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1 Einführung

Bereits ein Jahr nach der Einführung von Isoniazid (INH) in die Therapie der Tuberkulose im Jahr 1952

wurden große interindividuelle Unterschiede in Nebenwirkungsrate und Metabolismus des Tuberku-

lostatikums festgestellt, die das Patientenkollektiv in zwei Gruppen teilte. Es dauerte noch einige Jahre,

bis erkannt wurde, dass dies auf Unterschieden in der Fähigkeit, INH zu acetylieren beruht (Evans

1989, S. 157; Grant 1993, S. 45).

Dieser sog. „historische Acetyltransferase-Polymorphismus“ führte zu der Benennung des das INH

acetylierenden Enzyms als „polymorphe“ Acetyltransferase (AT, Acetyl-Coenzym A: Arylamin

N-Acetyltransferase, E.C. 2.3.1.5). Aus Gründen der besseren Übersicht wird diese AT im folgenden

substratdefiniert generell als INH-AT bzw. gelegentlich als Sulfamethazin (SMZ) -AT bezeichnet. Eine

weitere AT, die p-Aminobenzoesäure (PABA) acetyliert (in dieser Arbeit als PABA-AT bezeichnet),

wies in der Bevölkerung eine unimodale Verteilung auf und wurde analog als „monomorphe“ AT be-

zeichnet (Motulsky und Steinmann 1962, S. 1387; Vatsis und Weber 1993, S. 71). Neuere Befunde

zeigen jedoch, dass auch die PABA-AT einem Polymorphismus unterliegt (Grant et al. 1992b, S. 244;

Vatsis und Weber 1993, S. 73f.). In der Literatur wird die monomorphe AT unabhängig vom Sub-

stratspektrum üblicherweise als NAT1 und die polymorphe AT als NAT2 bezeichnet. Neuerdings wer-

den die AT nach einer international einheitlichen Systematik auf Gen- und Proteinebene benannt (s.

Kap. 1.1.3).

1.1 Genetische Grundlagen des Acetyltransferase-Polymorphismus

1.1.1 Gene der Acetyltransferasen

Die Gene beider AT wurden beim Menschen in der Region 8p21.3 – 23.1 des Chromosoms 8 lokali-

siert. Sie sind durch mindestens 25.000 Basenpaare voneinander getrennt (Hickman et al. 1994,

S. 445, Ilett et al. 1999, S. 957ff.; Hirvonen 1999, S. 253). Beide Gene wurden inzwischen sequen-

ziert. Sie umfassen einen offenen Leserahmen von 870 Basenpaaren (Bp), der keine Introns enthält

(Blum et al. 1990, S. 195ff.). Das Gen der INH-AT weist im 5’-nichtkodierendem Bereich ein Intron

von ca. 8.000 Bp Länge auf, das Gen der PABA-AT besteht aus einen einzigen Exon (Ebisawa und

Deguchi 1991, S. 1254). Beide Gene zeigen eine Homologie von 87% im kodierenden Bereich, 5’- und
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3’-nichtkodierende Bereiche stimmen nahezu perfekt überein (Blum et al. 1990, S. 195). Es wurde da-

her vermutet, dass die INH-AT aus der entwicklungsgeschichtlich älteren PABA-AT entstanden ist

(Ebisawa und Deguchi 1991, S. 1255). Ein drittes AT-Gen weist 8 deletäre Mutationen auf, von denen

vier zu Verschiebungen des Leserasters führen und zwei weitere vorzeitige Translationsstops kodieren,

so dass kein Genprodukt kodiert wird. Es handelt sich um ein sog. Pseudogen (Blum et al. 1990,

S. 197).

1.1.2 Molekularer Mechanismus des Polymorphismus

Der genetische Polymorphismus der INH-AT entsteht durch Punktmutationen im kodierenden Bereich

des INH-AT Gens, die zu Veränderungen der Aminosäurensequenz führen. Darüber hinaus bestehen

stille Mutationen ohne Einfluß auf die Aktivität der INH-AT, jedoch möglicherweise auf die Translation

(Abe et al. 1993, S. 813; Lin et al. 1993, S. 217ff.; Agundez et al. 1994, S. 202ff.; Cascorbi et al.

1995, S. 581ff.; Martinez et al. 1995, S. 207ff.; Hirvonen 1999, S. 256f.). Derzeit sind 12 Mutationen

bekannt, aus denen durch unterschiedliche Kombination 27 Genotypen hervorgehen (Vatsis et al.

1995, S. 4f.; Ilett et al. 1999, S. 958f.). Die Mutationen können ohne Auswirkungen auf die Enzymak-

tivität bleiben (Hein et al. 1994b, S. 729ff.; Cascorbi et al., 1996a, S. 257ff.), bei gleichbleibenden

Mengen an mRNA zu reduzierten Proteingehalten führen (Blum et al. 1991, S. 5239, Deguchi 1992, S.

18140ff.), die Stabilität (gemessen als Halbwertszeit des aktiven Enzyms) oder die kinetischen Parame-

ter einschließlich der Substrataffinität beeinträchtigen (Ferguson et al. 1994b, S. 373; Hickman et al.

1995, S. 699). Tab. 1 illustriert die Vielzahl der inzwischen beschriebenen Mutationen.

Auch das PABA-AT Gen weist Punktmutationen im kodierenden und nichtkodierenden Bereich auf, die

die Aminosäurensequenz an einer (Hughes et al. 1998, S. 55ff; Payton et al. 1998, S. 361ff; Hubbard

et al. 1998, S. 913ff) oder mehreren Stellen (Doll et al. 1997, S.584ff.) verändern können oder nicht

(sog. stille Mutationen; Vatsis und Weber, 1993, S. 73f.). Weiterhin kommen verschiedene kurze Dele-

tionen oder Insertionen vor (Doll et al. 1997, S. 584ff.). Die Veränderungen haben unterschiedliche

Auswirkungen auf die Stabilität und damit Menge des Enzyms (Vatsis und Weber 1993, S. 73f.) oder

auch die Enzymkinetik. Einige Mutationen kodieren einen Stopkodon, der zum Abbruch der Protein-

synthese und damit zu enzymatisch inaktiven Bruchstücken führt (Hughes et al. 1998, S. 55ff.; Hubbard

et al. 1998, S. 913ff.; Lin et al. 1998, S. 269ff.). Derzeit sind 24 verschiedene Allele bekannt.
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1.1.3 Nomenklatur

In der Vergangenheit wurde von jeder Arbeitsgruppe ein eigenes Klassifikationssystem für die einzelnen

Genotypen der INH-AT etabliert. So entstand die M-Klassifikation der Arbeitsgruppe um U.A. MEYER

(Blum et al. 1991; S. 5239; Bell et al. 1993, S. 1691), die S-Klassifikation von E. SIM (Hickman und

Sim 1991, S. 1012), die R-Klassifikation unter W.W. WEBER (Vatsis et al. 1991, S. 6336) sowie

weitere Bezeichnungen (Ohsako und Deguchi 1990, S. 4632; Deguchi 1992a, S. 18141). Weiterhin

war verwirrend, dass PABA-AT in einigen Spezies mono-, in anderen jedoch polymorph exprimiert

wird.

1994 wurde ein systematisches Nomenklatursystem zur eindeutigen Bezeichnung aller AT erarbeitet und

im Rahmen einer Konsensuskonferenz 1998 modifiziert und aktualisiert (Ilett et al., 1999, S. 957ff.).

Hierbei werden alle bekannten AT in der Reihenfolge ihrer Entdeckung bzw. Beschreibung numeriert.

Der Bezeichnung NAT1 bzw. NAT2 folgt ein Stern (für das Allel, zusätzlich kursive Schreibweise) bzw.

ein Leerzeichen (für das Protein) sowie eine fortlaufende Nummer in der Reihenfolge der Entdeckung

(Vatsis et al. 1995, S. 10ff.). Ähnliche Allele werden durch gleiche Ziffern zu einer Gruppe zusammen-

gefasst und durch Buchstaben differenziert. Die Mitglieder der Nomenklaturkomittees vergeben die Be-

zeichnungen für neue Varianten und informieren zeitnah über den aktuellen Stand der Nomenklatur über

das Internet unter http://www.louisville.edu/ medschool/ pharmacology/ NAT.html. Tab. 1 zeigt bei-

spielhaft die Bezeichung der Mutationen des menschlichen INH-AT Gens nach alter und neuer Nomen-

klatur.

1.1.4 Verteilung der Isoniazid-Acetyltransferase in verschiedenen Bevölkerungen

Weltweit sind in verschiedenen geographischen Regionen und Bevölkerungen unterschiedliche Anteile

schneller und langsamer Acetylierer anzutreffen. Der Anteil langsamer Acetylierer erreicht bis zu 95%

unter Marokkanern, Libanesen oder Ägyptern, während im asiatischen Raum bei Japanern und Korea-

nern langsame Acetylierer nur ca. 11% ausmachen. Europäer und insbesonders Deutsche sind mit ca.

60 - 70% überwiegend langsame Acetylierer (Asprodini et al. 1998, S. 501ff.; Evans 1989, S. 197ff.;

Sunahara et al. 1961, S. 1530; Woolhouse et al. 1997, S. 73ff.; Xie et al. 1997, S. 503ff.).
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Tab. 1: Mutationen im menschlichen INH-AT Gen

neue Nomenklatur alte Nomenklatur Nukleotid- Aminosäuren- Phänotyp

Allel Protein wechsel wechsel

NAT2*4 NAT2 4 Wildtyp
O-7
R1

Allel 1

--- --- schnell

NAT2*5A NAT2 5A M1
S1b

T 341 C;
C 481 T

Ile 114 Thr
stille Mutation

langsam

NAT2*5B NAT2 5B r3

S1a
Allel 4

T 341 C;
C 481 T
A 803 G

Ile 114 Thr
stille Mutation
Lys 268 Arg

langsam

NAT2*5C NAT2 5C S1c T 341 C
A 803 G

Ile 114 Thr
Lys 268 Arg

langsam

NAT2*5D NAT2 5D T 341 C Ile 114 Thr langsam

NAT2*5E NAT2 5E T 341 C
G 590 A

Ile 114 Thr
Arg 197 Gln

langsam

NAT2*5F NAT2 5F T 341 C
C 481 T
C 759 T
A 803 G

Ile 114 Thr
stille Mutation
stille Mutation
Lys 268 Arg

langsam

NAT2*6A NAT2 6A M2
r2

Allel 3
S2

C 282 T
G 590 A

stille Mutation
Arg 197 Gln

langsam

NAT2*6B NAT2 6B G 590 A Arg 197 Gln langsam

NAT2*6C NAT2 6C C 282 T
G 590 A
A 803 G

stille Mutation
Arg 197 Gln
Lys 268 Arg

langsam

NAT2*6D NAT2 6D T 111 C
C 282 T
G 590 A

stille Mutation
stille Mutation
Arg 197 Gln

langsam

NAT2*7A NAT2 7A M3
D14

G 857 A Gly 286 Glu langsam

Tabelle wird auf der nächsten Seite fortgesetzt
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Tab. 1 (Fortsetzung):

NAT2*7B NAT2 7B S3
Allel 2
D-14

C 282 T
G 857 A

stille Mutation
Gly 286 Glu

langsam

NAT2*12A NAT2 12A A 803 G Lys 268 Arg schnell

NAT2*12B NAT2 12B C 282 T
A 803 G

stille Mutation
Lys 268 Arg

schnell

NAT2*12C NAT2 12C C 481 T

A 803 G

stille Mutation

Lys 268 Arg

schnell

NAT2*13 NAT2 13 S4 C 282 T stille Mutation schnell

NAT2*14A NAT2 14A M4/M4a G 191 A Arg 64 Gln langsam

NAT2*14B NAT2 14B M4b
AT2B

G 191 A
C 282 T

Arg 64 Gln
stille Mutation

langsam

NAT2*14C NAT2 14C G 191 A
T 341 C
C 481 T
A 803 G

Arg 64 Gln
Ile 114 Thr

stille Mutation
Lys 268 Arg

langsam

NAT2*14D NAT2 14D G 191 A
C 282 T
G 590 A

Arg 64 Gln
stille Mutation
Arg 197 Gln

langsam

NAT2*14E NAT2 14E G 191 A
A 803 G

Arg 64 Gln
Lys 268 Arg

langsam

NAT2*14F NAT2 14F G 191 A
T 341 C
A 803 G

Arg 64 Gln
Ile 114 Thr

Lys 268 Arg

langsam

NAT2*14G NAT2 14G G 191 A
C 282 T
A 803 G

Arg 64 Gln
stille Mutation
Lys 268 Arg

langsam

NAT2*17 NAT2 17 A 434 C Gln 145 Pro ???

NAT2*18 NAT2 18 A 845 C Lys 282 Thr ???

NAT2*19 NAT2 19 C 190 T Arg 64 Trp langsam

Mutationen im INH-AT Gen, Auswirkung auf die Struktur und Aktivität der INH-AT. Die bisherige und
die neue Nomenklatur wurde den einzelnen Mutationen zugeordnet. Daten aus Vatsis et al. 1995, S. 4f.;
Lin et al. 1994, S. 125ff. und Hein et al. 1995, S. 3553f. sowie unter http://www. louisville. edu/ med-
school/ pharmacology/ NAT.html (Stand: 15.02.2000).



1 Einführung -6-

Diese unterschiedlichen Häufigkeiten sind auf die Verteilung der verschiedenen Mutationen der INH-AT

in verschiedenen Populationen zurückzuführen. So kommt das Allel NAT2*7 vorwiegend unter Orien-

talen, Asiaten und Chinesen vor (Xie et al. 1997, S. 503ff.), während NAT2*14 ein afrikanisches Gen

darzustellen scheint, da es nahezu ausschließlich unter Afrikanern vorkommt (Lin et al. 1994, S. 125ff.;

Delomenie et al. 1996, S. 177ff). Unter Weißen (Kaukasiern) ist NAT2*5 mit Abstand am häufigsten

anzutreffen. Tab. 2. zeigt an ausgewählten Beispielen, wie sich der Anteil schneller und langsamer Ace-

tylierer in Abhängigkeit von der ethnischen Zusammensetzung der Bevölkerung ändert.

1.1.5 Verteilung der PABA-Acetyltransferase in verschiedenen Bevölkerungen

Da der Polymorphismus der PABA-AT erst in jüngerer Zeit entdeckt wurde, liegen zur Verteilung der

Genotypen in den Populationen verschiedener Länder bislang nur wenig Daten vor. So kommt der

Wildtyp NAT1*4 unter Schotten mit einer Häufigkeit von 98% vor (Hubbard et al. 1998, S. 913ff.),

bei Indern, Malaien und Chinesen jedoch nur zu 51%, 30% bzw. 35%. Während das Allel NAT1*10

mit 17%, 39% und 30% unterschiedlich verteilt ist, sind die Allele NAT1*3 (29-33%) und NAT1*11

(2%) sind in diesen Volksgruppen weitgehend gleich verteilt (Zhao et al. 1998, S. 299ff.). In einer

überwiegend kaukasischen Bevölkerungsstichprobe traten NAT1*11 mit 2,1%, NAT1*14 mit 2,8%

und NAT1*15 mit 1,4% selten auf (Hughes et al. 1998, S. 55ff.).

Der Anteil langsamer Acetylierer wurde in einer überwiegend kaukasischen Bevölkerung mit ca.

8% angegeben (Butcher et al. 1998, S. 67ff.), in anderen Untersuchungen wurde ein Anteil von 71%

(Bell et al. 1995, S. 3537ff.), 50% (Probst-Hensch et al. 1996, S. 2125ff.) und 57% gefunden

(Bouchardy et al. 1998, S. 291ff.). Als schnell acetylierend werden die Allele NAT1*4 (Wildtyp),

NAT1*3, langsam acetylieren NAT1*14 sowie NAT1*15. Wie die Genotypen NAT1*10 und

NAT1*11 einzustufen sind, wird noch kontrovers diskutiert, möglicherweise handelt es sich um schnell

acetylierende Allele (Doll et al. 1997, S. 584ff.; Butcher et al. 1998, S. 67ff.; Bruhn et al. 1999, S.

1759ff.; Hirvonen 1999, S. 254f.).

1.2 Enzymologie der Acetyltransferasen

AT sind ausschließlich cytosolisch verteilte Enzyme. Beide AT enthalten 290 Aminosäuren mit dedu-

zierten Molekulargewichten von 33,9 (PABA-AT) bzw. 33,5 kDa (INH-AT). Für die Katalyse ist ein

hochkonserviertes Cystin (Kodon 68) essentiell (Dupret und Grant 1992, S. 7382).
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Tab. 2: Häufigkeit von schnellen und langsamen Allelen und Phänotypen der INH-AT in
verschiedenen Bevölkerungen.

n Genotyp (% der Gesamtbevölkerung) Phänotyp (%) Ref.
*4 *5A/B/C *6A/B *7A/B *14A/B schnell langsam

Afrikanische Herkunft
Schwarze US Amerikaner 172 32 29 24 7 8 54 46 1

128 36 30 22 2 9 59 41 2
Asiatische Herkunft
Chinesen (Hong Kong) 140 47 6 31 16 0 72 28 1
Chinesen (Singapur) 187 51 7 32 10 72 28 3
Chinesen (Taiwan) 200 51 3 31 15 76 24 1
Chinesen 3516 52 6 31 11 77 23 10
Filipinos 200 39 7 36 18 63 37 1
Inder 122 26 33 38 3 45 55 1
Japaner 158 64 2 23 11 87 13 1
Japaner 51 73 1 20 7 93 7 4
Japaner 145 70 1 21 8 91 9 5
Japaner 145 69 2 19 10 90 10 11
Koreaner 170 68 2 18 11 1 90 10 1
Kaukasische Herkunft
Weiße US Amerikaner 372 25 45 28 2 44 56 2
Weiße US Amerikaner 98 23 41 34 2 41 59 1
Juden (USA) 99 23 41 34 2 41 59 6
Türken (Südost Anatolien) 303 23 42 31 5 41 59 12
Deutsche 100 23 46 27 4 41 59 6
Engländer 31 26 45 27 2 45 55 7
Engländer 48 20 49 30 1 36 64 8
Schweizer 44 46 25 27 2 71 29 9
Slawische Herkunft
Polen 248 22 44 30 3 39 61 13
Hispanische Herkunft
Südamerikaner (USA) 166 42 23 17 17 1 66 34 1
Südamerikaner (USA) 130 38 32 19 10 1 62 38 1
Nicaraguaner 137 42 31 17 66 34 14
Portugiesen 128 21 43 33 3 38 62 15

Häufigkeiten von Mutationen im INH-AT-Gen und Phänotyp in verschiedenen Bevölkerungen und Um-
fang der jeweiligen Untersuchungen. Die Daten wurden aus den folgenden Veröffentlichungen entnom-
men: 1: Lin et al. 1994, S. 132; 2: Bell et al. 1993, S. 1691f.; 3: Lee et al. 1994, S. 356f.; 4: Mashimo et al.
1992, S. 141; 5: Deguchi 1992a, S. 18147; 6: Lin et al. 1993, S. 830ff.; 7: Hickman und Sim 1991,
S. 1012f.; 8: Hickman et al. 1992, S. 219; 9: Blum et al. 1991, S. 5240; 10: Xie et al. 1997, S. 503ff.; 11:
Okumura et al. 1997, S. 509ff.; 12: Aynacioglu et al. 1997, S. 327ff.; 13: Mrozikiewicz et al. 1996, S.
376ff.; 14: Martinez et al. 1998, S. 623ff.; 15: Lemos und Regateiro 1998, S. 561ff.
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Die Aminosäuren von Kodon 210 bis 250 sind für die Stabilität des Enzyms bedeutsam, insbesondere

das ebenfalls hochkonservierte Cystin 223. Die zentrale Region mit dem aktiven Zentrum (Kodons 47 -

111) und das C-terminale Ende des Proteins (Kodons 250 - 290, insbesonders Kodon 286) tragen zur

Affinität und Substratspezifität bei, während der Bereich der Kodons 112 - 210 für die Reaktionsge-

schwindigkeit bedeutsam erscheint (Dupret et al. 1994, S. 26834; Dupret und Grant 1992, S. 7382;

Hickman et al. 1995, S. 700). Insbesondere die streng konservierte Aminosäure Arginin an den Ko-

dons 9 und 64 scheint wesentlich zur Substratbindung und Stabilisierung eines katalytischen Übergangs-

zustands beizutragen. Sie sind essentiell für die intrinsische Stabilität und katalytische Funktionsfähigkeit

beider AT (Delomenie et al. 1997, S. 207ff.).

1.2.1 N-Acetylierung

Bei der N-Acetylierung übertragen AT (dann als NAT bezeichnet) einen Acetylrest vom Kofaktor Ac-

CoA auf die primäre Amin- bzw. Hydrazingruppe ihrer Substrate. Sowohl PABA-AT als auch INH-

AT sind zur N-Acetylierung in der Lage. Zwei Gruppen von NAT sind zu unterscheiden: direkt an aro-

matische Ringsysteme gebundene Amingruppen werden durch die Arylamin-NAT acetyliert, die Gegen-

stand der vorliegenden Untersuchungen ist. Alkylarylamine, bei denen die Amingruppe über eine Car-

bonkette indirekt am aromatischen Ringsystem angebracht ist, wie dies z.B. bei Serotonin oder Dopa-

min der Fall ist, werden durch die Alkylarylamin-NAT acetyliert. Sie kommt vorwiegend in der Zirbel-

drüse (Glandula pinealis) vor (Deguchi 1992b, S. 231f.). Bei höheren Säugetieren findet sich keine

signifikante Überlappung der Substratspektren der genannten Enzyme (Deguchi 1992b, S. 235).

Die Acetylierung verläuft im Sinne einer Ping-Pong-Reaktion, bei der in einem ersten Schritt AcCoA an

das Enzym gebunden und der Acetylrest auf ein Cystin übertragen wird. Nach Abdiffusion des CoA-

Rests wird Substrat gebunden und die Acetylgruppe auf dessen primäre Amingruppe übertragen. Nach

Freisetzung des Produktes beginnt der Zyklus von neuem (Weber und Cohen 1968, S. 277; Kilbane et

al. 1991, S. 505). Das pH-Optimum scheint zwischen pH 6,0 und 7,4 zu liegen (Mandelbaum-Shavit

und Blondheim 1981, S. 66; McQueen und Weber 1980, S. 895). Schwermetallionen wie Cu2+, Zn2+

oder Hg2+ inaktivieren die AT irreversibel. Sulfhydrylgruppeninhibitoren wie N-Ethylmaleinamid oder p-

Chloromercuribenzoat hemmen besonders potent (McQueen und Weber 1980, S. 894; Mandelbaum-

Shavit und Blondheim 1981, S. 67). PABA-AT wird darüber hinaus durch Folsäure und Amethopterin

stark gehemmt (Ward et al. 1992, S. 1100; Mandelbaum-Shavit und Blondheim 1981, S. 67; Ward et
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al. 1995, S. 1763). Eine Produkthemmung besteht offensichtlich nur in geringem Maße (McQueen und

Weber 1980, S. 894).

1.2.2 O-Acetylierung und Transacetylierungen

AT acetylieren neben primären Amingruppen von Arylaminen (N-Acetylierung) auch Hydroxylgruppen

von N-Hydroxy-Arylaminen (O-Acetylierung, OAT). N-Acetylgruppen können intramolekular auf die

Hydroxylgruppe von N-Hydroxy-Arylaminen übertragen werden (N, O-Acetyltransferase KING, King

1974, S. 1506ff.). Weiterhin können Acetylreste intermolekular von Amingruppen auf Hydroxylgruppen

(N, O-Transacetylase BARTSCH, Bartsch et al. 1972, S. 281ff.) oder Amingruppen eines zweiten Mo-

leküls übertragen werden (N, N-Transacetylase BOOTH, Booth 1966, S. 746ff.; Übersicht bei Hein

1988, S. 40ff.). Diese Aktivitäten können sowohl durch PABA-AT als auch durch INH-AT vermittelt

werden, wenngleich zu - substratabhängig - unterschiedlichem Ausmaß (Hein et al. 1993b, S. 1635f.;

Hein et al. 1995, S. 3533f.). Eine Übersicht dieser Reaktionen zeigt folgende Graphik (Abb. 1).

1.2.3 Deacetylasen

Deacetylasen katalysieren die Abspaltung der Acetylgruppe von Amiden oder Hydroxamsäuren durch

Ester- oder Amidhydrolyse. Sie sind bei den meisten Versuchstierspezies mikrosomal verteilt (Glowin-

ski et al. 1983, S. 69). Durch 100 µM Paraoxon sind sie irreversibel und quantitativ hemmbar (Hein et

al. 1993a, S. 512). Ihre Substratspezifität ist gering, sie deacetylieren ein breites Substratspektrum

(Evans 1989, S. 189; Land et al. 1989, S. 729; Probst et al. 1992, S. 1715; Hein 1988, S. 44). Dea-

cetylasen scheinen im Körper ubiquitär vorhanden zu sein (Hein 1988, S. 44). Beim Menschen wurden

sie u.a. in Leber (Probst et al. 1991, S. 455), Blase (Land et al. 1989, S. 729) und im Blut (Lindsay et

al. 1991, S. 1673) nachgewiesen. Eine Korrelation der Aktivitäten von Deacetylase mit NAT oder

OAT konnte beim Menschen nicht nachgewiesen werden (Land et al. 1989, S. 729).

1.2.4 Substrate der Acetyltransferasen und deren Herkunft

Primäre Arylamine und Hydrazine als Substrate der AT umfassen ein großes Spektrum von Einzelsub-

stanzen. Arylamine entstehen auch in vivo durch Reduktion polyzyklischer Nitroaromaten (Beland et

al. 1983, S. 128).
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Abb. 1: Durch AT katalysierte Reaktionen.

N- und O-Acetylierung, N, O-Transacetylierungsreaktionen nach den Erstbeschreibern KING und
BARTSCH sowie N, N-Transacetylierung nach BOOTH. In eckigen Klammern dargestellt sind instabile
Zwischenprodukte. Aryl = Arylrest; Ac = Acetylrest

Darüber hinaus sind die N-oxidierten Derivate meist ebenfalls gute Substrate der AT (Minchin et al.

1992, S. 843; Hein et al. 1994c, S. 131).

Nitroaromaten entstehen bei fast allen Verbrennungsvorgängen fossiler Brennstoffe wie Holz, Kohle,

Stadtgas, Kerosin, Heizöl oder Kraftstoff; also bei der Heizung im häuslichen oder industriellen Bereich,

durch Kraftfahrzeuge - hier sind insbesonders Dieselabgase zu nennen - oder akzidentell, z.B. bei Brän-

den. Auch in Nahrungsmitteln wie gegrilltem Huhn oder in Tee wurden kanzerogene Nitroaromaten

nachgewiesen (Tokiwa und Ohnishi 1986, S. 23ff.; Hein 1988, S. 39). Eine Exposition gegenüber Ary-
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laminen ist darüberhinaus im industriellen Bereich bei der Arylaminherstellung und -verwendung gege-

ben, also v.a. im Beriech der Farbenherstellung und -verarbeitung, in der Plastik-, Gummi- und Kabe-

lindustrie, sowie in metall-, textil- und lederverarbeitenden Betrieben (Lower 1982, S. 1060; Cartwright

1983, S. 13ff.; S. ; Risch et al. 1995, S. 232; Sinués et al. 1992, S. 4886f.). Auch im Zigarettenrauch

sind Arylamine in signifikantem Ausmaß enthalten (Lower 1982, S. 1060; Hein 1988, S. 38; Bartsch et

al. 1990, S. 1828).

Weitere Substrate der AT sind die sog. heterozyklischen aromatischen Amine. Diese entstehen

durch Pyrolyse aus Aminosäuren wie Tryptophan, Glutamat oder Lysin (Sugimura und Sato 1983,

S. 2415s) oder Gemischen von Kreatinin, Zuckern und Aminosäuren bei hohen Temperaturen beim

Braten von Fleisch, Fisch oder Sojaprodukten (Sugimura 1986, S. 5). Auch im Kondensat des Ziga-

rettenrauchs sind sie enthalten (Sugimura 1986, S. 6). Möglicherweise sind auch bestimmte Pestizide

Substrate der AT (Falck et al. 1999, S. 225ff.). Schließlich wird eine größere Zahl von Arzneimitteln

durch AT metabolisiert (Clark 1985, S. 350; Deguchi 1992b, S. 231f.). Die Strukturformeln einiger

beispielhaft ausgewählter Substrate sind in Abb. 2 dargestellt.

In der Regel überlappen sich die Substratspektren beider AT stark (Hein et al. 1993b, S. 1635).

Je nach Beitrag der einzelnen AT wird im Metabolismus der jeweiligen Substanzen in der Bevölkerung

eine ein- (monomorphe) oder mehrgipflige (polymorphe) Häufigkeitsverteilung beobachtet. So wurden

beispielsweise die Medikamente Procainamid, Dapson, Hydralazin, Phenelzin, Nitrazepam und Clona-

zepam als polymorphe, und Sulfamethoxazol als monomorphes Substrat bezeichnet, obwohl sie alle

durch beide AT acetyliert werden (Clark 1985, S. 350; Hein et al. 1993b, S. 1635; Cribb et al. 1993,

S. 1277ff.). Auch chemische Kanzerogene wie 2-Aminofluoren (2-AF), 4-Aminobiphenyl (4-ABP), β-

Naphthylamin oder Benzidin sind Substrate beider AT, mit einer Präferenz der Acetylierung durch

PABA-AT (Hein et al. 1993b, S. 1635; Minchin et al. 1992, S. 841; Zenser et al. 1996, S. 3941ff.).

Für heterozyklische Arylamine gilt gleiches, wobei diese schlechte Substrate für die N-Acetylierung

sind.

Die O-Acetylierung dieser Substanzen wird scheint jedoch in erster Linie durch die INH-AT katalysiert

zu werden (Hein et al. 1993b, S. 1635; Hein et al. 1994c, S. 131; Wild et al. 1995, S. 644f.).
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Abb. 2: Strukturformeln von Substraten der AT

Strukturformeln der heterozyklischen Arylamine IQ, MeIQ, Trp-P-1 und Glu-P-1, der Kanzerogene 2-AF,
Benzidin und 4-ABP sowie der als Arzneimittel verwendeten Substanzen Procainamid, Dapson, SMZ und
PAS. Strukturformeln der verwendeten Substrate PABA und INH s. S. 43
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Eine Sonderstellung nehmen die Substanzen PABA, p-Aminosalizylsäure (PAS), Sulfamethazin (SMZ)

und INH ein. PABA und PAS werden spezifisch durch die PABA-AT acetyliert. Die Werte der

MICHAELIS-Konstante Km betragen für die beiden Substanzen 15 µM und 11 µM, die Verhältnisse der

spezifischen Aktivität der PABA-AT zu der der INH-AT etwa 47.000 und 19.000 : 1 (Hein et al.

1993b, S. 1635; Grant et al. 1991, S. 187). SMZ und INH gelten als Markersubstrate für die INH-

AT. Für diese Substanzen liegen die Km-Werte bei 123 µM und 374 µM (Hickman et al. 1995,

S. 701). Umgekehrt beträgt die Km-Konstante für die Acetylierung von PAS durch die INH-AT ca.

3.000 bis 6.000 µM und für die Acetylierung von SMZ durch die PABA-AT 3.500 µM (Hein et al.

1993b, S. 1635; Grant et al. 1991, S. 187).

1.3 Verfahren zur Bestimmung von Phänotyp und Genotyp

Abhängig von der jeweiligen Fragestellung sind unterschiedliche Verfahren in Gebrauch, um den Geno-

typ bzw. Phänotyp der INH-AT von Untersuchungspersonen zu bestimmen.

1.3.1 Phänotypisierung

Zur Bestimmung des Phänotyps wurden im Wesentlichen zwei Strategien verfolgt. Zum einen wurde

versucht, von der Aktivität einer Probe, meist aus der Leber (z.B. bei Organspendern) auf den Phäno-

typ zu schließen. Häufiger, gerade bei epidemiologischen Fragestellungen wurde eine Testsubstanz ver-

abreicht,. nach definierten Zeiträumen Muttersubstanz und acetylierte Metaboliten im Blut, Urin oder

Speichel bestimmt und ins Verhältnis gesetzt bzw. alternativ Plasmahalbwertszeit berechnet. Als Test-

substanzen für die metabolischen Phänotypisierungstests kamen für die AT2 Dapson, Procainamid, INH

oder - am häufigsten - SMZ zum Einsatz (Evans 1989, S. 159ff.; Clark 1985, S. 345ff.; Meisel et al.

1997, S. 241ff.; Okumura et al. 1997, S. 509ff.). Seit einigen Jahren wird bevorzugt Koffein als Test-

substanz verwendet, da es die Möglichkeit bietet, gleichzeitig den Phänotyp des INH-AT- und des

P450 1A2-Polymorphismus zu bestimmen (Evans 1989, S. 190ff.; Grant et al. 1990, S. 969; Butler et

al. 1989, S. 7698; Rostami-Hodjegan et al. 1996, S. 121ff.; Fuhr et al. 1996, S. 159ff.). Alle meta-

bolischen Tests korrelieren zu über 90% mit den aus dem Genotyp abgeleiteten Acetyliererstatus (Hir-

vonen 1999, S. 254ff.). Eine zuverlässige Bestimmung des Phänotyps von AT1 kann in vivo mit der

Testsubstanz PAS erfolgen (Hughes et al. 1998, S. 55ff.).
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Assays zur Aktivitätsbestimmung der INH-AT basieren auf drei Nachweisverfahren: der Verwendung

radioaktiv markierter Substanzen (sog. Radioassays), chromatographische Verfahren wie HPLC (High

Performance Liquid Chromatography) und colorimetrische Messungen. Radioassays messen die Radio-

aktivität, die ein Produkt durch die Acetylierung mit radioaktiv markiertem AcCoA erhält. Dieses Ver-

fahren ist auf verschiedene Substrate relativ einfach adaptierbar und von der Durchführung wenig auf-

wendig (Sonawane und Lucier 1975, S. 104). Es zeigt eine gute Spezifität und eine sehr gute Sensitivität

mit Nachweisgrenzen von einigen nmol, entsprechend AT-Aktivitäten von ca. 0,1 nmol/mg Protein/min

und darunter (Sonawane und Lucier 1975, S. 99f.).

Auf HPLC basierende Verfahren sind aufwendiger als Radioassays. Sie gelten als hochspezifisch und

weisen eine Empfindlichkeit auf, die in der Lage ist, auch noch wenige nmol des Produktes, und damit

Aktivitäten im pmol-Bereich nachzuweisen (Baty et al. 1986, S. 330f.; Pink et al. 1992, S. 561). Co-

lorimetrische Assays als älteste Verfahren weisen die Zu- oder Abnahme des Substrates oder Produk-

tes durch Messung einer Absorptionsänderung nach. Sie sind aufwendig, fehleranfällig und nicht für alle

Substrate anwendbar (Sonawane und Lucier 1975, S. 98f.; Andres et al. 1985, S. 368ff.). Je nach ein-

gesetzter Nachweisreaktion sind colorimetrische Verfahren durch erhebliche Unspezifität gekennzeich-

net und überschätzen so AT-Aktivitäten (Pink et al. 1992, S. 563). Im direkten Vergleich mit einem

HPLC-Verfahren wurden Aktivitäten ermittelt, die um über 100% über den mit HPLC ermittelten lagen

(Pink et al. 1992, S. 563, Berechnung durch den Autor). Darüber hinaus sind colorimetrische Verfah-

ren - je nach Substrat - bis zu ca. 200-fach weniger sensitiv als die beiden vorgenannten Verfahren

(Pink et al. 1992, S. 561; Andres et al. 1985, S. 373ff.).

1.3.2 Genotypisierung

Mit fortschreitender Anwendung der PCR-Technik wird zunehmend routinemäßig der Genotyp anstelle

des Phänotyps bestimmt. Aufgrund des hohen prädiktiven Werts des Genotyps ist ein derartiger Ansatz

mit ausreichender Sicherheit möglich (Hickman et al. 1992, S. 224; Meisel et al. 1997, S. 241ff.). Die

Genotypisierung erfordert im Gegensatz zur Bestimmung des Phänotyps (s.o.) lediglich die Entnahme

weniger Bluttropfen (Lin et al. 1993, S. 828). Die Bestimmung des Genotyps erfolgt über den sog. Re-

striktionsfragmentlängenpolymorphismus: durch die Punktmutationen der verschiedenen AT-Allele ent-

fallen Schnittstellen definierter Restriktionsendonukleasen, so dass sich Anzahl und Größe der Frag-

mente je nach Allel ändern. So wird z.B. beim Allel NAT2*7B durch die Mutation des Guanin-857 zu
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Adenin eine Schnittstelle für BamHI abgeschafft, so dass nur eine Bande anstelle von zweien bei ande-

ren Allelen in der Gelelektrophorese sichtbar wird (Hickman und Sim 1991, S. 1008ff.).

1.4 Bedeutung der Acetyltransferasen

Schon sehr früh wurde erkannt, dass für die kanzerogene Wirkung bestimmter Chemikalien AT eine

bedeutende Rolle spielen. So wurden nach oraler Gabe von Benzidin beim Hund, der keine AT besitzt,

Blasentumoren gefunden, wohingegen bei Ratten und Hamstern, welche eine hohe Kapazität für

N-Acetylierung aufweisen, Lebertumoren entstanden (Kirlin et al. 1989, S. 2448). Weitere Hinweise

stammen aus Testsystemen auf Mutagenität, wie im folgenden dargestellt werden wird.

1.4.1 Hinweise aus bakteriellen und rekombinanten Testsystemen

Teststämme von Salmonella typhimurium, die gegen die Mutagenität von Nitroaromaten wie

1,6-Dinitropyren resistent sind, besitzen keine AT (McCroy et al. 1983, S. 22). Bei chemischer Hem-

mung der AT wird die Mutagenität von N-Hydroxy-Arylaminen im AMES-Test erheblich reduziert

(Saito et al. 1985, S. 291). Testerstämme mit erhöhter AT-Aktivität sind gegen die mutagene Potenz

von Nitroaromaten, Arylaminen und heterozyklischen aromatischen Aminen um ein Vielfaches empfind-

licher (Watanabe et al. 1987, S. 977f.; Grant et al. 1992a, S. 3963; Wild et al. 1995, S. 644ff.).

Versuche mit eukaryoten Zellen, die humane rekombinante AT exprimieren, bestätigen die Bedeutung

der AT für die metabolische Aktivierung von Arylaminen (Minchin et al. 1992, S. 842f.). In besonde-

rem Maße zeigt sich dies bei Koexpression von humanen AT und CYP 1A2, die zu einer Steigerung

der Rate von DNS-Addukten auf das nahezu 20-fache führt (Probst et al. 1992, S. 1715).

1.4.2 Hinweise aus epidemiologischen Untersuchungen

Bei Untersuchungen an Blasenkarzinompatienten zeigte sich in vielen Studien eine signifikante Häufung

unter langsamen Acetylierern (Hanssen et al. 1985, S. 264; Risch et al. 1995, S. 233). In einigen Stu-

dien war dies nur als Trend zu erkennen (Mommsen et al. 1985, S. 199f.; Cartwright et al. 1982,

S. 844); einzelne Studien konnten keinen Zusammenhang finden (Woodhouse et al. 1982, S. 444; Lo-

wer et al. 1979, S. 75). Eine Beziehung zwischen dem Grad der Exposition gegenüber Arylaminen und

der Häufigkeit von Blasentumoren wurde mehrfach nachgewiesen. Auch hierbei war der Anteil langsa-
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mer Acetylierer erhöht (Ladero et al. 1985, S. 97; Risch et al. 1995, S. 233). Eine Zusammenfassung

der Daten der mehr als 1.200 Patienten aus den vorgenannten Studien und einer weiteren Studie

(Mommsen und Aagaard 1986, S. 201) weist einen hochsignifikanten Zusammenhang mit dem langsa-

men Phänotyp auf (χ2 = 17,05; p < 0,001). Unter der meist beruflichen Exposition kommt es zu einer

deutlichen, aber auch bereits unter Alltagsbedingungen zu einer leichten Risikoerhöhung.

Im Gegenzug tragen schnelle Acetylierer ein erhöhtes Risiko, an kolorektalen Karzinomen zu erkranken.

In der Mehrzahl einer Serie von Untersuchungen wurde ein signifikant erhöhter Anteil schneller Acety-

lierer unter den Karzinompatienten gefunden (Ladero et al. 1991, S. 2098; Ilett et al. 1987, S. 1468;

Lang et al. 1986, S. 1260; Lang et al. 1994, S. 677f.), mit einem geschätzten relativen Risiko für

schnelle Acetylierer von 1,8 - 2,5 geschätzt (Wohlleb et al. 1990, S. 23; Roberts-Thomson et al.

1996, S. 1373). Das Risiko steigt dosisabhängig mit dem Fleischkonsum, d.h. der Exposition gegenüber

heterozyklischen Arylaminen unter schnellen, nicht jedoch unter langsamen Acetylierern (Roberts-

Thomson et al. 1996, S. 1373). Allerdings zeigt sich in einer Reihe weiterer Studien keine Risikoerhö-

hung für schnelle Acetylierer (Bell et al. 1995, S. 3537ff.; Hirvonen 1999, S. 261f.).

1.5 Fragestellung

Wie oben ausgeführt, sind Acetyltransferasen für die chemische Kanzerogenese, insbesondere in der

Harnblase und im kolorektalen Gewebe, von großer Bedeutung. Trotz der zentralen Rolle, die diese En-

zyme für die metabolische Aktivierung der Prokanzerogene vom Typ der aromatischen Amine und Ni-

troarene spielen, sind die Kenntnisse über ihre Aktivitäten und Verteilung in den menschlichen Geweben

nur unvollständig bzw. unsicher. Die Gründe für die Unsicherheiten sind vor allem in methodischen Pro-

blemen zu suchen. So haben die bisherigen Untersuchungen oft nicht berücksichtigt, dass die Lage-

rungsbedingungen für das Untersuchungsmaterial, vor allem das Einfrieren der Gewebsproben, zu er-

heblichen Aktivitätsverlusten führen können. Weiterhin hat wahrscheinlich eine wenig schonende Be-

handlung der Proben bei diesen instabilen Enzymen häufig zu den beobachteten widersprüchlichen Er-

gebnissen beigetragen. Eine zusätzliche Quelle für die unklare Datenlage besteht darin, dass die bisher

verwendeten Untersuchungsmethoden entweder zu unspezifisch oder zu unempfindlich waren, oder sich

auf Markersubstrate stützten, die nur eine unzureichende Enzymspezifität aufweisen, wie z.B. 2-

Aminofluoren.
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Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die methodischen Unsicherheiten in der Bestimmung der

AT-Aktivitäten von Gewebeproben soweit wie möglich zu beseitigen, und, darauf aufbauend, einen

Überblick über die Aktivität der beiden AT in menschlichen Geweben zu gewinnen. Zu den Untersu-

chungen sollte ein hochsensitives, HPLC-gestütztes Verfahren eingesetzt werden, das sich zum Nach-

weis der acetylierten Produkte von PABA und INH eignet. Im Einzelnen standen folgende Fragen im

Vordergrund des Interesses:

1. Unter welchen Bedingungen ist das Probenmaterial vor der Enzymbestimmung aufzubewahren? Wie

lange sind die AT-Aktivitäten nach Entnahme der Gewebe stabil? Bestehen Unterschiede in der Sta-

bilität der beiden AT-Formen?

2. In wieweit läßt sich die Sensitivität der Nachweismethode durch Veränderung der Versuchsbedin-

gungen, z.B. den Einsatz größerer Probenmengen im Inkubationsgemisch oder die Verlängerung der

Inkubationszeit, erhöhen?

3. In welchen menschlichen Geweben ist PABA-AT bzw. INH-AT nachweisbar? Wie hoch sind diese

Aktivitäten? Wie groß sind die interindividuellen Unterschiede?

4. Besteht eine Korrelation in der Expression der beiden AT-Formen in den menschlichen Geweben?

5. Gibt es Hinweise auf endogene oder exogene Faktoren, die auf die AT-Aktivitäten einen Einfluß

ausüben?

Die Ergebnisse sollten dazu beitragen, das Verständnis der in der Literatur beschriebenen Befunde zu

den AT-Aktivitäten in menschlichen Geweben zu verbessern. Weiterhin war von ihnen zu erhoffen, dass

sie einen Vergleich der Organspezifität der AT des Menschen und der verschiedenen Versuchstierarten

erlauben und damit eine Extrapolation von Tierversuchen auf die Situation beim Menschen ermöglichen

oder verbessern. Letztlich zielte die Studie also darauf ab, einen Beitrag zur Abschätzung des Gesund-

heitsrisikos des Menschen zu leisten, das aus der Belastung mit prokanzerogenen Substraten der AT

entstehen kann.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Für die Versuche wurden die in der folgenden Tabelle aufgeführten Chemikalien eingesetzt:

Tab. 3: Verwendete Chemikalien

Substanz Hersteller Reinheitsgrad

Acetyl-Coenzym A (Trilithiumsalz) Boehringer Mannheim,
Mannheim

Dinatriumcarbonat Merck, Darmstadt pro analysi

Dithiothreitol Boehringer Mannheim,
Mannheim

Ethylacetat (Essigsäureester) Merck, Darmstadt pro analysi

Ethylendiamintetraacetat (Dinatriumdihydrogensalz) Merck, Darmstadt pro analysi

Folin Ciocaltens Phenolreagenz Merck, Darmstadt

Isoniazid Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA

Kalium-Natrium-Tartrat (Tetrahydrat) Merck, Darmstadt pro analysi

Kaliummetaborat Riedel deHaën, Seelze rein

Kupfer-(II)-sulfat (Pentahydrat) Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid-Lösung, 1N Merck, Darmstadt

Acetyl-p-Aminobenzoesäure Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA

p-Aminobenzoesäure Serva, Heidelberg rein

phosphate-buffered saline (Dulbecco),
mit Kalzium und Magnesium

BioChrom KG, Berlin

Salzsäure, 1N Merck, Darmstadt

Trichloressigsäure Merck, Schuchardt zur Synthese

N-Acetyl-Isoniazid (Ac-INH) wurde in diesem Labor enzymatisch aus INH und AcCoA synthetisiert

und gereinigt.

Für den HPLC-Nachweis fanden die folgenden Lösungsmittel Verwendung:
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Tab. 4: Verwendete Lösungsmittel

Lösungsmittel Hersteller Reinheitsgrad

Methanol LiChrosolv Merck, Darmstadt gradient grade
Acetonitril Chromasolv Riedel deHaën, Seelze für HPLC
Essigsäure 100% Merck, Darmstadt pro analysi

Für alle Experimente wurde Wasser verwendet, das entionisiert und mehrfach über eine Millipore Fil-

teranlage (Wasseraufbereitungssystem Typ Super Q plus mit 4 Patronen, Millipore SA, 67120 Mols-

heim, Frankreich) gefiltert wurde.

Für den Transport von Gewebeproben wurden verschraubbare 50 ml Polypropylen Flaschen einge-

setzt. Als Transportpuffer fand die entsprechend Herstellervorschrift zubereitete PBS-Lösung (phos-

phate-buffered saline) mit einem pH von 7,4 Verwendung.

2.2 HPLC Anlage

Der Nachweis der acetylierten Produkte Ac-INH bzw. Ac-PABA erfolgte mittels HPLC. Die zur

Verfügung stehende HPLC-Anlage bestand aus den folgenden Bauelementen:

Wahlweise eine Kolbenpumpe der Firma Lattek, Heidelberg, Deutschland, Typ P400 oder der Firma

Besta, Wilhelmsfeld, Deutschland, Typ HD 2-400, die alternierend eingesetzt wurden. Gesteuert wur-

den diese Pumpen über ein Steuergerät (gradient master) der Firma Laboratory Data Control, Typ

1601 (LDC, Florida, USA). Die Probenaufgabe erfolgte entweder manuell mit 50 oder 100 µl Glas-

spritzen über ein Rheodyne-Ventil mit fest eingebauter 100 µl Schleife oder einen automatischen Pro-

bengeber der Firma Spark, Typ Marathon (Spark BV, Emmen, Holland) mit einer fest installierten 50 µl

Probenschleife.

Detektiert wurden die Proben mittels eines multiwavelength-detectors, Typ HP 1050 Series der Firma

Hewlett Packard (Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland). Zur Ausgabe der Meßdaten diente ein

Integrator, Typ 3396A ebenfalls der Firma Hewlett Packard (Hewlett Packard, Avondale, PA, USA),

der sowohl das Chromatogramm aufzeichnete als auch gleichzeitig die Peakflächen rechnerisch inte-

grierte und in Form von Datenlisten ausgab. Zwischen den einzelnen Bauteilen bestand, abgesehen vom

Steuergerät und den Pumpen, keine Kommunikation; eine Koordination erfolgte ausschließlich manuell.
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2.3 Gewebeproben

2.3.1 Probenherkunft

Für Vorversuche im Zeitraum zwischen November 1993 und Februar 1994 wurden Leberstücke einer

männlichen, etwa ein halbes Jahr alten Ratte (Wistar) untersucht. Die Ratte stammte aus den Versuchs-

tierstallungen des GSF-Forschungszentrums für Umwelt und Gesundheit.

Die Gewinnung menschlicher Gewebeproben erfolgte in erster Linie in Kliniken des Universitätsklini-

kums Rechts der Isar der Technischen Universität München. Da die Größe endoskopischer gewinnba-

rer Proben für die geplanten Untersuchungen nicht ausreichte, mußten die Proben aus Organen und Or-

ganteilen entnommen werden, die im Rahmen von Operationen entfernt wurden.

Proben der menschlichen Haut konnten in der Ambulanz der Dermatologischen Klinik des Universitäts-

klinikums, Biedersteinerstr.29, 80802 München (damaliger Direktor: Prof. Dr. Dr. S. Borelli), erhalten

werden. Die Gewinnung von Proben aus Niere, Harnleiter, Prostata und Blase konnte in der Urologi-

schen Klinik des Universitätsklinikums, Ismaningerstr.22, 81675 München (Direktor: Prof. Dr. R. Har-

tung), realisiert werden. Proben aus menschlichen Lungen wurden in der Abteilung für Thoraxchirurgie

der Chirurgischen Klinik des Universitätsklinikums Rechts der Isar, Ismaningerstr.22, 81675 München

(Leitender Arzt: Prof. Dr. H. Präuer) gewonnen. Proben aus Leber, Darm und Pankreas konnten in Zu-

sammenarbeit mit der Abteilung für Abdominalchirurgie des städtischen Krankenhauses München-

Neuperlach, Oskar-Maria-Graf-Ring 51, 81737 München (Direktor: Prof. Dr. B. Günther) erhalten

werden.

2.3.2 Probenbegleitprotokoll

Für Dokumentationszwecke wurde ein Probenbegleitprotokoll entwickelt (Abb. 3), in dem die Herkunft

der Proben, etwaige für die AT-Aktivität bedeutsame Besonderheiten des Patienten, wie z.B. die Me-

dikation, sowie die Lagerungsbedingungen der Probe während des Transportes bis zur Untersuchung

der AT-Aktivität festgehalten wurden. Verschiedene klinisch-chemische Untersuchungswerte, die mög-

licherweise einen Einfluß auf die AT-Aktivität ausüben, wurden aus der Krankenakte übernommen.

Alle Patientendaten wurden anonym erhoben. Zur Identifikation diente eine Patientenkennung bestehend

aus den Namensinitialen und dem Lebensalter der Patienten.
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2.3.3 Gewebeproben und Patienten

Insgesamt wurden im Zeitraum zwischen März 1994 und Februar 1995 45 menschliche Gewebeproben

untersucht. Dabei handelte es sich bei 8 Proben um Hautproben, bei jeweils 5 Proben um Gewebestük-

ke aus Niere und Harnleiter (Nierenbecken) sowie bei 4 Proben um Harnblasengewebe. 4 Proben

stammten aus dem Mastdarm, 5 aus dem Dickdarm, eine aus dem Dünndarm und je 2 Proben aus Le-

ber und Pankreas. Aus Lungenresektaten konnten insgesamt 7 Proben untersucht werden. Darüber hin-

aus wurden zu Beginn der Arbeiten 2 Proben aus der Prostata orientierend untersucht.

2.3.3.1 Haut

Bei dermatologischen Operationen werden Hautstücke, soweit immer es die Situation ermöglicht, in

spitzovaler Form herausgeschnitten, da die so entstehende Wunde leichter zu nähen ist, komplikations-

loser verheilt und ein besseres kosmetisches Ergebnis erbringt, als dies bei rundovaler Schnittführung der

Fall wäre. Das ärztliche Interesse richtet sich auf die Untersuchung der im Zentrum des Exzidates gele-

genen Läsion, so dass die beiden Ecken ohne Beeinträchtigung des Untersuchungsergebnisses anderen

Zwecken zugeführt werden konnten.

Die hier untersuchten Hautproben stammten entweder aus den oben beschriebenen Ecken oder aus

dem kompletten Exzidat, sofern eine kosmetische Korrektur der Anlaß des Eingriffs war, und ein wei-

teres diagnostisches Interesse seitens der Klinik am Exzidat nicht bestand.

Die wichtigsten demographischen Daten der Patienten, von denen die Hautproben stammen können

Tab. 5. entnommen werden.

Bedingt durch die Tatsache, dass die sich in der dermatologischen Ambulanz vorstellenden Patienten in

aller Regel keine weiteren Erkrankungen hatten, waren bis auf einen Fall keine hämatologischen Labor-

parameter zu erfragen. Die Frage nach einer eventuell bestehenden Medikation wurde in allen Fällen

verneint.

Die Daten über den Anlaß des hautchirurgischen Eingriffs und die Lokalisation, an der das Gewebe-

stück entnommen wurde sind in Tab. 6 zusammengestellt:
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Abb. 3: Probenbegleitprotokoll
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Tab. 5: Patientendaten zu den Hautproben

Patient Geschlecht Alter Beruf Raucher Proben-Code

JP18 M 18 Schüler N 4411 HA01
KK46 F 46 Ärztin 4411 HA02
ET70 F 70 Rentnerin N 4411 HA03
AS42 M 42 Industrievertreter J 4418 HA04
SG51 M 51 Hotelkaufmann 4627 HA05
JF50 M 50 Bankkaufmann N 4711 HA06
GH49 F 49 Apothekerin J 4711 HA07
HP61 M 61 Kaufmann N 4718 HA08

Geschlecht, Alter, Beruf und Rauchgewohnheiten der Patienten, von denen die Hautproben stammen.

Tab. 6: Entnahmebedingungen der Hautproben

Patient Operationsgrund Ort des Eingriffs Proben-Code

JP18 Nävusentfernung Sternum 4411 HA01
KK46 Entfernung multipler Fibrome Brust, Hals, Schultern 4411 HA02
ET70 Fibromentfernung Hals, Rücken 4411 HA03
AS42 Entfernung subcutaner Lipome linke Flanke, rechter Oberarm, rechte

Schulter
4418 HA04

SG51 Nävusentfernung rechter Unterarm 4627 HA05
JF50 Nävusentfernung linker Oberschenkel,

linke Schulter
4711 HA06

GH49 Nävusentfernung rechte Brust 4711 HA07
HP61 V.a. Basaliom linker Oberarm 4718 HA08

Indikation zu den dermatologischen Operationen bzw. Diagnose und Lokalisation des Eingriffs.

Die Probe 4711 HA07 war so klein, dass nicht genügend Material für eine Mehrfachbestimmung beider

AT-Aktivitäten zur Verfügung stand. Die Aktivität der INH-AT konnte daher nur als Einzelwert be-

stimmt werden.

Aufgrund der hohen Instabilität der AT wurde großer Wert auf eine ausführliche Dokumentation der

Probenlagerung gelegt. Tab. 7 zeigt die jeweilige Lagerungsdauer bis zur Inkubation auf.

Wie aus Tab. 7 ersichtlich ist, wurden die Hautproben meist innerhalb kürzester Zeit bei +4 °C gelagert

und innerhalb von weniger als 6 Stunden untersucht.
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Tab. 7: Lagerungszeiten der Hautproben

Proben-Code bei Raumtemperatur
in Min.

bei +4 °C bis zur Inkubation
in Std. und Min.

insgesamt
in Std. und Min.

4411 HA01 10 5.40 5.50
4411 HA02 15 5.00 5.15
4411 HA03 5 4.20 4.25
4418 HA04 55 4.00 4.55
4627 HA05 5 4.40 4.45
4711 HA06 15 5.10 5.25
4711 HA07 10 4.50 5.00
4718 HA08 5 4.55 5.00

Lagerungszeiten der Hautproben bei Raumtemperatur und bei +4 °C vom Zeitpunkt der Gewebeentnahme
während der Operation bis zur Inkubation

2.3.3.2 Niere und Harnleiter

Bei Nephrektomien erfolgt die Entfernung der Niere unter Mitnahme des dazugehörigen Harnleiters.

Ausschließliche Operationen des Harnleiters stellen eine Rarität dar. Die Gewebeproben von Niere und

Harnleiter stammen aus den Resektaten des gleichen Patienten. Die Daten beider Gewebe werden aus

diesem Grunde hier gemeinsam dargestellt.

Da die Harnleiter aufgrund krankenhausinterner Konventionen für Versuchszwecke nicht zur Verfügung

standen, wurde ersatzweise Schleimhaut des Nierenbeckens, die histologisch der des Harnleiters ent-

spricht, verwendet. Unabhängig davon war die Verwendung der Schleimhaut des Nierenbeckens an-

stelle des Harnleiters aufgrund der größeren verfügbaren Gewebemenge und der leichteren Präparier-

barkeit vorteilhaft.

In der folgenden Tabelle sind die wesentlichen demographischen Daten der Patienten, von denen die

Nieren- und Harnleiterproben stammen, dargestellt.

Die Gewebeproben wurden sofort nach der operativen Entnahme auf Eis gelagert und in das Institut für

Pathologie transportiert. Dort wurde von einem Facharzt für Pathologie aus einer makroskopisch ge-

sunden Region ein Gewebestück entnommen. Die Nierenproben stammten ganz oder überwiegend aus

der Rindenregion, die Harnleiterproben, wie bereits oben ausgeführt, aus dem Nierenbecken.

Mit Ausnahme der Patientin EB72 (Proben-Code 4425 NI02 und 4425 HL02), die aufgrund eines

Harnleitertumors operiert wurde, waren alle Patienten aufgrund eines Nierentumors in Behandlung. Kei-
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ner der Patienten (s. Tab. 8) litt an kolorektalen Tumoren oder einer Lebererkrankung. Außer bei der

Patientin EB72 fanden sich in der Krankengeschichte auch keine Blasentumoren oder Erkrankungen an

Diabetes mellitus.

Tab. 8: Patientendaten zu den Nieren- und Harnleiterproben

Patient Geschlecht Alter Beruf Raucher Proben-Code

MS62 M 62 Rentner (Architekt) 4328 NI01 / 4328 HL01
EB72 F 72 Rentnerin (Verkäuferin) 4425 NI02 / 4425 HL02
AA88 M 88 Elektriker N 4627 NI03 / 4627 HL03
BI63 M 63 Rentner (Werkmeister) J 4A26 NI04 / 4A26 HL04
HD44 M 44 Architekt N 4B14 NI05 / 4B14 HL05

Geschlecht, Alter, Beruf und Rauchgewohnheiten der Patienten, von denen die Nieren- und Harnleiterpro-
ben stammen.

Die jeweiligen Werte für die Erythrozyten- und Leukozytenzahl, Hämatokrit, Hämoglobin und Gesamt-

protein sowie Blutzuckerwerte sind in Tab. 9 zusammengestellt. Die Werte wurden aus der Kranken-

akte übernommen. Die Bestimmung erfolgte fast ausschließlich im Institut für Klinische Chemie des Kli-

nikums Rechts der Isar nach Routineverfahren.

Medikamente, deren Einnahme unter Umständen einen Einfluß auf die Aktivität der AT ausüben könnte,

wurden von dreien der fünf Patienten eingenommen. Es waren dies der H2-Antagonist Ranitidin (300

mg/die, AA88), das Fibrat Bezofibrat (BI63), Acetylsalicylsäure (BI63 und HD44) sowie das Benzo-

diazepinderivat Bromazepam (6-12 mg/die, HD44).

Tab. 9: Laborwerte der Patienten der Nieren- und Harnleiterproben

Patient Ery
Mio./µl

Leuko
pro µl

Hk
Vol.%

Hb
g/l

Protein
g/l

Glucose
g/l

Proben-Code

MS62 4,50 7.200 36,0 0,12 72 1,09 4328 NI01/4328 HL01
EB72 3,70 5.000 31,9 0,10 59 1,01 4425 NI02/4425 HL02
AA88 4,64 7.000 42,7 0,14 1,41 4627 NI03/4627 HL03
BI63 5,41 8.100 46,8 0,16 73 4A26 NI04/4A26 HL04
HD44 4,99 4.600 43,5 0,15 75 4B14 NI05/4B14 HL05

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hämatokrit-, Hämoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
Patienten, von denen die Nieren- und Harnleiterproben stammen
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Eine Darstellung der jeweiligen Probenlagerungsdauer unter den entsprechenden Lagerungsbedingungen

ist in der folgenden Tabelle (Tab. 10) zu finden:

Tab. 10: Lagerungszeiten der Nieren- und Harnleiterproben

Proben-Code bei Raumtemperatur

in Min.

bei +4 °C bis zur Inkubation

in Std. und Min.

insgesamt

in Std. und Min.

4328 NI01
4328 HL01

20 4.30 4.50

4425 NI02
4425 HL02

40 6.30 7.10

4627 NI03
4627 HL03

30 9.05 9.35

4A26 NI04
4A26 HL04

15 5.00 5.15

4B14 NI05
4B14 HL05

5 5.05 5.10

Lagerungszeiten der Nieren- und Harnleiterproben bei Raumtemperatur und bei +4 °C vom Zeitpunkt der
Organentnahme während der Operation bis zur Inkubation des Cytosols

Wie Tab. 10 zu entnehmen ist, wurden die Proben in aller Regel in weniger als 8 Stunden aufgearbeitet.

Ausnahmen stellen die Proben 4627 NI03 bzw. 4627 HL03 dar, bei denen es aufgrund von zeitlich

weit auseinander liegenden Operationsterminen zu einer u.U. kritisch langen Lagerungsdauer kam. Auf

die Lagerung bei Raumtemperatur konnte wenig Einfluß genommen werden, da diese durch die Vorge-

hensweise der Operateure und Pathologen vorgegeben war.

2.3.3.3 Harnblase

Im Folgenden wird der Begriff „Blase“ synonym mit Harnblase gebraucht.

Operationen der Harnblase stellen ausgesprochen massive Eingriffe dar und erfolgen naturgemäß nur bei

schwerem Leiden, d.h. in aller Regel erst bei Hinweisen auf invasives Wachstum von Blasentumoren.

Die Gewinnung von Blasenproben gestaltete sich analog der Gewinnung von Proben aus Niere und

Harnleiter: Das Organ wurde nach seiner Entnahme steril bei +4 °C gelagert und sofort in das Institut für

Pathologie des Klinikums Rechts der Isar verbracht. Von einem Pathologen wurde sodann ein Gewebe-
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stück aus einem makroskopisch tumorfreien Bezirk entnommen und in das Transportgefäß in eiskalten

Puffer (PBS) überführt.

In der folgenden Tabelle sind die grundlegenden demographischen Daten der Patienten dargestellt, von

denen die Blasenproben entstammen.

Tab. 11: Patientendaten zu den Blasenproben

Patient Geschlecht Alter Beruf Raucher Proben-Code

MJ67 M 67 Busfahrer 4418 BL01
KE71 M 71 Rentner (Beamter) J 4718 BL02
KG76 F 76 Rentnerin (Schneiderin). N 4B07 BL03
KK44 M 44 Elektrikermeister J 4B17 BL04

Geschlecht, Alter, Beruf und Rauchgewohnheiten der Patienten, von denen die Blasenproben stammen.

Alle Patienten waren Deutsche. Wie bereits schon weiter oben angedeutet, wurden alle Patienten auf-

grund von Blasentumoren operiert, die z.T. schon über längere Zeit bekannt waren und auf konservative

Behandlungsmethoden nicht angesprochen hatten. Keiner der Patienten hatte in der Vergangenheit ein

kolorektales Tumorleiden. Ein Diabetes mellitus bestand bei den Patienten KE71 (Proben-Code

4718 BL02) und KK44 (4B17 BL04). Die Patientin KG76 (Proben-Code 4B07 BL03) wies eine Le-

bererkrankung nach einer unklaren Hepatitis vor 20 Jahren auf.

Die Laborwerte, die im Hinblick auf eine mögliche Beeinflussung der AT-Aktivität erhoben wurden,

sind in Tab. 12 zusammengestellt.

Tab. 12: Laborwerte der Patienten der Blasenproben

Patient Ery

Mio./µl

Leuko

pro µl

Hk

Vol.%

Hb

g/l

Protein

g/l

Glucose

g/l

Proben-Code

MJ67 5,26 9.000 44,1 0,14 66 4418 BL01
KE71 5,84 14.000 53,3 0,18 2,04 4718 BL02
KG76 4,00 4.600 36,7 0,13 75 1,16 4B07 BL03
KK44 4,99 6.100 46,3 0,17 63 1,73 4B17 BL04

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hämatokrit-, Hämoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
Patienten, von denen die Blasenproben stammen.
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Die Werte wurden aus den Krankenakten übernommen, die Bestimmung erfolgte fast ausschließlich im

Institut für Klinische Chemie des Klinikums Rechts der Isar im Rahmen der Operationsvorbereitungen.

Eine Einnahme von potentiell die AT-Aktivität beeinflussenden Medikamenten lag bei den folgenden

Patienten vor: bei KE71 mit dem Sulfonylharnstoff Glibenclamid (Proben-Code 4718 BL02) und bei

KG76 mit dem Sulfonamid Sulfamethoxazol (2 x 800 mg/die, 4B07 BL03).

Eine Dokumentation der Lagerungszeiten unter den verschiedenen Bedingungen gibt Tab. 13 wider.

Tab. 13: Lagerungszeiten der Blasenproben

Proben-Code bei Raumtemperatur

in Min.

bei +4 °C bis zur Inkubation

in Std. und Min.

insgesamt

in Std. und Min.

4418 BL01 30 7.20 7.50
4718 BL02 5 7.40 7.45
4B07 BL03 5 5.35 5.40
4B17 BL04 5 4.55 5.00

Lagerungszeiten der Blasenproben bei Raumtemperatur und bei +4 °C vom Zeitpunkt der Organentnahme
während der Operation bis zur Inkubation des Cytosols

Auch hier wird deutlich, dass die Proben sofort bei +4 °C gelagert wurden und innerhalb von etwa 8

Stunden aufgearbeitet wurden.

2.3.3.4 Prostata

Zwei Prostataproben wurden stichprobenartig untersucht. Die Probe 4408 PR01 stammte von einem

56 Jahre altem Maschineneinsteller, Patientenkennung RS56, während die Probe 4408 PR02 von einem

82-jährigen ehemaligen Kaufmann stammte (Patientenkennung HP82). Beide Patienten waren deutscher

Herkunft und Nichtraucher. Die Prostataproben wurden im Rahmen von transurethralen Resektionen

mit der elektrischen Schlinge gewonnen. Operiert wurden beide Patienten aufgrund einer benignen Pro-

statahyperplasie. Weitere Erkrankungen wie Tumorleiden, Lebererkrankungen oder ein Diabetes melli-

tus lagen nicht vor.

In der folgenden Tabelle (Tab. 14) sind die der Krankenakte entnommenen klinisch-chemischen Labor-

daten kurz zusammengefaßt.
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Beide Patienten nahmen keine Medikamente ein, die Einfluß auf die AT-Aktivität gehabt hätten. Jedoch

erhielt HP82 während der Operation intravenös insgesamt 1.600 mg Sulfamethoxazol. Im folgenden ist

die Lagerungsdauer der beiden Proben in Tab. 15 dargestellt:

Tab. 14: Laborwerte der Patienten der Prostataproben

Patient Ery

Mio./µl

Leuko

pro µl

Hk

Vol.%

Hb

g/l

Protein

g/l

Glucose

g/l

Proben-Code

RS56 4,80 8.000 43,3 0,15 0,76 4408 PR01
HP82 4,44 9.000 43,0 0,15 72 0,76 4408 PR02

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hämatokrit-, Hämoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
Patienten, denen im Rahmen eines endoskopischen Eingriffs Prostatagewebe entnommen wurde

Tab. 15: Lagerungszeiten der Prostataproben

Proben-Code bei Raumtemperatur

in Min.

bei +4 °C bis zur Inkubation

in Std. und Min.

insgesamt

in Std. und Min.

4408 PR01 20 6.50 7.10
4408 PR02 15 4.55 5.10

Lagerungszeiten der Prostataresektate bei Raumtemperatur und bei +4 °C vom Zeitpunkt der Gewebeent-
fernung während der Operation bis zur Inkubation

Die Vorgehensweise bei transurethralen Prostataresektionen ist derart, dass die mit einer elektrischen

Schlinge thermisch abgetrennten Späne des Gewebes durch den Fluß einer fortwährenden Spülung mit

physiologischer Kochsalzlösung aus dem Körper ausgewaschen werden, und erst nach Ende der Ope-

ration aus einem Filter zurückgewonnen werden können. Die Dauer derartiger Eingriffe schwankt in aller

Regel zwischen 20 und 45 Minuten.

Die in Tab. 15 genannten Zeiten für die Lagerung bei Raumtemperatur beziehen sich auf den Zeitraum

zwischen dem Ende der Operation und der Leerung des Filtersiebes durch das Operationspersonal. Die

tatsächliche Lagerungsdauer bei Raumtemperatur liegt jedoch höher. Die Raumtemperatur liegt in Ope-

rationssälen bei 18 - 21 °C. Diese Tatsache ist in besonderer Weise für Probe 4408 PR01 von Bedeu-

tung, da die Operationsdauer hier bei über 2 Stunden lag.
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2.3.3.5 Dünn-, Dick- und Mastdarm

Direkt nach der Organentnahme wurde noch im Operationssaal aus einem makroskopisch tumorfreien

Bezirk ein 2 - 5 cm2 großes Stück entfernt, in Transportpuffer übertragen und auf Eis deponiert. Bedingt

durch die Entnahme großer Organteile durch die Chirurgen standen ausgedehnte Gewebestücke für die

Untersuchungen zur Verfügung.

Die Proben aus Dünn-, Dick- und Mastdarm werden hier gemeinsam dargestellt. Die Grunddaten der

10 Patienten sind in Tab. 16 zusammengefaßt. Bei dem Patienten JP69 (4928 CO04) konnten keine

Daten aus der Krankenakte erhoben werden.

Bis auf die Patientin MZ70 (4516 DU01), die vermutlich aus Rumänien stammte, waren alle Patienten

deutscher Herkunft. Alle Patienten wurden aufgrund eines Kolon- bzw. Rektumkarzinoms operiert, im

Fall von MZ70 wegen des Rezidivs eines Kolontumors im Dünndarm. Patientin GD62 wurde präventiv

aufgrund bestehender Polyposis coli kolektomiert.

Keiner der Patienten litt an weiteren Tumoren anderer Organe. Die Patienten EF78 (Gewebeprobe Nr.

4711 CO03), MH82 (4A11 CO05) und MZ70 (4516 DU01) hatten einen Diabetes mellitus. Die Pati-

entin EF78 (4711 CO03) wies darüber hinaus mit einer Leberzirrhose eine Lebererkrankung auf.

Tab. 16: Patientendaten zu den Darmproben

Patient Geschlecht Alter Beruf Raucher Proben-Code

HS68 M 68 Elektrotechniker N 4421 CO01
GD62 F 62 Rentnerin N 4425 CO02
EF78 F 78 k.A. N 4711 CO03
JP69 M 69 k.A. 4928 CO04
MH82 F 82 Rentnerin (Bildhauerin) J 4A11 CO05
MZ70 F 70 Rentnerin 4516 DU01
AZ49 M 49 Arzt N 4421 RE01
JW63 M 63 Rentner J 4425 RE02
FW55 M 55 Maurer J 4715 RE03
MM65 M 65 Betriebsinspektor J 4715 RE04

Geschlecht, Alter, Beruf und Rauchgewohnheiten der Patienten, denen die Darmproben entstammen. An-
gaben zum ehemaligen oder aktuellen Beruf konnten den Krankenunterlagen nicht in jedem Fall entnom-
men werden (k.A.: keine Angaben).

Über die nähere Lokalisation der Gewebeentnahme informiert Tab. 17.
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Tab. 17: Entnahmeort der Darmproben

Patient Darmabschnitt Ort der Probenentnahme Proben-Code

HS68 Dickdarm Nähe linke Flexur 4421 CO01
GD62 Dickdarm Cäcum, Colon ascendens 4425 CO02
EF78 Dickdarm Colon ascendens, Nähe Cäcum 4711 CO03
JP69 Dickdarm Sigma 4928 CO04
MH82 Dickdarm Colon descendens 4A11 CO05
MZ70 Dünndarm ca. Mitte des Ileums 4516 DU01
AZ49 Mastdarm ca. 15 cm präanal 4421 RE01
JW63 Mastdarm ca. 5 cm präanal 4425 RE02
FW55 Mastdarm ca. 8 cm präanal 4715 RE03
MM65 Mastdarm ca. 5 cm präanal 4715 RE04

Ein Auswahl relevanter hämatologischer und serologischer Laborparameter wird in der folgenden Ta-

belle präsentiert (Tab. 18).

Tab. 18: Laborwerte der Patienten der Darmproben

Patient Ery

Mio./µl

Leuko

pro µl

Hk

Vol.%

Hb

g/l

Protein

g/l

Glucose

g/l

Proben-Code

HS68 4,80 7.000 44,9 0,15 69 1,09 4421 CO01
GD62 4,60 6.000 43,5 0,14 4425 CO02
EF78 2,80 9.000 24,4 0,09 54 1,30 4711 CO03
JP69 4928 CO04
MH82 4,50 8.300 42,9 0,14 82 1,67 4A11 CO05
MZ70 4,00 10.000 34,7 0,11 72 1,73 4516 DU01
AZ49 5,20 8.000 46,2 0,15 78 1,59 4421 RE01
JW63 5,10 7.000 45,7 0,15 76 1,33 4425 RE02
FW55 5,10 8.000 499,0 0,17 76 0,82 4715 RE03
MM65 4,80 8.000 48,7 0,16 73 0,12 4715 RE04

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hämatokrit-, Hämoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
Patienten, aus deren Operationsresektaten Darmproben entnommen wurden.

Die Bestimmung der Laborwerte erfolgte routinemäßig präoperativ im klinisch-chemischen Labor des

Krankenhauses Neuperlach.
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Unter den von den Patienten eingenommenen, oder während der Operation intravenös verabreichten

Medikamenten stehen die folgenden aufgrund von Strukturmerkmalen im Verdacht, möglicherweise als

kompetitive Substrate der AT deren Aktivität für die Markersubstrate zu verringern: Metronidazol bei

MH82 (Probe Nr. 4A11 CO05), bei MZ70 (4516 DU01, 500 mg), bei FW55 (4715 RE03) und bei

MM65 (4715 RE04). Weiterhin Furosemid bei EF78 (4711 CO03) und Thiazid bei MH82

(4A11 CO05, 300 mg/die), Glibenclamid bei MZ70 (4516 DU01), Acetylcystein bei FW55

(4715 RE03) und schließlich Cefuroxim bei den Patienten FW55 (4715 RE03) und MM65

(4715 RE04).

Die Transport- bzw. Lagerungszeiten sind in Tab. 19 dargestellt. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist,

schwanken die Zeiten sehr stark zwischen etwas über 4 Stunden und fast 12 Stunden. Mit einer Aus-

nahme wurde alle Proben jedoch sehr schnell bei +4 °C gelagert (4928 CO04).

Tab. 19: Lagerungszeiten der Darmproben

Proben-Code bei Raumtemperatur

in Min.

bei +4 °C bis zur Inkubation

in Std. und Min.

insgesamt

in Std. und Min.

4421 CO01 10 4.35 4.45
4425 CO02 30 9.30 10.00
4711 CO03 10 8.40 8.50
4928 CO04 60 6.40 7.40
4A11 CO05 15 5.20 5.35
4516 DU01 5 11.45 11.50
4421 RE01 15 4.55 5.10
4425 RE02 15 10.00 10.15
4715 RE03 25 7.05 7.30
4715 RE04 5 4.05 4.10

Lagerungszeiten der Darmproben bei Raumtemperatur und bei +4 °C vom Zeitpunkt der Organentnahme
während der Operation bis zur Inkubation des Cytosols

2.3.3.6 Pankreas

Stichprobenartig wurden auch zwei Gewebeproben der menschlichen Bauchspeicheldrüse untersucht.

Die beiden untersuchten Pankreasproben stammen von männlichen Patienten deutscher Herkunft, die

aufgrund chronisch rezidivierender Pankreatitiden operiert wurden. Bei LN39 (Proben-Code
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4516 PA01) handelte es sich um einen 39-jährigen Stahlbauschlosser, bei RM51 (Proben-Code

4928 PA02) um einen 51-jährigen Schlosser. LN39 war anamnestisch Raucher, RM51 Nichtraucher.

Bei keinem der beiden Patienten war ein Tumorleiden diagnostiziert worden, und auch ein Leberleiden

war nicht bekannt. Jedoch bestand aufgrund der fortgeschrittenen Pankreasinsuffizienz ein insulinabhän-

giger Diabetes mellitus.

In Tab. 20 sind die möglicherweise die AT-Aktivität beeinflussenden Laborparameter zusammengestellt.

Patient RM51 (4928 PA02) nahm keine Medikamente ein, die im Verdacht stehen könnten, die AT-

Aktivität zu beeinflussen. Hingegen wurde LN39 (4516 PA01) während der Operation auf intravenö-

sem Wege Ranitidin (300 mg) sowie Metronidazol (500 mg) appliziert. Eine langfristige Einnahme eines

H2-Blockers lag der Krankenakte zufolge nicht vor.

Tab. 20: Laborwerte der Patienten der Pankreasproben

Patient Ery

Mio./µl

Leuko

pro µl

Hk

Vol.%

Hb

g/l

Protein

g/l

Glucose

g/l

Proben-Code

LN39 4,9 8.000 47,3 0,15 72 4516 PA01
RM51 4,0 4.300 38,4 0,13 68 1,27 4928 PA02

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hämatokrit-, Hämoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
Patienten, deren Bauchspeicheldrüsengewebe untersucht wurde

Die Zeitdauer bis zur endgültigen Aufarbeitung der Gewebe ist Tab. 21 zu entnehmen.

Tab. 21: Lagerungszeiten der Pankreasproben

Proben-Code bei Raumtemperatur

in Min.

bei +4 °C bis zur Inkubation

in Std. und Min.

insgesamt

in Std. und Min.

4516 PA01 10 6.50 7.00
4928 PA02 10 6.00 6.10

Lagerungszeiten der Pankeasgewebeproben bei Raumtemperatur und bei +4 °C vom Zeitpunkt der Orga-
nentnahme während der Operation bis zur Inkubation

Wie aus Tab. 21 zu ersehen ist, liegen die Lagerungszeiten der zwei Gewebeproben bei 6 - 7 Stunden.
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2.3.3.7 Leber

Die zwei untersuchten Leberproben entstammen Patienten, denen aufgrund von Metastasen eines Ko-

lontumors Teile der Leber entfernt wurden. Die Gewebeproben wurden noch im Operationssaal direkt

nach der Organentnahme aus makroskopisch tumorfreien Bezirken entnommen und sofort bei +4 °C

gelagert.

Der Patient JW63 (Gewebeprobe Nr. 4425 LE01) wurde bereits unter den Darmproben näher be-

schrieben (s. S. 30ff.), so dass sich hier eine detailliertere Erwähnung erübrigt. Die zweite Leberprobe

(4516 LE02) stammte von einem 68-jährigen männlichen Patienten, Patientenkennung HB68, der deut-

scher Herkunft war. HB68 war Rentner (der frühere Beruf war aus der Krankenakte nicht zu eruieren),

Nichtraucher, und wurde wegen eines Sigma-Karzinoms mit Lebermetastasen operiert. Weitere Tu-

morerkrankungen, Lebererkrankungen oder ein Diabetes mellitus lagen nicht vor. Die Gewebeprobe

stammte aus einem Randbezirk des linken Leberlappens.

Im Rahmen der Operationsvorbereitung wurden die Laborwerte des Patienten im Kliniklabor der

Krankenhauses Neuperlach bestimmt. Als relevante Werte wurden aus der Akte übernommen: Erythro-

zytenzahl 5,1 Mio./µl, Leukozytenzahl 7.000/µl, Hämoglobin 0,15 g/l, Hämatokrit 45,6% und Gesamt-

protein 75 g/l. Während der Operation erhielt der Patient 500 mg des Antibiotikums Metronidazol in-

travenös verabreicht. Eine darüber hinaus eventuell störend wirkende Medikation bestand bei HB68

nicht.

Wie bereits weiter oben kurz erwähnt, konnten die Gewebestücke sehr schnell bei +4 °C gelagert wer-

den (Tab. 22). Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die beiden Proben praktisch identische Lagerungs-

zeiten erfuhren. Schonend war weiterhin eine nur kurze Verweildauer bei Raumtemperatur.

Tab. 22: Lagerungszeiten der Leberproben

Proben-Code bei Raumtemperatur

in Min.

bei +4 °C bis zur Inkubation

in Std. und Min.

insgesamt

in Std. und Min.

4425 LE01 15 9.05 9.20
4516 LE02 10 9.05 9.15

Lagerungszeiten der Leberproben bei Raumtemperatur ab der Organentnahme während der Operation,
und bei +4 °C im Eisbad bis zur Inkubation
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2.3.3.8 Lunge

Die Lungenproben wurden anläßlich operativer Eingriffe gewonnen, bei denen eine der beiden Lungen

ganz oder teilweise entfernt wurde. Sofort nach Organentnahme wurde das Resektat zur Probengewin-

nung an mich weitergeleitet. Daraus resultierten sehr kurze Lagerungszeiten (Tab. 26).

Im Folgenden sind die demographischen Basisdaten der Patienten dargestellt (Tab. 23). Bis auf JK60

(Probe Nr. 4B07 LP07), die Kroatin war, waren alle Patienten deutscher Herkunft.

Tab. 23: Patientendaten zu den Lungenproben

Patient Geschlecht Alter Beruf Raucher Proben-Code

PK54 M 54 Taxifahrer N 4928 LP01
EM47 F 47 Facharbeiter: Buchbinder J 4A05 LP02
IF51 F 51 Kauffrau J 4A07 LP03
FM60 M 60 Rentner (Hausmeister) J 4A12 LP04
HP56 M 56 Rentner (EDV-Operator) N 4A26 LP05
BS13 M 13 Schüler N 4B04 LP06
JK60 F 60 Geschäftsfrau J 4B07 LP07

Geschlecht, Alter, Beruf und Rauchgewohnheiten der Patienten, von denen die Lungenproben stammen.

Einen Überblick über den Operationsgrund sowie den Entnahmeort der Probe gibt Tab. 24.

Tab. 24: Entnahmebedingungen der Lungenproben.

Patient Operationsgrund Ort der Probenentnahme Proben-Code

PK54 Adenokarzinom der Lunge rechter Lungenoberlappen 4928 LP01
EM47 Adenokarzinom der Lunge rechter Lungenunterlappen 4A05 LP02
IF51 Rundherd mit V.a. Carcinoidtumor linker Lungenunterlappen 4A07 LP03
FM60 Bronchiales Plattenepithelkarzinom linke Lunge 4A12 LP04
HP56 chronische Entzündung nach operiertem

bronchialem Plattenepithelkarzinom
rechter Lungenoberlappen 4A26 LP05

BS13 Metastasen eines Nierentumors (Wilmstu-
mor)

rechter Lungenoberlappen 4B04 LP06

JK60 Bronchiales Plattenepithelkarzinom rechte Lunge 4B07 LP07

Operationsindikation bzw. Diagnose und Lokalisation der Probenentnahme
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Bei keinem der Patienten lag ein Tumorleiden eines weiteren Organs, eine Lebererkrankung oder ein

Diabetes mellitus vor. Patient BS13 (Probe Nr. 4B04 LP06) wurde präoperativ strahlentherapeutisch

mit 15 Gray gegen Lungenmetastasen vorbehandelt.

Die Laborwerte der folgenden Tabelle (Tab. 25)entstammen den jeweiligen Krankenakten und wurden

im Rahmen der Diagnosestellung bzw. der Operationsvorbereitung im Kliniklabor der Klinikums Rechts

der Isar (Institut für klinische Chemie) bestimmt.

Tab. 25: Laborwerte der Patienten der Lungenproben

Patient Ery

Mio./µl

Leuko

pro µl

Hk

Vol.%

Hb

g/l

Protein

g/l

Glucose

g/l

Proben-Code

PK54 3,73 8.000 42,6 0,15 76 0,94 4928 LP01
EM47 3,49 6.700 25,6 0,09 66 1,18 4A05 LP02
IF51 4,00 5.900 0,13 74 0,96 4A07 LP03
FM60 4,46 6.500 40,5 0,13 64 0,92 4A12 LP04
HP56 5,23 6.400 47,0 0,15 80 1,06 4A26 LP05
BS13 2,99 2.100 29,0 0,09 63 0,89 4B04 LP06
JK60 4,26 4.300 41,3 0,14 74 0,86 4B07 LP07

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hämatokrit-, Hämoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
lungenoperierten Patienten

Tab. 26: Lagerungszeiten der Lungenproben

Proben-Code bei Raumtemperatur

in Min.

bei +4 °C bis zur Inkubation

in Std. und Min.

insgesamt

in Std. und Min.

4928 LP01 0.10 8.40 8.50
4A05 LP02 0.05 4.35 4.40
4A07 LP03 0.05 3.55 4.00
4A12 LP04 0.05 3.10 3.15
4A26 LP05 0.05 6.55 7.00
4B04 LP06 0.05 4.15 4.20
4B07 LP07 0.05 4.45 4.50

Lagerungszeiten der Lungengewebsproben bei Raumtemperatur und +4 °C vom Zeitpunkt der Gewebe-
entnahme während der Operation bis zur Inkubation des Cytosols.
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Hinsichtlich möglicher Störwirkungen wurde auch bei den Lungenpatienten die aktuelle Medikation einer

näheren Betrachtung unterworfen. Als eventuell bedeutsam wurde die Einnahme von Acetylsalicylsäure

bei Patient FM60 (Probe Nr. 4A12 LP04), Acetylcystein, dem Isoniazid-Analogon Pyrazinamid und

Rifampicin bei JK60 (Probe Nr. 4B07 LP07) gewertet. Die Inhalation von 4-6 Hüben/die Budesonid

durch EM47 (4A05 LP02, seit 14 Tagen) und FM60 (4A12 LP04), sowie die Einnahme von Famoti-

din durch PK54 (4928 LP01, seit wenigen Tagen), standen im Verdacht, induzierende Effekte ausüben

(s. S. 80). Schließlich sind Sulfamethoxazol, das von EM47 (4A05 LP02) eingenommen wurde und

Theophyllin bei FM60 (4A12 LP04) mögliche Substrate der AT.
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3 Methoden

3.1 Auswahl der Gewebearten

Die Auswahl der zu untersuchenden Gewebearten erfolgte nach Gesichtspunkten einer möglichen Expo-

sition gegenüber toxischen Substanzen, d.h. untersucht wurden in erster Linie Gewebe, die an der Auf-

nahme resp. Ausscheidung von Xenobiotika beteiligt sind. Proben aus Prostata und Pankreas wurden

stichprobenartig mit untersucht.

Auf eine nähere Untersuchung von Leber und Blut wurde verzichtet, da diese beim Menschen bereits

ausführlich untersucht wurden (Ward et al. 1992, S. 1100; Cribb et al. 1991, S. 1243f; Mandelbaum-

Shavit und Blondheim 1981, S. 66ff.; McQueen und Weber 1980, S. 893; Jenne und Orser 1965,

S. 1995f.; Glowinski et al. 1978, S. 945; Kilbane et al. 1988, A1140; Ohsako und Deguchi 1990,

S. 4632f.). Leberproben wurden nur insoweit in die Untersuchungen mit einbezogen, als dies der Vali-

dierung der Versuchsbedingungen diente.

3.2 Probenentnahme

Während der jeweiligen operativen Eingriffe war der Autor im Operationssaal mit anwesend, um eine

optimale Probenbehandlung und lückenlose Dokumentation zu gewährleisten. Hierbei wurden Proben-

gefäße, ausreichende Mengen an Transportpuffer, ein mit Eiswasser gefüllter Styroporbehälter zur

Kühlung der Probe während des Transportes, sowie mehrere Blankoprobenbegleitprotokolle bereitge-

halten.

Während der Operation wurden anhand der Krankenakten oder durch Patientenbefragung (Hautpro-

ben) die unten näher beschriebenen Daten erhoben. Darüber hinaus wurde der Zeitpunkt der jeweiligen

Resektatentnahme und der Zeitpunkt der Lagerung der Probe bei +4 °C im Eiswasserbad dokumen-

tiert. Die Erfassung des Zeitpunkts der Unterbindung der Blutversorgung zum operierten Organ war in

der Praxis nicht möglich.

Das Vorgehen im Einzelfall unterschied sich geringfügig entsprechend dem Gewebe und der jeweiligen

Klinik.



-39- 3 Methoden

3.2.1 Haut

Sofort nach Entfernung der Hautstücke während der Operationen wurden die medizinisch entbehrlichen

Anteile des Gewebes durch den Operateur abgetrennt und einer sofortigen Kühlung zugeführt. Meist

waren an einem Operationstag mehrere Hautproben zu gewinnen. Daraus ergaben sich allerdings z.T.

längere Lagerungszeiten für die zuerst gewonnenen Proben.

3.2.2 Niere, Harnleiter und Harnblase

Gewebeentnahmen aus Operationsresektaten der urologischen Klinik wurden ausschließlich durch das

Institut für Pathologie der Technischen Universität München durchgeführt. Der Transport der Gewebe

dorthin unmittelbar nach der Resektion wurde durch den Autor gewährleistet.

Im Institut für Pathologie wurde aus den Operationsresektaten von Blase oder Niere und Harn-

leiter durch einen Pathologen ein in sicherer Entfernung vom Tumor befindliches und makroskopisch tu-

morfrei erscheinendes Gewebestück in ausreichender Größe herausgetrennt und zur weiteren Untersu-

chung überlassen. Der weitere Transport der Gewebeprobe erfolgte in eiskaltem Transportpuffer.

Die beiden Prostataproben wurden, da es sich um endoskopische Gewebeabtragung ohne Organent-

nahme handelte, nach Ende des Eingriffs direkt aus dem Filtersieb der Spülung in die Probengefäße auf

Eis übernommen.

3.2.3 Leber, Darm und Pankreas

Nach Entfernung des Resektates wurde mir dieses mit einem Hinweis auf die zu schonenden Stellen

überlassen. Unter Berücksichtigung dieser Stellen wurde noch im Operationssaal ein ausreichend großes

Stück aus einem Bereich herausgetrennt, der einen ausreichenden Sicherheitsabstand von mehreren

Zentimetern zum Tumor besaß. Die Gewebeprobe wurde alsdann sofort in eiskaltem Transportpuffer

bei +4 °C gelagert.

Gelegentlich konnten mehrere Proben am gleichen Tag zu gewonnen werden. Wie bereits bei der Be-

schreibung der Gewinnung von Hautproben erwähnt, führte dies jedoch für die als erstes gewonnenen

Gewebeproben teilweise zu längeren Lagerungszeiten.
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3.2.4 Lunge

Im Operationssaal der thoraxchirurgischen Abteilung des Klinikums Rechts der Isar wurde das kom-

plette Resektat unmittelbar nach der Entnahme an den Autor weitergereicht, so dass das Probenmaterial

binnen weniger Minuten einer gekühlten Lagerung zugeführt werden konnte.

Eine Probenentnahme durch das Institut für Pathologie, wie dies oben für die urologischen Proben be-

schrieben wurde, war nicht zwingend erforderlich. In Einzelfällen wurde bereits vom Operateur ein Ge-

webestück herauspräpariert, so dass nach der Probenentnahme eine Diagnosestellung seitens der Pa-

thologen nicht durch Fehlen relevanten Gewebes gefährdet war. Auch bei diesem Vorgehen ergaben

sich sehr kurze Lagerungszeiten der Lungenproben bei Raumtemperatur.

3.3 Datenerhebung mit dem Probenbegleitprotokoll

Das Probenbegleitprotokoll (s. Abb. 3, S. 22) wurde vor der Probenentnahme anhand der Kranken-

akte ausgefüllt. Übernommen wurden die grundlegenden Patientendaten Alter, Geschlecht, ethnische

Herkunft, Beruf, Rauchgewohnkeit und Vorerkrankungen, soweit diese dort dokumentiert waren. Die

Patientendokumentation erfolgte in anonymer Form.

Darüber hinaus wurden einige klinisch-chemische Laborwerte übernommen, um auf möglicherweise be-

deutsame Störgrößen hin zu kontrollieren. Im Einzelnen waren dies Erythrozyten- (Ery) und Leuko-

zytenzahlen (Leuko), Werte für Hämoglobin (Hb), Hämatokrit (Hk) und Gesamtprotein im Serum, so-

wie Blutzuckerwerte, sofern diese prä- oder intraoperativ bestimmt wurden. Bei Mehrfachbestimmun-

gen wurde der aktuellste Wert übernommen.

Um die möglicherweise von Arzneimitteln ausgehenden Störwirkungen erfassen zu können, wurde die

aktuelle Medikation der Patienten auf relevante Arzneimittel hin geprüft und entsprechend im Probenbe-

gleitprotokoll dokumentiert. Wie bereits erwähnt, wurden auch die Lagerungszeiten der jeweiligen Pro-

ben im Probenbegleitprotokoll vermerkt.

3.4 Lagerung und Transport

In Modifikation der von WEBER und GLOWINSKI 1980 (S. 171) und LAND et al. 1993, (S. 1446) be-

schriebenen Verfahren fand als Transportpuffer isotone phosphatgepufferte Natriumchloridlösung mit
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einem pH von 7,4 Verwendung, die durch Zusatz von Magnesium und Kalzium humanphysiologischen

Verhältnissen angeglichen wurde (PBS-Lösung).

Für die Untersuchungen der optimalen Transport- und Lagerungsbedingungen an der Rattenleber wurde

eine Ratte mit Ethylether und Barbituraten narkotisiert und getötet. Die Leber wurde entnommen, in eis-

kaltem Pyrophosphatpuffer (100 mM, pH 7,4) wiederholt gewaschen, in etwa kirschkerngroße Stücke

zerteilt und binnen 30 Minuten unter -80 °C oder -180 °C eingefroren.

Die Ergebnisse von Vorversuchen an der Rattenleber legten einerseits nahe, Transport und La-

gerung menschlicher Gewebeproben bei Temperaturen von +4 °C zu durchzuführen, andererseits waren

minimale Zeiten zwischen der Probenentnahme und der Inkubation anzustreben. Eine Lagerung und der

Transport der Proben auf Eis stellte gleichzeitig auch die am einfachsten durchführbare Vorgehensweise

dar.

3.5 Gewebeaufschluß

Nach Ankunft im Labor wurden die Gewebeproben wiederholt in mehreren Millilitern eiskalter PBS-

Lösung gewaschen, um eine mögliche Kontamination durch Körpersekrete und Bakterien zu beseitigen

und Blut zu entfernen. Transportpuffer und Spülfraktion wurden verworfen.

Die weiteren Schritte bis zur Inkubation fanden im Eiswasserbad bei +4 °C statt. Alle Lösungen

mit Ausnahme der PABA- bzw. INH-Lösung wurden vor der Verwendung auf +4 °C gehalten.

3.6 Gewinnung von Cytosol

Die Proben wurden mit einer Schere in kleine Stücke geschnitten und anschließend in 3 - 5 ml PBS un-

ter Eiswasserkühlung mit einem Potter-Elvjehem homogenisiert (Fa. Braun-Melsungen, Melsungen,

Deutschland; 1.000 U/min, ca. 10 Stöße über etwas 3 - 5 Minuten). Das Homogenat wurde zur Ge-

winnung von sog. S10-Cytosol in verschließbaren Reaktionsgefäßen aus Plastik 15 Minuten bei

10.000 x g (12.000 rpm) zentrifugiert (Mikro Rapid /K, Fa. Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Der

Überstand wurde in frische Reagenzgläser überführt, das Pellet verworfen. Mit dem im folgenden ver-

wendete Begriff Cytosol wird Bezug auf diesen Überstand genommen.

Im Rahmen orientierender Studien zur Cytosolgewinnung kam auch sog. S100-Cytosol zur Ver-

wendung. Hierbei wurde das Homogenat bei +4 °C zuerst 15 Minuten bei 10.000 x g, und anschlie-
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ßend zusätzlich 60 Minuten bei 100.000 x g (Beckman Ultrazentrifuge, Typ L8-55M, Fa. Beckman,

Palo Alto, CA, USA) zentrifugiert.

3.7 Proteinbestimmung

Vor der Messung der AT-Aktivität wurde der Proteingehalt des jeweilig eingesetzten Cytosols be-

stimmt. Die Proteinbestimmung erfolgte leicht modifiziert nach dem Protokoll von LOWRY et al., 1951.

Die Messungen wurden auf Rinderserumalbumin (BSA, Fa. Merck) als Standard bezogen. Bei jeder

Bestimmung wurde eine Eichkurve mit aufgenommen. Cytosole wurden jeweils als Triplikat gemessen.

In Polystyrolreagenzgläsern wurden entweder 50 µl PBS als Negativkontrolle, 50 µl BSA-Standards

der Konzentrationen 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 und 4,0 mg/ml oder 50 µl des Cytosols der zu bestimmen-

den Probe pipettiert. Anschließend wurden 2,5 ml einer frisch bereiteten Lösung bestehend aus 100

Volumenanteilen Na2CO3 (30 g/l) mit NaOH (4 g/l) und je einem Teil K-Na-Tartrat (40 g/l) und

Cu(II)SO4 (20 g/l) hinzugefügt. Nach einigen Minuten Einwirkzeit wurde unter kräftigem Schütteln 0,25

ml der verdünnten Folin Ciocaltens Phenolreagenzlösung (1:4 in bidestilliertem Wasser) zugegeben. Die

Reagenzgläser wurden einige Minuten stehengelassen, um die Bildung der blauen Farbe abzuwarten.

Anschließend wurden aus jedem Reagenzglas 350 µl in 96-well-Mikrotiterplatten (NUNC) pipettiert

und die optische Dichte mit einem Detektor (Elisareader, Typ Ear 340 AT, Fa. SLT Labinstruments,

Österreich) bei 620 nm bestimmt. Die Auswertung erfolgte über das Softwarepaket EASY-FIT der Fir-

ma SLT Labinstruments (Crailsheim, Deutschland) auf einem PC.

Die Proteinkonzentrationen der Cytosole wurden durch Vergleich mit der Eichkurve berechnet

und in mg/ml ausgedrückt. Bei Werten über 4 mg/ml wurde die Bestimmung mit einer Verdünnung der

Cytosole wiederholt, da oberhalb dieses Wertes in der Regel keine Linearität der Eichkurve mehr be-

stand.

3.8 Acetyltransferase-Assay

Die Assays beruhen auf dem Prinzip eines quantitativen Nachweises der durch die cytosolischen AT

acetylierten Markersubstrate PABA und INH. Um einer möglichen Enzymhemmung durch Schwerme-

tallionen und Oxidation entgegenzuwirken (vgl. S. 8), werden dem Inkubationsgemisch als Komplex-
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bildner EDTA und als Reduktionsmittel DTT zugesetzt. Die Strukturformeln von PABA und INH sind in

den beiden folgenden Abb. dargestellt.

Abb. 4: Strukturformel von PABA Abb. 5: Strukturformel von INH

3.8.1 Inkubationsansatz

3.8.1.1 Acetylierung von PABA

Es wurde die Methode von KAWAKUBO et al. (1988, S. 266) übernommen und leicht modifiziert. In

Spitzbodenglasröhrchen wurden 140 µl PBS, 5 µl 100 mM EDTA-Lösung und 5 µl 100 mM DTT-

Lösung pipettiert. Anschließend wurden 250 µl Cytosol entsprechend 0,15 mg Protein hinzugefügt. Als

Positivkontrolle diente 250 µl Rattenlebercytosol, als Negativkontrolle 250 µl PBS anstelle von Gewe-

becytosol. Schließlich wurden 50 µl 1 mM PABA-Lösung und 50 µl AcCoA (4 mg/ml in PBS) hinzupi-

pettiert.

Um auch bei größeren Probenzahlen eine Synchronisation zu erreichen, wurden alle Pipettierschritte im

Eiswasserbad durchgeführt. Einzelne Versuche bestätigten, dass unter diesen Bedingungen eine Acety-

lierung allenfalls in nicht meßbarem Umfang stattfindet. Die Reaktion wurde sodann durch Einbringen

der Proben in ein Wasserbad von +37 °C gestartet. Während der Inkubationszeit wurde das Inkubati-

onsgemisch kontinuierlich geschwenkt. Zur synchronen Abstoppung der Reaktion nach Ablauf der In-

kubationszeit wurden die Reagenzgläser in ein Eiswasserbad überführt, und die Proteine durch Zusatz

von 500 µl 1 N HCl denaturiert. Anschließend wurden 2,0 ml wassergesättigtes Ethylacetat hinzugefügt,

die Reagenzgläser verschlossen und für ca. 15 Minuten ausgeschüttelt. Zur besseren Phasentrennung

erfolgte ein Zentrifugationsschritt über weitere 15 Minuten bei 3.000 rpm (Megafuge, Typ 1,0 R, Fa.

Heraeus, Hanau, Deutschland). Von der organischen Phase wurden sodann 1,5 ml in frische Reagenz-

gläser überführt. Dort wurde die organische Phase mit Hilfe eines durch Pasteurpipetten geleiteten fo-
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kussierten Stickstoffstroms bis zur Trockenheit eingeengt und in 500 µl HPLC-Laufmittel (s. unten) wie-

der aufgenommen. Die wäßrige Phase wurde verworfen.

Um die durch gelegentlichen Bruch der Pasteurpipetten beim Trockenvorgang eingeschleppten Glas-

splitter wieder zu entfernen, wurden die Proben vor der Messung durch Filter mit 0,45 µm Porengröße

(Typ HV, Fa. Nihon / Millipore, Kogyo / Yonezawa, Japan) gefiltert. Anschließend wurden die Proben

in 1,5 ml Reaktionsgefäße aus Plastik (Fa. Eppendorf) überführt, verschlossen und unter Lichtabschluß

bei Raumtemperatur gelagert.

3.8.1.2 Acetylierung von Isoniazid

Die Zusammensetzung des Inkubationsansatzes und die weitere Behandlung entsprachen dem oben be-

schriebenen Vorgehen. Unterschiede bestanden einerseits im Einsatz von Eppendorfcups anstelle der

Spitzbodenreagenzgläser und in der Verwendung von 50 µl 10 mM INH-Lösung als Substrat anstelle

o.g. PABA-Lösung.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Übertragung der Reaktionsgefäße in Eis-

wasser gestoppt, Proteine mit 100 µl 20%iger Trichloressigsäure ausgefällt und bei 5.000 x g während

5 Minuten Zentrifugation sedimentiert (Hettich-Zentrifuge, 6.000 rpm). Der Überstand wurde, ohne den

Bodensatz wieder zu lösen, in frische Eppendorf Reaktionsgefäße überführt, mit 150 µl 1 N NaOH auf

pH 9 eingestellt und mit 200 µl 0,8 M Kaliumboratpuffer mit pH 9 abgepuffert. Der verbleibende Rück-

stand wurde verworfen. Schließlich wurden die Gefäße verschlossen, durchmengt und bei Raumtempe-

ratur unter Lichtabschluß bis zur Messung aufbewahrt.

3.8.2 Nachweis und Quantifizierung

Der Nachweis der acetylierten Reaktionsprodukte erfolgte durch Verwendung von HPLC unter isokra-

tischen Bedingungen. Zur Auftrennung wurden Reversed-Phase C-18 Nucleosil-Säulen der Firma Ma-

cherey und Nagel, Düren, Deutschland, Typ 120 - 5 C 18 vom Format 250 x 8 x 4 mm (Länge x Au-

ßendurchmesser x Innendurchmesser) und der Partikelgröße 5 µm benutzt. Über einen Vergleich mit ei-

nem externen Standard bekannter Konzentration wurden die Reaktionsprodukte quantifiziert. Bei Mes-

sung mit Hilfe des automatischen Probengebers wurden alle Proben doppelt injiziert.
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3.8.2.1 N-Acetyl-PABA

Die Bedingungen wurden von KAWAKUBO et al. 1988, (S. 266) übernommen. Das nachzuweisende

Reaktionsprodukt Ac-PABA war durch die vorangehenden Analysenschritte bereits von den wäßrigen

Anteilen des Inkubationsansatzes abgetrennt und angereichert worden. Auch war die Probe bereits im

HPLC-Laufmittel gelöst. Injiziert wurden wahlweise von Hand oder automatisch über einen Probenge-

ber ein Volumen von 50 µl.

Die mobile Phase bestand aus einem Puffer, der sich zu 85 Volumenteilen aus 50 mM Essigsäure und zu

15 Teilen aus Acetonitril zusammensetzte. Der Laufpuffer wurde 12 Stunden bei Raumtemperatur ru-

hend aufbewahrt, um eine ausreichende Entgasung herbeizuführen.

Die Analysen wurden mit einer Flußrate von 1,2 ml/min gefahren. Der Druck lag dabei in Abhängigkeit

vom Alter der Säule bei 170 - 180 bar. Während eines Laufes blieb der Druck konstant (± 2 bar). Die

Druckunterschiede hatten im o.g. Bereich keine Auswirkungen auf das chromatographische Bild oder

die Peakfläche des Standards. Die Detektion fand bei 263 nm statt. Bei jeder Analysenserie wurde zu

Beginn ein Standard, bestehend aus 1 µM Ac-PABA in Laufpuffer mehrfach bestimmt.

3.8.2.2 N-Acetyl-Isoniazid

Auch hier wurden Volumina von jeweils 50 µl injiziert. Da hier jedoch eine insgesamt größere Proben-

menge zur Verfügung stand, konnten an der Nachweisgrenze liegende Werte im Einzelfall durch manu-

elle Injektion von 100 µl Probe überprüft werden.

Die mobile Phase für den Nachweis von Ac-INH bestand aus einer wäßrigen Lösung von 160 mM Ka-

liumborat. Der pH-Wert wurde mit HCl bzw. NaOH-Lösung auf 9 eingestellt. Nach Herstellung des

Puffers wurde die Lösung mit Hilfe einer Vakuumpumpe (Typ N026.3 AN 18, Fa. Herion; Filter: Type

GV 0,22 µm, Fa. Millipore, Molsheim, Frankreich) filtriert, um ungelöste Bestandteile zu entfernen.

Zur Entgasung des Laufmittels war eine ruhige Lagerung über ca. 12 Stunden hinweg erforderlich. Zu-

sätzlich wurde vor der Verwendung noch etwa 3 Minuten eine Entgasung im Ultraschallbad (Bandelin

Sonorex, Typ RK 100, Fa. Bandelin electronic, Berlin, Deutschland) durchgeführt.

Die Flußrate betrug 1,5 ml/min, der Arbeitsdruck lag bei 190 - 220 bar. Druckunterschiede hat-

ten im o.g. Bereich keine merkbaren Auswirkungen auf das chromatographische Bild oder die Peakflä-

che des externen Standards. Während eines Laufes blieb der Druck jeweils konstant

(± 2 bar). Detektiert wurde bei 303 nm. Der Standard bestand aus 20 µM Ac-INH in Laufmittelpuffer.
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3.9 Auswertung

3.9.1 Berechnung der spezifischen Aktivität

Nach der HPLC-Messung erfolgte die Analyse des ausgegebenen Chromatogramms. Die Reaktions-

produkte wurden durch Vergleich mit der Retentionszeit RT  des jeweiligen Standards identifiziert. Die

Quantifizierung erfolgte durch Vergleich der Peakfläche des jeweiligen Acetylierungsproduktes mit der

Peakfläche des Standards.

Diese im Injektionsvolumen enthaltenen Stoffmenge wurde auf das Gesamtvolumen der vorliegenden

Probe hochgerechnet. Dabei wurde berücksichtigt, dass bei der Acetylierung von PABA das Produkt in

2,0 ml Ethylacetat ausgeschüttelt wurde, in den weiteren Arbeitsschritten jedoch nur 1,5 ml verwendet

wurden.

Durch Bezug der im Probenvolumen insgesamt enthaltenen Stoffmenge des Produktes auf die bei der

Inkubation eingesetzte Proteinmenge und die Dauer der Inkubation ergab sich die spezifische Aktivität in

der Einheit pmol/mg Protein/min bzw. nmol/mg Protein/min. Zusammenfassend erfolgte die Berechnung

der spezifischen Aktivität der PABA-AT nach der Berechnungsformel:

spA = Fp / FSt x 50 pmol / Vp [µl] x 500 µl / 1,5 ml x 2,0 ml / mp [mg] / t [min]

Für die Aktivität der INH-AT ergab sich folgender Berechnungsgang:

spA = Fp / FSt x 1.000 pmol / Vp [µl] x 950 µl / mp [mg] / t [min]

Abkürzungen:

spA: spezifische Aktivität
Fp: Peakfläche des Produkts in der Probe
FSt: arithmetisches Mittel der Peakflächen der Standards
Vp: injiziertes Probenvolumen
mp: eingesetzte Proteinmenge
t: Inkubationszeit
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3.9.2 Berechnung der Nachweisgrenzen

Bei der Berechnung der Nachweisgrenzen der spezifischen Aktivität wurde zugrundegelegt, dass erst

Peaks von mehr als 15.000 Flächeneinheiten (zum Vergleich: 50 pmol Ac-PABA entsprechen ca.

100.000, 1 nmol Ac-INH ca. 600.000 Flächeneinheiten) deutlich vom Grundrauschen zu unterscheiden

sind.

Aus den mittleren Peakflächen der Standards wurde die Stoffmenge errechnet, die einer Peakfläche von

15.000 Einheiten entsprochen hätte. Diese in 50 µl Probe minimal nachweisbare Menge wurde auf das

vorliegende Gesamtvolumen der Probe hochgerechnet. Die so ermittelte Stoffmenge wurde auf die ma-

ximal mögliche Inkubationszeit und die im jeweiligen Experiment maximal einsetzbare Proteinmenge be-

zogen.

3.9.3 Statistische Auswertung

Die spezifischen Aktivitäten wurden als arithmetisches Mittel (MW) zweier Einzelversuche ± Abwei-

chung vom Mittelwert bzw. ± Standardabweichung (SD) bei Triplikaten angegeben. Die auf den MW

bezogene SD in % wird im Folgenden als relativer Fehler bezeichnet.

Störeinflüsse und Abhängigkeiten wurden mit linearer Regressionsanalyse und Berechnung des Korrela-

tionskoeffizienten nach Spearman rs geprüft. Die Prüfung auf Signifikanz erfolgte durch 2-seitigen

T-Test. Unterschiede zwischen Gruppen wurden mit Mann-Whitney-U-Test bestimmt.

Für die Umrechnung von AT-Aktivitäten im Blut wurden die folgenden Normwerte und Umrech-

nungsfaktoren zugrundegelegt: 5 x 109 Erythrozyten pro ml, 7 x 106 Leukozyten pro ml, ca. 2,3 x 106

Lymphozten pro ml, 0,4 x 106 Monozyten pro ml und 3,9 x 106 neutrophile Granulozyten pro ml Voll-

blut, Hämatokrit 46%, sowie 0,1 ng Protein pro Zelle (Wissenschaftliche Tabellen Geigy 1985,

S. 188ff.).
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4 Ergebnisse

Voraussetzung für eine zuverlässige Bestimmung von AT-Aktivitäten ist ein geeigneter Assay. Für die

vorliegenden Untersuchungen wurden HPLC-gestützte Verfahren eingesetzt, da diese als ausgesprochen

spezifisch und höchst sensitiv gelten.

4.1 HPLC-Analysen von N-Acetyl-PABA und N-Acetyl-Isoniazid

Die gesamte Meßdauer einer einzelnen Probe (Einfachbestimmung) zum Nachweis von Ac-PABA be-

trug etwa 7 - 8 Minuten. Nicht acetyliertes PABA wurde mit einer RT  von ca. 4 Minuten und Ac-

PABA bei einer RT  von ca. 6 Minuten detektiert, so dass Substrat und Produkt deutlich voneinander zu

differenzieren waren. Die Herkunft weiterer, unspezifischer und unregelmäßig auftretender Peaks ist un-

bekannt. Diese beeinträchtigten die Quantifizierung der Substrat- oder Produktpeaks jedoch nicht.

Das chromatographische Bild bei der HPLC-Analyse von Ac-PABA wies kein Muster auf, das einen

Rückschluß auf das untersuchte Gewebe ermöglicht hätte. Quantitative Unterschiede waren, außer bei

Substrat- und Produktpeak vernachlässigbar. Abb. 6 zeigt ein typisches Chromatogramm.

Die Auswertung der Chromatogramme beim Nachweis von Ac-INH wurde dadurch kompliziert, dass

die HPLC-Säulen unter den experimentellen Bedingungen eine durchschnittliche Lebensdauer von nur

etwa 40 Tagen aufwiesen, im Extremfall lediglich 14 Tage. So variierte die Trennleistung bereits zwi-

schen verschiedenen Messungen des gleichen Tages merklich. Abb. 7 stellt ein typisches Chromato-

gramm dar.

Die Chromatogramme verschiedener Gewebe zeigten unterschiedliche Peakmuster. Diese waren jedoch

nicht so spezifisch, dass sie für das jeweilige Gewebe charakteristisch gewesen wären. Ac-INH wurde

bei ca. 4 - 5 Minuten detektiert, nicht umgesetztes INH hatte eine RT  von ca. 7 - 9 Minuten. Die Peaks

von EDTA und DTT hatten mit noch längeren Retentionszeiten eine ausreichende Distanz von Ac-INH

(s. Abb. 7).
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Abb. 6: HPLC-Nachweis von Ac-PABA

HPLC-Chromatogramm beim Nachweis von Aktivitäten der PABA-AT in einer Nierenprobe (Probe Nr.
4A26 NI04). Der Pfeil markiert den Injektionszeitpunkt.

Die dem Ac-INH-Peak direkt benachbarten Peaks hatten bei geringen bis mittelgroßen Produktmengen

in der Probe einen befriedigenden Abstand. Zunehmende Säulenalterung oder große Produktmengen

führten zunehmend zu Überlagerungen. Bei großen Produktmengen konnte der Beitrag der Nachbarpe-

aks quantitativ vernachlässigt werden. Bei deutlich nachlassender Trennleistung wurden die Säulen früh-

zeitig erneuert.
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Abb. 7: HPLC-Nachweis von Ac-INH

HPLC-Chromatogramm beim Nachweis von Aktivitäten der INH-AT in einer Leberprobe (Probe Nr.
4516 LE02). Der Pfeil markiert den Injektionszeitpunkt. Ein unspezifischer Spätpeak bei ca. 50 Minuten ist
nicht mehr dargestellt. Die Auftrennung wurde auf einer neuen Trennsäule vorgenommen.

4.2 Abklärung der Versuchsbedingungen

Aufgrund unzureichender Datenlage aus der Literatur, oder um diese im Einzelfall zu überprüfen, wurden

eine Reihe von Vorversuchen durchgeführt. Diese hatten zum Ziel, einerseits eine möglichst schonende

kurz- und mittelfristige Lagerungsmöglichkeit zu definieren, und andererseits Sensitivitätsoptima für die

Aktivitätsbestimmungen hinsichtlich der bei der Inkubation eingesetzten Proteinmenge und der Inkubati-

onsdauer zu bestimmen.
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4.2.1 Transport- und Lagerungsbedingungen

Wie die im Folgenden beschriebenen Resultate zeigen, ist eine kurzfristige Lagerung von Proben bei

+4 °C über mehrere Stunden hinweg ohne größere Aktivitätsverluste möglich. Hinsichtlich der Stabilität

bestehen jedoch deutliche Unterschiede zwischen der mono- und polymorphen Form der AT.

4.2.1.1 Stabilität von Acetyltransferasen der Ratte bei Lagerung auf Eis

Es wurde gemessen, wie sich die spezifische Aktivität der PABA-AT unter einer Lagerung bei +4 °C

über mehrere Stunden verhält. Dabei wurden Proben aus Rattenleber nach einer Lagerungsdauer von 2

- 25 Stunden untersucht. Der Wert nach 2 Stunden war der technisch frühestmögliche Meßwert. Die

Lagerungsdauer umfaßt dabei den Zeitraum zwischen dem Töten der Ratte und der Inkubation bei

+37 °C. Die Ergebnisse sind in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: Lagerungsstabilität der PABA-AT der Ratte bei +4 °C

Verlauf der spezifischen Aktivität der PABA-AT der Rattenleber während 25-stündiger Lagerung auf
Eis. Die Inkubation erfolgte nach 2; 4,5; 6,3; 8 und nach 25 Stunden. Die Angabe der Lagerungsdauer be-
zieht sich auf den Zeitraum vom Töten der Ratte bis zur Inkubation. Das Inkubationsgemisch enthielt
0,15 mg cytosolisches Protein, die Inkubationszeit betrug 15 Minuten. Die Werte stellen den MW dreier
Ansätze ± Standardabweichung dar.

Es ist zu erkennen, dass bei der Ratte die Aktivität der PABA-AT bei einer Inkubation innerhalb von 10

- 15 Stunden nicht merkbar verändert ist. Es ist zu beachten, dass PABA bei der Ratte durch die poly-

morphe Form der AT umgesetzt wird, während beim Menschen die monomorphe AT PABA verstoff-
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wechselt. INH wird entsprechend bei der Ratte mono-, beim Menschen polymorph acetyliert (Details s.

S. 102).

Die Acetylierung von INH durch Proben der Rattenleber ergab ähnliche Ergebnisse (Abb. 9):
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Abb. 9: Lagerungsstabilität der INH-AT der Ratte bei +4 °C

Verlauf der spezifischen Aktivität der INH-AT der Rattenleber während 25-stündiger Lagerung auf Eis.
Die Inkubation erfolgte nach 2; 4,5; 6,3; 8 und nach 25 Stunden. Die Angabe der Lagerungsdauer bezieht
sich auf den Zeitraum vom Töten der Ratte bis zur Inkubation. Das Inkubationsgemisch enthielt 0,15 mg
zytosolisches Protein, die Inkubationszeit betrug 30 Minuten. Die angegebenen Werte stellen den MW ±
Standardabweichung von Triplikaten dar.

Die spezifische Aktivität nimmt innerhalb der untersuchten 25 Stunden insgesamt weniger ab, als dies bei

der PABA-AT der Fall ist. Eine Lagerungsdauer bis zu ca. 12 Stunden ist allenfalls mit geringen Aktivi-

tätsverlusten behaftet.

4.2.1.2 Stabilität von Acetyltransferasen der Ratte bei Tiefkühlung

Ein Einfrieren der Proben bei -80 °C bzw. -180 °C ist mit markanten Aktivitätsverlusten der PABA-AT

verbunden, wie dies aus den folgenden beiden Abb. deutlich wird:
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Abb. 10 u. Abb. 11: PABA-AT nach Lagerung unter -80 °C und -180 °C

Spezifische Aktivität der PABA-AT nach Tiefkühlung über mehrere Tage. Als Proteinquelle dienten Pro-
ben einer Rattenleber. Zum Vergleich ist die Enzymaktivität nach 2 Stunden Lagerung auf Eis dargestellt
(MW ± Standardabweichung, n=3). ;

Nach dem Einfrieren bei -80 °C kommt es zu Aktivitätsabnahmen um bis zu 50% (bezogen auf den 2-

Stunden-Wert). Ein plötzliches Einfrieren bei -180 °C führt zu Ergebnissen, die sich nicht grundsätzlich

davon unterscheiden. Tendenziell könnte die Lagerung bei -80 °C jedoch marginal schonender zu sein.

Entscheidend für den Verlust der Aktivität scheint der Einfriervorgang an sich zu sein, denn mit der Dau-

er der Lagerung über 8 Tage ergeben sich keine entscheidenden weiteren Veränderungen mehr. Dies ist

unter Lagerungsbedingungen von -80 °C als auch unter -180 °C gleichermaßen der Fall.

INH-AT aus der Rattenleber verlieren bei einer Lagerung unter sehr niedrigen Temperaturen offensicht-

lich nur geringfügig an Aktivität. In den folgenden beiden Abb. sind die Enzymaktivitäten der INH-AT

nach Einfrieren bei -80 °C und -180 °C dargestellt:
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Abb. 12 u. Abb. 13: INH-AT nach Lagerung unter -80 °C und -180 °C

Spezifische Aktivität der INH-AT der Rattenleber nach Tiefkühlung für mehrere Tage. Als Proteinquelle
dienten Proben einer Rattenleber. Zum Vergleich ist die Enzymaktivität nach 2 Stunden Lagerung auf Eis
dargestellt (MW ± Standardabweichung, n=3).,

Auch hier ist eine Verringerung der spezifischen Aktivität zu verzeichnen, die jedoch nicht über übliche

Schwankungsbreiten hinausgeht.

Die Tendenz, die sich bereits bei der Untersuchung der PABA-AT angedeutet hat, dass eine Lagerung

unter -80 °C geringfügig schonender sein könnte als unter -180 °C, zeigt sich auch bei der INH-AT.

4.2.2 Einfluß eingesetzter Proteinmengen

Zur Klärung von Fragen der Standardisierung und Sensitivitätsoptimierung sollte geprüft werden, über

welchen Konzentrationsbereich eine lineare Beziehung zwischen der eingesetzten Proteinmenge und der

Produktausbeute besteht.

Erste sondierende Versuche erfolgten an Rattenlebercytosol, das bereits über längere Zeit bei -80 °C

gelagert worden war. Abb. 14 zeigt die Ergebnisse.
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Abb. 14: Abhängigkeit der Bildung von Ac-PABA von der Proteinkonzentration

Pro Inkubationsansatz wurden die folgenden Proteinmengen eingesetzt: 0,046 mg; 0,09 mg; 0,18 mg;
0,46 mg; 1,01 mg; und 2,02 mg. Dargestellt ist die Endkonzentration im Inkubationsansatz. Die Inkuba-
tionszeit betrug 15 Minuten. Als Proteinquelle diente Rattenlebercytosol. Die Werte sind als MW ± Ab-
weichung von Doppelbestimmungen aufgetragen. Aus den Daten des linearen Bereich (bis 2 mg/ml) wur-
de die Regressionsgerade bestimmt, die mit gestrichelter Linie dargestellt ist. Der ideale Kurvenverlauf ist
mit gepunktet

Bis zu einer Konzentration von etwa 2 mg Protein pro ml Inkubationsansatz besteht ein nahezu linearer

Zusammenhang mit der Produktbildung. Bei höheren Proteinmengen strebt diese einer Sättigung zu.

An kurz vorher entnommenen menschlichem Lebergewebe wurden die Ergebnisse der Versuche an der

Rattenleber überprüft. Auch hier war eine fast lineare Abhängigkeit bis zu einer Proteinkonzentration

von ca. 1,5 mg/ml festzustellen (Abb. 15). Da die menschliche PABA-AT eine hohe spezifische Aktivi-

tät aufweist, genügt bereits der Einsatz geringer Proteinmengen zu einer mit ausreichender Sensitivität

erfolgenden Aktivitätsbestimmung.

Stichprobenartig wurde an menschlichem Nierengewebe untersucht, ob die in Lebergewebe gefundene

Beziehung zwischen Produktbildung und Proteinkonzentration auch in nichthepatischem Gewebe be-

steht. Ein grundsätzlicher Unterschied scheint nicht zu bestehen (Abb. 16).
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Abb. 15: Abhängigkeit der Bildung von Ac-PABA von der Proteinkonzentration

Es wurden 0 mg, 0,1 mg, 0,2 mg, 0,5 mg, 0,75 mg, 1,0 mg, 1,5 mg und 2,0 mg Protein eingesetzt. Darge-
stellt ist die Endkonzentration im Inkubationsansatz. Als Proteinquelle diente frisch entnommenes mensch-
liches Lebergewebe (Probe Nr. 4516 LE02). Die Inkubationszeit betrug 10 Minuten. Die Werte sind als
MW ± Abweichung von Doppelbestimmungen aufgetragen.
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Abb. 16: Bildung von Ac-PABA bei zwei unterschiedlichen Proteinkonzentration

Die Acetylierung von PABA erfolgte mit einer Inkubation von 0,4 und 0,8 mg Protein pro ml Ansatzvolu-
men. Das Protein entstammte einer kurz zuvor operierten menschlichen Niere (Probe Nr. 4328 NI01). Die
Inkubationszeit betrug 10 Minuten. Die Werte sind als MW ± Abweichung (n=2) aufgetragen.
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Parallel zur Untersuchung der Proteinmengenabhängigkeit bei der Acetylierung von PABA wurde der

Zusammenhang auch mit INH als Substrat untersucht. Bei Verwendung von Rattenlebercytosol wurden

folgende Ergebnisse gefunden (Abb. 17).
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Abb. 17: Bildung von Ac-INH in Abhängigkeit von der Proteinkonzentration

Es wurden pro Inkubationsansatz 0,046 mg, 0,09 mg, 0,18 mg, 0,46 mg, 1,01 mg und 2,02 mg Protein ein-
gesetzt. Als Proteinquelle diente Rattenlebercytosol. Aufgetragen ist die Endkonzentration des Proteins im
Reaktionsgefäß. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten. Die Meßwerte sind als MW ± Abweichung von
Doppelbestimmungen dargestellt. Für den linearen Bereich (bis 2 mg/ml) wurde die Regressionsgerade er-
rechnet, die mit gestrichelter Linie eingezeichnet ist.

Es fällt auf, dass der Kurvenverlauf dem der Acetylierung von PABA sehr stark ähnlich ist. Dies um so

mehr, als die Abweichung vom linearen Bereich bei Proteinkonzentration gleicher Größenordnung zu

erkennen ist.

Auch hier wurden die an Rattenleber erhobenen Ergebnisse an menschlichen Gewebeproben überprüft.

Bei Verwendung einer Cytosolpräparation aus menschlicher Leber wurde ein linearer Zusammenhang

beobachtet, der über den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich, d.h. bis zu ca. 4 mg Protein

pro ml Inkubationsansatz bestehen blieb. Details sind Abb. 18 zu entnehmen.

Im Anbetracht dieser Befunde wurde zur Sensitivitätssteigerung des Assays bei der Untersuchung

verschiedener menschlicher Gewebe die maximal mögliche Proteinkonzentration bis zu einer Obergren-

ze von 4 mg/ml eingesetzt.

Stichprobenartig wurde auch hier ein nichthepatisches Gewebe in die Untersuchung einbezogen. Aus

Literaturangaben war bekannt, dass im menschlichen Darm INH-AT Aktivitäten nachweisbar sind (z.B.
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Ilett et al. 1994, S. 915), so dass die Versuche mit einer Kolonprobe durchgeführt wurden. Abb. 19

zeigt die Ergebnisse der Untersuchung.
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Abb. 18: Bildung von Ac-INH in Abhängigkeit von der Proteinkonzentration

Verwendet wurden 0 mg, 0,1 mg, 0,2 mg, 0,5 mg, 0,75 mg, 1,0 mg, 1,5 mg und 2,0 mg Protein pro Ansatz
aus menschlichem Lebergewebe (Probe Nr. 4516 LE02). Aufgetragen ist die Endkonzentration des Pro-
teins im Inkubationsansatz. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten. Die Werte sind als MW ± Abweichung
von Doppelbestimmungen dargestellt.
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Abb. 19: Bildung von Ac-INH bei zwei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen

Es wurden 0,74 mg bzw. 1,48 mg Protein pro Ansatz eingesetzt. Dargestellt ist die Endkonzentration.
Verwendet wurde die Cytosolpräparation einer kurz zuvor operativ entnommenen menschlichen Dick-
darmprobe (Probe Nr. 4A11 CO05). Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten. Die Werte sind als MW ±
Abweichung (n=2) dargestellt.
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4.2.3 Einfluß der Inkubationszeit

Weitere Vorversuche an Rattenleber und menschlichen Geweben dienten der Abklärung von ausrei-

chender und maximaler Inkubationszeit.

Es wurde untersucht, bis zu welchen Inkubationszeiten eine Produktbildung linear zur Inkubationszeit

verläuft. Die Ergebnisse der Untersuchung dieses Zusammenhangs für die PABA-AT in menschlichem

Nierengewebe sind in Abb. 20 dargestellt. In Anbetracht dieser Daten erschien es nicht sinnvoll, Inku-

bationszeiten von mehr als 10 Minuten zu wählen.

Aufgrund der hohen Acetylierungsrate ergibt sich auch unter Aspekten einer Sensitivitätsoptimierung

kein Bedarf für eine lange Inkubationsdauer, da die Produktmengen bereits nach einer Inkubationsdauer

von 5 Minuten mit 0,2 mg Protein deutlich über der Nachweisgrenze von ca. 10 pmol liegen.
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Abb. 20: Acetylierung von PABA in Abhängigkeit von der Inkubationszeit

Es wurden 0,2 mg Protein einer frisch entnommenen menschlichen Nierenprobe (Probe Nr. 4328 NI01)
für 0, 5, 10 und 20 Minuten inkubiert. Die dargestellten Meßwerte stellen MW ± Abweichung von Dop-
pelbestimmungen dar.

Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Inkubationszeit und Acetylierung von INH war die

Verbesserung der Nachweismöglichkeiten über ein Erzeugen hoher Produktmengen ein wesentlicher

Teil der Fragestellung.

In den ersten Vorversuchen wurde mit gefrorenem Rattenlebercytosol gearbeitet. Um der nach dem

Einfrieren mutmaßlich geringeren spezifischen Aktivität der AT Rechnung zu tragen, wurde eine größere
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Proteinmenge eingesetzt, um dennoch ein deutlich meßbares Signal zu erhalten. Wie aus Abb. 21 er-

sichtlich ist, folgt die Reaktion der INH-AT einer Sättigungskinetik.
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Abb. 21: Acetylierung von INH in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer

Inkubiert wurden 1,0 mg Rattenlebercytosol für 0; 15; 30; 45; 60 und 90 Minuten. Die dunklen Kreise
stellen MW ± Abweichung von Doppelbestimmungen dar, die hellen Kreise Einzelwerte. Der obere der
beiden Einzelwerte wurde als Ausreißer gewertet.

Die an der Rattenleber erhobenen Daten wurden an frisch entnommenen menschlichem Lebergewebe

überprüft. Abb. 22 stellt die Ergebnisse dar.

Der Verlauf der Zeit-Produkt-Kurve strebt auch hier einer Sättigung zu. Der stärkste Anstieg der Kurve

beschränkt sich auf die ersten ca. 20 Minuten. Anbetracht der eingangs erwähnten Optimierungsbestre-

bungen wurde der Verlust an spezifischer Aktivität bei längeren Inkubationszeiten in Kauf genommen.

Für die weiteren Versuche wurde eine Inkubationsdauer von 60 Minuten gewählt.

Stichprobenartig wurde überprüft, ob menschliche Gewebe nichthepatischen Ursprungs der Lebercha-

rakteristik gleichen. Hierzu wurde aufgrund der inzwischen vorbekannten Aktivität von INH-AT im

Darm Kolongewebe (Gewebeprobe Nr. 4A11 CO05) als Modell gewählt. Die Ergebnisse sind in

Abb. 23 dargestellt.
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Abb. 22: Acetylierung von INH in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer

Es wurden jeweils 0,2 mg Cytosol einer frisch entnommenen humanen Leberprobe (Probe Nr. 4516 LE02)
für 0, 10, 20, 30, 45, 60 und 90 Minuten inkubiert. Die Werte sind als MW ± Abweichung von Doppelbe-
stimmungen dargestellt.

Inkubationszeit [Min.]
0 30 60

A
c-

IN
H

 [p
m

ol
  /

 µ
l]

0

10

20

30

Abb. 23: Bildung von Ac-INH bei zwei verschiedenen Inkubationszeiten

Bildung von acetyliertem INH nach Inkubation mit 0,74 mg Protein für 30 bzw. 60 Minuten. Das Protein
stammt aus menschlichem Dickdarm (Probe Nr. 4A11 CO05), der wenige Stunden zuvor entnommen
wurde. Die Werte stellen MW von Doppelbestimmungen dar. Die maximalen Abweichungen lagen unter
1% (nicht dargestellt).

Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, weicht der 60-Minuten-Wert leicht von der Linearität ab. Der

Fehler entspricht in der Größenordnung dem der vorangegangenen Untersuchung.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass ein linearer Zusammenhang zwischen Inkubationszeit

und Produktbildung für kurze Inkubationszeiten gegeben ist, wobei deutliche Unterschiede zwischen den

Substraten bestehen. Weiterhin ist festzustellen, dass sich keine grundsätzlichen Unterschiede zwischen

den an Rattenleber und an menschlichen Geweben erhobenen Daten feststellen lassen. Ein Vergleich,

der quantitative Aspekte mit einbezieht, kann aufgrund der vorausgehenden Lagerung des Rattenle-

bercytosols bei -80 °C nicht mehr angestellt werden. Wesentliche Unterschiede zwischen menschlichen

Geweben hepatischen und nichthepatischen Ursprungs bestehen nicht.

4.2.4 Acetyltransferase-Aktivitäten bei unterschiedlichen Cytosolpräparationen

Die häufig verwendeten Verfahren der Cytosolpräparationen nach dem S100-Protokoll unterscheiden

sich von dem hier angewandten S10-Aufschlußverfahren in Dauer und Stärke des Zentrifugationsschritts

(z.B. Ilett et al. 1994, S. 915). Um einen Vergleich mit in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnissen zu er-

möglichen, wurden die beiden Aufschlußverfahren verglichen (Abb. 24).
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Abb. 24: Vergleich der PABA-AT und INH-AT bei S10- und S100-Cytosol

Bei der S10-Methode wurde das Gewebehomogenat 15 Minuten bei 10.000 x g zentrifugiert, bei S100 zu-
sätzlich weitere 60 Minuten bei 100.000 x g. Es wurden 0,2 mg (PABA-AT) bzw. 1,48 mg (INH-AT,
S10) und 1,22 mg (INH-AT, S100) Protein einer Kolonprobe (Probe Nr. 4A11 CO05) eingesetzt. Die In-
kubationszeit betrug 10 Minuten für PABA-AT und 60 Minuten für INH-AT. Die Meßwerte stellen den
MW ± Abweichung von Doppelbestimmungen dar.
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Die beiden AT weisen ein leicht divergentes Verhalten auf. Während sich für die INH-AT bei Verwen-

dung der S100-Methode eine um 8,6% höhere Aktivität ergibt, beträgt der Unterschied bei der PABA-

AT 36,5%.

4.3 Lagerungsstabilität der acetylierten Markersubstrate

Es wurde geprüft, wie lange die Proben nach Abschluß der Inkubation mit den darauffolgenden Neutra-

lisierungs- und Anreicherungsschritten aufbewahrt werden können. Grund dafür war die Möglichkeit,

dass oxidative, degradative oder nicht-enzymatische synthetisierende Prozesse in den Proben die später

erfolgende HPLC-Analyse kompromittieren könnten. Erfahrungen hierzu liegen bislang nicht vor.

Bei Ac-PABA hatten Aufbewahrungszeiten bis zu 10 Wochen keine qualitativen Auswirkungen auf das

Chromatogramm, die eine exakte Auswertung beeinträchtigt hätten. Die Menge des nachzuweisenden

Produktes war ebenso hoch, wie bei sofortiger Messung der Probe (Daten nicht gezeigt).

Auch bei Ac-INH ergaben sich keine Veränderungen der Proben bis zu einer Aufbewahrungszeit bei

Raumtemperatur von etwa 40 Tagen. Bei mehr als 50 Tagen Aufbewahrungszeit war in allen Proben,

einschließlich der Negativkontrollen ein zusätzlicher Peak zu erkennen, der nach Retentionszeit RT  und

Peakform als Ac-INH-Peak zu identifizieren war (Abb. 25).

Eine Abhängigkeit dieses Phänomens von der Art des Gewebes oder der Menge eingesetzten Proteins

konnte nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Jedoch war ein Trend zur Zunahme des Ac-INH-

Peaks bei längerer Aufbewahrungsdauer erkennbar. Dieser war besonders deutlich an den jeweils mit-

geführten Negativkontrollen sichtbar.

Der Problematik wurde mit dem Bestreben begegnet, HPLC-Analysen möglichst nach kurzer Aufbe-

wahrungszeit durchzuführen. Gegebenenfalls wurden in Negativkontrollen gefundene Werte von den

Werten der Gewebeproben subtrahiert.



Abb. 25: Chromatogramme von Ac-INH bei Lagerung von Proben für 98 und 137 Tage

Das Chromatogramm stammt aus der Analyse einer Negativkontrolle (ohne Protein). Die Pfeile kenn-
zeichnen Injektionszeitpunkt (unterer Pfeil) bzw. die Ac-INH Peaks (oberer Pfeil). Die Probe wurde bei
Zimmertemperatur gelagert. Die Flächenmehrung nach 137 Tagen ist deutlich zu erkennen. Bis zu 40 Ta-
gen Lagerungsdauer war kein Peak mit entsprechender RT  nachweisbar. Details s. Kap. Methoden.

4.4 Acetyltransferase-Aktivitäten in menschlichen Geweben

4.4.1 Haut

Die Ergebnisse der Untersuchung menschlicher Hautproben auf ihre spezifische Aktivität sind der fol-

genden Abb. 26 zu entnehmen.

Die spezifischen Aktivitäten lagen bei Probe 4411 HA01 um das 4,7-fache, bei Probe 4711 HA07 um

das 3,2-fache, und bei allen anderen Proben mindestens um den Faktor 22 über der jeweiligen Nach-

weisgrenze.

Eine Beeinflussung der PABA-AT konnte durch keinen der per Fragebogen erfaßten demographischen

oder klinischen Parameter oder durch die Lagerungsbedingungen statistisch wahrscheinlich gemacht

werden. Auffallend war jedoch, dass die beiden höchsten Aktivitäten bei Patienten zu finden waren, die

aus Ungarn (4411 HA02) und der Tschechei (4411 HA03) stammten.
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Eine Aktivität der INH-AT konnte bei keiner der Hautproben nachgewiesen werden. Die Chromato-

gramme der Hautproben unterschieden sich nicht von denen der Negativkontrollen. In Tab. 27 sind die

Nachweisgrenzen der einzelnen Proben zusammengestellt.
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Abb. 26: PABA-AT-Enzymaktivitäten von Hautproben

Dargestellt ist der MW von dreifachen (Proben HA01 - HA04) bzw. zweifachen Ansätzen (HA05 -
 HA08) mit Standardabweichung bzw. Abweichung vom MW.
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Tab. 27: Nachweisgrenzen der INH-AT in der Haut

Gewebeprobe
Probe

spezifische Aktivität
pmol/mg/min

4411 HA01 < 110
4411 HA02 < 110
4411 HA03 < 110
4418 HA04 < 25
4627 HA05 < 115
4711 HA06 < 20
4711 HA07 < 175
4718 HA08 < 55

Die Inkubationszeit betrug bei den ersten 4 Proben 30, ansonsten 60 Mi-
nuten. Bis auf Probe 4711 HA07 (n = 1) erfolgten Doppelbestimmungen

4.4.2 Niere und Harnleiter

Da Gewebeproben aus Niere und Harnleiter jeweils vom gleichen Patienten stammten, werden sie hier

im Folgenden gemeinsam dargestellt.

PABA-AT war in allen Proben beider Gewebe mit hoher spezifischer Aktivität nachweisbar (Abb. 27).

Die Nachweisgrenzen lagen bei spezifischen Aktivitäten von 30-55 pmol/mg/min. Bis auf die Probe

4B14 HL05 (1,5-fach über Nachweisgrenze) lagen alle nachgewiesenen Aktivitäten deutlich über der

Nachweisgrenze.

Bei den Harnleiter- und Nierenproben zeigte sich bei der Korrelationsanalyse ein Zusammenhang der

Aktivität der PABA-AT mit der Lagerungsdauer bei Raumtemperatur sowie mit dem Lebensalter (für

beide: rs = 0,9; p = 0,037; n = 5). Nur für die Harnleiterproben ergab sich darüber hinaus eine inverse

Korrelation mit dem Proteingehalt im Serum (rs = - 1,0; p < 0,001; n = 4). Es war ein Trend zur Kor-

relation der PABA-AT in Nieren- und Harnleiterproben des gleichen Patienten erkennbar, der jedoch

eine Signifikanz nicht erreichte (r = 0,8; p = 0,104).
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Abb. 27: PABA-AT-Enzymaktivitäten von Nieren- und Harnleiterproben

Nieren- (XX = NI) und Harnleiterproben (XX = HL) stammen vom gleichen Patienten. Dargestellt ist der
MW mit Standardabweichung (n = 3, Proben 4425 NI02, 4A26 XX04 und 4B14 XX05) bzw. Abweichung
vom MW (n = 2, Proben 4328 XX01, 4425 HL02 und 4627 XX03).

Die Nierenprobe Nr. 4425 NI02 wies die höchste spezifische Aktivität auf. Sie stammte von einem Pa-

tienten, der an Diabetes mellitus erkrankt war. Während der Operation befanden sich die Blutzucker-

werte im klinischen Normbereich. Nierenprobe Nr. 4627 NI03 wies eine hohe, Harnleiterprobe Nr.

4627 HL03 sogar die höchste spezifische Aktivität unter den Harnleiterproben auf: beide entstammten

einem Patienten, der unter einer langfristigen Therapie mit Ranitidin 300 mg/die stand. Die Patienten der

Proben 4A26 XX04 und 4B14 XX05 standen unter Langzeittherapie mit täglich 100 mg Acetylsalicyl-

säure. Gerade bei letzterem Patienten sind die niedrigen Aktivitäten sowohl in Niere als auch im Harn-

leiter auffällig, während bei Probe 4A26 HL04 nur im Harnleiter, nicht jedoch in der Niere ein niedrige

Aktivität der PABA-AT nachweisbar ist.
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Tab. 28: Nachweisgrenzen der INH-AT in Niere und Harnleiter

Nierenprobe
Code

spezifische Aktivität
pmol/mg/min

Harnleiterprobe
Code

spezifische Aktivität
pmol/mg/min

4328 NI01 < 20 4328 HL01 < 20
4425 NI02 < 5 4425 HL02 < 10
4627 NI03 < 5 4627 HL03 < 20
4A26 NI04 < 10 4A26 HL04 < 20
4B14 NI05 < 10 4B14 HL05 < 20

Die Nieren- und Harnleiterproben 4328 NI01, 4328 HL01, 4425 NI02, 4425 HL02, 4627 NI03 und 4627
HL03 wurden zweifach bestimmt, die restlichen Proben als Triplikate. Inkubiert wurde für 60 Minuten mit
0,4-2 mg Protein.

Die INH-AT lag in allen Nieren- und Harnleiterproben unter der Nachweisgrenze (Tab. 28). In den

Gewebeproben menschlicher Nieren konnte jedoch regelmäßig ein minimaler, nicht mehr quantifizier-

barer Ac-INH Peak gefunden werden als Hinweis auf eine unter der Nachweisbarkeit liegende Aktivi-

tät, möglicherweise der INH-AT. Dieser Peak fehlte in den Negativkontrollen. In den Harnleiterproben

konnte dieses Phänomen gelegentlich ebenfalls beobachtet werden.

4.4.3 Harnblase

In allen untersuchten Harnblasenproben konnte die PABA-AT mit einer hohen spezifischen Aktivität

nachgewiesen werden. Untersucht wurde freipräparierte Schleimhaut (Abb. 28). Die Nachweisgrenze

lag bei spezifischen Aktivitäten von ca. 30 - 55 pmol/mg/min. Alle Aktivitäten liegen somit mindestens

zehnfach über der Nachweisgrenze.

Bei der Korrelationsanalyse zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der PABA-AT und der Lage-

rungsdauer bei +4 °C (rs = 1,0, p < 0,001). Bei einer Zusammenfassung der Daten von Harnleiter und

Blase wurde dieser Zusammenhang schwächer und nichtsignifikant (rs = 0,7; p = 0,053; n = 9). Die

durchschnittliche Lagerungsdauer bei +4 °C betrug 380 Minuten für die Blasenproben und 360 Minuten

für die Harnleiterproben. Auch bei gemeinsamer Betrachtung der Daten von Blase und Harnleiter blieb

die für den Harnleiter gefundene Beziehung mit dem Lebensalter bestehen (rs = 0,7; p = 0,028; n = 9).

Die beiden Blasenproben, die von Patienten stammten, die an Diabetes mellitus litten, hatten höhere

durchschnittliche Aktivitäten als die beiden weiteren Proben (1,7 vs. 0,9 nmol/mg/min).
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Die Untersuchung der Blasenmukosa auf INH-AT Aktivitäten führte zu Ergebnissen, die den bei Niere

und Harnleiter gefundenen entsprachen. Ein kleiner Peak war häufig erkennbar, ohne dass dieser so

deutlich über dem Leerwert lag, dass es möglich gewesen wäre, ihn zu quantifizieren.

Die Nachweisgrenze lag bei allen Proben bei ca. 20 pmol/mg/min. Die Blasenproben Nr.

4418 BL01 und 4B17 BL04 wurden als Triplikat, die übrigen als Duplikat bestimmt. Inkubiert wurde

für 60 Minuten (4418 BL01: 30 Minuten) mit Proteinmengen von 0,8 bis 1,4 mg pro Inkubationsansatz.
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Abb. 28: PABA-AT-Enzymaktivitäten von Blasenproben

Die Werte wurden als Triplikate bestimmt. Dargestellt ist jeweils der MW ± Standardabweichung. Bei
Probe 4718 BL02 ist der MW einer Doppelbestimmung ± Abweichung aufgetragen.

4.4.4 Prostata

Bei den zwei stichprobenartig untersuchten Prostataproben konnten Aktivitäten der PABA-AT, jedoch

keine der INH-AT nachgewiesen werden (Tab. 29). Aufgrund von Problemen beim Aufschluß der

stark bindegewebig durchsetzten Proben wurde eine weitere Untersuchung von Prostatae als von im

Gesamtzusammenhang untergeordneter Bedeutung wieder fallengelassen.
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Tab. 29: Spezifische Aktivitäten von PABA-AT und INH-AT in Prostataproben

Prostataprobe
Code

PABA-AT
nmol/mg/min

INH-AT
pmol/mg/min

4408 PR01 3,6 ± 0,0 < 20
4408 PR02 1,9 ± 0,0 < 30

Die Aktivitäten der PABA-AT lagen deutlich über den Nachweisgrenzen von ca. 30 pmol/mg/min, INH-
AT Aktivität waren nicht nachweisbar. Zur Bestimmung der PABA-AT wurde für 10 Minuten mit 0,2 mg
cytosolischem Protein inkubiert und bei INH-AT mit 0,8 mg (4408 PR01) bzw. 0,6 mg Protein
(4408 PR02) für 30 Minuten. Dargestellt sind MW von Duplikaten ± Abweichung bzw. MW ± Standar-
dabweichung (4408 PR01; n=3).

4.4.5 Dünndarm, Kolon und Rektum

Die höchsten Werte, die im Verlauf dieser Studie jemals für PABA-AT gemessen werden konnten,

stammen aus den Proben aus dem Darm. Die Aktivitäten sind in Abb. 29 dargestellt.

Die ungewöhnlich niedrige Aktivität der Probe 4425 CO02 gab Anlaß zur Vermutung, dass hier

nicht mehr vitales Gewebe vorliegen könnte. Für die weitere Auswertung wurde diese Probe daher un-

berücksichtigt gelassen. Die Aktivität in der Darmschleimhaut ist interindividuell sehr variabel (Schwan-

kungsbreite zwischen 3,8 und 14,8 nmol/mg/min); insgesamt jedoch immer und auf hohem Niveau ex-

primiert. Alle Aktivitäten lagen um mindestens eine Größenordnung über der Nachweisgrenze. Eine di-

rekte Abhängigkeit zwischen dem anatomischen Darmabschnitt und der spezifischen Aktivität scheint,

soweit aufgrund der geringen Fallzahlen beurteilbar, nicht zu bestehen, denn die Aktivität der PABA-AT

in Kolonproben unterschied sich nicht signifikant von der in den Rektumproben (p = 0,56). Die Korre-

lationsanalyse ergab einen Hinweis auf eine mögliche statistische Abhängigkeit der PABA-AT vom

Proteingehalt im Serum (rs = - 0,7; p = 0,05; n = 8). Bei Patienten, die an Diabetes mellitus erkrankt

waren, war ein Trend zu höheren spezifische Aktivitäten erkennbar (9,7 vs. 7,8 nmol/mg/min), ohne

dass dies statistisch signifikant geworden wäre (p = 0,88).

In den Proben aus Dünndarm, Dickdarm und Mastdarm, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wur-

den, konnte in jedem Fall auch Aktivität der INH-AT nachgewiesen werden. Die spezifischen Aktivitä-

ten schwankten interindividuell stark (Abb. 30). Die Nachweisgrenze lag bei ca. 5 - 10 pmol/mg/min.
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Abb. 29: PABA-AT-Enzymaktivitäten in Proben aus Dünn-, Dick- und Mastdarm

Dargestellt ist der MW (n = 3) ± Standardabweichung bzw. Abweichung vom MW (n = 2, Proben
4425 CO02, 4711 CO03, 4715 RE03 und 4715 RE04).

Die untersuchten Kolonproben - auch hier wurde die Probe 4425 CO02 aus den vorstehend erwähnten

Überlegungen in sämtliche Berechnungen nicht mit einbezogen - zeigten eine erhebliche Varianz ihrer

spezifischen Aktivitäten (313 ± 126 pmol/mg/min, Spannbreite: 169 - 515 pmol/mg/min). Die INH-AT

der Rektumproben wies eine geringere Schwankungsbreite bei einer niedrigeren durchschnittlichen Ak-

tivität auf (94 ± 35 pmol/mg/min, Spannbreite: 58 - 140 pmol/mg/min). Die Aktivität der INH-AT im

Kolon unterschied sich signifikant von der im Rektum gefundenen (p = 0,02), jedoch fanden sich unter

den Proben aus dem Kolon drei schnelle Acetylierer, während alle vier Proben des Rektums von lang-

samen Acetylierern stammten (Kiefer et al., persönliche Mitteilung).
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Abb. 30: INH-AT Enzymaktivitäten in Proben aus Dünn-, Dick- und Mastdarm

Die Werte sind als MW ± Abweichung einer Doppelbestimmung bzw. MW ± Standardabweichung (n = 3,
Proben 4516 DU01, 4421 CO01, 4A11 CO05 und 4421 RE01) dargestellt. Die Inkubationszeit betrug
60 Minuten, die eingesetzte Proteinmenge 0,8-2,0 mg / Ansatz.

Die Aktivität der Dünndarmprobe liegt in der Größenordnung derer der Kolonproben. Bei der weiteren

statistischen Analyse ergab eine schwache Korrelation der INH-AT mit dem Lebensalter (rs = 0,7;

p = 0,04, n = 9). Bei Patienten, die an Diabetes mellitus erkrankt waren, konnten im Schnitt höhere

spezifische Aktivitäten nachgewiesen werden (288 vs. 161 pmol/mg/min), ohne dass dies statistisch si-

gnifikant geworden wäre (p = 0,30).

Ein Vergleich der Aktivitäten von PABA-AT mit INH-AT der einzelnen Darmproben ließ keine Kor-

relation erkennen (rs = -0,5; p = 0,19; n = 9, Abb. 31).
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Abb. 31: Vergleich von INH-AT mit PABA-AT in Darmproben

Jeder Meßpunkt repräsentiert eine Gewebeprobe. Die Daten wurden aus den beiden vorherigen Abbil-
dungen übernommen. Der Korrelationskoeffizient rs beträgt -0,5 (p = 0,19).

4.4.6 Pankreas

Bei der Untersuchung von zwei Gewebeproben aus menschlicher Bauchspeicheldrüse war in beiden

Proben PABA-AT nachweisbar. INH-AT-Aktivitäten wurden nicht gefunden (Tab. 30).

Tab. 30: Spezifische Aktivitäten von PABA-AT und INH-AT in Pankreasproben

Pankreasprobe
Code

PABA-AT
nmol/mg/min

INH-AT
pmol/mg/min

4516 PA01 0,9 ± 0,4 < 10
4928 PA02 0,5 ± 0,1 < 15

Die Aktivitäten der PABA-AT lagen deutlich über den Nachweisgrenzen von ca. 60 pmol/mg/min, INH-
AT Aktivität waren nicht nachweisbar. Zur Bestimmung der PABA-AT wurde für 10 Minuten mit 0,2 mg
cytosolischem Protein inkubiert und bei INH-AT mit 0,75 mg bzw. 0,83 mg Protein für 60 Minuten. Dar-
gestellt sind MW von 3 Ansätzen ± Standardabweichung.
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4.4.7 Leber

In zwei untersuchten Leberproben fanden sich jeweils deutliche Aktivitäten von PABA-AT und INH-

AT (Tab. 31).

Tab. 31: Spezifische Aktivitäten von PABA-AT und INH-AT in Leberproben

Leberprobe
Code

PABA-AT
nmol/mg/min

INH-AT
pmol/mg/min

4425 LE01 2,8 ± 0,5 90 ± 11
4516 LE02 2,2 ± 0,2 190 ± 2

Die Aktivitäten lagen um den Faktor 2 - 86 über den Nachweisgrenzen. Die Inkubationsbedingungen für
PABA-AT waren 10 Minuten mit 0,2 mg cytosolischem Protein und für INH-AT 2,0 mg für 60 Minuten
(4425 LE01) bzw. und 0,2 mg Protein für 30 Minuten (4516 LE02). Dargestellt sind MW von Duplikaten ±
Abweichung bzw. MW ± Standardabweichung (PABA-AT von 4425 LE01, n=3).

4.4.8 Lunge

Es konnte in allen 7 Lungenproben sowohl PABA-AT- als auch INH-AT Aktivität gefunden werden.

Die Höhe der PABA-AT-Aktivität schwankte bei den 7 untersuchten Proben zwischen 0,4 und

2,3 nmol/mg/min und lag durchschnittlich bei 1,4 ± 0,6 nmol/mg/min. Die Einzelwerte sind Abb. 32 zu

entnehmen.

Ein über mindestens 14 Tage appliziertes inhalatives Glucokortikoid zeigte keine Auswirkung auf die

Aktivität der PABA-AT (Proben Nr. 4A05 LP02 und 4A12 LP04; p = 0,22). Das gleiche gilt für 300

mg Acetylsalicylsäure (4A12 LP04, p = 0,86).

Aktivitäten der INH-AT konnten in 6 der 7 Proben deutlich mit Aktivitäten, die mindestens um den

Faktor 5 über der Nachweisgrenze lagen, nachgewiesen werden. Bei Probe Nr. 4A26 LP05, deren

Aktivität das Doppelte der Nachweisgrenze betrug, konnte INH-AT zumindest grenzwertig nachgewie-

sen werden. Die spezifischen Aktivitäten reichten von 11 bis 88 pmol/mg/min bei einem Mittelwert von

50 ± 22 pmol/mg/min. Die spezifischen Aktivitäten der einzelnen Proben sind in Abb. 33 angegeben.

Bei der statistischen Analyse fand sich kein Hinweis auf Störgrößen, auch nicht im Fall der Probe Nr.

4A12 LP04 mit der Einnahme von Acetylsalicylsäure (p = 0,86).
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Abb. 32: PABA-AT-Enzymaktivitäten in Lungenproben

Die Werte stammen aus Dreifachbestimmungen (MW ± Standardabweichung). Die Nachweisgrenze lag
bei ca. bei 30-55 pmol/mg/min.

 

Proben-Code
492

8 L
P0

1 

4A
05 

LP
02 

4A
07 

LP
03 

4A
12 

LP
04 

4A
26 

LP
05 

4B
04 

LP
06 

4B
07 

LP0
7 

IN
H

-A
T

 [p
m

ol
/m

g/
m

in
]

0

20

40

60

80

100

Abb. 33: INH-AT-Enzymaktivitäten in Lungenproben

Die Werte sind als MW ± Standardabweichung (n = 3) bzw. MW ± Abweichung (n = 2, Proben
4A26 LP05 und 4B07 LP07) dargestellt. Inkubiert wurde mit 1 - 2 mg Protein für 60 Minuten.
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Um einen eventuellen Zusammenhang zwischen der Expression von PABA-AT und INH-AT zu über-

prüfen, wurden die beiden Aktivitäten der jeweiligen Gewebeproben miteinander verglichen (Abb. 34).

Es ergab sich eine Korrelation, die jedoch eine Signifikanz knapp verfehlte (rs = 0,75; p = 0,05; n = 7).

Bei einer abschließenden statistischen Analyse für alle Gewebe gemeinsam konnten über die bisher er-

wähnten Ergebnisse hinaus keine weiteren Korrelationen von Störgrößen oder Variabilitätsfaktoren mit

der spezifischen Aktivität der PABA-AT oder der INH-AT gefunden werden.

r = 0,75, p = 0,05
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Abb. 34: Vergleich von PABA-AT und INH-AT in Lungenproben.

Jeder Meßpunkt repräsentiert eine Gewebeprobe. Die Werte wurden den beiden vorhergehenden Abbil-
dungen entnommen und stellen MW ± Standardabweichung dar. Der Korrelationskoeffizient rs beträgt
0,75.
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5 Diskussion

Bei der Untersuchung verschiedener menschlicher Gewebearten auf AT konnte in allen Geweben

PABA-AT und in hepatischen, intestinalen und pulmonalen Geweben auch INH-AT nachgewiesen

werden. Im folgenden soll nun zuerst endogenen und exogenen Störeinflüssen oder anderen Faktoren

nachgegangen werden, die zur Variabilität der Aktivitäten beitragen können. Weiterhin wird auf die

Rahmenbedingungen des Assays eingegangen und die eigenen Ergebnisse in Bezug zu Daten der Lite-

ratur gesetzt.

5.1 Störeinflüsse und Variabilitätsfaktoren

Unterschiedliche exogene und endogene Faktoren können AT-Aktivitäten beeinflussen. Im folgenden

wird versucht, einen möglichen Einfluß von Störgrößen oder zur Variabilität der AT beitragenden Fak-

toren abzuschätzen.

5.1.1 Blut

Zahlreiche Veröffentlichungen berichten über PABA-AT in menschlichem Vollblut, Erythrozyten und

Leukozyten (Drayer et al. 1974, S. 503; Mandelbaum-Shavit und Blondheim 1981, S. 66ff.; McQueen

und Weber 1980, S. 897; Ward et al. 1992, S. 1100f.). Dagegen sind INH-AT-Aktivitäten in Blutbe-

standteilen nicht oder allenfalls geringgradig nachweisbar und in keinem Fall mit dem Phänotyp korreliert

(Drayer et al. 1974, S. 501; Irshaid et al. 1993, S. 21). Blutplasma besitzt keine AT-Aktivität (Irshaid

et al. 1993, S. 21; Baty et al. 1986, S. 336).

Um den Einfluß des „Fremdgewebes Blut“ bei der Bestimmung der Gewebeaktivitäten gering zu

halten, wurde durch mehrere Waschschritte versucht, die Gewebeprobe weitgehend von Blutbestand-

teilen zu befreien. Weiterhin wurden hämatologische Laborparameter (Erythrozyten- und Leukozyten-

zahlen, Hämatokrit) auf eine Korrelation mit den AT-Aktivitäten analysiert. Aufgrund der Schwan-

kungsbreite der PABA-AT im Blut (vgl. Cribb et al. 1991, S. 1243) ist über die Korrelationsanalyse

allerdings nur ein Hinweis bei Vorliegen massiver Störgrößen zu erwarten.

Aus Daten von CRIBB et al. 1991 (S. 1244) und MANDELBAUM-SHAVIT und BLONDHEIM 1981

(S. 67ff.) konnte eine PABA-AT von ca. 10 - 12 nmol/min/ml Vollblut abgeschätzt werden. Daten an-
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derer Autoren führten jedoch zu fragwürdigen Ergebnissen, wie z.B. ca. 180 nmol/min/ml Vollblut

(Ward et al. 1992, S. 1103).

Da die Größe der Gewebeproben in dieser Studie gewöhnlich unter einem Volumen von 0,5 ml lag und

ein Teil des Blutes mit der Waschlösung verworfen wurde, gingen wir davon aus, dass nur wenige Mi-

kroliter Blut in den Proben verblieben waren. Dies entspräche einem Beitrag von weniger als 0,1

nmol/min/mg, so dass eine signifikante Erhöhung der Gewebeaktivitäten durch PABA-AT aus dem Blut

nicht anzunehmen ist.

Methodische Überlegungen ließen es als möglich erscheinen, dass die im Blut enthaltenen Eiweißanteile

(Gesamtprotein im Serum, Hämoglobin) zu einer Erhöhung des Proteingehaltes des Cytosols führen

könnten mit der Folge der Berechnung einer fälschlich zu niedrigen spezifischen AT-Aktivität. Daher

wurden diese Parameter auf eine Korrelation mit den AT-Aktivitäten untersucht. Eine generelle Tendenz

konnte nicht gefunden werden, obgleich die Harnleiterproben eine grenzwertige Korrelation zeigten.

Auch, wenn diese Gewebeproben aufgrund der geringen Probengröße und des geringen Proteingehalts

des Cytosols als besonders störanfällig angesehen werden müssen, ist der Zusammenhang doch eher als

Zufallsbefund zu werten.

5.1.2 Geschlecht

Das Geschlecht trug den eigenen Daten zufolge nicht zur Variabilität von PABA-AT oder INH-AT bei.

Ein sogearteter Beitrag des Geschlechts zur Variabilität der AT-Aktivitäten wurde unseres Wissens bis-

lang beim Menschen nicht gezielt untersucht. Allerdings erscheinen schnelle und langsame Acetylierer

zwischen beiden Geschlechtern gleich verteilt (Cartwright et al. 1982, S. 843; Philip et al. 1987,

S. 710; Korrapati et al. 1997, S. 83ff.). Aus Daten anderer Autoren lassen sich dem widersprechende

Hinweise weder für PABA-AT (Pacifici et al. 1986, S. 289; Weber und Vatsis 1993, S. 209) noch für

INH-AT (Ilett et al. 1994, S. 915) in menschlichen Geweben ableiten.

In Versuchen mit Mäusen jedoch wurde ein Zusammenhang der PABA-AT mit dem Geschlecht und

dem Alter nachgewiesen. Die endogene Testosteronproduktion männlicher Mäuse scheint PABA-AT in

den Nieren, nicht jedoch in der Leber zu induzieren (Smolen et al. 1993, S. 855f.). Eigene Daten und

die Datenlage der Literatur legen nahe, dass es sich um ein nicht auf den Menschen übertragbares Phä-

nomen handelt.
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5.1.3 Alter

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Ausnahme der Nieren- und Harnleiterproben (PABA-AT) und

der Darmproben (INH-AT) keine Beziehung zwischen AT-Aktivitäten mit dem Patientenalter festge-

stellt werden. Eine Abhängigkeit der PABA-AT vom Alter wurde auch in der Literatur nicht gefunden

(Pacifici et al. 1986, S. 286ff.; Pacifici et al. 1988, S. 852). In Diskussion ist jedoch die Tatsache, dass

mit zunehmendem Alter auch der Anteil langsamer Acetylierer in der Bevölkerung anzusteigen scheint.

Es könnte daher sowohl von einer Abnahme der Aktivität der INH-AT mit zunehmender Alterung aus-

gegangen werden als auch von einer durchschnittlich kürzeren Lebendauer schneller Acetylierer (Ilett et

al. 1987, S. 1468f.; Evans 1989, S. 170ff.). Anderen Studien zufolge besteht jedoch kein Zusammen-

hang zwischen dem Alter und der Verteilung von schnellen oder langsamen Acetylierern (Cartwright et

al. 1982, S. 843; Philip et al. 1987, S. 710; Agundez et al. 1997, S. 147ff.). Jedoch wurde eine Erhö-

hung der AT-Aktivität im Alter nie nachhaltig diskutiert, so dass die gefundenen Zusammenhänge mit

hoher Wahrscheinlichkeit als zufallsbedingt zu werten sind.

5.1.4 Einfluß von Glukose

In mehreren Untersuchungen fanden sich Hinweise darauf, dass eine erhöhte Glukosekonzentration in

vitro oder in vivo zu einer vermehrten Acetylierung von Substraten der PABA-AT wie

5-Aminosalizylsäure (Ireland et al. 1990, S. 107), Anillin (Lindsay et al. 1991, S. 1673) oder PABA

(Subrahmanyam et al. 1961, S. 139) führen kann. So bewirkte die Koinkubation von radioaktiv mar-

kierter Glukose mit SMZ die Entstehung von radioaktiv markiertem AcSMZ, mutmaßlich über eine

Metabolisierung zu AcCoA (Lindsay und Baty 1989, S. 1989). Dabei könnten die lange Inkubationszeit

von 24 Stunden und die geringe spezifischen Aktivität für eine Acetylierung durch im Blut vorhandene

PABA-AT sprechen.

Erhöhte AcCoA-Konzentrationen fördern die (nichtenzymatische) Acetylierung verschiedener Substrate

der AT (Minchin et al. 1992, S. 842). Ein bei Ratten experimentell induzierter Diabetes mellitus führte

zu erhöhten Glukosekonzentrationen im Blut und einer signifikant erhöhten Acetylierung von SMZ

(Lindsay und Baty 1990, S. 1195). Auch unter diabetischen Patienten wurde eine vermehrte Acetylie-

rung durch den erhöhten Glukosespiegel diskutiert, obschon dies ein sehr schwacher Zusammenhang zu

sein scheint (Burrows et al. 1978, S. 208f.; Evans 1984, S. 246ff.; Evans 1989, S. 214). Die bei un-

physiologisch hohen Glukosekonzentrationen deutlich erkennbare Steigerung der Acetylierung (Lindsay
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et al. 1991, S. 1673; Subrahmanyam et al. 1961, S. 139) ließ sich unter physiologischen Bedingungen

nicht mehr nachweisen (Mekonnen et al. 1994, Nr.7).

Zusammenfassend läßt sich abschätzen, dass bei den im Rahmen eines Diabetes mellitus erreichbaren

Blutzuckerspiegeln und den in der vorliegenden Arbeit benutzten Inkubationszeiten von maximal 90 Mi-

nuten davon ausgegangen werden kann, dass eine signifikante Beeinflussung nicht erfolgt ist. Die bei

Nierenprobe Nr. 4425 NI02 gefundene höchste spezifische Aktivität unter den Nierenproben muß der-

zeit als Zufallsbefund gewertet werden. Der während der Operation im Normbereich befindliche Blut-

zuckerwert sowie die im Vergleich zu den weiteren Proben im Mittelfeld liegende PABA-AT der Harn-

leiterprobe des gleichen Patienten bestärken diese Annahme. Der sich bei den Darmproben wiederho-

lende Trend, obwohl nicht signifikant, dass Diabetiker höhere PABA-AT und INH-AT Aktivitäten auf-

wiesen, sollte jedoch Anlaß zu weitergehenden Untersuchungen sein. Möglicherweise spielen insulinin-

duzierte metabolische Veränderungen eine Rolle, die auch die Expression von AT betreffen könnten.

5.1.5 Glucokortikoide

Eine hochdosierte Hydrokortisontherapie über 10 Tage induziert beim Kaninchen für die Dauer der Be-

handlung INH-AT (duSouich und Courteau 1981, S. 281ff.). Eine Induktion fand sich nur in der Leber,

während AT in Duodenum (INH-AT), Lunge oder Niere (PABA-AT) nicht beeinflußt wurden. Die

Aktivität bezogen auf die Proteinmenge bleibt dabei jedoch konstant (Reeves et al. 1988, S. 113). Dies

stimmt mit unseren Ergebnissen überein, die in der Lunge keine Beeinflussung beider AT durch eine län-

gerfristige Medikation mit Glucokortikoidaerosolen nachweisen konnten.

5.1.6 H2-Rezeptor Antagonisten

H2-Rezeptor Antagonisten sollen einzelnen Berichten zufolge einerseits in vitro inhibierend (Svensson

und Tomilo 1992, S. 75), andererseits bei geringen Dosen in vivo induzierend auf INH-AT der Rat-

tenleber wirken (56, Nr. 15). Eine Wirkung auf die PABA-AT wurde nicht beschrieben.

Nierenprobe Nr. 4627 NI03 wies eine hohe, Harnleiterprobe Nr. 4627 HL03 sogar die höchste spezi-

fische Aktivität unter den Harnleiterproben auf. Beide entstammten einem Patienten (AA88), der unter

einer langfristigen Therapie mit einem H2-Antagonisten stand (Ranitidin, 300 mg/die). Diese Einzelbeob-

achtung könnte einen Hinweis auf eine induzierende Wirkung darstellen. Sie widerspricht jedoch, eben-
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so wie die Aktivität der Lungenprobe 4928 LP01, die eine durchschnittliche INH-AT Aktivität aufwies,

der Hypothese einer inhibierenden Wirkung. Anscheinend sind die therapeutisch erzielbaren Konzentra-

tionen zu gering, um eine deutliche Hemmung zu bewirken.

5.1.7 Sonstige Medikamente

Patient HP82, von dem die Prostataprobe 4408 PR02 stammt, erhielt während der Operation

1.600 mg Sulfamethoxazol intravenös infundiert. Sulfamethoxazol ist Substrat sowohl der menschlichen

PABA-AT als auch der INH-AT mit Km-Werten von 1,2 bzw. 5 - 15 mM. PABA in einer Konzentra-

tion von 100 µM hemmt die Acetylierung von bis zu 4 mM Sulfamethoxazol durch PABA-AT vollstän-

dig, so dass bei der Bestimmung der Aktivität der PABA-AT eine Beeinflussung durch evtl. im Cytosol

enthaltenes Sulfamethoxazol ausgeschlossen erscheint. Eine Beeinflussung der INH-AT ist bei therapeu-

tischen Serumspiegeln von Sulfamethoxazol in der Größenordnung von 0,4 - 0,6 mM von noch gerin-

gerer Wahrscheinlichkeit (Cribb et al. 1993, S. 1279f.).

In Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass Acetylsalicylsäure menschliche PABA-AT inhibiert (Yeh et

al. 1999, S. 389ff.). Drei Patienten, von denen jeweils zwei Harnleiter- und Nierenproben sowie eine

Lungenprobe stammten, nahmen 100-300 mg Acetylsalicylsäure täglich ein. In drei der fünf Proben

zeigte sich eine unerwartet niedrige Aktivität der PABA-AT. Auch wenn die zu erwartenden Serum-

spiegel bei diesen geringen Dosen eine Hemmung der AT unwahrscheinlich machen, sollte in zukünftigen

Studien auf eine Medikation mit nichtsteroidalen Antirheumatika wie Acetylsalicylsäure, Ibuprofen

(Chung et al. 1999, S. 1ff.) oder Paracetamol (Rothen et al. 1998, S. 553ff.) geachtet und möglichen

Störeinflüssen in vivo weiter nachgegangen werden.

Weitere Medikamente, die Substrate der AT (vgl. S. 9ff.) oder mit diesen strukturverwandt sind,

wurden von den Patienten nicht eingenommen. Auch andere Arzneimittel, die aufgrund von Literaturbe-

richten Interaktionen hätten befürchten lassen müssen, waren nicht mediziert worden. Insbesondere

wurden keine Vitaminpräparate mit inhibierend hohen Dosen an Vitamin C eingenommen (Wu und

Chung, 1998, S. 3481ff.) und waren keine Immunstimulantien verschrieben, die zu einer Induktion von

AT hätten führen können (Reeves et al. 1988, S. 110).
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5.1.8 Deacetylase-Aktivität

Die Acetylierung von Arylaminen steht im Gleichgewicht mit der Deacetylierung durch Deacetylasen

(Evans 1989, S. 189; Lindsay et al. 1991, S. 1673; Hirvonen 1998, S. 260), die in vielen Geweben

verschiedener Tierspezies und des Menschen vorhanden und überwiegend mikrosomal lokalisiert sind

(Glowinski et al. 1983, S. 69; Hein 1988, S. 44). Deacetylasen der menschlichen Leber setzen bevor-

zugt hydrophobe Substrate um. Dabei werden acetylierte Derivate von 2-AF oder IQ mit deutlicher

Aktivität (Land et al. 1989, S. 729; Probst et al. 1992, S. 1715), die acetylierten Formen von PABA,

p-Aminosalizylsäure, SMZ oder Procainamid jedoch nicht deacetyliert (Probst et al. 1991, S. 455;

Ward et al. 1992, S. 1100). Die Annahme liegt nahe, dass INH diesen Substraten hinsichtlich seiner

hydrophoben Eigenschaften ähnlich ist.

Nach der Acetylierung hydrophober Substrate werden beim Menschen 5 - 10% der Produkte wieder

deacetyliert (Lindsay et al. 1991, S. 1675; Frederickson et al. 1994, S. 29). Die gleiche Größenord-

nung wurde in Hamsterkolon gefunden (Hein et al. 1993a, S. 512). Wahrscheinlich verringert die vor-

sichtige Abtrennung membrangebundener Bestandteile vom Cytosol, wie dies beim S10-

Zentrifugationsschritt erfolgt diese Deacetylierungsrate. Zusammen mit der Substratspezifität der Dea-

cetylasen kann davon ausgegangen werden, dass auch ohne eine Hemmung der mikrosomalen Deace-

tylasen durch Paraoxon, wie dies häufig in Studien praktiziert wird (z.B. Land et al. 1989, S. 729) eine

mögliche Reduzierung der gemessenen AT-Aktivitäten allenfalls ein vernachlässigbar geringes Ausmaß

hatte.

5.2 Stabilität der AT

Das Spannungsfeld zwischen einem praktikablem Vorgehen und der wünschenswerten Bestimmung der

aktuellen Aktivitäten, d.h. der sofortigen Aufarbeitung der Proben muß zu Kompromissen führen. Er-

steres bedingt meist die Lagerung von Proben über einige Wochen bei -70  oder –180 °C. In der vor-

liegenden Arbeit war von Interesse, unter welchen Bedingungen der Lagerung die Zeitspanne zwischen

der Probenentnahme im Operationssaal und der Versuchsdurchführung im Labor mit dem geringsten

Verlust der Enzymaktivität überbrückt werden kann. Eine Inkubation zwei Stunden nach der Proben-

entnahme war der - im Rahmen der Vorversuche im Labor - technisch frühestmögliche Zeitpunkt. Bei

den menschlichen Proben betragen die Lagerungszeiten aus logistischen Gründen mindestens etwa 4

Stunden. Im Extremfall ergaben sich Lagerungszeiten von bis zu 10 - 12 Stunden.
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5.2.1 Stabilität bei Raum- und Körpertemperatur

Die Halbwertszeit für die Inaktivierung von menschlicher PABA-AT bei +37 °C schwankt in verschie-

denen Studien zwischen 11 Minuten (Hein et al. 1981, S. 207) und 3,5 Stunden (Grant et al. 1991,

S. 186). Eine ältere Studie gibt an, in Leberproben einer Autopsieserie bis zu 2,5 Stunden post mortem

AT-Aktivitäten von mehr als 70% frisch untersuchter Gewebe gefunden zu haben. Mehr als 3 Stunden

post mortem war jedoch keine PABA-AT mehr nachweisbar (Glowinski et al. 1978, S. 943). Für die

Stabilität von AT2, bestimmt als SMZ-AT, gehen die Angaben über die Inaktivierungshalbwertszeiten

noch weiter auseinander und liegen zwischen 36 Minuten und 61 Stunden (Hein et al. 1981, S. 207;

Grant et al. 1990, S. 970; Grant et al. 1991, S. 63; Blum et al. 1991, S. 5240; Ferguson et al.

1994b, S. 373). Jedoch ist übereinstimmend SMZ-AT erheblich stabiler als PABA-AT. Es wurde da-

her vorgeschlagen, eine nachweisbare PABA-AT als Kriterium für die Vitalität von Gewebeproben her-

anzuziehen (Hein et al. 1981, S. 208). Bei einer einzelnen Leberprobe wurde auch die Inaktivierungs-

halbwertszeit bei 15 °C untersucht. Mit 214 Minuten für die PABA-AT und über 35 Stunden für die

SMZ-AT waren beide Aktivitäten bei dieser Temperatur erheblich stabiler (Hein et al. 1981, S. 207f.).

Bereits 1975 äußerten sich Autoren einer Studie dahingehend, dass Proben, die bei chirurgischen Ein-

griffen entnommen wurden, die Aktivitäten besser wiederzugeben scheinen, als Proben die im Rahmen

von Autopsien entnommen wurden (King et al. 1975, S. 285). Im Lichte der angeführten Literaturbe-

richte und der eigenen Daten ist dem wohl vorbehaltlos zuzustimmen. Die Lagerung von Proben bei

Raumtemperatur für maximal 1 Stunde, wie es in dieser Arbeit in den Operationssälen oft schwer ver-

meidbar war, erscheint dagegen in Bezug auf die AT-Aktivitäten unwesentlich.

5.2.2 Einfrieren

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass ein Einfrieren von Rattenleberproben bei -80 °C bzw.

-180 °C zu drastischen Aktivitätsverlusten führte. Hierbei war PABA-AT erheblich stärker betroffen als

INH-AT. Lagerung von bis zu 1 Woche in Tiefkühlung führte zu keinen weiteren eindeutigen Aktivitäts-

verlusten. Diesen Ergebnissen widerspricht der Bericht, dass eine Cytosolpräparation aus menschlichen

Leukozyten bei einer Lagerungsdauer von bis zu 18 Tagen bei -20 °C kaum an Aktivität verlor und bei

einer Lagerungsdauer von 21 bis 72 Tagen immer noch durchschnittlich 60% der Anfangsaktivität auf-

wies (McQueen und Weber 1980, S. 895f.).
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Allerdings machen andere Literaturberichte deutlich, dass Einfrieren auch bei menschlichen AT zu er-

heblichen Aktivitätsverlusten führt. LAND et al. zeigte, dass durch Einfrieren die Acetylierung von

PABA-AT und 2-AF auf 60 bis unter 10% der Ausgangsaktivität sank (Land et al. 1989, S. 729). Das

Einfrieren von Cytosol einer Zellkultur menschlicher Urothelzellen führte zu einer Reduktion der Acety-

lierung von 4-ABP um eine ganze Größenordnung (Frederickson et al. 1994, S. 30). Cytosole frisch

gewonnener menschlicher Leberproben zeigten keine Korrelation der Acetylierung von SMZ und 2-AF,

das Substrat beider AT ist (r = -0,12). Nach Einfrieren und Wiederauftauen korrelierten die beiden Ak-

tivitäten stark (r = 0,95), so dass anzunehmen ist, dass PABA-AT durch das Einfrieren nahezu vollstän-

dig inaktiviert wurde (Grant et al. 1991, S. 186).

5.2.3 Lagerung bei +4 °C

Die Ergebnisse der Vorversuche an der Rattenleber haben gezeigt, dass eine Lagerung bei +4 °C über

einen Zeitraum von 10 - 12 Stunden zu keiner bedeutsamen Reduktion der Aktivität führt. Menschliches

Lebercytosol scheint zumindest über 5 Stunden keine Aktivitätseinbußen aufzuweisen (Hein et al. 1981,

S. 206). Somit scheint eine Lagerung der frisch entnommenen Gewebeproben bei +4 °C bis zur Inku-

bation die für die AT schonendste Behandlung darzustellen.

Mit der Korrelationsanalyse konnten keine Hinweise für eine Beeinträchtigung der INH-AT durch

die Lagerungsdauer gefunden werden. Für die PABA-AT hatte sich bei den Harnleiter- und Nierenpro-

ben ein Zusammenhang mit der Lagerung bei Raumtemperatur gezeigt und bei den Blasenproben mit der

Lagerung bei +4 °C. Eine Zunahme der Aktivität bei marginal längerer Lagerungsdauer legt jedoch die

Annahme eines Artefaktes nahe, dies um so mehr, als mit dieser Methodik nur gravierende Einflüsse zu

erfassen sind.

In Vorversuchen zeigte sich ein Anstieg der spezifischen Aktivität für beide AT mit einem Gipfel bei ca.

6 - 8 Stunden Lagerung unter +4 °C. Dieser war bei der INH-AT mit einer Zunahme um fast 50%

stärker ausgeprägt als bei PABA-AT mit ca. 25%, wobei jedoch die Tendenz gleichläufig ist. Beide

AT-Aktivitäten wurden zu den jeweiligen Zeitpunkten aus dem gleichen Gewebestück bestimmt. Eine

Erklärung für dieses Phänomen kann nicht gegeben werden, auch wurde das Experiment nicht wieder-

holt. Denkbar wäre jedoch ein Konzentrationsabfall eines endogenen Inhibitors durch Diffusion oder

Metabolisierung.
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5.3 Fehlerabschätzung

5.3.1 Inkubationszeit

Vorversuche ergaben, dass die Acetylierung von INH sowohl durch AT aus der Rattenleber, als auch

aus menschlichen Geweben für etwa 20 - 30 Minuten linear zur Inkubationszeit ansteigt um dann einer

Sättigung zuzustreben. Zugunsten einer höheren Sensitivität für den Nachweis der INH-AT wurde eine

Inkubationsdauer von 60 Minuten gewählt. Dabei wurde der durch eine Messung außerhalb des linea-

ren Bereichs bei der Berechnung der spezifischen Aktivität entstehende Fehler in Kauf genommen.

In Anbetracht der Tatsache, dass der Kurvenverlauf bei Einsatz von menschlichem oder Rattenle-

bercytosol sehr ähnlich ist, die Umsatzraten bei der Rattenleber jedoch erheblich höher lagen (vgl.

Abb. 21 und Abb. 22), ist es zumindest bei den menschlichen Gewebeproben unwahrscheinlich, dass

eine Substraterschöpfung oder eine Produkthemmung die Ursachen der Sättigungskinetik darstellen.

Vielmehr ist eine zunehmende thermische Inaktivierung anzunehmen (vgl. Hein et al. 1981, S. 207).

Retrospektiv kann vermutet werden, dass die INH-AT der meisten Lungenproben bei einer kürzeren

Inkubationszeit unter der Nachweisgrenzen gelegen hätte und somit unentdeckt geblieben wäre. Die

Aktivität der Darmproben hingegen wurde demzufolge in den meisten Fällen um etwa 20 - 30% unter-

schätzt. Anbetracht der allgemeinen Schwankungsbreite erscheint dieser Fehler jedoch vertretbar.

5.3.2 Cytosolbereitung

Die bei Untersuchungen anderer am häufigsten angewandte Methode der Cytosolbereitung umfaßt eine

Zentrifugation des Gewebehomogenats von 10 - 20 Minuten bei 10.000 x g, dem sich ein weiterer

Zentrifugationsschritt von 60 Minuten bei 100 000 x g oder 105 000 x g anschließt (z.B. Glowinski et

al. 1978, S. 943; Ilett et al. 1994, S. 915; sog. S100-Protokoll). Diese Methode hat den Nachteil,

dass die Lagerungsdauer bis zu Inkubation um 60 Minuten länger ist. Allerdings werden dabei die mem-

brangebundenen Zellbestandteile wie z.B. Mikrosomen vollständiger abgetrennt. Im Gegenzug hat das

von uns eingesetzte Verfahren, das auf den zweiten Zentrifugationsschritt verzichtet (sog. S10-

Protokoll), den Vorteil einer kürzeren Lagerungsdauer. Neben einer möglicherweise hier noch restweise

vorhandenen mikrosomalen Deacetylase-Aktivität muß vor allem die nicht mehr gegebene direkte Ver-

gleichbarkeit mit Literaturangaben als Nachteil gesehen werden. Um dem zu begegnen wurden verglei-
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chende Abschätzungen vorgenommen. Hierbei zeigte sich erwartungsgemäß, dass AT bei Anwendung

des S100-Protokolls stärker angereichert werden und so zu höheren spezifischen Aktivitäten führen.

Dieser Effekt war bei PABA-AT stark, und bei INH-AT hingegen nur sehr mäßig ausgeprägt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass für die Bestimmung der INH-AT die Wahl der Cyto-

solbereitung von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint. Für die Bestimmung der PABA-AT könnte

bei kurzen vorangegangenen Lagerungszeiten das S100-Protokoll, bei längeren Lagerungsdauern das

S10-Protokoll vorteilhafter sein.

5.4 Verteilung von AT-Aktivitäten beim Menschen

5.4.1 Haut

Cytosolpräparationen aus menschlicher Haut zeigten eine deutliche Aktivität von PABA-AT, während

keine INH-AT nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der bei den Hautproben besonders geringen

Probengröße und dem hohen Faseranteil des Gewebes konnten nur geringe Proteinmengen im Assay

eingesetzt werden. Dies führte zu erheblich höheren Nachweisgrenzen für INH-AT, als dies bei anderen

Geweben der Fall war. Es ist daher nicht mit letzter Sicherheit auszuschließen, dass eine geringe Aktivi-

tät der INH-AT vorhanden ist.

In Untersuchungen an menschlichen Hautproben wurde von einer anderen Arbeitsgruppe eine PABA-

AT von 6,9 ± 4 nmol/mg/min nachgewiesen (Kawakubo et al. 1990, S. 182). Die verwendete Nach-

weismethode stimmt mit der unserigen weitestgehend überein. Ein Unterschied ergibt sich lediglich in der

Cytosolbereitung. Die Autoren verwendeten einen Zentrifugationsschritt von 60 Minuten bei

105.000 x g, während es in unserer Studie nur 15 Minuten bei 10.000 x g waren (Kawakubo et al.

1990, S. 181). Ersteres führt unseren Ergebnissen zufolge zu etwa 40% höheren Aktivitäten der

PABA-AT. Dies erklärt jedoch nicht, warum die publizierten Aktivitäten um den Faktor 2- 3 über den

von uns gefundenen Werten liegen. Anbetracht der in beiden Studien gleichermaßen zu beobachtenden

großen Variabilität ist es denkbar, dass eine zufällige, unterschiedliche Probenselektion die Ursache

hierfür darstellt.
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5.4.2 Niere

Wir fanden in menschlichem Nierengewebe, das vorwiegend der Nierenrinde entstammte, mittlere Akti-

vitäten der PABA-AT von 2,1 ± 1,1 nmol/mg/min. Die Werte schwankten um das 11-fache (0,3 bis

3,4 nmol/mg/min). INH-AT konnte in keiner Probe entdeckt werden.

Bei im Rahmen von Autopsien 6 - 18 Stunden post mortem entnommenem Nierengewebe wurde keine

mit AT assoziierte O-Acetyltransferase- oder Transacetylierungsaktivität gefunden (King et al. 1975,

S. 286). In einer ersten kleinen Studie an 4 Nierenproben, die später auf 8 Patienten ausgedehnt wurde,

zeigte sich eine mittlere PABA-AT von 1,34 bzw. später 1,75 nmol/mg/min (Pacifici et al. 1986,

S. 289; Pacifici et al. 1988, S. 852). Zwischen Nierenrinde und -mark fand sich kein Unterschied (Pa-

cifici et al. 1986, S. 287f.). Erstaunlich ist die in beiden Studien ungewöhnlich geringe Schwankungs-

breite von lediglich 3 - 7%. Die Aktivitäten selbst entsprechen etwa unseren Werten, obwohl die Pro-

ben in den beiden letztgenannten Studien bis zu 6 Monate lang tiefgefroren gelagert wurden. Der hier-

durch bewirkte Aktivitätsverlust wird offensichtlich durch eine Cytosolbereitung nach dem S100-

Protokoll, dem Einsatz einer hohen AcCoA-Konzentration von 2 mM und saccharosehaltiger Pufferlö-

sung kompensiert, da höhere AcCoA-Konzentrationen zu vermehrter Acetylierung führen. Die von uns

und vielen anderen Autoren nun verwendete initiale AcCoA-Konzentration beträgt etwa 0,5 mM (z.B.

Ilett et al. 1994, S. 915; Ward et al. 1995, S. 1761). In 14 Autopsieproben, die bis zu 21 Stunden

post mortem entnommen wurden und anschließend maximal 2 Monate eingefroren gelagert wurden,

konnte trotz teilweise hoher AcCoA-Konzentrationen keine INH-AT nachgewiesen werden (Jenne und

Orser 1965, S. 1993 1998). Die Nachweisgrenze lag bei ca. 10 nmol/mg/min, so dass lediglich sehr

hohe Aktivitäten der INH-AT erkannt worden wären. Unsere Ergebnisse zeigen, dass bis unter eine

Nachweisgrenze von 10 - 20 pmol/mg/min keine INH-AT vorhanden ist.

Der beobachtete Trend der PABA-AT in Proben von Niere und Harnleiter des selben Patienten zu

korrelieren, legt es nahe, dass in allen Organen des gleichen Individuums ein - möglicherweise organspe-

zifisch modifiziertes - Aktivitätsniveau existiert, das genetisch determiniert sein könnte. Weitere Untersu-

chungen an größeren Patientenzahlen sind zur Bestätigung dieser Vermutung erforderlich.

5.4.3 Harnleiter und Blase

Aufgrund der Ähnlichkeit des Epithels von Harnleiter und Blase wird in einigen Studien kein Unterschied

zwischen den beiden Geweben gemacht, sondern lediglich von „urothelialen Zellen“ gesprochen (z. B.
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Kloth et al. 1994, S. 2786). Angelehnt an diese Praxis und aufgrund der Tatsache, dass sich unsere

Daten der PABA-AT in Proben von Harnleiter und Blase nicht signifikant voneinander unterscheiden

(1,4 vs. 1,2 nmol/mg/min, p = 0,9), werden die beiden Gewebe im folgenden zusammengefaßt.

Die meisten Studien wurden mit unspezifischen AT-Substraten wie 4-ABP oder 2-AF durchgeführt, die

Proben bzw. Cytosole in der Regel tiefgefroren (Land et al. 1989, S. 727; Kirlin et al. 1989, S. 2449).

Unter diesen Bedingungen ergaben sich PABA-AT Aktivitäten von ca. 300 - 3.000 pmol/mg/min in 21

Blasenproben, die 4 - 8 Stunden post mortem entnommen wurden (Land et al. 1989, S. 730). Die

Verwendung einer geringen AcCoA-Konzentration von ca. 80 µM, die postmortale Probengewinnung

und das Einfrieren der Proben hatten einen eher aktivitätsreduzierenden Effekt, während die Verwen-

dung von S100-Zyosol einen leicht steigernden gehabt haben dürfte, so dass der Nettoeffekt als leicht

erniedrigt angenommen werden kann. In einer anderen Studie an 9 Blasenproben von Organspendern,

die binnen einer Stunde entnommen worden waren, wurden PABA-AT Aktivitäten von 1,3 - 6,4

nmol/mg/min gefunden werden (Kirlin et al. 1989, S. 2450). Der Verwendung von 1 mM AcCoA, von

S100-Cytosol sowie eines spektrophotometrischen Nachweisverfahrens als aktivitätserhöhende Einflüs-

se stehen das Einfrieren als aktivitätssenkender Einfluß gegenüber, so dass zusammenfassend von einer

fälschlich zu hohen PABA-AT ausgegangen werden kann. Insgesamt stimmen unsere Ergebnisse zu den

Aktivität der PABA-AT von 0,4 - 2,9 nmol/mg/min gut mit den Daten der anderen Arbeitsgruppen

überein, soweit die genannten Einschränkungen berücksichtigt werden.

In beiden vorgenannten Studien konnte keine Korrelation zwischen PABA-AT und der Acetylierung

von 2-AF bzw. 4-ABP gefunden werden (Land et al. 1989, S. 729; Kirlin et al. 1989, S. 2450). Dies

wurde von den jeweiligen Autoren als Hinweis auf eine INH-AT Aktivität gewertet. Unlängst wurde in

Primärkulturen urothelialer Zellen menschlicher Ureteren mRNA sowohl von PABA-AT als auch von

INH-AT gefunden (Kloth et al. 1994, S. 2783). Jedoch waren bis zu 35 Verstärkungszyklen für den

Nachweis erforderlich, was in der reversen PCR-Technologie eine Obergrenze darzustellen scheint (M.

Ismair, persönliche Mitteilung). Ein Artefakt kann somit nicht gänzlich ausgeschlossen werden, insbe-

sonders unter Berücksichtigung des massiven Wachstumsanreizes und der Kulturbedingungen, die einem

physiologischen Milieu unangemessen sind. Die gleiche Arbeitsgruppe berichtete in einem späteren Bei-

trag über Inhibitionstudien mit 4-ABP, PABA und SMZ an urothelialen Zellen. Die Autoren kommen

nun zu dem Schluß, dass in der Blase ausschließlich PABA-AT exprimiert wird (Frederickson et al.

1994, S. 29). Auch die Arbeitsgruppe um E. SIM konnte mit immunologischen Methoden und Anwen-

dung der sehr sensitiven Western Blot-Technik ausschließlich PABA-AT, jedoch keine INH-AT in
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menschlichen Blasenproben nachweisen (Stanley et al. 1996, S. 1059ff.). Unsere Ergebnisse stehen

somit mit diesen letztgenannten indirekten Schlußfolgerungen in vollem Einklang.

5.4.4 Prostata

In zwei Prostataproben konnten PABA-AT Aktivitäten von 1,9 und 3,6 nmol/mg/min gemessen wer-

den. Dies liegt in der Größenordnung der Aktivitäten der übrigen Gewebe des Urogenitaltraktes. Eine

INH-AT war, wie auch bei den anderen Geweben des Urogenitaltraktes trotz niedriger Nachweisgren-

zen nicht meßbar.

In der Literatur finden sich Hinweise auf AT-Aktivität in der Prostata von Ratten (Hein et al. 1991a,

S. 233) oder Hamstern (Hein et al. 1992, S. 114). Der Versuch, O-Acetylierung oder Transacetylie-

rung im Cytosol einer menschlichen Prostataprobe nachzuweisen, führte zu einem negativen Ergebnis

(King et al. 1975, S. 286). Jedoch betrug die Inkubationszeit nur 20 Minuten, es wurde kein AcCoA

zugesetzt und auch nur eine einzige Probe untersucht. Mit Hilfe von in situ Hybridisierungstechnik wur-

den bei der Untersuchung zweier menschlicher Prostataproben Transkripte von NAT1 und NAT2 in

Epithelzellen, nicht jedoch in den entsprechenden Stromazellen festgestellt (Wang et al. 1999, S.

1591ff.). In einer anderen Untersuchung an 11 Proben wurde neben der Bestimmung des Genotyps

auch SMZ-AT mit einer Aktivität von 4,8 ± 4,4 pmol/mg/min nachgewiesen. Diese zeigte jedoch keinen

Zusammenhang mit dem Genotyp und wies zudem andere kinetische Eigenschaften auf, als die entspre-

chende SMZ-AT der Leber, die in einigen Fällen gleichzeitig bestimmt wurde. Die Autoren schließen

daraus, dass in der menschlichen Prostata keine NAT2 exprimiert wird (Agundez et al. 1998b, S.

1361ff.).

Auch wenn die Nachweisgrenze bei unseren Arbeiten zu hoch lag um eine Aktivität dieser Grö-

ßenordung quantifizieren zu können, muß jedoch davon ausgegangen werden, dass es sich bei der o.g.

Messung am ehesten um die unspezifische Aktivität der PABA-AT handelt. Der Nachweis von Tran-

skripten der NAT2 kann derzeit nicht erklärt werden und bedarf einer Bestätigung in unabhängigen Stu-

dien.
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5.4.5 Dünndarm, Kolon und Rektum

Die Proben aus dem Darm wiesen eine durchschnittliche PABA-AT von 8,5 nmol/mg/min bei der übli-

cherweise großen Schwankungsbreite (3,8 - 14,8 nmol/mg/min) auf. Die entsprechenden INH-AT Ak-

tivitäten betrugen 200 pmol/mg/min (58 - 515 pmol/mg/min).

Die Kolonprobe 4425 CO02 lag mit einer Aktivität der PABA-AT von 0,5 nmol/mg/min und einer

grenzwertig meßbaren INH-AT von 6 pmol/mg/min etwa 10-fach unterhalb des niedrigsten im Darm

gefundenen Werts, auch wenn sich in anderen Geweben noch niedrigere PABA-AT Aktivitäten fanden.

Es wurde diese Probe daher unter der Annahme einer massiven Inaktivierung oder mangelhaften Vitali-

tät von den Auswertungen ausgeschlossen. Eine stichhaltige Erklärung für die geringen Aktivitäten kann

weder in Daten der Krankenakte noch der Behandlung der Probe gefunden werden. Bei der Inspektion

des Gewebestückes waren keine Auffälligkeiten festzustellen. Da allerdings beide AT in gleicher Weise

massiv betroffen sind, erscheint ein exogener Einfluß, der in erster Linie die PABA-AT betroffen hätte,

wie z.B. eine fehlerhafte Lagerung, als Ursache ebenso unwahrscheinlich wie eine genetische Besonder-

heit. Vielmehr wird eine bereits länger währende, intravitale, möglicherweise hypoxische Schädigung der

Probe angenommen.

In der Literatur finden sich fast ausschließlich Angaben über PABA-AT, die in zuvor gefrorenen

Proben bestimmt wurden. TURESKY et al. fand 0,8 - 3,5 nmol/mg/min in 8 Proben (Turesky et al.

1991, S. 1843), KIRLIN et al. gibt Mittelwerte von 8,3 und 48,4 nmol/mg/min an (Kirlin et al. 1991,

S. 552) und HICKMAN et al. zeigten Aktivitäten von ca. 1,5 bis etwa 12 nmol/mg/min. Dem Aktivitäts-

verlust durch Einfrieren stehen in beiden Arbeiten als aktivitätserhöhende Faktoren die Cytosolbereitung

nach S100-Protokoll, die Verwendung eines zuckerhaltigen Puffers, eine AcCoA-Konzentration von

1 mM oder die Verwendung von colorimetrischen Nachweisverfahren entgegen (Turesky et al. 1991,

S. 1841; Kirlin et al. 1991, S. 550; Hickmann et al. 1998, S. 403ff.), so dass fälschlich zu hohe

PABA-AT Werte zu erwarten waren. PACIFICI et al. geben mit einem Radioassay bestimmte Werte

von 3 ± 0,5 nmol/mg/min in 8 Proben an, jedoch unter Verwendung eines saccharosehaltigen Puffers

und einer AcCoA-Konzentration von 2 mM (Pacifici et al. 1988, S. 851f.). Unter diesen Bedingungen

erscheinen die Werte erstaunlich niedrig, wie auch die Schwankung erheblich geringer als üblicherweise

berichtet angegeben werden (s. oben). In einer weiteren Studie, in der im wesentlichen die auch in die-

ser Arbeit verwendeten Verfahren eingesetzt wurden, fanden sich in 23 Darmproben PABA-AT Akti-

vitäten von 1 - 50 nmol/mg/min (Ilett et al. 1994, S. 915). Die Maximalwerte der PABA-AT dieser

letzten Untersuchung liegen weit über denen der eigenen Untersuchungen und der meisten Anderen. Die
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einzigen Unterschiede zwischen dem eigenen Protokoll und dem Protokoll dieser Arbeitsgruppe bestan-

den im Einsatz des S100-Protokolls bei der Cytosolbereitung und in der Verwendung eines saccharo-

sehaltigen Puffers durch letztere. Diese Unterschiede können jedoch derart hohe Abweichungen sicher-

lich nicht erklären.

Über INH-AT in menschlichen Darmproben wurde bislang nur sehr wenig berichtet. In einer sehr frühen

Arbeit konnten JENNE et al. in 14 Darmproben deutliche Aktivitäten nachweisen, die aufgrund eines

völlig unterschiedlichen Protokolls jedoch quantitativ nicht vergleichbar sind (Jenne und Orser 1965,

S. 1998). Nach langer Pause wurden erst in jüngster Zeit weitere Daten hierzu veröffentlicht. So wurden

mit SMZ als Substrat in 23 Kolonproben Aktivitäten von 42 - 174 pmol/mg/min bei langsamen, und

107 - 324 pmol/mg/min bei schnellen Acetylierern gefunden (Ilett et al. 1994, S. 915). Diese Daten

sind von unseren nicht signifikant unterschiedlich, die relativen Standardabweichungen sind praktisch

identisch (40% vs. 43% bei langsamen, 37% vs. 38% bei schnellen Acetylierern). Ein weiterer Bericht

nennt Aktivitäten der SMZ-AT von etwa 100-1.200 pmol/mg/min bei der Untersuchung von Darmpro-

ben von 4 Organspendern – allerdings unter Verwendung eines zuckerhaltigen Puffers (Hickmann et al.

1998, S. 403ff.).

Bislang fehlten systematische Untersuchungen zur Verteilung von AT entlang des menschlichen

Darms. Ein ursprüngliches Ziel, einen möglichen Zusammenhang zwischen AT-Aktivitäten und dem

Darmabschnitt zu untersuchen, mußte fallengelassen werden, da es nicht möglich war, über den groben

anatomischen Darmabschnitt hinaus die genaue Lokalisation des Resektates zu bestimmen. Darüber hin-

aus waren Dünndarmproben aufgrund einer sehr geringen Operationshäufigkeit nur mit unverhältnismä-

ßig großem Aufwand zu erlangen, so dass ausführlichere Untersuchungen dieses Gewebes im Rahmen

dieser Arbeit nicht möglich waren.

In der o.g. Studie am Darm von vier Organspendern konnte gezeigt werden, dass sowohl PABA-

AT als auch SMZ-AT ubiquitär zwischen Duodenum und Rectum mit hohen Aktivitäten vonhanden

sind. Während sich für PABA-AT kein Schwerpunkt erkennen ließ, zeigte sich für die SMZ-AT ein

Trend zu von proximal nach distal abnehmenden Aktivitäten, insbesonders bei schnellen Acetylierern. In

anbetracht der geringen Probenzahl ist dies jedoch vorsichtig zu sehen (Hickman et al. 1998, S. 404

ff.). In einer älteren kleinen Studie konnte in Proben von 6 Patienten kein signifikanter Unterschied zwi-

schen der PABA-AT in Ileum und Kolon gefunden werden (Pacifici et al. 1989, S. 141). Im Gegensatz

zu dieser Studie stammen unsere Proben aus Kolon und Rektum. Auch wurden sie nicht paarweise vom

gleichen Patienten gewonnen. Es konnte aber auch hier bei etwa gleicher Probenzahl kein Bezug der
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PABA-AT zum anatomischen Darmabschnitt gezeigt werden (p = 0,56). Unsere Daten erlauben auf-

grund der unterschiedlichen Verteilung von schnellen und langsamen Acetylierern unter den Kolon- und

Rektumproben leider keine weiteren Schlußfolgerungen zur Verteilung der INH-AT.

Eine Korrelation der Aktivitäten von PABA-AT und INH-AT ist nicht zu erkennen (r = -0,5;

p = 0,187; n = 9; vgl. Abb. 31). Dies war aufgrund der molekulargenetischen Grundlage auch nicht zu

erwarten und steht im Einklang mit Literaturberichten (z.B. Grant et al. 1991, S. 188; Ilett et al. 1994,

S. 915f.).

Bestandteile von Darmflora oder Faeces wurden verdächtigt, Aktivität gegenüber dem Substrat der

PABA-AT 5-Aminosalizylsäure aufzuweisen (Dull et al. 1987, S. 3773). Für Inkubationszeiten, wie sie

bei uns verwendet wurden, war in der obigen Studie jedoch nahezu keine acetylierende Aktivität nach-

weisbar. Daher kommen Anteil von Darmflora oder Fäzes als verzerrende Faktoren für PABA-AT

nicht in Betracht und sind auch für INH-AT höchst unwahrscheinlich (Allgayer et al. 1989, S. 39).

5.4.6 Leber

Eine frühe Studie berichtet Aktivitäten 1,2 - 4,3 nmol/mg/min (n = 7) für PABA-AT und von 0,1 -

2 nmol/mg/min (n = 9) für INH-AT in frischen menschlichen Leberproben (Glowinski et al. 1978,

S. 945). Diese Werte stimmen mit den von uns gefundenen sehr gut überein, wobei zu berücksichtigen

ist, dass die Autoren der Studie S100-Cytosol verwendeten. Die PABA-AT wurde mit einer colorime-

trischen Bestimmungsmethode bei einer AcCoA-Konzentration von 2,2 mM bestimmt und dürfte somit

zu hoch angegeben worden sein (Glowinski et al. 1978, S. 943f.).

5.4.7 Pankreas

Es wurden in Pankreasproben PABA-AT Aktivitäten von 0,5 und 0,9 nmol/mg/min gefunden, während

INH-AT unter der Nachweisgrenze von 10 - 15 pmol/mg/min lag. Die Gewebeproben waren aufgrund

der Grunderkrankung der Patienten stark verkalkt. Dies ließ befürchten, dass nicht genügend vitales

Gewebe für den Nachweis von INH-AT verblieben war. Da jedoch die erheblich instabilere PABA-AT

deutlich nachweisbar war und sich auch qualitativ im Chromatogramm kein Hinweis auf Ac-INH fand,

kommen wir zu der Schlußfolgerung, dass INH-AT in menschlichem Pankreas nicht exprimiert wird.
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Im Gegensatz zur Datenlage bei Labortieren (Hearse und Weber 1973, S. 591; Martell und Weber

1988, Nr. 4903; Hein et al. 1992, S. 14) ist über AT-Aktivitäten in menschlichem Pankreas wenig be-

kannt. In dem einzigen unseren Kenntnissen nach hierzu vorliegenden Bericht wurden sowohl Aktivitäten

der PABA-AT von etwa 2 nmol/mg/min als auch der SMZ-AT von 23 pmol/mg/min gefunden. Letztere

wies allerdings keine Beziehung zum Genotyp auf (Anderson et al. 1997, S. 1088). Die Proben dieser

Studie wiesen eine lange Lagerungsdauer von bis zu 30 bei +4 °C auf, wurden eingefroren und mit ei-

nem zuckerhaltigen Puffer aufbereitet (a.a.O., S. 1086), so dass sich aktivitätsmindernde und –steigern-

de Einflüsse in etwa ausgeglichen haben könnten. Zieht man zudem in Betracht, dass unsere Proben mit

gewisser Wahrscheinlichkeit krankheitsbedingt vorgeschädigt waren, stimmen unsere Daten zur Aktivität

der PABA-AT mit denen von ANDERSON et al. sehr gut überein. Eine Aktivität der INH-AT zwischen

20 und 25 pmol/mg/min hätte mit unserem Assay nachweisbar sein müssen, jedoch fanden selbst die

Autoren in weniger als der Hälfte ihrer Proben Aktivität. Die geringe Aktivität, die weniger als 5% der

im Kolon nachweisbaren beträgt und die fehlende Assoziation mit dem Genotyp veranlassen die Auto-

ren, ein Fehlen der Expression der NAT2 im menschlichen Pankreas anzunehmen. Dies deckt sich mit

unseren Erkenntnissen trotz unserer geringen Probenzahl.

5.4.8 Lunge

In menschlichem Lungengewebe konnten wir PABA-AT mit durchschnittlichen Aktivitäten von

1,4 nmol/mg/min sowie eine geringe, aber deutlich meßbare Aktivität von INH-AT von durchschnittlich

50 pmol/mg/min nachweisen.

Zu AT-Aktivitäten in menschlicher Lunge liegen unseres Wissens nur zwei Arbeiten vor. Eine bereits

ältere Studie umfaßte 4 Lungenproben, die später auf 8 Proben ausgedehnt wurde (Pacifici et al. 1986,

S. 289; Pacifici et al. 1988, S. 852). Dabei wurde eine mittlere PABA-AT von 0,95 nmol/mg/min ge-

funden. Einerseits waren die Gewebeproben zur Lagerung eingefroren worden, was die Aktivität im

Sinne einer Senkung beeinflußt haben wird, andererseits wurde S100-Cytosol verwendet und eine hohe

AcCoA-Konzentration von 2 mM eingesetzt, was zu einer Erhöhung der Aktivität beigetragen haben

könnte. Die berichteten Werte stehen in Einklang mit unseren Werten und spiegeln die intravitalen Akti-

vitäten einigermaßen gut wieder. Der zweite Bericht wies Aktivitäten der PABA-AT von bis zu 0,21

nmol/mg/min und der SMZ-AT von 0,67 bis 2,9 pmol/mg/min in 6 Lungenproben nach. Nach Lage-

rungszeiten von unter 2 Stunden bei +4 °C wurden die Proben eingefroren (Culp et al. 1997, S. 99ff.).
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Die geringen Werte für Aktivitäten der PABA-AT überraschen, sind aber möglicherweise auf die La-

gerung bei –70 °C zurückzuführen. Noch deutlicher ist die Diskrepanz zu unseren Daten bei den Akti-

vitäten der INH-AT, hier liegen die beschriebenen Werte um 1-2 Größenordnungen unter unseren Er-

gebnissen. Anhaltspunkte, die diese extremen Abweichungen erklären könnten, finden wir nicht, so dass

das Ergebnis weiterer Studien abgewartet werden muß.

5.5 Enzymaktivität und Genotyp der Isoniazid-Acetyltransferase

In den Proben aus Lunge, Leber und Darm wurde der Genotyp bestimmt (Kiefer et al., persönliche

Mitteilung). Die Ergebnisse zeigen für Proben aus Leber und Darm eine gute Übereinstimmung von

INH-AT mit dem Genotyp, wie dies allgemein literaturbekannt ist (Deguchi et al. 1990, S. 12759;

Hickman und Sim 1991, S. 1012f.; Mashimo et al. 1992, S. 142; Hirvonen 1999, S. 254ff.).

Unseren Daten zufolge zeigt sich jedoch in den Lungenproben keine derartige Korrelation. Die Aktivi-

täten der INH-AT von genotypisch schnellen und langsamen Acetylierern sind nicht signifikant unter-

schiedlich (vgl. Abb. 35). Auch, wenn in der Lunge bisher kaum NAT2 nachgewiesen wurde, ist nach

allgemeiner Anschauung ein Zusammenhang von Phänotyp und Genotyp zu fordern. Eine fehlende

Korrelation war für andere Arbeitsgruppen Anlaß, gemessene Aktivitäten der SMZ-AT nicht der

NAT2 zuzuschreiben (Agundez et al. 1998b, S. 1361ff; Anderson et al. 1997, S. 1088). Jedoch wa-

ren die gemessenen Aktivitäten entweder mit etwa 10% unserer Werte deutlich geringer oder ließen sich

in einem Großteil der Proben gar nicht erst nachweisen. Eine Erklärung hierfür könnte in einer überlap-

pende Substratspezifität der in allen Fällen nachweisbaren PABA-AT liegen. Diese Erklärungsmöglich-

keit erscheint für die Aktivitäten unserer Größenordnung unwahrscheinlich. Auch konnten wir in allen

Proben INH-AT nachweisen, wenngleich mit 7 Proben auch nur eine geringe Anzahl untersucht werden

konnte.

Wertet man die Lungenprobe mit dem Genotyp WT/M2 als Fehlbestimmung und läßt sie beim Grup-

penvergleich außer Betracht, so ergeben sich mittlere Aktivitäten von 36 vs 68 pmol/mg/min für die

langsamen bzw. schnellen Acetylierer. Der Unterschied erreicht keine Signifikanz (p = 0,1; einseitig, ex-

akter Test), was anbetracht der geringen Besetzungszahlen nicht überrascht. Es scheint daher erforder-

lich, eine größere Anzahl von Lungenproben zu untersuchen, um den bestehenden Widerspruch aufklä-

ren zu können. Sollte es sich bewahrheiten, dass in der Lunge INH-AT mit deutlicher Aktivität expri-
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miert wird, so könnte dies Auswirkungen auf die Diskussion um die Karzinogenese der Bronchialkarzi-

nome haben (s. S. 97, vgl. auch Culp et al. 1997, S. 97ff.).
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Abb. 35: INH-AT Genotyp und Enzymaktivitäten in Leber-, Darm- und Lungenproben.

Der Genotyp wurde über Restriktionslängenpolymorphismen bestimmt. Das Allel WT (Wildtyp) führt zum
Phänotyp des schnellen Acetylierers, Kombinationen ohne dieses Allel zu langsamen Acetylierern. INH-
AT Aktivitäten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt (s. Kapitel 4, Ergebnisse).

5.6 Rolle der AT für die Kanzerogenese beim Menschen

Die physiologische Funktion der AT ist bislang unklar. Für die PABA-AT wurde eine Schlüsselrolle im

Folsäuremetabolismus vorgeschlagen (Minchin 1995, S. 2; Ward et al. 1995, S. 1765f.). Die Bedeu-

tung der AT für Mutagenese und Kanzerogenese ist dagegen seit langem bekannt.

Arylamine werden entweder direkt N-acetyliert oder zu N-Hydroxy-Arylaminen oxidiert. Die

Oxidation erfolgt bevorzugt in der Leber durch Cytochrom P450 1A2 (CYP 1A2), kann aber auch

durch leukozytäre Myeloperoxidasen bei Entzündungen oder durch Prostaglandin H Synthasen in Blase

oder Lunge vermittelt werden (Butler et al. 1989, S. 7698f.; Kadlubar et al. 1992, S. 72; Culp et al.

1997, S. 97ff.). Die korrespondierenden N-Hydroxy-Arylamine können O-acetyliert, oder zu Sulfate-

stern konjugiert werden. In beiden Fällen sind die Produkte nicht stabil, sondern zerfallen und binden
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kovalent an zelluläre Proteine, RNS und DNS (Flammang et al. 1987, S. 1969; Gilissen et al. 1994,

S. 41; Chou et al. 1994, S. 527). Hierzu konkurrieren Konjugationsreaktionen mit Glutathion oder

Glucuronsäure. Während N-Glucuronide stabile Transportformen darstellen, sind O-Glucuronide er-

heblich instabiler (Kadlubar et al. 1977, S. 808; Saito et al. 1983, S. 1554; Bock 1991, S. 131ff.; Lin

et al. 1994, S. 4923).

5.6.1 Kolorektale Karzinome

In der Leber gebildete N-Glucuronide chemischer Karzinogene können über die Galle in den Darm ge-

langen, passieren den Dünndarm und erreichen das Kolon. Dort werden durch bakterielle Glucosidasen

die N-Hydroxy-Arylamine abgespalten und durch die hohen Aktivitäten der AT in der Darmschleimhaut

O-acetyliert (Bock 1991, S. 133f.). Eigene Versuche an 5 Darmproben zeigten eine enge Korrelation

der Aktivität der OAT (gemessen über die Bildung von DNS-Addukten) mit der INH-AT (r = 0,9;

p = 0,037), nicht jedoch mit PABA-AT (r = 0,7; p = 0,188). Dies steht in Einklang mit früheren Ar-

beiten (Flammang et al. 1988, S. 144f.).

Mit der Nahrung werden eine Reihe von Kanzerogenen wie z.B. die heterozyklischen Arylamine aufge-

nommen, deren N-Hydroxy-Derivate im Darm fast ausschließlich durch die INH-AT O-acetyliert wer-

den und dort genotoxisch wirken können (Turesky et al. 1991, S. 1839 ff.; Boobis et al. 1994, S. 92f.;

Wild et al. 1995, S. 645f.). Dies könnte der Hintergrund sein für epidemiologische Hinweise auf einen

Zusammenhang zwischen einer erhöhten Inzidenz kolorektaler Karzinome und dem Vorliegen schneller

NAT2-Genotypen, insbesondere bei häufigem Konsum von gebratenem Fleisch (Roberts-Thomson et

al. 1996, S. 1373; Chen et al. 1998, S. 3307ff.). Allerdings ist die epidemiologischen Datenlage noch

widersprüchlich (z.B. Hubbard et al. 1997, S. 229ff.; Hirvonen 1999, S. 261f.). Neuerdings werden

auch schnelle NAT1-Genotypen mit Kolonkarzinomen in Verbindung gebracht, hier besonders unter

Rauchern (Bell et al. 1995, S. 3537ff.).

5.6.2 Blasenkarzinome

N-Hydroxy-Arylamine können als N-Glucuronide weiterhin über den Blutkreislauf und aktive Trans-

portmechanismen der Niere die Blase erreichen (Bock 1991, S. 133). So wurde gezeigt, dass der Urin

arylaminexponierter Textilarbeiter nach Behandlung mit β-Glucosidase eine im Vergleich zu nicht expo-

nierten Arbeitern signifikant erhöhte Mutagenität im AMES-Test aufwies (Sinués et al. 1992, S. 4886).
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Die bei neutralen pH-Werten stabilen N-Glucuronide einiger N-Hydroxy-Arylamine sind bei pH 5 in-

stabil und zerfallen. Die freigesetzten N-Hydroxy-Arylamine werden im sauren Milieu protoniert, rea-

gieren spontan weiter zu reaktiven Nitreniumionen und binden an DNS (Kadlubar et al. 1977, S. 810).

Ergänzend können in die Blase gelangte Arylamine direkt durch die dort nachgewiesene Prostaglandin

H-Synthase oxidiert werden (Culp et al. 1997, S. 108f.).

Die in der Blase eher geringe Aktivität der OAT (Land et al. 1989, S. 730; Kirlin et al. 1989, S. 2450)

dürfte für die Adduktbildung der N-Hydroxy-Arylamine eine eher untergeordnete Rolle spielen. In die

Blase gelangen nicht nur Glucuronide, sondern in geringerem Maße auch Arylamine, Arylamide und

N-Hydroxy-Arylamine (Bock 1991, S. 133; Sinués et al. 1992, S. 4886). Ein oxidativer Metabolismus

von Arylaminen in der Blase ist beim Menschen quantitativ von untergeordneter Bedeutung (Schut et al.

1984, S. 1288f.; Culp et al. 1997, S. 108f.). Acetyliertes 2-AF ist im AMES-Test weniger mutagen als

2-AF (Schut et al. 1984, S. 1290), wobei der Beitrag von Deacetylasen zum mutagenen Geschehen

möglicherweise noch nicht ausreichend berücksichtigt wurde. Die N-Glucuronide sind somit als Haupt-

kanzerogene zu betrachten. Insgesamt scheint daher eine genotoxische Wirkung von Arylaminen auf die

Blase bei entsprechender Exposition in erster Linie durch die N-Acetylierungskapazität und Aktivität

der CYP 1A2 der Leber bestimmt zu werden.

5.6.3 Bronchialkarzinome

Die Lunge ist, mehr noch als Blase und Darm exogenen, potentiell kanzerogenen Substanzen ausgesetzt.

Prostaglandin H Synthase und Myeloperoxidase sind in der Lage, Arylamine wie 4-ABP, Benzol oder

Heterozyklen zu oxidieren und damit metabolisch zu aktivieren. Diese Oxidasen zeigen in der Lunge

zwar deutlich geringere Aktivität als in der Leber, können jedoch durch Entzündungsreaktionen stark

induziert werden (Kadlubar et al. 1992, S. 72; Culp et al. 1997, S. 97ff.). Weiterhin kann die Reduk-

tion von Nitroaromaten wie dem in der Luft weitverbreiteten 4-Nitrobiphenyl durch Nitroreduktasen

der Lunge zu aktivierten Zwischenprodukten führen (Culp et al. 1997, S. 107ff.). Eine nachfolgende

O-Acetylierung durch die AT der Lunge könnte zu der auch in anderen Organen beobachteten genoto-

xischen Wirkung führen. Vorläufige Ergebnisse von Versuchen an zwei Lungenproben ergaben eine

deutliche DNS-Adduktbildung, so dass eine Rolle der AT bei der Entstehung von Bronchialkarzinomen

nicht ausgeschlossen werden kann (Kiefer et al., persönliche Mitteilung).
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Epidemiologische Studien beschäftigen sich gerade in jüngerer Zeit vermehrt mit der Frage, ob ein be-

stimmter Phänotyp einer der beiden AT mit einem erhöhten Lungenkrebsrisiko assoziiert ist. Zwei Stu-

dien hierzu mit 126 (Philip et al. 1988, S. 491) bzw. 53 Patienten (Burgess und Trafford 1985, S. 17)

fanden keinen Zusammenhang mit NAT2. Auch zwei neuere Studien konnten keine Risikoerhöhung auf-

zeigen (Cascorbi et al. 1996b, S. 3961ff.; Bouchardy et al. 1998, S. 291ff.). Einzelne Studien wiesen

jedoch auf ein ein erhöhtes Risiko unter langsamen Acetylierern (INH-AT), insbesondere bei Nichtrau-

chern hin (Oyama et al. 1997, S. 577ff.; Nyberg et al. 1998, S. 875ff.; Seow et al. 1999, S. 1877ff.).

Auch für PABA-AT zeigte sich für Träger langsamer Allele eine deutliche Risikoerhöhung, an Lungen-

krebs zu erkranken. So erhöhte sich das Erkrankungsrisiko für langsame NAT1-Genotypen im Ver-

gleich zu homozygot Schnellen um den Faktor 11,7 (Bouchardy et al. 1998, S. 291ff.).

Es wurde vermutet, dass bei langsamen Acetylierern durch eine verminderte Entgiftung über die AT er-

höhte Mengen von Karzinogenen Zielorgane wie die Lunge erreichen und dort direkt aktiviert werden

(Oyama et al. 1997, S. 577ff.; Hirvonen 1999, S. 263). Jedoch sollten, zumindest nach der Modellvor-

stellung zum Mechanismus der Karzinogenese, geringe lokale AT- und damit OAT-Aktivitäten zu einer

Reduktion des Krebsrisikos führen. Hier bestehen noch deutliche Diskrepanzen zwischen der Grundla-

genforschung und den Ergebnissen epidemiologischer Studien, die einer weiteren Klärung bedürfen.

5.7 Acetyltransferasen beim Menschen und in Versuchstiermodellen

Die Bedeutung der AT für die Aktivierung von Prokanzerogenen aus der Substanzklasse der Arylamine

und Nitroarene wurde schon eingangs dargelegt (s. S. 15f.). Im Metabolismus derartiger Xenobiotika

interagieren mehrere, unabhängig voneinander regulierte Enzymsysteme. Die AT stellen nur eines dieser

Systeme dar, wenngleich auch ein sehr wesentliches. Dies führt zwangsläufig zu komplexen Wechsel-

wirkungen, deren Klärung nicht selten im Rahmen von Tierversuchen angegangen wird. Somit stellt sich

auch die Frage, welche der gängigen Versuchstierarten bezüglich der AT ein dem Menschen ähnliches

Modell darstellt.

5.7.1 Bedeutung von Acetyltransferasen im menschlichen Metabolismus

Eine Exposition besteht gegenüber Arylaminen insbesondere durch Verbrennungsemissionen und Passi-

vrauchen (Bartsch et al. 1990, S. 1829; Vineis et al. 1994, S. 156; vgl. auch S. 9). Durch Aktivrau-

chen steigt diese Exposition dosisabhängig stark an (Yu et al. 1994, S. 715). Heterozyklische Amine
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werden ausschließlich über die Nahrung aufgenommen und sind in erster Linie von der konsumierten

Menge an gebratenem Fleisch oder Fisch abhängig. Unter Zugrundelegen eines Fleischverzehrs von

200 g wurde eine tägliche Aufnahme von 0,1 - 15 µg heterozyklischer Amine geschätzt (Wakabayashi

et al. 1993, S. 132). Es ist daher von einer dauerhaften Belastung bereits unter Alltagsbedingungen aus-

zugehen.

Der Stoffwechsel von Arylaminen verzweigt sich rasch mit unterschiedlichen Auswirkungen: aufgenom-

mene Amine können, wie oben dargelegt, über die N-Acetylierung durch PABA-AT oder INH-AT

detoxifiziert (Bartsch et al. 1990, S. 1829), oder konkurrierend über die Sequenz N-Hydroxylierung

und O-Acetylierung zu genotoxischen Produkten aktiviert werden (s. S. 95).

Neben den Acetylierungsreaktionen der PABA-AT im gesamten Organismus und der INH-AT in

Leber und Darm unterliegt auch die N-Hydroxylierung durch CYP 1A2 in der Leber einem signifikanten

genetischen Polymorphismus. Darüber hinaus ist CYP 1A2 induzierbar, z.B. durch Nahrungsbestand-

teile oder Zigarettenrauchen (Sinha et al. 1994, S. 6157; vgl. Lang et al. 1994, S. 675). Je nach Akti-

vität von AT und CYP 1A2 und der Affinität eines Arylamins zu einem dieser Enzyme wird es metabo-

lisch aktiviert oder inaktiviert werden.

Das Ausmaß der Acetylierung eines bestimmten Substrats, z.B. eines Arylamins, wird weiterhin durch

seine relative Affinität zu den beiden AT-Formen bestimmt. Dabei stellt die unterschiedliche Gewebe-

verteilung von PABA-AT, die in fast allen Geweben zu finden ist und INH-AT, das lediglich in Verdau-

ungstrakt, Leber und Lunge Aktivitäten aufweist, zusätzlich ein modifizierendes Moment dar. Für die

N-Hydroxy-Arylamine kann das Affinitätsmuster wieder anders ausfallen, als für die entsprechenden

Arylamine. So wird N-oxidiertes 4-ABP bevorzugt durch PABA-AT O-acetyliert, während die

N-Acetylierung von 4-ABP überwiegend durch INH-AT erfolgt. 2-AF und N-Hydroxy-2-AF werden

beide überwiegend durch PABA-AT metabolisiert. Heterozyklische Arylamine und deren N-oxidierte

Derivate dagegen werden nahezu ausschließlich durch INH-AT verstoffwechselt (Minchin et al. 1992,

S. 841ff.).

Die Aktivität der CYP 1A2 ist für die genotoxische Potenz der Arylamine von zentraler Bedeutung, da

einerseits die N-Oxidation mit der detoxifizierenden N-Acetylierung konkurriert, andererseits

N-oxidierte Arylamine als Substrate verschiedener anschließender Konjugationsreaktionen, wie z.B. der

O-Acetylierung oder Sulfatierung, weiter aktiviert werden können. Auch diese nachgeschalteten Enzym-
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systeme unterliegen einer bestimmten Organverteilung und Variabilität oder sogar genetischen Polymor-

phismen (Kadlubar et al. 1992, S. 71ff.; Goldstein und Faletto 1993, S. 174f.).

Die Aktivitäten der PABA-AT schwanken in vivo um das 3 - 4-fache und die der INH-AT etwa um

einen Faktor von 2 - 4. Die Variationsbreite von CYP 1A2 hingegen beträgt in vivo etwa das 15-fache

(Weber und Vatsis 1993, S. 209; Sinha et al. 1994, S. 6157). Allein das Ausmaß dieser Variations-

breiten legt es bereits nahe, dem oxidativen Phänotyp hinsichtlich des Nettoeffekts eine größere Bedeu-

tung zuzumessen, als dem der beiden AT. Hohe Affinitäten bestimmter Fremdstoffe zur PABA-AT oder

INH-AT können jedoch im Einzelfall Anlaß zu einer anderen Bewertung geben.

Darüber hinaus belegen verschiedene Studien die zentrale Rolle der CYP 1A2. So fand man bei Expo-

sition von Zellkulturen, die humane AT und CYP 1A2 gemeinsam exprimierten eine gegenüber 100 µM

IQ (einem heterzyklischen Amin) 18-fach, 147-fach bzw. 156-fach erhöhte Rate an DNS-Addukten,

als in Zellen, die CYP 1A2, PABA-AT oder INH-AT allein exprimierten (Probst et al. 1992,

S. 1715). Eine epidemiologische Studie ergab, dass Personen mit schnellem Phänotyp für INH-AT und

CYP 1A2 ein im Vergleich zum langsam/langsamen Phänotyp etwa 3-fach höheres Risiko aufweisen, an

kolorektalen Karzinomen zu erkranken. Bei erhöhter Exposition gegenüber heterozyklischen Arylaminen

durch häufigeren Genuß von stark gebratenem Fleisch oder Fisch steigt das Risiko auf das 6,5-fache an

(Lang et al. 1994, S. 679ff.).

5.7.2 Acetyltransferasen in Maus, Hamster, Ratte und Kaninchen

Zur Untersuchung der Auswirkungen dieser komplexen Enzymsysteme auf den Metabolismus und damit

die Toxizität von Chemikalien wird häufig auf tierexperimentelle Studien zurückgegriffen. Bei den mei-

sten der gängigen Versuchstierspezies sind neben der Primärstruktur der AT und damit deren katalyti-

schen Eigenschaften auch die molekularen Grundlagen des Polymorphismus und die Organverteilungen

der AT vom Menschen sehr verschieden. Es stellt sich daher die Frage nach dem Tiermodell, das den

menschlichen Verhältnissen am nächsten kommt. Tab. 32 zeigt den Grad der Verwandtschaft der AT

zwischen den Spezies, gemessen an der Übereinstimmung der Aminosäurensequenz.

Mäuse besitzen drei Gene für AT (Martell et al. 1991, S. 223). Zwei davon, die Gene einer monomor-

phen (AT1) und einer polymorphen AT (AT2) umfassen wie beim Menschen 870 Bp, die für 290 Ami-

nosäuren kodieren und in einem einzigen Exon organisiert sind. Grundlage des genetischen Polymor-

phismus ist die Mutation der 99. Aminosäure (Martell et al. 1991, S. 220f.). Diese Mutation des En-
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zyms führt zu einer um ca. 30% reduzierten Aktivität sowie einer stark verkürzten Halbwertszeit. Dabei

werden Transkription und Translation nicht beeinträchtigt, wie dies bei dem entsprechenden Isoenzym

des Menschen der Fall ist (Blum et al. 1991, S. 5239f.; Martell et al. 1992, S. 267ff.).

Tab. 32: Homologie der Aminosäurensequenz von Acetyltransferasen bei verschiedenen
Versuchstierspezies und dem Menschen

Mensch Maus Hamster Kaninchen
NAT2 NAT1 NAT2 NAT1 NAT2 NAT1 NAT2

Mensch
NAT1 81,0 74,5 81,7 71,4 81,7 74,8 72,0
NAT2 71,7 74,5 68,6 74,8 72,8 73,1
Maus
NAT1 81,4 83,8 82,1 65,2 66,9
NAT2 78,3 92,8 72,4 73,1
NAT3 67,2 73,1 62,8 61,4
Hamster
NAT1 79,0 69,7 70,3
NAT2 73,4 74,1
Kaninchen
NAT1 95,2

Dargestellt ist der Grad der Homologie von NAT1 und NAT2 sowohl innerhalb der Spezies, als
auch zwischen den Spezies Maus, Hamster, Kaninchen und Mensch. Für die Ratte sind keine
Angaben verfügbar. Angaben in %. Daten aus Vatsis et al. 1995, S. 3

Weiterhin ist nachteilig, dass sich nicht nur die Substratspezifitäten beider muriner AT in hohem Maße

überlappen, sondern diese großen Unterschiede zum Menschen aufweisen. So wird beispielsweise

SMZ von keiner der murinen AT und PABA ausschließlich durch AT2 metabolisiert (Martell et al.

1992, S. 267f.). Die für die Kanzerogenese wichtigen Substanzklassen der N-Hydroxy-Arylamine und

besonders der Heterozyklen sind schlechte Substrate beider AT bei Mäusen (Shinohara et al. 1986,

S. 4364).

Die Organverteilung des Polymorphismus, der bei der Maus in Leber, Blut, Blase, Niere, Lunge, Haut

und Darm exprimiert wird, unterscheidet sich deutlich von der Verteilung beim Menschen (Litterst et al.

1975, S. 261; Glowinski und Weber 1982, S. 1435; Mattano und Weber 1987, S. 134ff.; Kawakubo

et al. 1988, S. 267). Darüber hinaus unterliegen die AT-Aktivitäten einer hormonellen Kontrolle - eine

Eigenschaft, die nur bei der Maus zu finden ist (Glowinski und Weber 1982, S. 1435; Smolen et al.

1993, S. 855).
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Der syrische Hamster, ein ebenfalls weithin benutztes Tiermodell, besitzt zwei Gene für AT, die in Länge

und Struktur den menschlichen Genen gleichen (Ferguson et al. 1994a, S. 86; Nagata et al. 1994,

S. 95). Das AT2-Gen weist neben stillen Mutationen eine weitere Mutation auf, die bei der Translation

zum einem vorzeitigen Kettenabbruch führt. Homozygote Hamster mit dieser Mutation zeigen daher kei-

ne AT2-Aktivität (Nagata et al. 1994, S. 98).

Die AT1 des Hamsters setzt bevorzugt Substrate der menschlichen INH-AT, wie INH oder Procaina-

mid um, während AT2 bevorzugt PABA acetyliert. Aktivitäten der O- oder Transacetylierung sind im

wesentlichen auf die AT1 beschränkt, was einen weiteren Unterschied zu menschlichen AT darstellt

(Hein 1988, S. 52; Ozawa et al. 1990, S. 2140f.; Ferguson et al. 1994a, S. 86f.; Nagata et al. 1994,

S. 97).

AT2 konnte im Blut und in der Milz, in Leber, Magen, Dünndarm, Kolon, Niere, Blase, Lunge, Haut

und Gehirn des Hamsters nachgewiesen werden, und entspricht damit etwa der Verteilung der PABA-

AT beim Menschen (Hein et al. 1987, S. 69; Kawakubo et al. 1988, S. 267; Land et al. 1994,

S. 1587; Hein et al. 1994a, S. 19f.). Die Organverteilung der AT1 des Hamsters scheint im wesentli-

chen der von AT2 zu folgen (Hein et al. 1991c, S. 700f.; Land et al. 1994, S. 1587), auch hier ein

deutlicher Unterschied zum Menschen.

Bei der Ratte ist interessanterweise relativ wenig über die AT bekannt (Weber 1987, S. 127; vgl. Vatsis

et al. 1995, S. 3). Eine anscheinend monomorphe AT (AT1) acetyliert Procainamid, SMZ, 4-ABP und

Heterozyklen, während PABA, p-Aminosalizylsäure und 2-AF vorwiegend durch eine polymorphe AT

acetyliert werden (Tannen und Weber 1979, S. 275; Weber und Hein 1985, S. 69; Hein et al. 1991b,

S. 934f.). Dies entspricht weitgehend dem Muster der Substratspezifitäten der AT bei Maus oder Ham-

ster. Heterozyklen werden durch AT der Rattenleber nur schlecht N-acetyliert, während die

N-Hydroxyl-Derivate gute Substrate sind (Shinohara et al. 1986, S. 4364). Auch hier scheint die

O- und Transacetylierung nahezu ausschließlich durch die AT1 katalysiert zu werden (Wick und Hanna

1990, S. 997ff.; Land et al. 1993, S. 1445).

AT2 konnte bei Ratten außer in der Leber noch im Blut, in der Milz, in Dünndarm, Kolon, Pan-

kreas, Lunge, Niere, Prostata, Blase und der Haut nachgewiesen werden (Sonawane und Lucier 1975,

S. 101; Weber und Hein 1985, S. 69; Martell und Weber 1988, Nr. 4903; Kawakubo et al. 1988,

S. 267; Hein et al. 1991a, S. 233). AT1 scheint ebenfalls in den meisten Geweben vorzukommen (Lit-
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terst et al. 1975, S. 261f.; Hein et al. 1991a, S. 233). Es zeigt sich somit eine Situation, wie sie auch

beim Hamster anzutreffen ist.

Stämme schnell acetylierender Kaninchen besitzen je ein Gen für eine monomorphe und eine polymor-

phe AT, während bei Stämmen langsamer Acetylierer das AT2-Gen vollständig fehlt (Blum et al. 1989,

S. 9556; Sasaki et al. 1991, S. 13244ff.). Die Gene umfassen wie beim Menschen 870 Bp, die Protei-

ne von jeweils 290 Aminosäuren kodieren. Die Proteine der beiden AT unterscheiden sich lediglich

durch 13 Aminosäuren (Andres et al. 1987, S. 450; Sasaki et al. 1991, S. 13244ff.).

AT2 acetyliert die typischen Substrate der menschlichen INH-AT, wie SMZ, INH, Dapson oder Pro-

cainamid, darüber hinaus aber auch Substrate der menschlichen PABA-AT wie 2-AF,

p-Aminosalizylsäure und, allerdings schlechter, PABA (Gordon et al. 1973, S. 140; Sasaki et al.

1991, S. 13244). Auch AT1 scheint SMZ und PABA zu acetylieren, so dass eine erhebliche Überlap-

pung der Substratspezifitäten beider AT besteht (vgl. Andres und Weber 1986, S. 383; Sasaki et al.

1991, S. 13249). Anbetracht der hohen Übereinstimmung der Aminosäurensequenz (vgl. Tab. 32) ist

dies nicht verwunderlich. AT2 weist zusätzlich O- und Transacetylierungsaktivität auf (Glowinski et al.

1980, S. 7885f.; Ilett et al. 1991, S. 1466).

AT1 ist in allen Geweben anzutreffen mit Aktivitäten insbesondere in Leber, Darm, Lunge, Niere, Milz,

Blut, Pankreas und Gehirn, wohingegen AT2 ausschließlich in der Leber und entlang des Darms, sowie

mit geringer Aktivität in der Lunge nachgewiesen wurde (Hearse und Weber 1973, S. 521; Reeves et

al. 1991, S. 44ff.). Diese Organverteilung stimmt mit der Situation beim Menschen, wie sie von uns ge-

funden wurde, exakt überein.

5.7.3 Ausblick

Zusammenfassend läßt sich feststellen, dass sich Maus, Hamster und Ratte hinsichtlich des Sub-

stratspektrums von AT1 und AT2, der Fähigkeit zur O- oder Transacetylierung und der Organvertei-

lung der AT grundlegend von den Verhältnissen beim Menschen unterscheiden. Dabei weist die Maus

aufgrund von Besonderheiten wie einer Hormonabhängigkeit oder eines dritten AT-Gens die größten

Unterschiede zum Menschen auf. Das Kaninchen zeigt als einziges der gängigen Labortiere ein dem

Menschen ähnliches Substratspektrum der AT. Auch stimmt die Organverteilung der AT dieser Spezies

sehr gut mit der beim Menschen gefundenen Verteilung überein. Allerdings bestehen auch für die AT

des Kaninchens noch einige Unterschiede zur Situation beim Menschen. So werden die für die zwei
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menschlichen AT spezifischen Substrate PABA bzw. INH beide durch die polymorphe AT des Kanin-

chens acetyliert (Gordon et al. 1973, S. 140; Sasaki et al. 1991, S. 13244). Für tierexperimentelle

Untersuchungen erscheint das Kaninchenmodell daher insgesamt als das am besten geeignete. Auch

dann, wenn die Bedeutung der INH-AT für die Toxizität von Chemikalien direkt untersucht werden soll,

bieten sich - neben dem etwas schlechter geeigneten Hamstermodell - besonders Kaninchenstämme mit

unterschiedlichem genetischen Hintergrund für dieses Enzym an.

Bisher stand die Klärung der Rolle der AT in der Karzinogenese des Blasen- und Kolonkarzinoms sehr

im Vordergrund (z.B. Kadlubar et al. 1977, S. 807; Lower et al. 1979, S. 75; Risch et al. 1995,

S. 233; Roberts-Thomson et al. 1996, S. 1373), gefolgt von Untersuchungen zum Lungenkarzinom

(z.B. Burgess und Trafford 1985, S. 17f.; Philip et al. 1988, S. 491ff; Cascorbi et al. 1996b, S.

3961ff.; Bouchardy et al. 1999, S. 291ff.). Besonders im Hinblick auf die ungelöste Frage, ob und in-

wieweit Nitroaromaten an der kanzerogenen Wirkung von Dieselabgasen beteiligt sind, erscheint eine

intensive Bearbeitung dieser Fragestellung für die Zukunft von Bedeutung.

In letzter Zeit wird ein breites Spektrum von Krankheiten auf einen möglichen Zusammenhang mit den

AT-Polymorphismen hin untersucht: Karzinome der Mamma (Ambrosone et al. 1996, S. 1494ff.;

Hunter et al. 1997, S. 2127ff.; Millikan et al. 1998, S. 371ff.; Zheng et al. 1999, S. 233ff.; Huang et

al. 1999, S. 175ff.), der Leber (Agundez et al. 1996b, S. 501ff.; Chen et al. 1997, S. 294ff.), der

Prostata (Fukutome et al. 1999, S. 83ff.), von Kopf und Hals (Gonzalez et al. 1998, S. 294ff.; Hen-

ning et al. 1999, S. 103ff.; Morita et al. 1999, S. 685ff.), Plattenepithelkarzinome von Mund (Katoh et

al. 1998, S. 1803ff.) und Ösophagus (Morita et al. 1998, S. 517ff.), Morbus Parkinson (Bandmann et

al. 1997, S. 1136ff.; Agundez et al. 1998a, S. 1587ff.; Harhangi et al. 1999, S. 518ff.; Bandmann et

al. 1999, S. 199ff.) und Morbus Alzheimer (Rocha et al. 1999, S. 9ff.), Endometriose (Baranova et al.

1999, S. 636ff.), Sarkoidose (Asada et al. 1997, S. 341ff.), atopischen Hautkrankheiten (Zielinska et

al. 1997, S. 635ff; Gawronska-Szklarz et al. 1999, S. 562ff.) und Lupus Erythematodes (v. Schmie-

deberg et al. 1999, S. 147ff.) und sogar Diabetes mellitus (Agundez et al. 1996a, S. 465ff.). In der

Regel zeigt sich kein Zusammenhang mit den AT. Angesichts des offensichtlich erwachten Interesse an

diesem Bereich der molekularen Epidemiologie stehen für die Zukunft wohl interessante Ergebnisse zu

erwarten.



-105- 6 Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Zahlreiche toxikologische und epidemiologische Untersuchungen haben belegt, dass Acetyltransferasen

eine zentrale Rolle beim Metabolismus potentiell kanzerogener aromatischer Amine und Nitroarene

spielen und ihnen demzufolge eine entscheidende Bedeutung für die Entstehung von Tumoren durch die-

se Verbindungen zukommt.

Die Acetyltransferasen (AT) des Menschen liegen in zwei Formen vor, die sich anhand ihrer hohen Spe-

zifität für die Substrate p-Aminobenzoesäure (PABA) und Isoniazid (INH) unterscheiden lassen. Die

gegenwärtigen Kenntnisse über das Vorkommen und die Aktivitätsspiegel dieser Enzyme in menschli-

chen Geweben sind unsicher und lückenhaft. Einer der Gründe dafür ist in der Instabilität der AT zu su-

chen, die bei den bisherigen Untersuchungen oft nicht genügend berücksichtigt wurde. Ein weiterer

Grund liegt in der geringen Spezifität und Sensitivität der Verfahren, die häufig zur Bestimmung der bei-

den AT-Aktivitäten eingesetzt wurden.

Die vorliegenden Untersuchungen hatten zum Ziel, Bedingungen zu erarbeiten, unter denen der Verlust

der Enzymaktivität während des Transportes, der Lagerung und Aufarbeitung des Probenmaterials

möglichst gering gehalten werden kann. Nach Etablierung dieser Bedingungen sollte die Aktivität der

beiden AT-Formen v.a. in den Ein- und Austrittspforten für potentiell toxische Chemikalien, d.h. in Lun-

ge, Darm, Urogenitaltrakt und Haut, bestimmt werden.

Als Markersubstrate für die Erfassung der beiden AT-Formen wurden PABA und INH gewählt, deren

actylierte Produkte mittels HPLC-gestützter Verfahren bestimmt wurden. Diese Verfahren zeichnen sich

durch hohe Sensitivität und Spezifität aus. Die Proben menschlicher Gewebe wurden im Rahmen von

ohnehin erforderlichen Operationen in Münchener Kliniken gewonnen. Mögliche Einflußfaktoren auf die

Aktivität der AT wurden mit einem eigens für diese Studie entwickelten Fragebogen erfaßt.

Die Untersuchungen zu den Versuchsbedingungen ergaben, dass die Aufbewahrung der Proben bei

Temperaturen von -80 °C oder -180 °C erhebliche Verluste der AT-Aktivitäten nach sich zieht, wobei

diese für die PABA-AT deutlich stärker ausgeprägt sind als für die INH-AT. Wurden die Proben dage-

gen bei Temperaturen von +4 °C gelagert, so war über einen Zeitraum bis zu zehn Stunden weder für

die PABA-AT noch die INH-AT eine signifikante Abnahme zu beobachten. Bei den vorliegenden Un-

tersuchungen wurde daher das Probenmaterial nicht eingefroren, sondern während der Transport- und
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Verarbeitungsphase auf etwa +4 °C gekühlt und innerhalb weniger Stunden zur Enzymbestimmung her-

angezogen.

Unter den genannten Versuchsbedingungen fanden sich in sämtlichen Gewebeproben von Haut, Niere,

Harnleiter, Harnblase, Prostata, Leber, Pankreas, Dünndarm, Kolon, Rektum und Lunge deutliche Ak-

tivitäten der PABA-AT. Diese lagen für die meisten Gewebe in der Größenordnung von 1,5 – 3

nmol/mg/min. Aktivitäten in Geweben des Darmtrakts lagen mit etwa 8 nmol/mg/ min deutlich höher, in

Pankreasproben mit ca. 0,5 – 1 nmol/mg/min etwas niedriger als in den übrigen Geweben. Im Gegen-

satz dazu waren signifikante INH-AT-Aktivitäten nur in wenigen Geweben zu beobachten. In den Pro-

ben von Leber und Darm erreichten sie Größenordnungen von etwa 100 – 300 pmol/mg/min, in der

Lunge lediglich 50 pmol/mg/min. Die interindividuellen Schwankungen lagen mit durchschnittlich etwa

50% um den Mittelwert bei der PABA-AT und ca. 40% bei INH-AT für alle Gewebe auf einem Ni-

veau. Die Varianz war dabei bei den Aktivitäten der PABA-AT etwas deutlicher ausgeprägt als bei der

INH-AT. Der Befund, dass in einigen Geweben wie Haut oder Niere erhebliche Aktivitäten der

PABA-AT, aber keine signifikanten INH-AT-Aktivitäten zu finden sind, verweist nochmals auf die hohe

Spezifität der verwendeten Markersubstrate.

Ein eindeutiger Einfluß endogener oder exogener Faktoren auf die Aktivität der beiden AT, z.B. durch

das Lebensalter, Höhe der Blutzuckerwerte oder Einnahme bestimmter Arzneimittel, war nicht nach-

weisbar. In Anbetracht der begrenzten Zahl von Patienten, die für ein einzelnes Gewebe nicht mehr als

acht betrug, ist diese Aussage allerdings mit einigem Vorbehalt zu sehen.

Vergleicht man die vorliegenden Ergebnisse zur Gewebsverteilung der beiden AT-Formen beim Men-

schen mit Berichten zu ihrer Verteilung bei den gängigen Versuchstierarten, so bestehen für Maus, Ratte

und Hamster größere Unterschiede zu den Verhältnissen beim Menschen. Lediglich das Kaninchen zeigt

eine gewisse Ähnlichkeit und bietet sich daher am ehesten als Modell zur Untersuchung der Wirkung der

AT bei der Aktivierung von Prokanzerogenen an.

Insgesamt erweitern die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur Aktivität der AT in

menschlichen Geweben die Basis, auf der eine Risikoabschätzung für die Belastung des Menschen mit

kanzerogenen Substanzen vom Typ der aromatischen Amine und Nitroarene vorgenommen werden

kann.
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