viele Uber dem LOD

liegende Signale wie mdglich erfasst und quantifiziert werden.

Durch das Fehlen der chromatographischen Dimension und von Informationen Uber
Mikrostrukturen im gemessenen Gewebeschnitt ist der Informationsgehalt, der aus
einem alleinstehenden MALDI-Experiment geschopft werden kann, limitiert. Es war
von daher ratsam MALDI-Daten mit Informationen aus anderen Analyseverfahren
(orthogonalen Techniken) zu kombinieren. In dieser Arbeit lieferten die

histochemischen H & E und CYP2E1 Farbeverfahren, Informationen Uber
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Mikrostrukturen (Transportkanale, metabolische Zonen, etc.) und Uber von der

Hepatotoxizitat affektierten apoptotisch-nekrotischen Bereiche im Lebergewebe.

Mikroskopische Aufnahmen der CYP2E1 gefarbten Schnitte dienten zudem als
,Jntergrund“ zur Zuordnung der lonendichtebilder aus dem MALDI Experiment. Diese
robuste immunhistochemische Technik identifizierte die Lokalisation des in der
pericentralen Zone befindlichen Enzyms, der fur die APAP Aktivierung eine Rolle
spielt. Quantitative Daten zur Konzentration der Analyten aus den HPLC-MS
Messungen vom Blut, welches von Portal- und hepatischen Vene und aus der rechten
Herzkammer, halfen dabei die Metabolisierung und Zirkulation der Substanzen im Blut
zu verstehen und mit den Daten, die von den Gewebeoberflachen gewonnen wurden,

zu korrelieren.

Das verwendete MALDI-Interface imagine10™ von der TransMIT GmbH (GieRen,
Deutschland) erlaubt die Fokussierung des Laserstrahls auf bis zu 5 ym auf der
Probenoberflache. Bei Messungen mit diesen hohen Pixelauflésungen mussen
deutlich geringere Signalausbeuten in Kauf genommen werden. In der Praxis konnte
diese hohe Auflésung in der Regel nur flr native bereits in hohen Konzentrationen im
Gewebe enthaltende und unter MALDI-Bedingungen gut ionisierende Substanzen
realisiert werden (Sezgin 2014, Roempp 2013). Die Voruntersuchungen mit
Leberproben von 30 min nach APAP Injektion bekraftigte diese vormals gemachten
Beobachtungen: Wahrend keines der xenobiotischen Substanzen detektiert werden
konnte, konnte die Taurocholsaure relativ gut lokalisiert werden. Die Wahl fiel
schlieBlich auf eine Pixelaufldsung von ca. 20 ym. Theoretisch lassen sich mit dieser
Auflésung ca. 15 Pixel in der Durchmesserachse von einem Leberlobul platzieren, da
der Durchmesser eines Leberlobuls mit ca. 300 ym angegeben wird (Hoehme 2010).
Mit der gewahlten Auflosung sollte die Zuordnung der Analyten bezlglich der

metabolischen Zonen (PP gegenuber der MZ und PC) ohne Probleme mdglich sein.

Dies gilt im Prinzip auch fur die Differenzierung der MZ, in der ein hdherer GSH Abbau
postuliert wurde (Smith 2016), von der PC, wenn der Durchmesser dieser Zone mind.
einen Hepatozytendurchmesser, also = 20 pm betragt. Die Detektion kleinerer
Mikrostrukturen (z.B. Gallencanaliculi) ist mit der gewahlten Auflosung hingegen

problematisch (Sezgin 2018).
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Durch die Verwendung von seriellen Schnitten in Abstanden zwischen 3 — 5 pym und
der manuellen Superposition des lonendichtebildes mit dem optischen CYP2E1 Bild
kann es zu geringfigigen Ungenauigkeiten und inadaquaten Versetzungen der Pixel

kommen.

Bei der Festlegung der ,Regions of interest® wurden die Zonen rein visuell und per
Hand anhand der negativ oder positiv gefarbten Bereiche im CYP2E1 Bild ausgewahlt.
Daher konnen hier ebenso geringfugige Verfalschungen in die Berechnungen der
Durchschnittssignalintensitaten zur zonengebundenen Differenzierung der Signale mit

eingegangen sein.

Obwohl bei den gewahlten niedrigen Schnittdicken und bei der Betrachtung des
Oberflachenprofils eines Leberschnitts nur sehr geringe topographische Unterschiede
(< 5 um) festgestellt werden konnten, so kdnnen geringwertig topographiebedingte
Einflisse auf die Signalintensitaten nicht ausgeschlossen werden, insbesondere wenn
absolute und nicht auf den TIC korrigierte Intensitaten betrachtet werden. Bei den
Semiquantifizierungen zur Ermittlung der zonalen Differenzierungen wurde auf TIC
normierte Intensitaten zurickgegriffen. Mittlerweile existiert ein leistungsfahigerer
Nachfolger der in dieser Arbeit verwendeten MALDI- Quelle, der uber ein
Triangulationsverfahren mit einem zweiten Laser im niedrigen Mikrometerbereich
imstande ist den Laserspot vom Laserstrahlengang, der zur Desorption fuhren soll,
durch Autofokussierung an die dreidimensionale Topographie der Probenoberflache
anzupassen und damit das Erscheinen topographiebedingter Artefakte im

lonendichtebild signifikant zu verringern (Kompauer 2017).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die verwendete MALDI-MS lonenquelle als
auch die entwickelte Methodik zur (a) Visualisierung der Verteilungen auf dem Gewebe
und (b) Semiquantifizierung der zonalen Distribution als eine eher forschungslastige
sowie zeitaufwandige Methode zu beurteilen ist, um routinemafig in der klinischen
Diagnostik flr z.B. bioptische humane Leberproben bzw. intraoperative Diagnosen
eingesetzt werden zu kdnnen. Dabei ware so ein routinemafiger Einsatz in der Klinik
nicht uninteressant, um mit hoher Richtigkeit und Genauigkeit Uber die
Masseninformation der relevanten Verbindungen und ihre Distribution einordnen zu
konnen, inwieweit Toxizitatsphanomene in der Leber fortgeschritten sind, mdgliche
Gegenmalinahmen gewirkt haben und/oder die Regeneration der Leber erfolgt ist. Das
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ware sowohl zur Aufklarung akuter pathologischer Phanomene wie auch fur Gber einen
Zeitraum auftretende krankhafte Veranderungen der Leber interessant; zu nennen
sind da etwa cholestatische Phanomene. Beispielsweise kam die HR-MALDI-MSI
Methode auch in einer Arbeit, die die Mechanismen einer akuten Cholestase
untersuchte, als unterstitzende Technik zum Einsatz. Wobei die Methodik auch in

diesem Fall auf Forschungszwecke ausgerichtet war (Ghallab 2018).

Dabei gabe es verschiedene Optionen und Ansatze zur Aufwertung der Methodik zu
einem Medium- bzw. High-Throughput-Verfahren. Im Wesentlichen missten dazu die
Geschwindigkeiten der Mess-, Prozessier- und Auswerteschritte signifikant erhoht

werden.

Zur Erhdéhung der Messgeschwindigkeiten werden mittlerweile MALDI-Quellen mit
hoher gepulsten Lasern um die 10 kHz verwendet. Die rapifleX™ MALDI Tissuetyper™
von der Bruker Daltonik GmbH (Bremen, Deutschland) ist hier als prominentes Beispiel
zu nennen. Im Vergleich zu fruheren TOF-Plattformen konnten die
Messgeschwindigkeiten um den Faktor 10 — 20 erhoht werden, was die Etablierung
von sehr schnellen MALDI-Workflows inklusive der Probenpraparation, Messung und
Datenanalyse unter 5 min ermdglichte und damit interessant fur intraoperative

Diagnosen sein konnte (Basu 2019).

Bei dem Einsatz von TOF Systemen ist allerdings zu berlcksichtigen, dass
Massenauflésungen im Bereich < m/z 500 Da und i. d. R. auch Massengenauigkeiten
verglichen zu Systemen, die auf den FT-ICR- oder Orbitrap-Technologien beruhen,
benachteiligt sind und damit die Methodenentwicklung durch schwer filterbare

Interferenzen erschwert werden konnte.

Der wesentliche geschwindigkeitsbestimmende Schritt der in dieser Arbeit etablierten
Methode waren die Datenprozessierung und -auswertung resultierend aus den
Prozessierungen der Computer und den manuellen Operationen, die sich Uber
mehrere Monate hinzogen und als sehr aufwandig wahrgenommen wurden. Darunter
fallen die Extraktion der Pixel mit Masseninformationen der Analyten aus dem TIC in
der ImageQuest Software, die manuelle Superposition der lonendichtebilder mit den
optischen CYP2E1 Bildern, die Konvertierung der Orbitrap Q-Exactive MALDI-Daten

zum imzML Dateiformat und ihr Import in die MSIReader Software, und insbesondere
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die manuelle Auswahl der periportalen und pericentralen Zonen auf jedem der

gemessenen Schnitte und die finalen basisstatischen Analysen.

Der langsamen Prozessierleistung des Computers wurde durch Aufristung seines
Arbeits- und Graphikspeichers entgegengewirkt. Es ist selbsterklarend, dass flr
grolkere Medium- oder High-Throughput-Kampagnen mit mehreren Proben und
groRen Scanarealen auf den Probenoberflachen Hochleistungsrechner mit hoher
Prozessorleistung und groRem Arbeits- und Graphikspeicher zum Einsatz kommen

sollten.

Progressive Imaging Software kdnnen bei der Vereinfachung und Beschleunigung der
Verfahrensschritte behilflich sein. So kann die Superpositionierung der
histochemischen Bilder und der MALDI-Daten direkt in der MALDIVision Software
erfolgen statt des Umwegs Uber Bildbearbeitungsprogramme wie Powerpoint. Zumal
ImageQuest kein zufriedenstellendes Tool zur Auswahl von ROl anbot, musste
zusatzlich mit der MSIReader Software gearbeitet werden, die eine Freihand-Selektion
der ROI ermdglichte. Das SCILS Lab Imaging Programm befahigt den Nutzer zur
Zuordnung von Segmenten auf dem gemessenen Gewebe basierend auf ermittelten
Signalclustern von verschiedenen m/z, die gruppiert werden kdnnen. Ausgehend von
dieser Operation ist die Software in der Lage, weitere m/z ausfindig zu machen, die
gleiche oder ahnliche Verteilungspattern aufweisen. Denkbar in diesem
Zusammenhang ist zudem, dass in Zukunft die Integration fortschrittlicher Algorithmen,
Imaging Programme in die Lage versetzen kénnten die ROl Auswahl anhand der
mikrostrukturellen Unterschiede oder wie in diesem Fall Uber unterschiedlich gefarbte
Bereiche automatisch durchfuhren zu kénnen. Dieser Vorgang konnte den Workflow
immens beschleunigen. Wahrend Image Quest und MSIReader zum Zeitpunkt der
Versuche die Auswertung mit nur einer Probe in einem Messfenster erlaubte, kdnnen
bei SCILS Lab mehrere Proben gleichzeitig visualisiert und insbesondere auch
simultan und gleichmaRig bezuglich der Signalintensitatsbereiche skaliert werden, was
den Vergleich deutlich erleichtert und ebenso zu einer deutlichen Zeitersparnis in den
Auswertungen fuhrt. Die SCILS Lab Software wurde zunachst ausschliel3lich zur
Auswertung von mit Bruker Software kompatiblen MALDI-Dateiformaten konzipiert.
Die Erweiterung fur open imzML Formate folgte erst spater mit der Version SCIiLS Lab
MVS Ende April 2018. Eine Demoversion stand danach zur Verfugung; derweil waren
allerdings die Analysen zu den MALDI-Daten mit ImageQuest/MSIReader groRtenteils

127



abgeschlossen. MALDI Imaging Software werden stetig weiterentwickelt und es ist in
diesem Feld mit weiteren Verbesserungen und Erweiterungen mit hilfreichen
Auswertetools zu rechnen. Zur Vereinfachung der Arbeiten ist der Erwerb und die
Nutzung leistungsfahiger Imaging Software bei komplizierten Fragestellungen im Feld

der bildgebenden MALDI-Massenspektrometrie vorteilhaft.

Der wesentliche Grund, dass in dieser Arbeit auf vollquantitative Verfahren zur
Ermittlung (absoluter) Konzentrationen der Analyten vom Gewebe verzichtet worden
ist, lag an der relativ gro3en Probenmenge fur die Messkampagnen (kinetisches und
dosisabhangiges Experiment). Quantitative Verfahren hatten das Screening deutlich
in die Lange gezogen. Trotz interweek Kalibrierungen des Massenspektrometers und
Ubernahme und Beibehaltung der anfanglich eingestellten Messparameter kann es
elektronisch bedingt und aufgrund standig manuell neu justierter Laserspotbreiten zu
Anderungen bezlglich der Responsefaktoren der Analyten kommen. Neue
Kalibrierreihen auf Negativkontrollgeweben missten deshalb fortlaufend zum Abgleich

(Referenz) gemessen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde flr die eigenen Fragestellungen auf ein einfaches
relatives Semi-Quantifizierkonzept fur komparative Analysen zwischen den Proben

und Segmenten innerhalb der Proben zurtckgegriffen (Sezgin 2018).
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5. Experimentelles
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5.1 Vorversuche und Optimierungen
5.1.1 Extraktion der Leberproben fir die Vorversuche

Drei linke Leberlappenstiicke von drei Mausen (jeweils Kontrolle und nach 30 min
APAP Injektion) wurden zu insgesamt 100 mg in gefrorenem Zustand in 15 mL Plastik
Falcon™ Behaltern eingewogen. Die Leberstlicke waren zuvor zwei Wochen lang im
-80 °C Kuhlschrank gelagert worden. Nach der Einwaage wurden die Glasbehalter in
ein Eisbad Uberfahrt und 500 mL eiskalte 0.2 M Saccharose-Losung (in bidestilliertem
Wasser hergestellt) zu den Leberstlicken hinzugegeben. AnschlieRende wurden die
Lebersticke mit einem feinen Pistill zerrieben. Das Pistill wurde mit 2 x 250 uL der
Saccharose Ldosung gewaschen und das Waschwasser in den Behaltern mit dem
Leberhomogenat aufgefangen. Zusatzlich wurde das Pistill mit 1 mL Methanol
gewaschen und das Waschmethanol aufgefangen. Die Glasbehalter wurden fur 10 min
im Ultraschallbad gehalten, wobei das Badwasser im Ultraschallbad mit Eis nahe 0 °C
gehalten wurde. Nach der Zentrifugation in einer Zentrifuge Avanti J-26X von
Beckmann Coulter (Brea, CA, USA) mit 35000 rpm fir 10 min bei 1 °C Kuhlung wurde
der Uberstand abgenommen und in 12 mL Glasbehalter Uberfiihrt. AnschlieRend
wurde das Losungsmittel in einem Vakuumkonzentrator Savant SPD1010 von Thermo
Scientific (Dreieich, Deutschland), eingeengt. Die Aufnahme erfolgte in 500 pL
Methanol (HPLC grade), wobei der Behalter anschlieRen wieder im Ultraschallbad mit
den oben gegebenen Bedingungen fir 5 min gehalten wurde. Die Losung wurde in
eine HPLC Kurzgewindeflasche uberfuhrt und anschlieRend erfolgte ein finaler
Zentrifugationsschritt mit der Minizentrifuge MCF-2360 von LMS (Tokyo, Japan) fur 15
min. Ein Aliquot vom Uberstand (50 L) wurde in eine andere Kurzgewindeflasche mit
einem Insert Uberflhrt. SchlieRlich konnte die Analyse des Extrakts mit der HPLC-MS
erfolgen.

5.1.2 Ansetzen der PBS-L6sung

Die PBS-Losung wurde angesetzt, indem 1 L bidestilliertem Wasser in einem
Glaskolben, 8 g Natriumchlorid, 0,2 g  Kaliumchlorid, 142 g
Dinatriumhydrogenphosphat, 0,27 g Kaliumdihydrogenphosphat zugesetzt wurden.
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Der Kolben wurde verschlossen und geschuttelt, um die darin enthaltenden Salze

I6sen. Die Lésung wurde bei Raumtemperatur gelagert (Sambrook 2001).

5.1.3 Erklarung zu den Abweichungen in den Retentionszeiten der

untersuchten Analyten in Kapitel 2

Die chromatographische Methodenentwicklung wurde erst fir das kinetische und
dosisabhangige Experiment auf der Basis einer HILIC Methode abgeschlossen. In
Voruntersuchungen in Kapitel 2 wurde (a) an unterschiedlichen HPLC Instrumenten
gemessen, wurden (b) die chromatographischen Gradienten fortlaufend optimiert und
(c) standen die qualitativen Analysen zunachst noch im Vordergrund, in der die
Verbindungen durch ihre m/z mit Massengenauigkeiten von x 2 ppm und optional noch
Uber die Retentionszeiten von kommerziellen Referenzstandards — sofern diese
verfugbar waren - zugeordnet wurden. In den HPLC-MS Vorversuchen wurde als
chromatographische Phase die Luna® 3 pym C18(2) 100 A, 50 x 4.6 mm
Chromatographiesaule von Phenomenex (Torrance, CA, USA) verwendet. Als
Eluenten wurden bidestilliertes Wasser mit 10 mM Ammoniumacetatzusatz (A) und
HPLC grade Methanol (B) eingesetzt.

5.1.4 On-Tissue Derivatisierungsversuch durch Applikation von

Natriumsulfid via Sprayverfahren

Unmittelbar nachdem die Schnitte fur Leberproben von APAP negativen und positiven
Mausen erzeugt wurden, wurden sie im Stickstoffgasstrom in der SMALDIPrep Anlage
von der TransMIT GmbH (Giel3en, Deutschland) bespriht (Sprayparameter: 20 pL
min' Probenfluss, 4 L min' Gasfluss, 300 rpm Drehgeschwindigkeit der
Probenplattform bei 20 min Spraydauer). Eine gelbliche Verfarbung der Gewebe
konnte nach diesem Spriihgang beobachtet werden. AnschlieRend erfolgte die Matrix
Applikation von HCCA [7 mg mL" in AcN:H20 (1:1, v/v) + 0,2 % TFS] fir 20 min mit
22 yL min-' Matrixfluss, 4 L min"' Gasfluss und 300 rpm Drehgeschwindigkeit der

Probenplattform.
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5.2 Praparation der Versuchstiere und Verabreichung von APAP

Die APAP Zugabe an Labormause und Kollektion der Leberproben wurden von
unseren Kooperationspartnern am Leibniz-Institut fur Arbeitsforschung an der TU
Dortmund durchgefthrt. Fir den Versuch wurden 8 — 10 Wochen alte C57BL6/N
Mause von der Fa. Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) beordert. Die
Mause hatten freien Zugang zu Wasser und Mausefutter von Ssniff R/M-H (10 mm Std
diet) von der Firma Ssniff (Soest, Deutschland). Die Genehmigung fur die Versuche
wurde von der lokalen zustandigen Behorde fur Tierschutz erteilt. Vor der APAP
Injektion wurden die Tiere tUber Nacht ntichtern gehalten. Danach folgten anhand dem
Versuchsschema Spritzenjektionen von APAP (mit den Dosen 56, 167, 300 und 500
mg kg') in die Bauchhohle der Tiere. Das applizierte Volumen belief sich auf 20 mL
kg'. APAP wurde in Phosphat-gepufferter Salzlosung gelost. Wie in der
Ergebnissektion angegeben wird, wurden Leber von 3 — 4 Mausen pro Zeitpunkt bzw.
Dosis beprobt. Blut- und Leberproben wurden von anasthetisierten Tieren entnommen.
Das Blut wurde von 3 Positionen beprobt: von der Pfortader (Blutzustrom zur Leber),
von der hepatischen Vene (Blutabgang von der Leber Richtung Herz) und von der
rechten Herzkammer (systemische Zirkulation des Blutes). Weitere Informationen zur
Methode Uber die Blutentnahme lassen sich in der Literatur finden (Ghallab 2016).
Unmittelbar nach der Enthahme wurden die Blutproben bei 13.000 rpm flr 10 min
zentrifugiert. Der Plasmalberstand wurde abgenommen und bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Bei den Leberproben wurden die linken Leberlappen
von den Ubrigen Lappen isoliert und in zwei in etwa gleich grofde Stiicke von 1 — 1,5
cm aufgeteilt. Die einen Stucke wurden in 4% PFA fur 2 Tage fixiert, in Paraffin
eingebettet und mit 5 ym Dicken geschnitten. Diese Schnitte wurden zur Farbung mit
Hamatoxylin und Eosin (HE) verwendet. Das zweite Stlck fur das MALDI Imaging und
fir die CYP2E1 immunhistochemische Farbung wurde in flissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur weiteren Bearbeitung ebenso bei -80 °C gelagert (Sezgin
2018) (s. auch Abbildung 47).
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Abbildung 47: Sezierung der Versuchsmause und Isolation der Leberproben

5.3 Mikroskopie

Die Mikroskopierung erfolgte flr die histochemisch gefarbten Proben, fir die
ungefarbten und unbesprihten Leberschnittproben, die fur MALDI-MSI Versuche
prapariert wurden, fur Matrix besprihte Proben und flr Matrix besprihte und bereits
Uber MALDI-MSI gemessene Proben. Die CYP2E1 Aufnahmen wurden zur
Superpositionierung mit den lonendichtebildern und zur Erkennung von
morphologischen und mikrostrukturellen Merkmalen auf dem Gewebe verwendet. Die
Aufnahmen des unbesprihten sowie auch des danach Matrix beprihten Schnitts
diente zur Qualitatskontrolle, wobei darauf geachtet wurde, dass sich auf dem Gewebe
keine Makrotropfchen beim Trocknen gebildet hatten, eine homogene Matrixschicht
bepriht und keine Briiche oder ein Aufrollen der Probe beobachtet wurde. Die nach
der Messung aufgenommenen Aufnahmen dienten ebenso der Qualitatskontrolle, um
sicherzustellen, dass es im elektrischen Feld nicht zum Aufrichtung oder zur
Versetzung der Probe gekommen ist, dass die eingestellten Laserspotbreiten
stimmten und der gewunschte Messbereich auch tatsachlich gemessen wurde. Bei
Schwierigkeiten mit der Superpositionierung des CYP2E1 Bilds mit dem
lonendichtebild konnte diese Aufnahme als zusatzliche Hilfe herangezogen, indem
zunachst das gemessene Bild mit dem CYP2E1 Bild korreliert und danach das
lonendichtebild superpositioniert wurde. Der abgerasterte Messbereich konnte bei
Laserspotbreiten um die 20 ym im Mikroskopbild relativ gut erkannt werden (s.
Abbildung 48, rechts).

Zum Beginn des APAP Projekts wurde ein alteres Lichtmikroskop Leica S8APO von
Leica Microsystems GmbH (Wetzlar, Deutschland) mit geringer lateraler Scharfe und
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niedriger Tiefenscharfe verwendet. Bei der Aufnahme mit hoheren Zoomfaktoren (ab
4x) von einem typischen Messbereich der Leberschnittoberflache im MALDI-MSI
Experiment, mussten die Einzelaufnahmen mit grolem Aufwand manuell in einem

Bildbearbeitungsprogramm gestitcht werden.

Das Upgrade zum VHX-5000 Digitalmikroskop von Keyence (Osaka, Deutschland)
ubernahm das automatische Stitching der Einzelaufnahmen. Die Einzelaufnahmen mit
hohen Zoomfaktoren (500x — 1000x) erfolgten zudem durch automatische Abrasterung
eines vorgegebenen Bereichs auf der Probenoberflache. Jede Aufnahme wurde Uber
die automatisierte Tiefenscharfeeinstellung des Mikroskops gescharft (3D-
Rasterscan). Das Mikroskop war zudem in der Lage, das topographische Profil der
Probe zu bestimmen. So konnte fur die mit Schnittdicken von 3 — 5 ym geschnittenen
Leberproben ein relativ gleichmaRiges Oberflachenprofil + 2-3 um festgestellt werden
(s. Abbildung 48, Mitte).

/ J ‘
200um

Abbildung 48: Unbearbeitete Leberschnittoberflache, topographisches Profil des rot
markierten Bereiches und ein repasentatives Bild einer matrixgesprihten und mit 20 ym
spatialer Scanaufldésung gemessenen Leberschnittprobe

5.4 MALDI-MSI

541 Einstellungen der quellenspezifischen und
massenspektrometrischen Parameter fiir MALDI-MSI Versuche

Bildgebende MALDI-MS und -MS/MS Messungen wurden mit der MALDI-Quelle
imagine10™ von der TransMIT GmbH (GieRen, Deutschland) realisiert. Das Interface
ist eine unter ambienten Bedingungen und atmospharischem Druck arbeitende
lonenquelle; die MS-Kopplung besteht dabei zu einem hybriden Quadrupol-Orbitrap
Massenspektrometer Q Exactive™ von Thermo Fisher Scientific (Bremen,
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Deutschland). Zur Desorption von Matrixclustern wird ein Stickstofflaser
(Laserwellenge: 337,1 nm) verwendet. Der Laser arbeitet wahrend der Messung
hochgepulst (2-5 ns) mit einer Pulsfrequenz von 60 Hz und einer Pulsdauer von 500
ms. Folgende optimierte quellenspezifische wie massenspektrometrische Parameter
wurden zur Ausflihrung der bildgebenden Versuche gewahlt: Der optische Dampfer in
der MALDI-Quelle wurde auf 20° gesetzt. Im Full Scan Modus wurde in einem
Massenbereich von m/z 100 — 800 gemessen und dabei die Massenauflésung auf
140,000 gesetzt @ m/z 200 eingestellt. Die Scanrate entsprach damit einem Wert von
ca. 1 Hz. Die Beschleunigungsspannung wurde im positiven Modus auf 2 und im
negativen Modus auf 3 kV gesetzt, wahrend die lonen-Transferkapillare auf 250 °C
geheizt wurde. Der S-Lens Level des Massenspektrometers wurde auf 65 optimiert.
Die maximale loneninjektionszeit wurde auf 300 ms gesetzt. APAP-GSH und TCA
wurden im bildgebenden Experiment im MS/MS Modus mit der Higher-Energy
Collisional Dissociation (HCD) Technik fragmentiert. Dabei wurde fir APAP-GSH der
Massenbereich auf m/z 100 — 500 und eine Kollisionsenergie von 30 eV und fur TCA
m/z 50 — 550 und 70 eV eingestellt. Die Kalibrierung des Massenspektrometers wurde
woOchentlich Uberpruft und bei Bedarf die spektrale Kalibrierung mit dem MSCAL4-
Peptidmix ausgefuhrt. Wahrend der bildgebenden Experimente wurde zudem eine
interne Kalibrierung eingeschaltet: Im positiven Modus wurde das [M+K]* lon von
HCCA (m/z 228.00575) und im negativen Modus das deprotonierte [M-H] lon von MBT
(m/z 165.97906) verwendet (Sezgin 2018).

5.4.2 Auswertung der MALDI-MSI Daten

lonendichtebilder, die mit der ImageQuest Software von Thermo Scientific (v. 1.1.0.54)
(Bremen, Deutschland) generiert worden sind, wurden mit den Mikroskopbildern der
CYP2E1 immunhistochemisch gefarbten seriell geschnittenen Leberschnittproben
superpositioniert und dargestellt. Die Superpositionierung erfolgte mithilfe der Power
Point 2016 Software von Microsoft Corporation (Redmont, WA, USA). Zuvor wurde der
Signalintensitatsbereich (Signalskalierung) in der ImageQuest Software den
Anforderungen entsprechend manipuliert. Die Begrifflichkeit ,Semiquantifizierung®
wurde fortlaufend in der Arbeit fur basisstatistische Analysen der MALDI-Signale

verwendet, zumal das Resultat der Analysen keine absoluten Konzentrationen der
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Analyten geliefert haben, sondern willkirliche Signalintensitatseinheiten [AU], die fur
Vergleiche zwischen den Messpunkten und periportalen und pericentralen Zonen
innerhalb des Lebergwebes ausreichend waren. Um die basisstatischen Analysen
ausfuhren zu konnen, wurden die im raw. Format (Thermo Scientific) befindlichen
MALDI-MSI Rohdaten mit dem raw converter der ImageQuest Software zum imzML
Dateiformat konvertiert. Fir den Konvertierungsvorgang wurden folgende Parameter
eingestellt: Die m/z Prazision und Intensitatsprazision wurden auf 32 bit eingestellt. Es
wurde Centroid Data konvertiert. ImzML Formate wurden weiter mit der MSIReader
Software (v. 0.09) (Robichaud 2013) geodffnet und prozessiert. Um
topographiebedingte Fehler zu verringern wurden die lonendichtebilder auf den TIC
normiert. Die Signalextraktion erfolgte in einem Toleranzfenster von £ 10 ppm. Das
CYP2E1 Bild liel3 sich direkt als Hintergrund (.jpeg Format) importieren und manuell
an das lonendichtebild anpassen. Die Transparenzeinstellungen fur lonendichtebild
bzw. CYP2E1 Bild konnten frei gewahlt werden. Zunachst wurden die
Durchschnittssignalintensitaten im gesamten Messareal bestimmt. Zumal auf den TIC
normiert wurde, ergaben sich Werte deutlich unter 0. Daher wurden alle
Durchschnittsintensitaten mit einem willklrlichen Faktor 1E5 multipliziert. Die

Darstellung der Intensitatswerte erfolgte fiir jeden Datenpunkt Gber Boxplots.

Danach erfolgte die aufwandige manuelle Selektion der ROl bezuglich der
pericentralen und periportalen Zonen anhand CYP2E1 positiv und negativ gefarbter
Bereiche, fur die ebenso separat Durchschnittssignalintensitaten berechnet wurden.
Diese Intensitaten von n = 3- 4 Messungen wurden schlussendlich noch einmal flr
jeden Zeitpunkt (0, 5, 15, 30, 60, 120, 240 und 480 min) gemittelt. Die Werte wurden
danach prozentual zueinander in Bezug gesetzt, wobei die Summe der
Durchschnittssignalintensitaten beider Zonen fir jeden einzelnen Zeitpunkt als 100 %
gesetzt wurde. Die anteilige Partitionierung des Signals beztiglich PP und PC wurde

in Balkendiagrammen dargestellt.
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5.5 HPLC-MS Experimente
5.5.1 Praparation der Blutplasmaextrakte

Die Plasmaproben, die wie im Kapitel 5.2 beschrieben aus den Blutproben isoliert

wurden, wurden nach dem in der Abbildung 49 angegebenen Workflow extrahiert.

Schutteln & Vereinigung der
Abnahme des Uberstinde

i !
Evaporation des ]

Blutplasma Losungsmittels, Evaporation des

i MeOH hinzufiigen Lésungsmittels
Zentrifugation, (+ 100 ul) |

Abnahme des T
Uberstands Schiitteln, Aufnahme in AcN

Zentrifugation und und H,0 (12 Vol-%)

+
Abnahme des (+ 500 pL)
Uberstands
+ t |
Zentrifugation und

IS hinzufiigen

Probe aufteilen (+ 20 pl APAP-GSH- Abnahme des
2x35puL d3 & Uberstands
! +10 pl Mischung !
MeOH hinzufiigen |[_| 248 APAP-d4/APAP- quantHPLC-MS

SUL-d3/TCA-d5

(+ 70 pl) Analyse

Abbildung 49: Experimentelle Anleitung zur Extraktion der Plasma-Proben (Sezgin 2018)

Die Plasmaproben wurden fir 15 min bei 10000 rpm in einer auf 4 °C gekulhlten
Zentrifuge zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Proben hinsichtlich entstandener
Niederschlage begutachtet. Von den Proben, bei denen sich ein Niederschlag gebildet
hat, wurde der Uberstand abgenommen; die anderen Plasmaproben so belassen. Aus
den Plasmaproben wurden zwei Aliquote a 35 uL in neue 1,5 mL Eppendorf Plastik
Safe-Lock GefalRe uberfluhrt (Quantifizierung von Duplikaten). Danach wurden alle
Plasmaproben mit 70 uyL MeOH, 20 uL aus der APAP-GSH-d3 und 10 uL aus der
APAP-d4/APAP-SUL-d3 Arbeitslosung behandelt. Es folgten anschlieRend das
Durchmischen der Proben mit einem Vortexmischer fir 1 min und die Zentrifugation
mit den oben angegebenen Bedingungen. Der Uberstand wurde daraufhin
abgenommen und es wurde zu dem verbleibenden Niederschlag 100 uL MeOH zur
Waschung der Probe hinzugefugt und nach der 1-minttigen Behandlung im

Vortexmixer der Uberstand wieder abgenommen. Die isolierten Ubersténde einer
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jeden Probe wurden miteinander in 1,5 mL Glas-Schraubdeckelgefallen vereinigt. Die
Gefalle wurden in einen Vakuumkonzentrator mit einem RH40-12 Rotor bestuckten
Savant SPD1010 von Thermo Fisher Scientific in Waltham, MA, USA uberfihrt, und
das Losungsmittel aus den Proben nach 1 h bei 5.1 mbar eingestelltem Unterdruck
und Raumtemperatur entfernt. Die Ruckstande wurden in einer Mischung aus
AcN:H20 (88:12, v/v) aufgenommen. Es folgte die finale Zentrifugation der Proben in
einer Minizentrifuge MCF-2360 von LMS (Tokyo, Japan) flr 15 min. Der letzte Schritt
war der Transfer der resultierenden Uberstande in neue 1,5 mL GlasgefaRe. Die
Konzentration der Analyten konnte sodann in den Plasmaextrakten via HPLC-MS

analysiert werden (Sezgin 2018).

5.5.2 Einstellung der spezifischen Parameter fiir die HPLC-MS Versuche

Die Messausrustung bestand aus einem Agilent 1200 Series HPLC System von
Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA). Diese setzte sich aus einer binaren
Pumpe (Agilent-G1312), einem Entgaser (Agilent-G1379), Autosampler (G1367-HIP-
ALS) und einem Saulenofen (Agilent-G1316 TCC) zusammen. Der Autosampler wurde
auf 4 °C heruntergekuhlt, wahrend der Saulenofen auf 30 °C beheizt wurde (Sezgin
2018).

FUr die analytische Methode wurde ein Laufmittelgradient aus zwei Losungsmitteln A
(Bidestilliertes Wasser + 10mM Ammoniumacetat + 0,1 % AS) und B (Acetonitril + 0,1
% AS) optimiert (s. Tabelle 3). Die chromatographische Trennung wurde auf einer
Nucleodur® HILIC Saule (150%2 mm, 3 ym PartikelgroRe, 110 A Porenweite) von
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) realisiert. Die Flussrate wurde auf 0,3 mL min-
' eingestellt. Die Messdauer fiir eine Probe betrug 31 min. Das Injektionsvolumen fiir

die Proben und Kalibrierldésungen war 4 pL (Sezgin 2018).

Die massenspektrometrische Quantifizierung der Substanzen wurde Uber ein LTQ
Orbitrap XL™ Massenspektrometer von Thermo Fisher Scientific (Bremen,
Deutschland) ausgefuhrt. Als lonisationsinterface wurde eine Heated-ESI (H-ESI)
Quelle verwendet, die bei 5 kV operiert wurde. Die Spannung der Transferkapillare
wurde auf 20 und die der Tubuslinse auf 100 V gesetzt. Die Transferkapillare wurde

auf 200 °C und der Heater auf 250 °C aufgeheizt. Im Sprihnebel wurde ein
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Tabelle 3: Chromatographischer Gradient fur die analytische HPLC Methode

Zur Quantifizierung von APAP, APAP Metaboliten und Konjugaten und von TCS (A: H20 +
10 mM NHsOac + 0,1 % fa; B: AcN + 0,1 % fa) (Sezgin 2018).

Time [minutes] A [%] B [%]
0 5 95
3 5 95
23 60 40
26 60 40
27 5 95
31 5 95

Nach 10 analytischen Probenmessungen und einer Blankmessung wurde zudem ein
Waschschritt gefahren, um die Probenmatrix von der Saule zu spullen. Die

Waschmethode ist in der Tabelle 4 angezeigt.

Tabelle 4: Chromatographischer Gradient fur die HPLC Waschmethode
(A: H20 + 10 mM NH4Oac + 0,1 % fa; B: AcN + 0,1 % fa) (Sezgin 2018).

Zeit [min] A [%] B [%]
0 5 95
2 5 95
3 70 30
6 70 30
7 5 95
10 5 95
11 70 30
14 70 30
15 5 95

20 5 95

Hullengas (sheath gas) Fluss von 50 und ein Hilfsgas (aux gas) Fluss von 8
willkirlichen Einheiten eingestellt. Das Spulgas (sweep gas) Level wurde auf 0
belassen. Messungen wurden im positiven lonenmodus in einem Massenbereich von
m/z 100 — 600 bei einer Massenauflosung von 60000 @ m/z 200 ausgefihrt (Sezgin
2018).

Die Analyse der LC-MS Rohdaten erfolgte mit dem Software Programm Xcalibur (v.
2.2 SP1.48) von Thermo Fisher Scientific (Bremen, Deutschland). Die Analyten

wurden den Abgleich der Retentionszeiten mit Referenzstandards und Uber ihre

139



exakten monoisotopischen Massen innerhalb eines Toleranzfensters von £ 2 ppm
bestimmt. Das Quantifizierungslimit wurde bei 0,02 ug mL"' — der niedrigsten
Kalibrierkonzentration — gesetzt. Die instrumentelle Detektionsgrenze lag bei 0,008 ug
mL-', weil bei dieser Konzentration die Signal-Rausch-Verhaltnisse fiir eine Reihe von
Analyten schlechtere Werte als 3:1 annahmen. Quantifiziert wurde Uber die Methode
des Internen Standards Uber den Abgleich der Analyt/Internen Standard
Flachenverhaltnisse von analytischen Proben mit den Verhaltnissen aus denen sich
die Kalibrierkurven fur die jeweiligen Substanzen zusammensetzten. Welche Internen
Standards zur Korrektur der Matrixeffekte fur welche jeweiligen Analyten verwendet
wurden, wurde unter Kapitel 2.4 beschrieben. Das BestimmtheitsmafRl (R?) fir die
berechneten Kalibrierkurven lag zwischen 0.9925 — 0.9996 fir die unterschiedlichen
Analyten. Der Quantifizierbereich bezog sowohl lineare als auch nicht-lineare Partien
der Kalibrierkurve ein. Bei der Zusammensetzung der Kalibrierkurven aus den
einzelnen Kalibrierpunkten errechneten sich fiur die einzelnen Kalibrierpunkte
prozentuale Abweichungen von der berechneten Kalibrierkurve. Kalibrierpunkte, die
Abweichungen Uber 11 % manifestierten, wurden bei der darauffolgenden Iteration

(Fitting) der Kalibrierkurve ausgeschlossen (Sezgin 2018).

Die untersuchten Analyten sind in der nachfolgenden Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Summenformeln, Quasimolektlionen, monoisotopische Massen, und
Retentionszeiten der iber HPLC-MS quantifizierten Substanzen

lonen Monoisotopische
Analyt Summenformel Rt
Massen

APAP CsHoNO2 [M+H]* 152,0706 2,0
APAP-D4 CsHsD4NO2 [M+H]* 156,0957 2,0
APAP-SUL CsHaNOsS [M+NH4]* 249,0541 4,6
APAP-SUL-D3 CsHsD3NOsS [M+NH4]* 252,0727 4,6
APAP-GLC C14H17NOs [M+NH4]* 345,1292 13,2
APAP-OME CoH11NO3 [M+H]* 182,0811 1,9
APAP-GSH C10H17N306S [M+H]* 457,1387 16,1
APAP-GSH-D3 C10H14D3N306S [M+H]* 460,1575 16,1
APAP-CYS C11H14N204S [M+H]* 271,0747 13,5
APAP-NAC C13H16N205S [M+H]* 313,0852 9,8
TCS C26H45NO7S [M+NH4]* 533,3254 13,7
TCS-D5 C26H40DsNO7S [M+NH4]* 538,3568 13,7
TCDS C26H45NO6S [M+NH4]* 517,3305 12,6
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Zur Validierung der analytischen Methode wurde die relative Standardabweichung
(RSTD) aus sechs Injektionen flr die jeweiligen zu quantifizierenden Analyten

bestimmt. Es ergaben sich Werte von <9 % (Sezgin 2018).

Bei den errechneten Konzentrationswerten handelt es sich um Mittelwerte aus n = 3
Versuchsmausen flur die jeweiligen Beprobungsstellen. Die Konzentrationsangaben
wurden zunachst in ng mL-" aus 500 uL Plasmaextrakt berechnet und anschlieRend
auf die molare Konzentration yM bezogen auf 1 L Blutplasma umgerechnet (Sezgin
2018).

5.6 Histochemische Farbungen
5.6.1 Hamatoxylin und Eosin Farbung

Die H & E Farbung wurde anhand eines in der Literatur beschriebenen Protokolls
(Ghallab 2016) mit leichten Modifikationen durchgeflhrt.

Leberschnitte wurden zunachst dreimal je 5 min in Xylen getaucht. Die Rehydration
der Schnitte erfolgte in einem Isopropanol Gradient fir jeweils 5 min (Gradient: 98%,
96%, 90%, 80% and 70% lIsopropanol mit Wasser). Danach wurden die Schnitte fur 5
min mit destilliertem Wasser gewaschen und fir 5 min in Mayers Hamatoxylin Lésung
(1:5) von Merck (Darmstadt, Deutschand) inkubiert. Uberschiissiges Hamatoxylin
wurde in Leitungswasser fur 15 min gewaschen. Die Inkubation mit Eosin Y (1 %)
erfolgte fur 3 min. AnschlieBend wurde kurz in destiliertem Wasser fur 10 s
gewaschen. Die Dehydrierung der Schnitte wurde in einem ansteigenden Isopropanol
Gradienten (70 %, 80 % und 90 % Isopropanol mit Wasser) fur jeweils 5 s mit Wasser
durchgefuhrt. Final erfolgte die Inkubation der Schnitte fir 3 min in Xylen und die

Praservation mit Entellan® von Merck (Darmstadt, Germany).

5.6.2 CYP2E1 immunhistochemische Farbung

Die fur die CYP2E1 immunhistochemische Farbung reservierten Schnitte wurden
zunachst in 3 %iger Paraformaldehydlésung fur 5 min fixiert. Danach wurden die
Proben mit PBS Lésung gewaschen. Endogene Peroxidasen wurden durch Immersion

in 0,3 %-iger Wasserstoffperoxidlésung in Methanol fur 15 min deaktiviert. Zudem
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erfolgte die Inkubation in einem Serum fur 2 h, um unspezifische Bindungen zu
blockieren. Die Inkubation mit dem polyklonalen Hasen anti-Cytochrome P450 2E1
Antikdrper (1:1000 in PBS), welcher von Stressgen (Victoria, BC, Canada) erhalten
wurde, erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Nach einer Reihe von Waschschritten wurden die
Schnitte fur 2 h in einer Losung (1:20 in PBS) mit polyklonalem Schwein anti-rabbit
Immunoglobulin/HRP Antikérper von DakoCytomation Denmark A/S (Glostrop,
Danemark). Die Farbung wurde schlieRlich durch Inkubation fir 10 min mit einer 3-

Amino-9-Ethylcarbazol Lésung in PBS (1 mg mL") erhalten (Sezgin 2018).

5.7 Aktivitat der Transaminasen und Glutathion Assay

Die Aktivitat der Transaminasen AST und ALT (Transaminasen) wurde kolorimetrisch
im Blutplasma, welches von der rechten Herzkammer der Mause entnommen ist,
bestimmt. Fir das kolorimetrische Assay standen ein Microplate Reader und
kommerziell erhaltliche Kits von Sigma-Aldrich Life Sciences in St. Louis, MO, USA
zur Verfigung (Kits: MAKO055-1KT fir AST und MAKO052-1KT fir ALT). Die

Bestimmung erfolgte anhand der Instruktionen des Kit-Herstellers.

Die GSH Konzentration wurde im Homogenat der Leber tiber LC-MS/MS anhand einer
in der Literatur beschriebenen Methode bestimmt (New 2008). Fur die GSH
Quantifizierung wurde das Helmholtz Institut fir Umweltforschung [UFZ] beauftragt.
Die Ergebnisse wurden anschlieBend vom IfaDo zur Verflugung gestellt. Alle
angegebenen Konzentrationswerte beziehen sich auf Frischeinwaagen der
Leberproben (Sezgin 2018).

5.8 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen der Datenwerte (Berechnung von Mittelwerten,
Standardfehlern und Grubbs Tests zur Eliminierung von Ausreiler Werten) und
Erstellung der Diagramme erfolgte weitgehend mit Excel 2016 von der Microsoft
Corporation (Redmont, WA, USA).

Statistische Analysen wurden zum Vergleich der Mittelwerte der Stichproben
durchgefuhrt. Dazu wurde die SPSS Software (v. 25) von IBM (Armonk, NY, USA)
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verwendet. Der Mittelwertvergleich erfolgte Uber einen ungepaarten T-Test. t-Werte <

0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet (Sezgin 2018).

5.9 Verzeichnisse

5.9.1 Chemikalienverzeichnis

Tabelle 6: Chemikalienverzeichnis

Chemikalie/Bezeichnung

Art/Verwendung

Hersteller/Lieferant

Methanol (HPLC grade 299.8 %)

Lésungsmittel

J. T. Baker Avantor (Arnheim, Niederlande)

Acetonitril (HPLC grade 299.8 %)

Lésungsmittel und Eluent

J. T. Baker Avantor (Arnheim, Niederlande)

VE-Wasser (bi-destilliert)

Lésungsmittel und Eluent

Laborintern (INFU, TU Dortmund)

a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (ultrapure)

MALDI Matrix

Sigma-Aldrich Life Sciences (St. Louis, MO,
USA)

Acetaminophen (BioXtra, 299.0%9

Referenzstandard

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Acetaminophen-D4

Interner Standard

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Salzséure (technisch, 37 %)

Chemische Reaktion mit Na2S

PanreacAppliChem (Castellar del Valles,
Spanien)

Natriumsulfid (260%)

Chemische Reaktion mit HCI

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

2-Mercaptobenzothiazol (97 %) MALDI Matrix Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
9-Aminoacridin (299.5%, fir MALDI-MS) MALDI Matrix Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
N,N,N',N'-Tetramethyl-1,8-naphthalindiamin . . . . .
(299.0%, purum) MALDI Matrix Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
2,5-Dihydroxybenzoic acid MALDI Matrix Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

(>99.0% (HPLC), fir MALDI-MS)

Ethanol (fiir die Molekularbiologie)

Lésungsmittel

PanreacAppliChem (Castellar del Valles,
Spanien)

Trifluoressigsaure (ReagentPlus® 99 %)

Zusatz (Matrixlésung)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Ameisensaure (99%)

Zusatz (MatrixIédsung)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Aceton (Reag. Ph. Eur.)

Lésungsmittel

PanreacAppliChem (Castellar del Valles,

Spanien)
™ - - Y - - -
ProteoMass™ MSCAL4 Kit Kalibrierkit fiir den MS (positiver Modus) Sigma-Aldrich Life icslir;ces (St. Louis, MO,
L-Glutamin (ReagentPlus®, 299% (HPLC)) Referenzstandard Sigma-Aldrich Life Sciences (St. Louis, MO,
USA)

Taurin (299%) Referenzstandard Sigma-Aldrich Life ?chir;ces (St. Louis, MO,

3-Methoxyacetaminophen Referenzstandard Toronto Resoeﬁtrac:oCrét-}arE:daals) (Northyork,

Acetaminophen Glutathion Konjugat Referenzstandard Toronto Research Chemicals (Northyork,

(Dinatriumsalz)

Ontario, Canada)

Acetaminophen Glutathion-D3 Konjugat
(Dinatriumsalz)

Interner Standard

Toronto Research Chemicals (Northyork,
Ontario, Canada)

3-Cysteinyl Acetaminophen

Toronto Research Chemicals (Northyork,

Referenzstandard )
Ontario, Canada)
N-Acetyl-cysteinyl Acetaminophen Referenzstandard Toronto Research Chemicals (Northyork,
Ontario, Canada)
Acetaminophen-B-D-glucuronid Referenzstandard Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Acetaminophen Sulfat (Kaliumsalz) Referenzstandard Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Acetaminophen Sulfat-D3 (Kaliumsalz)

Interner Standard

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg,
Deutschland)

Taurocholsaure (295%, Natriumsalz-Hydrat)

Referenzstandard

Sigma-Aldrich Life Sciences (St. Louis, MO,
USA)

Taurocholsaure (Natriumsalz)

Interner Standard

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg,
Deutschland)

Taurochenodeoxycholsaure (Natriumsalz)

Referenzstandard

Sigma-Aldrich Life Sciences (St. Louis, MO,
USA)

Histochemische Farbung

Merck (Darmstadt, Deustchland)

Eosin Y Lésung (1%, alkoholisch)

Histochemische Farbung

Sigma-Aldrich Life Sciences (St. Louis, MO,
USA)

Wasserstoffperoxidldsung (30 %)

In der Farbung und im photochemischen
Experiment

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Hasen anti-Cytochrome P450 2E1
Antikérper

Immunhistochemische CYP2E1 Farbung

Stressgen (Victoria, BC, Canada)

Schwein anti-rabbit Immunoglobulin/HRP

Immunhistochemische CYP2E1 Farbung

DakoCytomation Denmark A/S (Glostrop,

Danemark)
3-Amino-9-ethylcarbazol . . - Sigma-Aldrich Life Sciences (St. Louis, MO,
(295%, HPLC) Immunhistochemische CYP2E1 Farbung USA)

Formaldehydlésung (36,5-38 %, flr die

Fixiermedium

Sigma-Aldrich Life Sciences (St. Louis, MO,
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Molekularbiologie)

USA)

MAKO055-1KT Kit fiir kolorimetrisches AST Assay Sigma-Aldrich Life i(gt;r;ces (St. Louis, MO,
MAKO052-1KT Kit fiir kolorimetrisches ALT Assay Sigma-Aldrich Life icslt;r;ces (St. Louis, MO,
Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound Fixiermedium fiir Kryotomproben Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
Natriumchlorid (299.0%, ACS reagent) Salz fiir den PBS Puffer Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
- - YR
Kal'um0h|9r'd (.299'9 %, fir die Salz fir den PBS Puffer Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Mikrobiologie)

Dinatriumhydrogenphosphat (299.5%, trace

. Salz fiir den PBS Puffer
metal analysis)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Kaliumdihydrogenphosphat (NIST® SRM®

200b) Salz fir den PBS Puffer

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Xylen (Mix aus losmeren) H & E Farbung

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

5.9.2 Materialverzeichnis

Tabelle 7: Materialverzeichnis

Material/Artikel Art/Verwendung Hersteller/Lieferant
Luna® 3 um C18r(r12r31100 A, 100x 4.6 HPLC-Chromatographiesaule Phenomenex (Torrance, CA, USA)
Nucleodur(?;él)l(_zlcm?;npm, 110 A, HPLC-Chromatographiesaule Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland)
Glasobjekttrager 18x18x1 mm Probentrager fur MALDI Versuche Marienfeld (Lauda-Kénigshofen, Deutschland)

Probentrager fir CYP2E1

™ . ..
SuperFrost™ Plus Objekttrager Leberschnitte

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)

Falcon™ Tube (15 mL) Plastikgefal zur Extraktion Corning Life Sciences (Corning, NY, USA)
C57BL6/N Méause Versuchstiere Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich)
Ssniff R/M-H Diat Mausefutter Ssniff (Soest, Deutschland)

5.9.3 Gerateverzeichnis

Tabelle 8: Gerateverzeichnis

Bezeichnung Instrument/Verwendung Hersteller/Lieferant
SMALDIPrep App"kag'."“ von Matrixidsungen auf TransMIT GmbH (GieRen, Deutschland)
iologische Praparate
Imagine10™ AP-SMALDI lonenquelle TransMIT GmbH (GieRen, Deutschland)
LTQ Orbitrap™ HR-Massenspektrometer Thermo Scientific (Bremen, Deutschland)
LTQ Orbitrap XL™ HR-M nspektrometer Thermo Scientific (Bremen, Deutschland)
Q-Exactive™ HR-Massenspektrometer Thermo Scientific (Bremen, Deutschland)
Avanti J-26X Zentrifuge Beckmann Coulter (Brea, CA, USA)
MCF-2360 Minizentrifuge LMS (Tokyo, Japan)
HM550 Mikrotomkryostat Thermo Fisher Scientific (Dreieich, Germany)
HPLC Instrumente
Saulenofen
Agilent 1200 Series Autosampler Agilent Technologies (Walbronn, Deutschland)
Bindre Pumpe
Entgaser
. Microplate Reader fir kolorimetrische .
Transamin ys
Leica S8APO Optisches Lichtmikroskop Leica M'°'°5[‘)y3tems GmbH (Wetzlar,
eustchland)
VHX-5000 Digitales Lichtmikroskop Keyence (Osaka, Japan)
Savant™ SPD1010 Vakuumzentrifuge Thermo Fisher Scientific (Dreieich, Germany)
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6.1 Vorversuche

6.1.1 Tabelle: NAPQI Transformationsprodukte in PBS bzw.
methanolischer Losung
Tabelle 9: NAPQI Transformationsprodukte in PBS bzw. Methanol
Substanz Summenformel B e (20 2 =
m/z m/z m/z
303,1338 4,32
APAP CsHsO:N [ 190,0264 1 1y, orion)
[M+H] [M+K] [2M+H]*
. 301,1182 318,1449 339,0741 6,78
APAP Dimer C16H16N204 [M+H]+ [M+NH4]+ [M+K]+ 8.24
. 450,1659 467,1925 488,1218 7,95
APAP Trimer C24H2306Ns3 [M+H]* [M+NH.]* [M+K]*
APAP CaoHaiOsN 599,2129 616,2401 637,1695 8,65
Tetramer 321130814 [M+H]* [M+NH.]* [M+K]*
APAP CaoHa0+0N 391,6608 748,2605 765,2877 9,23
Pentamer A0TTS7TI0TYS [M+2NH,]?* [M+H]"* [M+NH.]*
APAP CusHaO N 457,6711 466,1846 897,3086 9,71
Hexamer 48T TaatT2 1o [M+H+NH,** | [M-F+NH,]* [M+H]*
APAP CeeHeOwuN 597,1978 619,1796 635,1536 10,45
Heptamer SeTTsT Al [M-F+H]* [M-F+NaJ]* [M-F+K]*
448,1498 465,1763 470,1321 11,15
APAP Oktamer C64H58016Ns [M-F+H]+ [M-F+NH4]+ [M-F+Na]+

F: Fragment.

Dargestellt sind die zu der jeweiligen (vorlaufig) zugeordneten Substanz detektierten
drei abundantesten lonen (experimentelle m/z). Basispeaks im MALDI Imaging sind
gran und in HPLC-MS Messungen rétlich unterlegt. Die entsprechenden Fragmente

sind in den Abbildungen im Kapitel 2.2.1 dargestellt.

6.1.2 Geschatzte On-Tissue Detektionslimits der untersuchten Analyten

1 uL Tropfen aus den Losungen der Analyten in Methanol (APAP, APAP-GLC, APAP-
SUL, TCS) bzw. Wasser (APAP-GSH) mit einer variablen Konzentration (0,1, 1, 10,
50 und 100 ug mL") wurden auf Negativkontrollgewebe platziert und via MALDI-MSI
mit einer spatialen Auflésung von 20 pm (wie im kinetischen und dosisabhangigen

Experiment) gemessen. GSH wurde aufden vorgelassen, zumal natives GSH im
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gesamten im gesamten Gewebe gleichmalig lokalisiert ist. Zwar befindet sich auch
TCS im Lebergewebe; native TCS bildet jedoch distinktive Signalcluster auf den
Gallengangen aus, die von Analytsignalen in der Tropfenkontur unterschieden werden
konnten. Das Gewebe wurde nach dem Platzieren der Tropfen mit dem Mikroskop
aufgenommen und anschlieBend unter Stickstoff Gasstrom getrocknet, bis das
Lésungsmittel verdampft war. Indem die Durchmesser der aufgetragenen Tropfen
mithilfe der Mikroskop Software flr den Digitalmikroskop VHX-5000 von Keyence
(Osaka, Japan) bestimmt wurden, konnten die Tropfenflachen anhand der
Flachenformeln flr Kreise bzw. Ellipsen annahernd berechnet werden. Die
aufgetragene Stoffmenge wurde auf die Flache pro mm? normiert. Da die handische
Auftragung zu unterschiedlichen Tropfengréfen flhrte, sollten die angegebenen LOD
nicht als genaue exakte Werte angenommen werden, sondern vielmehr als
Abschatzungen betrachtet werden. Die Genauigkeit konnte hier durch einen
automatischen Gewebespotter erhoht werden, was allerdings zum Zeitpunkt der

Versuche nicht zur Verfiigung stand.

Der LOD-Wert wurde auf den Tropfen bezogen, von dem noch Signale — auch wenn
mit Licken und nicht durchgehend — des jeweiligen Analyten detektiert werden
konnten. Eine Alternative ware der Bezug auf Tropfen, von deren Tropfenflachen

durchgangig Pixel ohne Signalgaps generiert werden konnten.

Tabelle 10: Auf die Tropfenflache normierte geschatzte On-Tissue LOD fur die Analyten

Spatiale Scanauflésung: 20 ym

Stoffmenge ,,LOD- Nachweisgrenze x
Analyt

Tropfen“ [pmol] [pmol mm?]*
APAP [HCCA(+)] 6,7 0,22<x<1,9
APAP-GLC [HCCA(+)] 30,6 0,73<x<6,8
APAP-GSH [MBT(-)] 21,9 0,48 <x<4,0
APAP-SUL [MBT(-)] 4,3 0,11 <x<0,7
TCS [MBT(-)] 1,9 0,03<x<0,3

*Fur die Nachweisgrenze wurde eine Ungleichung zwischen zwei Tropfenkonzentrationen
(,LOD-Tropfen® und ,leerer Tropfen*) angegeben, da die tatsachliche untere
Konzentrationsgrenze, bei der noch Signale detektiert werden konnten, unbekannt ist.
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APAP [HCCA(+)]

| 1E2

APAP-GLC [HCCA(+)]

1E3'

| 1E2

T

APAP-GSH [MBT(-)]

Abbildung 50: Abschatzung der On-Tissue LODs auf dem Lebergewebe von Mausen flr
APAP, APAP-GLC, APAP-GSH, APAP-SUL und TCS.

Platziertes Tropfenvolumen: 1 uL. Spatiale Auflésung: 20 um. Linkes Bild: Konzentration der
aufgetragenen Tropfen. Mittiges Bild: Darstellung mit nicht manipulierter oberer
Signalgrenze. Der schwarze Pfeil verdeutlicht, an welcher Stelle die LOD gesetzt wurde.
Rechtes Bild: Signalverstarkung durch Herabsetzung der Maximalintensitaten.
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6.1.3 Transformationsprodukte des NAPQIs in PBS Lésung mit GSH

NAPQI und GSH wurden im selben Glasgefal® abgewogen und anschlielend in PBS
Losung auf 10 ug mL-"' verdinnt. Unmittelbar danach folgten Injektionen (2 L) von
Aliquoten dieser Losung tber das HPLC-MS System in den LTQ Orbitrap™ MS. Die
Dauer der HPLC Laufe wurde dabei kurzgehalten, indem auf eine chromatographische
Trennung (Saule) verzichtet wurde. Dadurch konnten zu den in Abbildung 51

angegebenen Zeitpunkten Aliquoten der Losung injiziert und gemessen werden.

1005 Y,
soi/k Glutathion (GSH)
0 25000000 Ba

50_%- Glutathion oxidiert (GSSG) L 4 20000000 am = =
o
0 15000000 n
1003 g O
mj NAPQI 10000000 -
M 5000000
1001
s APAP Y om
0 10 20 30 40 50
I "% APAP-GSH Sl
' APAP-GSH
50%/& El 3500000 Bb
man: 530 - 3000000 @ g ®
' 2500000 L
- NAPQI- Addukt 1, m/z 599 °
i » 2000000 A
A A
8 03 2 1500000 A A A

100 A
NAPQI-Addukt 2,m/2597 | |3 A 1000000

50

0 Y so0000 . & ¢ ¢ ® e * *

10 0.25 o ‘.
NAPQI- Addukt 3, m/z 450 0 10 20 30 a0 50

o ! Nebenprodukte t {min)

0T T | I B e e -

L | ™1
oo 05 10 1.5 20 25 a0

Time (min)

Abbildung 51: Produkte aus dem NAPQI in einer PBS Losung mit GSH

0 min: Blank PBS L&sung. Injektionsvolumen: 2 pL.

Verglichen zu den Vorversuchen fur die Analytk von NAPQI-
Referenzstandardlésungen ohne GSH Zugabe, wurde durch die Praparation einer

NAPQI Loésung, in der bereits GSH zum Zeitpunkt des Lésevorgangs enthalten war,
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ein hoher Umsatz des NAPQIs zum APAP-GSH Konjugat beobachtet. Auch wenn die
Responsefaktoren am Detektor fir APAP-GSH verglichen zu den aus dem NAPQI
entstehenden APAP-Oligomeren unterschiedlich sein durften und absolute
Konzentrationen in diesem Versuch nicht quantifiziert wurden, so kann trotzdem
festgehalten werden, dass die Affinitdt des NAPQIs zur Reaktion mit GSH hoher
erscheint als zur Produktbildung zu den Oligomeren. Die Entstehung der Oligomere
wurde durch die Prasenz des GSHs deutlich gemindert. Die Entstehung des APAPs
konnte zwar nicht komplett unterdrickt werden, aber anhand eines qualitativen
Intensitatsvergleichs zu den Chromatogrammen in Kapitel 2.2.1 Iasst sich
konstatieren, dass eine Verminderung der APAP Bildung auftrat. Dass die APAP-
Bildung mit GSH nicht blockiert wird, ist dadurch zu erklaren, zumal GSH auch als
Reduktionsmittel zur Reduktion von NAPQI zum APAP beitragen kann (Potter 1986),

was auch an der Entstehung des GSSGs verzeichnet wurde.

6.1.4 Transformationsprodukte von NAPQI aus seiner Reaktion mit H2S

In der Tabelle 11 sind die aus der Reaktion von NAPQI mit H2S Gas (bzw. dem S%)

entstehenden Produkte angegeben.

Tabelle 11: Vorlaufig zugeordnete Transformationsprodukte des NAPQIs in Lésung aus der
Reaktion mit H.S

Substanz Summenformel :3/2 =
APAP CeHoO:N 13& ;0,11(17 4,34

SulficljD i\ﬁn;)'&ilj:cktes CisH1e0aNLS 3?“2;0336 8,54
Disulfli:()ii_\'/o\egirgcktes CreH160:N1S5 3[6“52;03%6 10,17
Thioacet:r-ninophen CaHe02NS 1 ?lf;l-:-)lé-ll]2+7 T

Nachfolgend die Ergebnisse aus den MS? bzw. MS3 Experimenten zur
Strukturaufklarung der oben genannten Produkte dargestellt. Die Abkurzung ,M*
bezieht sich dabei in allen Spektren stets auf das nicht-fragmentierte Quasimolekulion

der analysierten Verbindungen.
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Abbildung 52: MS? und MS? Fragmentionenspektren und vorgeschlagene
Fragmentierungspfade fiir die Produkte aus der Reaktion von NAPQI mit H,S (S%)

Fragmentierungsenergie: 35 eV. A: MS? Spektrum von m/z 152,0707 (APAP). B: MS?
Spektrum von m/z 333,0906 (Sulfid verbriicktes Di-APAP). Ca: MS3 Spektrum von m/z
315,0796 (Sulfid verbriicktes Di-APAP). Cb: Vorgeschlagene Fragmentierungspfade fur die
MS? Fragmentierung von m/z 315,0796 (Sulfid verbriicktes Di-APAP). Da: MS® Spektrum von
m/z 291,0797 (Sulfid verbriicktes Di-APAP). Db: Vorgeschlagene Fragmentierungspfade fir
die MS3 Fragmentierung von m/z 291,0797 (Sulfid verbriicktes Di-APAP). E: MS? Spektrum
von m/z 365,0626 (Disulfid verbriicktes APAP). Fa: MS? Spektrum von m/z 347,0515
(Disulfid verbriicktes APAP). Fb: Vorgeschlagene Fragmentierungspfade fiir die MS3
Fragmentierung von m/z 347,0515 (Disulfid verbriicktes Di-APAP). Ga: MS® Spektrum von
m/z 323,0517 (Disulfid verbriicktes APAP). Gb: Vorgeschlagener Fragmentierungspfad fir
die MS?® Fragmentierung von m/z 347,0515 (Disulfid verbriicktes Di-APAP). F: MS? Spektrum
von m/z 184,0427 (3-Thioacetaminophen).

6.1.5 Analyse des H2S begasten Positivkontroligewebes mit der Mirion

Software

In der Abbildung 53 sind eine Reihe von lonendichtebildern mit korrespondierenden
m/z abgebildet. Diese m/z wurden ausschlieBlich von den Probenoberflachen
gemessen werden, die mit H2S begast wurden. Die m/z konnten nicht mit den

Umwandlungsprodukten von NAPQI attribuiert werden.
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499.221

513.020 | 583.279 ' 591.938

Abbildung 53: lonendichtebilder mit ausschliel3lich von H>S begasten Probenoberflachen
gemessenen m/z

Leberproben von Mausen 30 min nach APAP Injektion (Dosis: 300 mg kg-1). Die hier
dargestellte Probe wurde fur 30 min mit H2S begast.

6.2 Kinetisches und dosisabhangiges Experiment
6.2.1 Pharmakokinetische Daten

Pharmakokinetische Berechnungen erfolgten durch Dr. Lars Kuepfer (Bayer AG,
Leverkusen) basierend auf den quantitativ ermittelten Konzentrationswerten von den
HPLC-Messungen von APAP, APAP-SUL, APAP-GLC, APAP-GSH, APAP-CYS und
APAP-NAC. Als Software diente die Mobi® Toolbox fur MATLAB (Open Systems
Pharmacology Suite, Version 7.2.1, http://www.open-systems-pharmacology.com).
Folgende pharmakokinetische Parameter wurden berechnet: tmax (Zeitpunkt fur die
maximale Konzentration), cmax (Maximale beobachtete Konzentration), AUC (Flache

unter der Kurve fur 0 — 8 h) und t12 (Halbwertszeit fur das Ausscheiden). Die optimale
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Halbwertszeit fur das Ausscheiden der Stoffe wurde durch visuelle Inspektion
bestimmt. Fur die Stoffe APAP-CYS und APAP-GSH konnten aufgrund einer nicht

ausreichenden

passender

Konzentrationswerte

Halbwertszeiten berechnet werden (Sezgin 2018).

nach

tmax keine

Die berechneten pharmakokinetischen Parameter sind in der Tabelle 12 abgebildet.

Tabelle 12: Pharmakokinetische Parameter fur die Analyten in Mausen

APAP Dosis: 300 mg kg™' APAP (Sezgin 2018)

IF(’lnetlsche Portalvene Hepatische Vene Herz
arameter
APAP
c-max [uM] 3444.4 3296.4 3183.3
t-max [min] 15 15 15
AUC [uM*min] 232720 229900 230420
t1s2 91.20 90.74 90.79
APAP-SUL
c-max [uM] 182.71 176.67 186.96
t-max [min] 30 30 30
AUC [uM*min] 23375 23275 23243
t1y2 97.11 96.18 96.32
APAP-GLC
c-max [uM] 191.39 201.36 175
t-max [min] 30 30 30
AUC [uM*min] 21903 23442 21291
t1y2 94.30 94.33 93.90
APAP-GSH
c-max [uM] 19.107 70.672 48.846
t-max [min] 120 120 120
AUC [uM*min] 2185.2 7452.2 5462.4
t12 - - -
APAP-CYS
c-max [uM] 20.134 16.726 21.162
t-max [min] 60 60 120
AUC [uM*min] 3388.1 2683.2 3435
t1y - - -
APAP-NAC
c-max [uM] 150.51 108.26 87.356
t-max [min] 30 30 30
AUC [uM*min] 17527 12958 10703
t1y 102.47 104.11 103.83
c-max: Maximale beobachtete Konzentration, t-max: Zeitpunkt mit der hoéchsten

Konzentration, AUC: Flache unter Kurve, t1/2: Halbwertszeit
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6.2.2 APAP-OME

In Abbildung 54 sind die Ergebnisse fir APAP-OME dargestellt. Der Nebenmetabolit
wurde in relativ geringen Mengen gebildet. In den MALDI-MSI Abbildungen war keine
differenzierte Verteilung bezulglich der PP oder PC Zonen erkennbar. Die APAP-OME
Konzentrationen erreichten im Blut die maximalen Konzentrationen zum Zeitpunkt 60
min im kinetischen Experiment. Bei der Applikation niedriger APAP-Dosen (56 und 167
mg kg) fielen die fir APAP-OME detektierten Signale unter das LOQ.

mPortalvene OHepatische Vene BHerz

o

0 5 15 30 60 120 240 480
Zeit nach der APAP Injektion [min]

APAP-OME Intensitit

mPortalvene DHepatische Vene BHerz
10 -

1E2

Ab

APAP-OME [uM)
o N B (=2} (=2}

0 56 167 500
APAP Dosis [mg/kg]

Skala: 500 ym

Abbildung 54: MALDI-MSI und quant-HPLC-MS Daten zum Nebenmetaboliten APAP-OME

Aa: MALDI-MSI Ergebnisse zum kinetischen Experiment. Ab: MALDI-MSI Ergebnisse zum
dosisabhangigen Experiment. Ba: quant-HPLC-Ergebnisse. Skala: 500 ym

6.2.3 MALDI-MSI/MS fiir APAP-GSH und TCS

In den Abbildungen 55-57 sind die MALDI-MSI/MS Resultate dargestellt. Zunachst
wurden die Messungen von Referenzstandards von auf Negativkontrollgewebe
platzierten Tropfen durchgeflhrt. Anschliefend wurden APAP-GSH (15 min nach
APAP Injektion, Dosis: 300 mg kg') und TCS (120 min nach APAP Injektion, Dosis:
300 mg kg') mit 30 eV bzw. 35 eV Energie auf Positivkontrollgewebe fragmentiert.
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Abbildung 55: und TCS von Referenzstandardtropfen auf Negativkontrollgewebe

Spatiale Auflésung: 20 um. Die Konturen des Tropfens wurden schematisch dargestellit.
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Abbildung 56: MALDI-MSI/MS Ergebnisse fur APAP-GSH vom Positivkontrollgewebe

Spatiale Auflésung: 20 ym. 15 min nach APAP Injektion (Dosis: 300 mg kg'). 56A:
Mikroskopisches Bild der APAP-GSH Verteilung. Skala: 100 um. 56B: MALDI-MSI/MS
Fragmente (Sezgin 2018)
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Abbildung 57: MALDI-MSI/MS Ergebnisse fur APAP-GSH vom Positivkontrollgewebe

Spatiale Auflésung: 20 pm. 120 min nach APAP Injektion (Dosis: 300 mg kg™)

6.2.3 Zonale Partition fiir APAP-GSH und GSH

Tabelle 13: Semiquantifizierung von APAP-GSH Signalen in der PP und PC Zone der
Leberlobule via MALDI MSI

Kinetisches Experiment (Dosis: 300 mg kg™') (Sezgin 2018).

Zeit nach

der APAP | APAP-GSH | APAP-GSH | b 10 tal/Pericentral

Injektion aus Nr. Intensnat*— Inten5|tat*— [%]**

[min] PP [AU] PC [AU]

1 0.61 1.00 38/62

5 2 1.04 0.85 55/45

3 0.68 0.56 55/45

4 1.05 0.96 52 /48

Mittelwert 0.84 0.84 50 /50

1 5.19 6.11 46 / 54

15 2 3.28 3.50 48 / 52

3 4.22 4.44 49 / 51

4 0.84 1.01 45 /55
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Mittelwert 3.38 3.76 47 /53

1 9.18 8.35 52 /48

30 2 9.35 10.54 47 /53
3 3.86 4.75 45/55

4 2.42 2.55 49 /51

Mittelwert 4.96 5.24 48 / 51

1 2.20 2.54 46 / 54

60 2 2.87 3.19 47 /53
3 2.83 3.30 46 / 54

Mittelwert 2.64 3.01 47 /53

1 1.62 2.79 42 /58

120 2 0.41 0.58 38 /62
3 0.11 0.18 48 /52

4 0.80 0.87 46 / 54

Mittelwert 0.74 1.10 41/59

*Berechnete durchschnittliche auf den TIC normierte Signalintensitat multipliziert mit einem
willkUrlichen Faktor von 1E5. Werte gerundet.

**Werte grundet.

Tabelle 14: Semiquantifizierung von GSH Signalen in der PP und PC Zone der Leberlobule
via MALDI MSI

Kinetisches Experiment (Dosis: 300 mg kg™') (Sezgin 2018).

Zeit nach

der APAP el GSH | periportal/Pericentral

Injektion Maus Nr. Intensitat — | Intensitat — [%]**

. PP [AUT* PC [AU]*
[min]

1 6.59 7.47 47 | 53

0 2 11.04 10.74 511749

3 9.33 10.04 48 /52

Mittelwert 8.99 9.42 49/ 51

1 12.58 17.00 48 / 52

5 2 12.29 13.20 49 / 51

3 7.34 7.53 52 /47

4 7.80 7.07 52 /48

Mittelwert 10.00 11.20 48 | 52

1 9.92 9.32 50 /50

15 2 7.68 7.57 52 /48

3 13.57 12.75 49/ 51

4 1.54 1.60 59 / 41

Mittelwert 8.18 7.81 51/49

1 3.09 217 58 /42

30 2 1.10 0.81 54 | 46

3 0.39 0.33 49 / 51

4 0.53 0.54 67 /33

Mittelwert 1.02 0.77 55/45
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1 0.84 0.41 52/48

60 2 1.38 1.27 63 /37
3 0.69 0.40 66 / 34

Mittelwert 0.97 0.69 61/39

1 0.90 0.47 62 /38

120 2 0.26 0.25 60/40
3 0.25 0.15 54 /46

4 0.03 0.02 50/50

Mittelwert 0.31 0.22 60 /40

1 5.08 4.34 51/49

240 2 5.77 5.95 55/45
3 1.95 1.88 53 /47

Mittelwert 4.27 4.06 51/49

1 19.70 16.28 53 /47

480 2 20.00 18.02 47 /53
3 21.15 21.00 51/49

4 15.91 14.10 48 /52

Mittelwert 19.19 17.35 53 /47

*Berechnete durchschnittliche auf den TIC normierte Signalintensitat multipliziert mit einem
willkUrlichen Faktor von 1E5. Werte gerundet.

**Werte gerundet

6.3 Veroffentlichung von Teilen dieser Arbeit

Teile von dieser Arbeit wurden bereits veroffentlicht: Sezgin, S., Hassan, R., Zuhlke,
S., Kuepfer, L., Hengstler, J. G., Spiteller, M., Ghallab A., Spatio-temporal visualization
of the distribution of acetaminophen as well as its metabolites and adducts in mouse
livers by MALDI MSI, Arch. Toxicol. 2018; 92(9), 2963-2977. Sofern sinngemale
Abschnitte und modifizierte Abbildungen Gbernommen wurden, wurden diese durch

die Angabe der Literaturstelle kenntlich gemacht.

6.4 Abkurzungsverzeichnis

Es wurden in dieser Doktorarbeit eine Reihe von Abkirzungen und Symbolen fir
bestimmte Begrifflichkeiten sowie Maleinheiten verwendet. Einige von diesen
Begrifflichkeiten wurden im englischen Original belassen. Deutschsprachige
Abkurzungen, die im Kasus Genitiv verwendet wurden, wurden mit dem Suffix ,-s“

erweitert.
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<: kleiner als

>: grolder als

~: ungefahr

@: engl. ,at“(bei)

A: Angstrém [Langeneinheit]

AAC: 9-Aminoacridin

Abb.: Abbildung(en)

AcN: Acetonitril

ALT: Alanin-Aminotransferase

amol: Attomol

APAP: Acetaminophen

APAP-CYS: 3-Cysteinyl Acetaminophen
APAP-GLC: Acetaminophen Glucuronid
APAP-GSH: Acetaminophen Glutathion Konjugat
APAP-NAC: N-acetyl-3-cysteinyl Acetaminophen
APAP-OME: 3-Methoxy acetaminophen

APAP-SUL: Acetaminophen Sulfat

aq: /at. aqua (zu deutsch etwa: in wassriger Losung)
AS: Ameisensaure

AST: Aspartat-Aminotransferase

AUC: engl. Area under the Curve (Flache unter der Kurve)
bzgl.: bezuglich

ca.: Circa

CID: engl. Collision induced dissociation (Kollisionsinduzierte Dissoziation)
CYP: Cytochrom(e) P450

Da: Dalton [Masseneinheit]

DHB: 2,5-Dihydroxyzimtsaure

Di-APAP: Di-Acetaminophen

DMAN: N,N,N'’,N'-Tetramethyl-1,8-naphthalindiamin) und AAC (9-Aminoacridin)
E1n: Dekadischer Wert

engl.: Englisch

ESI: Elektrosprayionisation
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fmol: Femtomol [Stoffmengen-/Konzentrationsangabe]
GC: Gaschromatographie

GLN: Glutamin

GSH: Glutathion (reduziert)

GSSG: Glutathion (oxidiert)

h: lat. hora (Stunde)

H202: Wasserstoffperoxid

H2S: “Dihydrogensulfid’/Schwefelwasserstoff
HCCA: a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure

HCD: engl. Higher-Energy Collisional Dissociation
HCI: “Hydrogenchlorid”/Salzsaure

HE: Hamatoxylin-Eosin

HILIC: engl. Hydrophilic Interaction Chromatography (zu deutsch etwa: Hydrophile
Wechselwirkungs-Chromatographie)

HPLC-MS: engl. High performance liquid chromatography mass spectrometry,
Hochleistungsflissigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie

HR: engl. High resolution (Hochauflésung, hoch aufgeldst)

IfaDO: Leibniz-Institut fir Arbeitsforschung an der Technischen Universitat Dortmund
imzML: engl. Imaging mass pectrometry data format

INFU: Institut fir Umweltforschung (an der TU Dortmund)

i.p.: intraperitoneal

IS: Interner Standard

kV: Kilovolt

LOD: engl. limit of detection (Detektionslimit)

LOQ: engl. limit of quantitation (Quantifizierungslimit)

(u/m)L: (Micro/Milli)liter [Volumeneinheit]

pum: Mikrometer [Langeneinheit]

m/z: Masse zu Ladungsverhaltnis

M: Molar(e) (Konzentration) (mol/L) oder Molekulionenpeak (s. Zusammenhang)

MALDI-MSI: engl. Matrix assisted laser desorption/oonisation mass sepectrometry
imaging (Bildgebende Matrix-assistierte Laser Desorption/lonisation
Massenspektrometrie)

MBT: 2-Mercaptobenzothiazol
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MeOH: Methanol

min: Minuten [Zeiteinheit]

Mio.: Millionen

mmol: Millimol [Stoffmengen-/Konzentrationsangabe]

MRT: Magnetresonanztomographie

MS/MS: Tandem Massenspektrometrie (Modus: einfach)
MZ: engl. Midzonal (Mittlere Zone)

mzML: engl. Mass spectrometry data format

nmol: Nanomol [Stoffmengen-/Konzentrationsangabe]

ns: Nanosekunden [Zeiteinheit]

NMR: engl. nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)
p: Para(position)

PBS: Phosphat-gepufferte Salzldsung

PC: engl. Pericentral zone (Pericentrale Zone)

PP: engl. Periportal zone (Periportale Zone)

ppm: parts per million

quant: Quantitativ(e)

RNS: engl. Reactive Nitrogen Species (Reaktive Stickstoffspezies)
ROI: engl. Region of Interest (Ausgewahltes Segment)
ROS: engl. Reactive Oxygen Species (Reaktive Sauerstoffspezies)
RP: engl. Reversed phase (Umkehrphase)

RT: Raumtemperatur

Rt: Retentionszeit

s.: siehe

SET: engl. Single-Electron Transfer (Einelektronentransfer)
SULT: Sulfotransferase

Std.: Standard (Referenz, intern oder extern)

TAU: Taurin

TCS: Taurocholsaure

TCDS: Taurochenodeoxycholsaure

TEC: engl. Tissue extinction coefficient (,Gewebeextinktionskoeffizient®)

TFS: Trifluoressigsaure
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TIC: engl. Total lon Current (Totalionenstrom)

TM: Trademark

u.a.: unter Anderem

UDP-GT: Uridin-5'-diphosphoglucuronosyltransferase

U/l: Aktivitatseinheit pro Volumeneinheit Blutserum (Messwert flr ALT bzw. AST)
Vol.-%: Volumenprozent [Stoffmengen-/Konzentrationsangabe]

XIC: engl. Extracted lon Chromatogram (zu deutsch etwa “Extrahiertes”
lonenchromatogramm)
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