Diepoxybutan 1
Diepoxybutan

[1464-53-5]

Keimzellmutagene Wirkung (2002) Kategorie 2

Diepoxybutan wurde bisher nicht als Arbeitstoff behandelt und ist dementsprechend in
der MAK- und BAT-Werte-Liste nicht aufgefiihrt. Es wird in kleinen Mengen
hauptsichlich fiir Forschungszwecke produziert und wurde als Vernetzungsmittel von
Textilien und bei der Herstellung von Kunststoffen vorgeschlagen (IARC 1999).
Beachtung findet es vor allem als einer der reaktionsfihigen Metaboliten von 1,3-Buta-
dien. Im Nachtrag Butadien von 1998 wird der Nachweis von N-(2,3,4-Trihydroxybu-
tyl)valin als Spaltprodukt des Himoglobin-Addukts im Blut von Butadien-exponierten
Arbeitern als Hinweis fiir eine mogliche Belastung durch den Metaboliten Diepoxy-
butan angesehen (siehe Nachtrag Butadien 1998). Auch in der jlingst erschienenen
TARC-Monographie wird Diepoxybutan zusammen mit Butadien abgehandelt, da es
einen wichtigen Butadien-Metaboliten darstellt (IARC 1999). Diepoxybutan wird dort
in die Kanzerogenititskategorie 2 A eingestuft. Eine Begriindung zur Einstufung nach
Gefahrstoffverordnung zu Diepoxybutan wurde im Bundesarbeitsblatt verstfentlicht
(AGS 1997).

Metabolismus und Verteilung

Fiir die Bewertung als Keimzellmutagen spielt die systemische Verfiigbarkeit der reak-
tionsfiahigen Verbindung und damit die mogliche Exposition der Zielorgane eine Rolle.
Nach oraler Aufnahme ist die systemische Verfiigbarkeit von Diepoxybutan wahr-
scheinlich nur sehr gering, da es zum iiberwiegenden Teil im sauren Milieu des Magens
sehr schnell hydrolysiert wird. Dieser Effekt wurde an einer Reihe von Epoxiden
demonstriert (Ross et al. 1982).

Gelangt Diepoxybutan durch Inhalation oder als Butadienmetabolit in den Organis-
mus, dann ist es geniigend stabil, um mit dem Blutfluss alle Gewebe erreichen zu kon-
nen. Bei der Ratte betrigt die Halbwertszeit im Blut nach i.v. Applikation von 523 umol
Diepoxybutan/kg KG 14 min (Valentine etal. 1997). Nach inhalativer Exposition
gegeniiber 62,5; 625 oder 1250 ml Butadien/m> (223; 2230 oder 4460 mg/m°) iiber
6 Stunden wurden bei Mdusen als Steady-state im Blut 0,65; 1,9 bzw. 2,5 umol Di-
epoxybutan/l bestimmt (Himmelstein et al. 1994, 1995). Diepoxybutan konnte nach
Inhalation von 62,5 ml Butadien/m? iiber den Zeitraum von 4 Stunden in allen unter-
suchten Geweben bei der mannlichen Maus, aber auch in verschiedenen Geweben der
Ratte nachgewiesen werden (Thornton-Manning et al. 1995). Resorbiertes Diepoxy-
butan verteilt sich in alle Gewebe, wobei ein Verteilungskoeffizient von 1 fiir die
Gewebe:Blut-Verhiltnisse abgeschitzt wurde (Csanddy et al. 1996). Man kann davon
ausgehen, dass Diepoxybutan auch die Keimzellen erreicht.

MAK, 35. Lieferung, 2002



2 Diepoxybutan

Genotoxizitat

In vitro

Diepoxybutan ist in fast allen In-vitro-Testsystemen mutagen. Seine Wirksamkeit wird
darauf zuriickgefiihrt, dass es zwei funktionelle Gruppen enthilt, die zu DNA-DNA-
und DNA-Protein-Vernetzungen fiihren konnen. Es wird metabolisch durch die mikro-
somale Epoxid-Hydrolase und die zytosolische Glutathion-S-Transferase inaktiviert.
Durch Bestimmung der kinetischen Konstanten beider Enzyme in Lebermikrosomen
bzw. Leberzellzytosol mit Diepoxybutan als Substrat konnte gezeigt werden, dass die
Reaktion der Hydrolase beim Menschen schneller ist als bei Ratte und Maus, wihrend
die Aktivitdt der Glutathion-S-Transferase bei Ratte und Maus deutlich hoher ist als
beim Menschen (Boogard und Bond 1996; Boogard et al. 1996).

In vivo

Wesentliche Daten zu den genotoxischen Eigenschaften von Diepoxybutan als einem
Metaboliten von 1,3-Butadien sind in einem Bericht iiber ein Forschungsprogramm der
Europdischen Union (Adler und Pacchierotti 1998) sowie in der IARC-Monographie
(IARC 1999) enthalten. Die wichtigsten Ergebnisse von Untersuchungen zur muta-
genen Wirkung von Diepoxybutan in somatischen Zellen und Keimzellen in vivo wer-
den im Folgenden beschrieben.

Somazellen

Negativ verlief der Versuch, HPRT-Mutationen in Lymphozyten der Milz bei Méusen
und Ratten nachzuweisen. Diepoxybutan war dabei mit dem Trinkwasser verabreicht
worden (0,3 oder 1 mmol/l iiber 30 Tage; Tates et al. 1998). Es ist allerdings davon aus-
zugehen, dass oral verabreichtes Diepoxybutan kaum systemisch zur Verfiigung steht,
da es zum iiberwiegenden Teil im sauren Milieu des Magens sehr schnell hydrolysiert
wird. Das verbliebene Diepoxid wird nach seiner Aufnahme in die Pfortader bei der
ersten Leberpassage einer metabolischen ,,First-pass“-Elimination unterworfen.
Diepoxybutan war in Knochenmarkszellen von Miusen klastogen. Vierundzwanzig
Stunden nach einmaligen i.p. Injektionen von 0; 4,5; 9,0; 18,0 oder 36 mg/kg KG
waren ab 9,0 mg/kg KG die Zahl der Mikronuklei in polychromatischen Erythrozyten
minnlicher und weiblicher Miuse signifikant erhoht. Die Dosis-Wirkungsbeziehung
war linear (Adler et al. 1995).

Mikronuklei wurden auch in peripheren Retikulozyten 48 Stunden nach i.p. Injektion
von 0,17 oder 0,35 mmol Diepoxybutan/kg KG (14,6 oder 30,1 mg/kg KG) bei der
Maus statistisch signifikant nachgewiesen (Russo et al. 1997).

Die klastogene Wirkung von Diepoxybutan in der Milz wurde in einem Mikronukleus-
Versuch bei der Ratte mit den Dosierungen 0, 20, 30, 3x10 oder 40 mg Diepoxy-
butan/kg KG und bei der Maus mit den Dosierungen 0, 15 oder 30 mg/kg KG gepriift.
Die niedrigste wirksame i.p. Dosis war einen Tag nach der Behandlung bei der Maus
15, bei der Ratte 30 mg/kg KG (Xiao und Tates 1995).

Nach der i.p. Behandlung von CD-1-Miusen mit 0, 15 oder 30 mg Diepoxybutan/kg
KG und nach der i.p. Behandlung von Sprague-Dawley-Ratten mit 0, 25 oder 50 mg
Diepoxybutan/kg KG wurden im Knochenmark Mikronuklei nachgewiesen. Tests auf
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DNA-Einzelstrangbriiche mittels Comet-Assay im Knochenmark beider Spezies mit
den obengenannten Dosierungen waren ebenfalls positiv (Anderson et al. 1997).

Keimzellen

Diepoxybutan war in médnnlichen Keimzellen von Miusen klastogen. Es wurden fol-
gende Untersuchungen gemacht: Chromosomenaberrationen in der ersten Furchungs-
teilung nach der Behandlung ménnlicher Mause mit 17, 26, 34, 43 oder 52 mg Di-
epoxybutan/kg KG und zytogenetische Untersuchungen nach der Verpaarung der
minnlichen Miuse mit hormonell stimulierten weiblichen Méusen 7, 14, 21 oder 28
Tage nach der Behandlung. Die Befruchtungsrate der weiblichen Tiere war am 7. Tag
nach Behandlung der médnnlichen Tiere mit einer Dosis von 43 und 52 mg/kg KG redu-
ziert, die Rate der unbefruchteten Eizellen war schon bei 34 mg/kg KG erhoht. Eine
signifikant erhohte Hiufigkeit von Embryonen mit strukturellen Chromosomenaberra-
tionen wurde schon bei der niedrigsten Dosis von 17 mg/kg KG beobachtet. Die Dosis-
Wirkungskurve bildete zwischen 26 und 34 mg/kg KG ein Plateau, das auf die zytoto-
xische Wirkung zuriickgefiihrt wird. Bei einer Dosis von 26 mg/kg KG waren die
Chromosomenaberrationen nur in Embryonen erhoht, die durch Befruchtung mit expo-
nierten Spermatozoen (Paarungstag 7) gebildet wurden, wihrend die Embryonen aus
exponierten Spermatiden (14. und 21. Paarungstag) oder exponierten Spermatozyten
(28. Paarungstag) keine klastogenen Effekte zeigten. Die Mehrzahl der Chromoso-
menaberrationen war dem Chromosomen-Typ (Isochromatidbriiche und dizentrische
Chromosomen) zuzuordnen (Adler et al. 1995).

Die genotoxische Wirkung von Diepoxybutan wurde auch in Maus-Oozyten gepriift.
Hormonell stimulierte weibliche Mause erhielten 26 oder 52 mg/kg KG der Substanz
i.p. verabreicht und wurden mit unbehandelten minnlichen Miusen verpaart. Die
Oozyten wurden etwa 1,5 Tage vor der Ovulation exponiert. Analysiert wurden die
Chromosomenaberrationen in der Metaphase von Einzell-Embryonen in der ersten Fur-
chungsteilung. Sie waren dosisabhingig erhoht. Die Hilfte der Verdnderungen betraf
Briiche und Austausche vom Chromatid-Typ. Unter den Chromosomentyp-Aberratio-
nen liberwogen Doppelfragmente die Chromosomen-Austausche (Tiveron et al. 1997).
Mikronuklei wurden auch in frithen Spermatiden nach i.p. Injektion von 0,17 oder
0,35 mmol Diepoxybutan/kg KG (14,6 oder 30,1 mg/kg KG) bei der Maus bestimmt.
Sie waren in den Keimzellen nach einer Behandlung von Zellen in der primeiotischen
S-Phase erhoht. Der Effekt war deutlich schwicher bei behandelten spédten Spermato-
zyten kurz vor der meiotischen Teilung (Russo et al. 1997).

Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei der Ratte erhalten. Die Hiufigkeit von Mikro-
nuklei war in Spermatiden vor allem nach Behandlung der meiotischen S-Phase, 18
Tage nach der i.p. Behandlung mit 186 nmol Diepoxybutan/kg KG (16 mg/kg KG)
erhoht. Spitere Stadien der meiotischen Prophase waren weniger empfindlich. Die
Mikronuklei in Spermatiden waren auch nach Behandlung von Stammzell-Spermato-
gonien, 50 Tage nach der Behandlung, geringfiigig vermehrt (Lahdetie et al. 1997).
Die klastogene Wirkung von Diepoxybutan in Spermatozyten wurde in einem weiteren
Versuch bei Ratte und Maus gepriift. Die niedrigste wirksame i.p. Dosis bei der Maus
war 15, bei der Ratte 30 mg/kg KG. Die Mikronuklei wurden in diesem Fall bei Sper-
matozyten in verschiedenen Stadien der meiotischen Prophase (Prileptotin, Zygotin,
Diplotin, Diakinese) gefunden (Xiao und Tates 1995).
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Im Dominant-Letaltest mit den Dosierungen von 18, 36 oder 54 mg/kg KG entsprach
die Wirkung den zytogenetischen Beobachtungen an den Embryonen (s.o.). Bei der
hochsten Dosis von 54 mg/kg KG war die Zytotoxizitdt in den ersten 8 Paarungstagen
so ausgeprigt und die Zahl der Implantate so reduziert, dass keine signifikanten Domi-
nant-Letal-Effekte beobachtet werden konnten. Dagegen waren die toten Implantate
signifikant erhoht, wenn exponierte spite Spermatiden in den Paarungstagen 9-12 zur
Befruchtung kamen. Bei den niedrigeren Dosen 18 und 36 mg Diepoxybutan/kg KG
waren die Dominant-Letal-Effekte auf exponierte Spermatozoen beschrinkt. Die Chro-
mosomenaberrationen in den Embryonen korrelierten gut mit den Dominant-Letalmu-
tationen, wodurch der chromosomale Ursprung der Dominant-Letalmutationen
bestitigt wurde. AuBBerdem entsprach der klastogene Effekt in somatischen Zellen
demjenigen in den Keimzellen der Méuse (Adler et al. 1995).

Nach der i.p. Behandlung von CD-1-Miusen mit 0, 15 oder 30 mg Diepoxybutan/kg KG
und der i.p. Behandlung von Sprague-Dawley-Ratten mit 0, 25 oder 50 mg Diepoxy-
butan/kg KG wurden keine DNA-Einzelstrangbriiche mittels Comet-Assay in den Tes-
tes nachgewiesen (Anderson et al. 1997).

Bewertung

Diepoxybutan ist ein stark wirksames bifunktionelles Alkylans, das in vitro und in vivo
mit DNA reagiert. Es lédsst sich im Blut von Butadien-exponierten Versuchstieren nach-
weisen und erreicht alle Gewebe, also auch die Keimzellen. Bei der Ratte wurde eine
Eliminationshalbwertszeit von 14 Minuten nach i.v. Gabe bestimmt. Diepoxybutan ist
in fast allen Testsystemen in vitro und in vivo mutagen. Es erzeugt in vivo DNA-
Addukte sowie Mikronuklei in somatischen Zellen von Ratte und Maus. In Keimzel-
len der Maus induziert Diepoxybutan Mikronuklei, Chromosomenaberrationen, die zu
Dominant-Letalmutationen fiihren konnen, sowie direkt nachgewiesene Dominant-
Letalmutationen. Die letzteren Befunde fiihren zur Einstufung von Diepoxybutan in
Kategorie 2 fiir Keimzellmutagene.
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