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-1- 1 Einflhrung

1  Einfihrung

Berats ein Jahr nach der Einfihrung von Isoniazid (INH) in die Thergpie der Tuberkulose im Jahr 1952
wurden grof¥e interindividuelle Unterschiede in Nebenwirkungsrate und Metabolismus des Tuberku-
logtatikums festgestellt, die das Patientenkollektiv in zwel Gruppen teilte. Es dauerte noch einige Jahre,
bis erkannt wurde, dass dies auf Unterschieden in der Fahigkeat, INH zu acetylieren beruht (Evans
1989, S. 157; Grant 1993, S. 45).

Dieser s0g. , higtorische Acetyltransferase-Polymorphismus® flhrte zu der Benennung des das INH
acetylierenden Enzyms ds ,polymorphe’  Acetyltrandferase (AT, Acetyl-Coenzym A: Arylamin
N-Acetyltransferase, E.C. 2.3.1.5). Aus Griinden der besseren Ubersicht wird diese AT im folgenden
subgtratdefiniert generdl ds INH-AT bzw. geegentlich ds Sulfamethazin (SMZ) -AT bezeichnet. Eine
weitere AT, die p-Aminobenzoesiure (PABA) acetyliert (in dieser Arbeit s PABA-AT bezeichnet),
wies in der Bevdlkerung eine unimodae Vertellung auf und wurde andog ds ,, 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 unabhangig vom Sub-
sratspektrum Ublicherweise ds NAT1 und die polymorphe AT as NAT2 bezeichnet. Neuerdings wer-
den die AT nach ener internationa einheitlichen Systematik auf Gen- und Proteinebene benannt (s.
Kap. 1.1.3).

1.1 Genetische Grundlagen des Acetyltransfer ase-Polymor phismus

1.1.1 Geneder Acetyltransferasen

Die Gene beider AT wurden beim Menschen in der Region 8p21.3 — 23.1 des Chromosoms 8 lokali-
det. Se snd durch mindestens 25.000 Basenpaare voneinander getrennt (Hickman et al. 1994,
S. 445, llett 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 enthat
(Blumet al. 1990, S. 195ff.). Das Gen der INH-AT weist im 5'-nichtkodierendem Bereich en Intron
von ca. 8.000 Bp Lange auf, das Gen der PABA-AT besteht aus einen einzigen Exon (Ebisawa und
Deguchi 1991, S. 1254). Beide Gene zeigen eine Homol ogie von 87% im kodierenden Bereich, 5'- und
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3 -nichtkodierende Bereiche stimmen nahezu perfekt Uberein (Blum et al. 1990, S. 195). Es wurde da-
her vermutet, dass die INH-AT aus der entwicklungsgeschichtlich dteren PABA-AT entstanden ist
(Ebisawa und Deguchi 1991, S. 1255). Ein drittes AT-Gen weist 8 deletére Mutationen auf, von denen
vier zu Verschiebungen des Leseragters filhren und zwel weltere vorzetige Trandationsstops kodieren,
S0 dass kein Genprodukt kodiert wird. Es handelt sich um ein sog. Pseudogen (Blum et al. 1990,
S. 197).

1.1.2 Molekularer Mechanismus des Polymor phismus

Der genetische Polymorphismus der INH-AT entsteht durch Punktmutationen im kodierenden Bereich
des INH-AT Gens, die zu Verdnderungen der Aminosiurensequenz fihren. Darliber hinaus bestehen
dille Mutationen ohne Einfluld auf die Aktivitét der INH-AT, jedoch moglicherweise auf die Trandation
(Abeet 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 snd 12 Mutationen
bekannt, aus denen durch unterschiedliche Kombination 27 Genotypen hervorgehen (Vatss et al.
1995, S. 4f; llett et al. 1999, S. 958f.). Die Mutationen kdnnen ohne Auswirkungen auf die Enzymak-
tivitét bleiben (Hein et al. 1994b, S, 729ff.; Cascorbi et al., 1996a, S. 257ff.), bel gleichbleibenden
Mengen an mRNA zu reduzierten Proteingehdten fihren (Blum et al. 1991, S. 5239, Deguchi 1992, S.
18140ff.), die Stabilitét (gemessen ds Halbwertszait des aktiven Enzyms) oder die kinetischen Parame-
ter enschlieich der Subgtrataffinitét beeintrachtigen (Ferguson et al. 1994b, S. 373; Hickman et al.
1995, S. 699). Tab. 1 illudriert die Vidzahl der inzwischen beschriebenen Mutationen.

Auch das PABA-AT Gen weist Punktmutationen im kodierenden und nichtkodierenden Bereich auf, die
die Aminosdurensequenz 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.) verdndern kénnen oder nicht
(sog. tille Mutationen; Vatds und Weber, 1993, S. 73f.). Weterhin kommen verschiedene kurze Dele-
tionen oder Insertionen vor (Dall et al. 1997, S. 584ff.). Die Veranderungen haben unterschiedliche
Auswirkungen auf die Stabilitét und damit Menge des Enzyms (Vatss 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 Bruchstiicken fhrt (Hughes et al. 1998, S. 55ff.; Hubbard
et al. 1998, S. 913ff.; Lin et al. 1998, S. 269ff.). Derzeit Snd 24 verschiedene Allele bekannt.



3 1 Einflhrung

1.1.3 Nomenklatur

In der Vergangenheit wurde von jeder Arbeitsgruppe ein eigenes Klassfikationssystem fir die einzelnen
Genotypen der INH-AT etabliert. So entstand die M-Klassfikation der Arbeitsgruppe um U.A. MEYER
(Blumet al. 1991; S. 5239; Bdl et al. 1993, S. 1691), die SKlassfikation von E. SM (Hickman und
Sim 1991, S. 1012), die RKlassfikation unter W.W. WEBER (Vass et al. 1991, S. 6336) sowie
weltere Bezeichnungen (Ohsako und Deguchi 1990, S. 4632; Deguchi 19923, 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 dler AT erarbeitet und
im Rahmen ener Konsensuskonferenz 1998 modifiziert und aktudisert (llett et d., 1999, S. 957ff.).
Hierbe werden dle bekannten AT in der Rehenfolge ihrer Entdeckung bzw. Beschreibung numeriert.
Der Bezeichnung NAT1 bzw. NAT2 folgt ein Stern (fur das Alldl, zusétzlich kursive Schrelbweise) bzw.
ein Leerzeichen (fUr das Protein) sowie ene fortlaufende Nummer in der Rethenfolge der Entdeckung
(Vatsis et al. 1995, S. 10ff.). Ahnliche Allele werden durch gleiche Ziffern zu einer Gruppe zusammen-
gefasst und durch Buchstaben differenziert. Die Mitglieder der Nomenklaturkomittees vergeben die Be-
zeichnungen flr neue Varianten und informieren zeitnah Uber den aktuellen Stand der Nomenklatur Gber
das Internet unter http:/Amww.louisvilleedw medschool/ pharmacology/ NAT.html. Tab. 1 zeigt be-
piehéft die Bezeichung der Mutationen des menschlichen INH-AT Gens nach ater und neuer Nomen-
klatur.

1.1.4 Verteilung der Isoniazid-Acetyltransferase in ver schiedenen Bevolkerungen

Wedtweit and in verschiedenen geographischen Regionen und Bevolkerungen unterschiedliche Antelle
schndler und langsamer Acetylierer anzutreffen. Der Antell langsamer Acetylierer erreicht bis zu 95%
unter Marokkanern, Libanesen oder Agyptern, wahrend im asiatischen Raum bei Japanern und Korea-
nern langsame Acetylierer nur ca. 11% ausmachen. Européer und insbesonders Deutsche sind mit ca
60 - 70% Uberwiegend langsame Acetylierer (Asprodini et al. 1998, S. 501ff.; Evans 1989, S. 1971f.;
Sunaharaet al. 1961, S. 1530; Woolhouse et al. 1997, S. 73ff.; Xieet al. 1997, S. 503ff.).
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Tab. 1: Mutationen im menschlichen INH-AT Gen

neue Nomenklatur alte Nomenklatur  Nukleotid-  Aminosauren-  Phanotyp
Allel Protein wechsel wechsel
NAT2*4 NAT24 Wildtyp schnell
0-7
Ry
Alld 1
NAT2*5A  NAT25A M1 T341C; lle 114 Thr langsam
Slb C41T dille Mutation
NAT2*5B NAT25B rs T341C; lle114 Thr langsam
Sla c4LT dille Mutation
Alld 4 A8 G Lys268 Arg
NAT2*5C NAT25C Slc T341C lle114 Thr langsam
A 803G Lys268 Arg
NAT2*5D NAT25D T341C lle 114 Thr langsam
NAT2*5E  NAT25E T341C lle 114 Thr langsam
G50 A Arg 197 GIn
NAT2*5F NAT25F T341C lle114 Thr langsam
C41T dille Mutation
C7m™T dille Mutation
ABBG Lys268 Arg
NAT2*6A  NAT26A M2 c282T dille Mutation langsam
r G5% A Arg 197 GIn
Alld 3
S2
NAT2*6B NAT26B G590 A Arg197 GIn langsam
NAT2*6C NAT26C c282T dille Mutation langsam
G5% A Arg 197 Gn
A 803G Lys268 Arg
NAT2*6D NAT26D T111C dille Mutation langsam
c22T dille Mutation
G50 A Arg 197 GIn
NAT2*7A  NAT27A M3 G857 A Gly 286 Glu langsam
D14

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

NAT2*7B  NAT27B S3 c22T dille Mutation langsam
Alld 2 G857 A Gly 286 Glu
D-14
NAT2*12A NAT2 12A A 803G Lys268 Arg <chnell
NAT2*12B NAT212B c282T dille Mutation schndl
A 808G Lys 268 Arg
NAT2*12C NAT212C c48LT dille Mutation schndl
A 803 G Lys 268 Arg
NAT2*13  NAT213 A c282T dille Mutation schndll
NAT2*14A NAT2 14A M4/M4a G191 A Arg 64 GIn langsam
NAT2*14B NAT214B M4b G191 A Arg %4 GIn langsam
AT2B C282T dille Mutation
NAT2*14C NAT214C GI1A Arg 64 GIn langsam
T341C lle114 Thr
Cc48lT dille Mutation
A 8RB G Lys 268 Arg
NAT2*14D NATZ2 14D G191 A Arg %4 GIn langsam
c282T dille Mutation
G5%0A Arg 197 GIn
NAT2*14E NAT2 14E G191 A Arg 64 GIn langsam
A8RBG Lys268 Arg
NAT2*14F NAT2 14F G191 A Arg %4 GIn langsam
T341C lle 114 Thr
A 803G Lys268 Arg
NAT2*14G NAT214G GI1A Arg 64 GIn langsam
ca28,2T dtille Mutation
A 803 G Lys 268 Arg
NAT2*17  NAT217 A44C GIn145 Pro 7
NAT2*18 NAT218 A8 C Lys282 Thr 7
NAT2*19  NAT219 C10T Arg %4 Trp langsam

Mutationen im INH-AT Gen, Auswirkung auf die Struktur und Aktivitét 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://mwww. louisville. edw/ med-

school/ pharmacology/ NAT.html (Stand: 15.02.2000).
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Diese unterschiedlichen Haufigkeiten sind auf die Verteilung der verschiedenen Mutationen der INH-AT
in verschiedenen Populationen zurlickzuftihren. So kommt das Alld NAT2* 7 vorwiegend unter Orien-
talen, Asaten und Chinesen vor (Xieet al. 1997, S. 503ff.), wahrend NAT2* 14 en afrikanisches Gen
darzustdlen scheint, da es nahezu ausschlieldich unter Afrikanern vorkommt (Lin et d. 1994, S. 125ff.;
Deomenieet al. 1996, S. 177ff). Unter Weil2en (Kaukasiern) ist NAT2*5 mit Abgtand am haufiggten
anzutreffen. Tab. 2. zeigt an ausgewéahlten Beipiden, wie sch der Antell schndller und langsamer Ace-
tylierer in Abhdngigkelt von der ethnischen Zusammensetzung der Bevdlkerung andert.

1.1.5 Vertelung der PABA-Acetyltransferasein ver schiedenen Bevdlkerungen

Da der Polymorphismus der PABA-AT erst in jingerer Zeit entdeckt wurde, liegen zur Vertellung der
Genotypen in den Populationen verschiedener Lander bidang nur wenig Daten vor. So kommt der
Wildtyp NAT1*4 unter Schotten mit einer Haufigkeit von 98% vor (Hubbard et al. 1998, S. 913ff.),
bel Indern, Maaien und Chinesen jedoch nur zu 51%, 30% bzw. 35%. Wahrend das Alled NAT1*10
mit 17%, 39% und 30% unterschiedlich verteilt ist, Snd die Allde NAT1*3 (29-33%) und NAT1*11
(2%) 9nd in diesen Volksgruppen wetgehend gleich vertalt (Zheo et al. 1998, S. 299ff.). In einer
Uberwiegend kaukasischen Bevolkerungsstichprobe traten NAT1*11 mit 2,1%, NAT1*14 mit 2,8%
und NAT1* 15 mit 1,4% sdlten auf (Hughes et al. 1998, S. 55ff.).

Der Antell langsamer Acetylierer wurde in einer Uberwiegend kaukasischen Bevdlkerung mit ca
8% angegeben (Butcher et al. 1998, S. 67ff.), in anderen Untersuchungen wurde ein Antell von 71%
(Bdl 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 Allde NAT1*4 (Wildtyp),
NAT1*3, langsan acetylieren NAT1*14 sowie NAT1*15. Wie die Genotypen NAT1*10 und
NAT1* 11 enzustufen sind, wird noch kontrovers diskutiert, moglicherwese handdt es sch um schndll
acetylierende Allde (Dall 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 snd auschlieldich cytosolisch verteilte Enzyme. Beide AT enthaten 290 Aminosauren mit dedu-
zierten Molekulargewichten von 33,9 (PABA-AT) bzw. 33,5 kDa (INH-AT). Fir die Katdyse ist ein
hochkonserviertes Cystin (Kodon 68) essentiell (Dupret und Grant 1992, S. 7382).
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Tab. 2. Haufigkeit von schnellen und langsamen Allden und Phanotypen der INH-AT in
ver schiedenen Bevdlker ungen.

n |Genotyp (% der Gesamtbevdlkerung)|Phanotyp (%) | Ref.
*4 *5A/B/C *6A/B *7A/B *14A/B|schndl langsam

Afrikanische Her kunft
Schwarze US Amerikaner| 172 | 32 29 24 7 8 Y 46 1

128 36 30 22 2 9 59 41 2
Asiatische Her kunft
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 7 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 il 9 5
Japaner 1451 69 2 19 10 0 10 11
Koreaner 170| 68 2 18 11 1 0 10 1
Kaukasische Her kunft
Weil3e US Amerikaner 372 25 45 28 2 44 56 2
Weile US Amerikaner 98 | 23 41 34 2 41 59 1
Juden (USA) 9 | 23 41 34 2 41 59 §)
Tudrken (Sudost Anatolien] 303 | 23 42 31 5 41 59 12
Deutsche 100 | 23 46 27 4 41 59 6
Englander 31 ] 26 45 27 2 45 55 7
Englander 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 Her kunft
Slidamerikaner (USA) 166 | 42 23 17 17 1 66 34 1
Slidamerikaner (USA) 130 38 32 19 10 1 62 38 1
Nicaraguaner 137 42 31 17 66 34 14
Portugiesen 1281 21 43 33 3 3 62 15

Haufigkeiten von Mutationen im INH-AT-Gen und Phénotyp in verschiedenen Bevolkerungen und Um-
fang der jeweiligen Untersuchungen. Die Daten wurden aus den folgenden Ver6ffentlichungen entnom-
men: 1: Lin et al. 1994, S. 132; 2: Bl 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 Sm 1991,
S. 1012f.; 8: Hickmanet 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 Aminosduren von Kodon 210 bis 250 sind fir die Stabilitét des Enzyms bedeutsam, insbesondere
das ebenfdls hochkonservierte Cystin 223. Die zentrale Region mit dem aktiven Zentrum (Kodons 47 -
111) und das C-terminde Ende des Proteins (Kodons 250 - 290, insbesonders Kodon 286) tragen zur
Affinitét und Substratspezifitét bel, wahrend der Bereich der Kodons 112 - 210 fur die Resktionsge-
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 Aminoséure Arginin an den Ko-
dons 9 und 64 scheint wesentlich zur Substratbindung und Stabilisierung eines katalytischen Ubergangs-
zugtands beizutragen. See and essentidl| fir die intringsche Stabilitét und katdytische Funktionsfahigkelt
beider AT (Delomenieet al. 1997, S. 207ff.).

1.2.1 N-Acetylierung

Be der N-Acetylierung Ubertragen AT (dann s NAT bezeichnet) einen Acetylrest vom Kofaktor Ac-
CoA auf die primére Amin- bzw. Hydrazingruppe ihrer Substrate. Sowohl PABA-AT ds auch INH-
AT snd zur N-Acetylierung in der Lage. Zwe Gruppen von NAT sind zu unterscheiden: direkt an aro-
matische Ringsysteme gebundene Amingruppen werden durch die Arylamin-NAT acetyliert, die Gegen-
sand der vorliegenden Untersuchungen ist. Alkylarylamine, bel denen die Amingruppe Uber eine Car-
bonkette indirekt am aromatischen Ringsystem angebracht ist, wie dies z.B. bel Serotonin oder Dopa-
min der Fal igt, werden durch die Alkylarylamin-NAT acetyliert. Se kommt vorwiegend in der Zirbe-
driise (Glandula pinealis) vor (Deguchi 1992b, S. 231f.). Bel htheren Saugetieren findet sch keine
signifikante Uberlgppung der Substratspekiren der genannten Enzyme (Deguchi 1992b, S. 235).

Die Acetylierung verlauft im Sinne einer Ping-Pong-Reaktion, bei der in eéinem ergten Schritt ACCoA an
das Enzym gebunden und der Acetylrest auf ein Cystin Ubertragen wird. Nach Abdiffuson des CoA-
Rests wird Subsirat gebunden und die Acetylgruppe auf dessen primére Amingruppe ubertragen. Nach
Frelsetzung 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 (Mandd baum-Shavit
und Blondheim 1981, S. 66; McQueen und Weber 1980, S. 895). Schwermetalionen wie ClL2+, Zn2+
oder Hg?* inaktivieren die AT irreversibel. Sulfhydrylgruppeninhibitoren wie N-Ethylmaenamid oder p-
Chloromercuribenzoat hemmen besonders potent (McQueen und Weber 1980, S. 894; Mandebaum-
Shavit und Blondheim 1981, S. 67). PABA-AT wird darber hinaus durch Folsdure und Amethopterin
sark gehemmt (Ward et al. 1992, S. 1100; Mandel baum-Shavit und Blondheim 1981, S. 67; Ward et
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al. 1995, S. 1763). Eine Produkthemmung besteht offensichtlich nur in geringem Mal3e (McQueen und
Weber 1980, S. 894).

1.2.2 O-Acetylierung und Transacetylierungen

AT acetylieren neben priméren Amingruppen von Arylaminen (N-Acetylierung) auch Hydroxylgruppen
von N-Hydroxy-Arylaminen (O-Acetylierung, OAT). N-Acetylgruppen konnen intramolekular auf die
Hydroxylgruppe von N-Hydroxy-Arylaminen Ubertragen werden (N, O-Acetyltransferase KING, King
1974, S. 1506ff.). Weiterhin konnen Acetylreste intermolekular von Amingruppen auf Hydroxylgruppen
(N, O-Transacetylase BARTSCH, Bartsch et al. 1972, S. 281ff.) oder Amingruppen eines zweiten Mo-
lekiils Gbertragen werden (N, N-Transacetylase BOOTH, Booth 1966, S. 746ff.; Ubersicht bei Hein
1988, S. 40ff.). Diese Aktivitdten kdnnen sowohl durch PABA-AT ds auch durch INH-AT vermittelt
werden, wenngleich zu - substratabhangig - unterschiedlichem Ausmal (Hein et al. 1993b, S. 1635f.;
Heinet al. 1995, S. 3533f.). Eine Ubersicht dieser Resktionen zeigt folgende Graphik (Abb. 1).

1.2.3 Deacetylasen

Deacetylasen katadyseren die Abspatung der Acetylgruppe von Amiden oder Hydroxams&uren durch
Eder- oder Amidhydrolyse. Se sind bei den meisten Versuchstierspezies mikrosomal vertellt (Glowin-
ski et al. 1983, S. 69). Durch 100 pM Paraoxon sind Se irreversbe und quantitativ hemmbar (Hein et
al. 1993a, S. 512). Ihre Subdtratspezifitét it gering, Se descetylieren 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 Korper ubiquitér vorhanden zu sein (Hein 1988, S. 44). Beim Menschen wurden
seu.a inLeber (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 Aktivitéten von Descetylase mit NAT oder
OAT konnte beim Menschen nicht nachgewiesen werden (Land et al. 1989, S. 729).

1.2.4 Substrateder Acetyltransferasen und deren Herkunft

Primére Arylamine und Hydrazine as Subsirate der AT umfassen ein grof3es Spektrum von Einzel sub-
danzen. 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

Darlber hinaus sind die N-oxidierten Derivate meist ebenfdls gute Substrate der AT (Minchin et al.
1992, S. 843; Hein et al. 1994c, S. 131).

Nitroaromaten entstehen bel fagt dlen Verbrennungsvorgangen fossiler Brenngtoffe wie Holz, Kohle,
Stadtgas, Kerosin, Heizol oder Kraftstoff; so bel der Heizung im hdudichen oder indudtriellen Bereich,
durch Kraftfahrzeuge - hier snd inshesonders Diesdlabgase zu nennen - oder akzidentell, z.B. bel Bran-
den. Auch in Nahrungamitteln wie gegrilltem Huhn oder in Tee wurden kanzerogene Nitroaromaten
nachgewiesen (Tokiwaund Ohnishi 1986, S. 23ff.; Hein 1988, S. 39). Eine Exposition gegentiber Ary-
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laminen it dartberhinaus im industriellen Bereich bel der Arylaminherstellung und -verwendung gege-
ben, dso v.a im Beriech der Farbenherstellung und -verarbeitung, in der Plastik-, Gummi- und Kabe-
lindustrie, sowiein metdl-, textil- und lederverarbeitenden Betrieben (Lower 1982, S. 1060; Cartwright
1983, S. 13ff.; S.; Rischet al. 1995, S. 232; Sinués et al. 1992, S. 4886f.). Auch im Zigarettenrauch
snd Arylamine in sgnifikantem Ausmald enthalten (Lower 1982, S. 1060; Hein 1988, S. 38; Bartsch et
al. 1990, S. 1828).

Weltere Subgtrate der AT sind die sog. heterozyklischen aromatischen Amine. Diese entstehen
durch Pyrolyse aus Aminosauren wie Tryptophan, Glutamat oder Lysn (Sugimura und Sato 1983,
S. 2415s) oder Gemischen von Krestinin, Zuckern und Aminoséuren bei hohen Temperaturen beim
Braten von Fleisch, Fisch oder Sojaprodukten (Sugimura 1986, S. 5). Auch im Kondensat des Ziga-
rettenrauchs sind se enthdten (Sugimura 1986, S. 6). Moglicherweise Sind auch bestimmte Pestizide
Subgtrate der AT (Falck et al. 1999, S. 225ff.). Schlieldich wird eine gréf3ere Zahl von Arznemitteln
durch AT metabolisert (Clark 1985, S. 350; Deguchi 1992b, S. 231f.). Die Strukturformen eniger
bei spid haft ausgewahlter Substrate Snd in Abb. 2 dargestelt.

In der Regd Uberlappen sich die Substratspektren beider AT stark (Hein et al. 1993b, S. 1635).
Je nach Beltrag der einzelnen AT wird im Metabolismus der jewelligen Substanzen in der Bevolkerung
eine ein- (monomorphe) oder mehrgipflige (polymorphe) Haufigkeitsvertellung beobachtet. So wurden
bel spiesweise die Medikamente Procainamid, Dapson, Hydraazin, Phendzin, Nitrazepam und Clone-
zepam ds polymorphe, und Sulfamethoxazol als monomorphes Substrat bezeichnet, obwohl se dle
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), b-
Naphthylamin oder Benzidin snd Subdrate beider AT, mit einer Préferenz der Acetylierung durch
PABA-AT (Heinet al. 1993Db, S. 1635; Minchinet al. 1992, S. 841; Zenser et al. 1996, S. 3941ff.).
Fur heterozyklische Arylamine gilt gleiches, wobel diese schlechte Subgtrate fir die N-Acetylierung
snd.
Die O-Acetylierung dieser Substanzen wird scheint jedoch in erster Linie durch die INH-AT kataysert
zuwerden (Hein et al. 1993b, S. 1635; Hein et al. 1994c, S. 131; Wild et al. 1995, S. 644f.).
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Abb. 2:  Strukturformdn von Substraten der AT

Strukturformeln der heterozyklischen Arylamine 1Q, MelQ, Trp-P-1 und Glu-P-1, der Kanzerogene 2AF,
Benzidin und 4-ABP sowie der as 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-Aminosaizylsiure (PAS), Sulfamethazin (SMZ)
und INH en. PABA und PAS werden spezifisch durch die PABA-AT acetyliert. Die Werte der
MicHAELIS-Konstante K, betragen fur die beiden Substanzen 15 uM und 11 puM, die Verhdtnisse der
spezifischen Aktivitdt 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 ds Markersubstrate fur die INH-
AT. Fur diese Substanzen liegen die K-Werte bei 123 pM und 374 pM (Hickman et al. 1995,
S. 701). Umgekehrt betragt die K,-Kongtante fir die Acetylierung von PAS durch die INH-AT ca
3.000 bis 6.000 uM und fur die Acetylierung von SMZ durch die PABA-AT 3.500 uM (Hein et al.
1993b, S. 1635; Grant et al. 1991, S. 187).

1.3 Vefahren zur Bestimmung von Phanotyp und Genotyp

Abhéngig von der jewelligen Fragestdllung sind unterschiedliche Verfahren in Gebrauch, um den Geno-
typ bzw. Phénotyp der INH-AT von Untersuchungspersonen zu bestimmen.

1.3.1 Phanotypiserung

Zur Besimmung des Phénotyps wurden im Wesentlichen zwe Strategien verfolgt. Zum einen wurde
versucht, von der Aktivitét einer Probe, meist aus der Leber (z.B. be Organspendern) auf den Phano-
typ zu schliefen. Haufiger, gerade bal epidemiologischen Fragestellungen wurde eine Testsubstanz ver-
abreicht,. nach definierten Zetraumen Muttersubstanz und acetylierte Metaboliten im Blut, Urin oder
Speichd bestimmt und ins Verhditnis gesetzt bzw. dternativ Plasmahdbwertszeit berechnet. Als Test-
substanzen fur die metabolischen Phanotypisierungstests kamen fiir die AT2 Dapson, Procainamid, INH
oder - am haufigsten - SMZ zum Einsatz (Evans 1989, S. 159ff.; Clark 1985, S. 345ff.; Meisd et al.
1997, S. 241ff.; Okumuraet al. 1997, S. 509ff.). Sat einigen Jahren wird bevorzugt Koffein as Test-
substanz verwendet, da es die Mdglichkeit bietet, gleichzeitig den Phénotyp 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 Gber 90% mit den aus dem Genotyp abgeleiteten Acetyliererstatus (Hir-
vonen 1999, S, 254ff.). Eine zuverléssge Bestimmung des Phdnotyps von AT1 kann in vivo mit der
Testsubstanz PAS erfolgen (Hughes et al. 1998, S. 55ff.).



1 Einfuhrung -14-

Assays zur Aktivitatsbesimmung der INH-AT basieren auf drel Nachweisverfahren: der Verwendung
radioaktiv markierter Substanzen (sog. Radioassays), chromatographische Verfahren wie HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) und colorimetrische Messungen. Radioassays messen die Radio-
aktivitét, die ein Produkt durch die Acetylierung mit radioaktiv markiertem AcCoA erhdlt. Dieses Ver-
fahren ist auf verschiedene Subdtrate relativ einfach adaptierbar und von der Durchfiihrung wenig auf-
wendig (Sonawane und Lucier 1975, S. 104). Es zeigt eine gute Spezifitdt und eine sehr gute Sengitivitét
mit Nachweisgrenzen von einigen nmol, entsprechend AT-Aktivitéten von ca 0,1 nmol/mg Protein/min
und darunter (Sonawane und Lucier 1975, S. 99f.).

Auf HPLC baserende Verfahren snd aufwendiger as Radioassays. Se gdten ds hochspezifisch und
weisen eine Empfindlichkeit auf, die in der Lage ist, auch noch wenige nmol des Produktes, und damit
Aktivitéten im pmol-Bereich nachzuweisen (Baty et al. 1986, S. 330f.; Pink et al. 1992, S. 561). Co-
lorimetrische Assays d's dteste Verfahren weisen die Zu- oder Abnahme des Substrates oder Produk-
tes durch Messung einer Absorptionsénderung nach. Sie sind aufwendig, fehleranfdlig und nicht fir adle
Substrate anwendbar (Sonawane und Lucier 1975, S. 98f.; Andres et al. 1985, S. 368ff.). Je nach ein-
gesetzter Nachweisresktion sind colorimetrische Verfahren durch erhebliche Unspezifitét gekennzeich-
net und Uberschétzen so AT-Aktivitéten (Pink et al. 1992, S. 563). Im direkten Vergleich mit enem
HPL C-Verfahren wurden Aktivitéten ermittelt, die um Uber 100% Uber den mit HPLC ermittelten lagen
(Ank et al. 1992, S. 563, Berechnung durch den Autor). Dartiber hinaus sind colorimetrische Verfah-
ren - je nach Subdrat - bis zu ca 200-fach weniger sendtiv ds die beiden vorgenannten Verfahren

(Ank et al. 1992, S. 561; Andreset al. 1985, S. 373ff.).

1.3.2 Genotypiserung

Mit fortschraitender Anwendung der PCR-Technik wird zunehmend routinem&3g der Genotyp angelle
des Phénotyps bestimmt. Aufgrund des hohen pradiktiven Werts des Genotyps ist ein derartiger Ansatz
mit ausreichender Sicherheit moglich (Hickmanet al. 1992, S. 224; Meisd et al. 1997, S. 241ff.). Die
Genotypiserung erfordert im Gegensatz zur Bestimmung des Phanotyps (s0.) lediglich die Entnahme
weniger Bluttropfen (Lin et al. 1993, S. 828). Die Bestimmung des Genotyps erfolgt tber den sog. Re-
driktionsfragmentl@ngenpolymorphismus. durch die Punktmutationen der verschiedenen AT-Allde ent-
fdlen Schnittstelen definierter Restriktionsendonukleasen, so dass sich Anzahl und Grofe der Frag-
mente je nach Alle 8ndern. So wird z.B. beim Alld NAT2* 7B durch die Mutation des Guanin-857 zu
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Adenin eine Schnittstelle fir BamHI abgeschafft, so dass nur eine Bande angtelle von zwelen bel ande-
ren Allden in der Geleektrophorese sichtbar wird (Hickman und Sim 1991, S. 1008ff.).

1.4 Bedeutung der Acetyltransferasen

Schon sehr frih wurde erkannt, dass fur die kanzerogene Wirkung bestimmter Chemikaien AT ene
bedeutende Rolle spiden. So wurden nach order Gabe von Benzidin beim Hund, der keine AT besitzt,
Blasentumoren gefunden, wohingegen bel Raten und Hamstern, welche eine hohe Kapazitét fir
N-Acetylierung aufweisen, Lebertumoren entstanden (Kirlin et al. 1989, S. 2448). Weitere Hinweise
sammen aus Testsystemen auf Mutagenitét, wie im folgenden dargestel It werden wird.

1.4.1 Hinwese ausbakteriellen und rekombinanten Testsystemen

Teststdmme von Salmonella typhimurium, die gegen die Mutagenité von Nitroaromaten wie
1,6-Dinitropyren resstent Sind, besitzen keine AT (McCroy et al. 1983, S. 22). Ba chemischer Hem-
mung der AT wird die Mutagenitét von N-Hydroxy-Arylaminen im AMES-Test erheblich reduziert
(Saito et al. 1985, S. 291). Testerstamme mit erhthter AT-Aktivitét snd gegen die mutagene Potenz
von Nitroaromaten, Arylaminen und heterozyklischen aromatischen Aminen um ein Vidfaches empfind-
licher (Watanabe et al. 1987, S. 977f.; Grant et al. 19923, S. 3963; Wild et al. 1995, S. 644ff.).

Versuche mit eukaryoten Zellen, die humane rekombinante AT exprimieren, bestétigen die Bedeutung
der AT fUr die metabolische Aktivierung von Arylaminen (Minchin et al. 1992, S. 842f.). In besonde-
rem Mal%e zeigt Sch dies bal Koexpresson von humanen AT und CYP 1A2, die zu eéner Steigerung
der Rate von DNS-Addukten auf das nahezu 20-fache fuhrt (Probst et al. 1992, S. 1715).

1.4.2 Hinwese aus epidemiologischen Unter suchungen

Be Untersuchungen an Blasenkarzinompatienten zeigte sich in viden Studien eine sgnifikante Haufung
unter langsamen Acetylierern (Hanssenet al. 1985, S. 264; Rischet al. 1995, S. 233). In einigen Siu-
dien war dies nur ds Trend zu erkennen (Mommsen et al. 1985, S. 199f.; Cartwright et al. 1982,
S. 844); einzdlne 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 gegentiber Arylaminen und
der Haufigkeit von Blasentumoren wurde mehrfach nachgewiesen. Auch hierbel war der Antell langsa
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mer Acetylierer erhdht (Ladero et al. 1985, S. 97; Risch et al. 1995, S. 233). Eine Zusammenfassung
der Daten der mehr ds 1.200 Pdienten aus den vorgenannten Studien und einer weiteren Studie

(Mommsen und Aagaard 1986, S. 201) weis enen hochggnifikanten Zusammenhang mit dem langsa-
men Phanotyp auf (C2 = 17,05; p < 0,001). Unter der meist beruflichen Exposition kommt es zu einer
deutlichen, aber auch bereits unter Alltagsbedingungen zu einer leichten Riskoerhthung.

Im Gegenzug tragen schnelle Acetylierer ein erhdhtes Risko, an kolorektden Karzinomen zu erkranken.
In der Mehrzahl ener Serie von Untersuchungen wurde ein signifikant erhohter Antell schndler Acety-
lierer unter den Karzinompatienten gefunden (Ladero et al. 1991, S. 2098; llett et al. 1987, S. 1468;
Lang et al. 1986, S. 1260; Lang et al. 1994, S. 677f.), mit einem gechéizten relativen Risko fir
schndle Acetylierer von 1,8 - 2,5 geschétzt (Wohlleb et al. 1990, S. 23; Roberts-Thomson et al.
1996, S. 1373). Das Risko steigt dosisabhangig mit dem Heischkonsum, d.h der Exposition gegentiber
heterozyklischen Arylaminen unter schndlen, nicht jedoch unter langsamen Acetylierern (Roberts-
Thomsonet al. 1996, S. 1373). Allerdings zeigt Sch in einer Rethe weiterer Studien keine Riskoerho-
hung fur schnelle Acetylierer (Bdll et al. 1995, S. 3537ff.; Hirvonen 1999, S. 261f.).

1.5 Fragestellung

Wie oben ausgefiihrt, sind Acetyltransferasen fir die chemische Kanzerogenese, insbesondere in der
Harnblase und im kol orektalen Gewebe, von grof3er Bedeutung. Trotz der zentralen Rolle, die diese En+
zyme fur die metabolische Aktivierung der Prokanzerogene vom Typ der aromatischen Amine und Ni-
troarene spiden, sind die Kenntnisse Uber ihre Aktivitéten und Vertellung in den menschlichen Geweben
nur unvollsténdig bzw. unsicher. Die Griinde fir die Unsicherheiten sind vor dlem in methodischen Pro-
blemen zu suchen. So haben die bisherigen Untersuchungen oft nicht berlicksichtigt, dass die Lage-
rungsbedingungen fur das Untersuchungsmateria, vor dlem das Einfrieren der Gewebsproben, zu &-
heblichen Aktivitésverlusten fuhren konnen. Weiterhin hat wahrscheinlich eine wenig schonende Be-
handlung der Proben bei diesen ingtabilen Enzymen héufig zu den beobachteten widerspriichlichen B-
gebnissen beigetragen. Eine zuséizliche Qudle fir die unklare Datenlage bestent darin, dass die bisher
verwendeten Untersuchungsmethoden entweder zu unspezifisch oder zu unempfindlich waren, oder sich
auf Makersubdrate dittzten, die nur eine unzureichende Enzymspezifitéd aufweisen, wie z.B. 2-

Aminofluoren.



-17- 1 Einflhrung

Die vorliegende Arbet hatte zum Zid, die methodischen Unscherheaten in der Besimmung der
AT-Aktivitdten von Gewebeproben soweit wie maglich zu besatigen, und, darauf aufbauend, einen
Uberblick tber die Aktivitat der beiden AT in menschlichen Geweben zu gewinnen. Zu den Untersu-
chungen sollte ein hochsensitives, HPL C-gestiitztes Verfahren eingesetzt werden, das sch zum Nach-
wels der acetylierten Produkte von PABA und INH eignet. Im Einzelnen standen folgende Fragen im

Vordergrund des Interesses:

1. Unter welchen Bedingungen ist das Probenmaterid vor der Enzymbestimmung aufzubewahren? Wie
lange sind die AT-Aktivitdten nach Entnahme der Gewebe stabil ? Bestehen Unterschiede in der Sta-
bilitét der beiden AT-Formen?

2. In wieweit 18% sch die Sengtivitdt der Nachwe smethode durch Veranderung der Versuchsbedin
gungen, z.B. den Einsatz grof3erer Probenmengen im Inkubationsgemisch oder die Verlangerung der

I nkubationszeit, erhdhen?

3. In wechen menschlichen Gaweben is PABA-AT bzw. INH-AT nachwe sbar? Wie hoch snd diese
Aktivitdten? Wie grof3 snd die interindividudlen Unterschiede?

4. Begteht 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-Aktivitéten einen Einflul3

ausiiben?

Die Ergebnisse sollten dazu beitragen, das Versténdnis der in der Literatur beschriebenen Befunde zu
den AT-Aktivitéten in menschlichen Geweben zu verbessern. Weiterhin war von ihnen zu erhoffen, dass
se enen Vergleich der Organspezifitét der AT des Menschen und der verschiedenen Versuchgtierarten
erlauben und damit eine Extrapolation von Tierversuchen auf die Situation beim Menschen ermdglichen
oder verbessern. Letztlich zidte die Studie dso darauf ab, einen Beitrag zur Abschétzung des Gesund-
heitsriskos des Menschen zu leisten, das aus der Belastung mit prokanzerogenen Substraten der AT

entstehen kann.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Fur die Versuche wurden die in der folgenden Tabe le aufgefUihrten Chemikalien eingesetzt:

Tab.3: Verwendete Chemikalien

Substanz Hersteller Reinheitsgrad
Acetyl-Coenzym A (Trilithiumsalz) Boehringer Mannhem,

Mannheim
Dinatriumcarbonat Merck, Darmstadt pro anays
Dithiothreitol Boehringer Mamham,

Mannheim
Ethylacetat (Essigsaureester) Merck, Darmstadt pro anays
Ethylendiamintetraacetat (Dinatriumdihydrogensaz) Merck, Darmstadt pro anays
Folin Ciocdtens Phenolreagenz Merck, Darmstadt
Isoniazid Sigma Chemicd Co.,

S. Louis, USA
Kdium-Natrium-Tartrat (Tetrahydrat) Merck, Darmstadt pro anays
Kaiummetaborat Riedd deHaén, Sedze rein
Kupfer-(I)-sulfat (Pentahydrat) Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid-Losung, 1IN Merck, Darmstadt
Acetyl-p-Aminobenzoeséure Sigma Chemicd Co.,,

S Louis, USA
p-Aminobenzoesdure Serva, Heidelberg rein
phosphate-buffered saline (Dulbecco), BioChrom KG, Berlin
mit Kazium und Magnesum
Sazsdure, IN Merck, Darmstadt
Trichloressgsaure Merck, Schuchardt Zur Synthese

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

und gereinigt.

Fur den HPLC-Nachweis fanden die folgenden Lésungsmittd Verwendung:
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Tab.4. Verwendete L dsungsmittel

L dsungsmittel Hersteller Reinheitsgrad
Methanol LiChrosolv Merck, Darmstadt gradient grade
Acetonitril Chromasolv Riedd deHaén, Sedlze fur HPLC
Essgsaure 100% Merck, Darmstadt pro anays

Fur dle Experimente wurde Wasser verwendet, das entionisert und mehrfach Uber eine Millipore Fil-
teranlage (Wasseraufbereitungssystem Typ Super Q plus mit 4 Patronen, Millipore SA, 67120 Mols-
heim, Frankreich) gefiltert wurde.

Fur den Transport von Gewebeproben wurden verschraubbare 50 ml Polypropylen Haschen einge-
setzt. Als Trangportpuffer fand die entsprechend Herstellervorschrift zubereitete PBS-L6sung (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
Verflgung stehende HPL C-Anlage bestand aus den folgenden Baue ementen:

Wahlweise eine Kolbenpumpe der Firma Lattek, Heidelberg, Deutschland, Typ P400 oder der Firma
Besta, Wilhemsfeld, Deutschland, Typ HD 2-400, die dternierend eingesetzt wurden. Gesteuert wur-
den diese Pumpen Uber ein Steuergerét (gradient master) der Firma Laboratory Data Control, Typ
1601 (LDC, Horida, USA). Die Probenaufgabe erfolgte entweder manuell mit 50 oder 100 pl Glas-
Soritzen Uber ein Rheodyne-Ventil mit fest eingebauter 100 pl Schleife oder eénen automatischen Pro-
bengeber der Firma Spark, Typ Marathon (Spark BV, Emmen, Holland) mit einer fest ingtalierten 50 i
Probenschleife.

Detektiert wurden die Proben mittels eines multiwaveength-detectors, Typ HP 1050 Series der Firma
Hewlett Packard (Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland). Zur Ausgabe der Mef3daten diente ein
Integrator, Typ 3396A ebenfalls der Firma Hewlett Packard (Hewlett Packard, Avondae, PA, USA),
der sowohl das Chromatogramm aufzeichnete ds auch gleichzetig die Peskflachen rechnerisch inte-
grierte und in Form von Datenlisten ausgab. Zwischen den einzelnen Bautellen bestand, abgesehen vom
Steuergerét und den Pumpen, keine Kommunikation; eine Koordination erfolgte ausschliefdich manuel.
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2.3 Gewebeproben

2.3.1 Probenherkunft

Fur Vorversuche im Zeitraum zwischen November 1993 und Februar 1994 wurden Leberstlicke einer
mannlichen, etwa ein halbes Jahr dten Ratte (Widar) untersucht. Die Ratte sammte aus den Versuchs-
tiergtalungen des GSF-Forschungszentrums fir Umwelt und Gesundheit.

Die Gewinnung menschlicher Gewebeproben erfolgte in erster Linie in Kliniken des Univergtésklini-
kums Rechts der Isar der Technischen Universitét Mnchen. Da die Grofe endoskopischer gewinnba-
rer Proben flr die geplanten Untersuchungen nicht ausreichte, mulden die Proben aus Organen und Or-

gantellen enthnommen werden, die im Rahmen von Operationen entfernt wurden.

Proben der menschlichen Haut konnten in der Ambulanz der Dermatologischen Klinik des Universtéts-
klinikums, Biedersteinerstr.29, 80802 Munchen (damdiger Direktor: Prof. Dr. Dr. S. Bordli), erhdten
werden. Die Gewinnung von Proben aus Niere, Harnleiter, Prostata und Blase konnte in der Urolog-
schen Klinik des Universtétsklinikums, Ismaningerdtr.22, 81675 Miinchen (Direktor: Prof. Dr. R. Har-
tung), redisiert werden. Proben aus menschlichen Lungen wurden in der Abteilung fir Thoraxchirurgie
der Chirurgischen Klinik des Universtétsklinikums Rechts der Isar, Ismaningerstr.22, 81675 Munchen
(Leitender Arzt: Prof. Dr. H. Préuer) gewonnen. Proben aus Leber, Darm und Pankreas konnten in Zu+
sammenarbeit mit der Abtellung fir Abdominalchirurgie des stédtischen Krankenhauses Minchen-
Neuperlach, Oskar-Maria-Graf-Ring 51, 81737 Minchen (Direktor: Prof. Dr. B. Gunther) erhaten

werden.

2.3.2 Probenbegleitprotokall

Fur Dokumentati onszwecke wurde ein Probenbegleitprotokoll entwickelt (Abb. 3), in dem die Herkunft
der Proben, etwaige fur die AT-Aktivitét bedeutsame Besonderheiten des Patienten, wie z.B. die Me-
dikation, sowie die Lagerungsbedingungen der Probe wéahrend des Trangportes bis zur Untersuchung
der AT-Aktivité festigehaten wurden. Verschiedene klinisch-chemische Untersuchungswerte, die mog-

licherweise einen Einflufd auf die AT-Aktivitdt austiben, wurden aus der Krankenakte tibernommen.

Alle Petientendaten wurden anonym erhoben. Zur Identifikation diente eine Patientenkennung bestehend
aus den Namengnitiden und dem Lebensalter der Patienten.
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2.3.3 Gewebeproben und Patienten

Insgesamt wurden im Zeitraum zwischen Mérz 1994 und Februar 1995 45 menschliche Gewebeproben
untersucht. Dabel handdte es Sich bel 8 Proben um Hautproben, bel jewells 5 Proben um Gewebestik-
ke aus Niere und Harnleiter (Nierenbecken) sowie bel 4 Proben um Harnblasengewebe. 4 Proben
sammten aus dem Mastdarm, 5 aus dem Dickdarm, eine aus dem Dinndarm und je 2 Proben aus Le-
ber und Pankreas. Aus Lungenresektaten konnten insgesamt 7 Proben untersucht werden. Dariiber hin-
aus wurden zu Beginn der Arbeiten 2 Proben aus der Prostata orientierend untersucht.

2331 Hat

Be dermatologischen Operationen werden Hautstlicke, soweit immer es die Situation ermdglicht, in
pitzovder Form herausgeschnitten, da die so entstehende Wunde leichter zu ndhen ist, komplikations-
loser verheilt und ein besseres kosmetisches Ergebnis erbringt, as dies bel rundovaer Schnittfihrung der
Fdl ware. Das &ztliche Interesse richtet Sich auf die Untersuchung der im Zentrum des Exzidates gele-
genen La&sion, so dass die beiden Ecken ohne Beaintréchtigung des Untersuchungsergebnisses anderen

Zwecken zugefuhrt werden konnten.

Die hier untersuchten Hautproben stammten entweder aus den oben beschriebenen Ecken oder aus
dem kompletten Exzidat, sofern eine kosmetische Korrektur der Anlal? des Eingriffs war, und ein wei-
teres diagnostisches Interesse seitens der Klinik am Exzidat nicht bestand.

Die wichtiggen demographischen Daten der Patienten, von denen die Hautproben stammen konnen

Tabh. 5. entnommen werden.

Bedingt durch die Tatsache, dass die Sch in der dermatologischen Ambulanz vorgellenden Patienten in
dler Regel keine weiteren Erkrankungen hatten, waren bis auf einen Fall keine hdmatologischen Labor-
parameter zu erfragen. Die Frage nach einer eventudl bestehenden Medikation wurde in dlen Féllen

vernant.

Die Daten Uber den Anlal3 des hautchirurgischen Eingriffs und die Lokdisation, an der das Gewebe-
dttick entnommen wurde snd in Tab. 6 zusammengestelt:
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Abb. 3: Probenbegleitprotokoll

Entmahme-Datum: -Zeit:

Organ: O Lungenparenchym EP - [0 Trachea/Bronchus TB O Haut HA ( )
O Osophagus OF [} Magen MA O Dinndarm DU { ]
U Colon CO O Rectum RE
O Leber LE O Pankreas PA 0 Mamma MM
O Niere NI O Harnleiter HL [ Blase BL.
[ Prostata PR O Harurdhre HR
[J Herz HZ [ Gefi GA/GYV O Blut BT

Nafgewicht: ~ g: Nafvolumen: ml; Proteingehalt d. Cytosols (Lowry): mg/ml

Herkunfistand: _

Alter: Geschlecht: (J m/ [ f, Beruf: ID-Code:
Raucher O Ja/ O Nein Acetyliererstatus: O s/ 1
OP-Grund:
Vorerkrankungen:
O Diabetes; O Lupus Erythematodes; O Eebererkrankungen:
O Colon-TU 3 Blasen-TU O Mamma-TT;
Laborwerte: Ery: ; Hb: mg/dl; Hkt: %; Leuko
Ges.-Protein: mg/dl: BZ: _ mg/dl
Medikamente: [ H,-Blocker O Clofibrat I Glucocorticoide (LZ-Medikation)
O Hydralazin O INH [0 Clonazepam, Nitrazepan
O Folsiure O 5-ASA / Sulfasalazin

O Sulfonamide (Sulfamethoxazol):

eingefroren um: Uhr bei o C
aufgetaut am: un: Uhr
inkubiert am: um; Uhr

Ergebnisse:

Ac-INH:

Analysen-Datum: Versuchscode:
spezifische Aktivieat: =~~~ nmol/mg/min, Fehlen £ %
Ac-PABA:

Analysen-Datum: Versuchscode:
spezifische Aktivitit: nmol/mg/min, Fehler: + %

Ver 37080293 ¢ [io
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Tab. 5. Patientendaten zu den Hautproben

Patient Geschlecht Alter Beruf Raucher Proben-Code
JP18 M 18 Schiller N 4411 HAO1
KK46 F 46 Arztin 4411 HAQ2
ET70 F 70 Rentnerin N 4411 HAO3
AHA2 M 42 Indugtrievertreter J 4418 HA04
SG51 M 51 Hotelkaufmann 4627 HAO5
JF50 M 50 Bankkaufmann N 4711 HAO6
GH49 F 49 Apothekerin J 4711 HAO7
HP61 M 61 Kaufmann N 4718 HAO8

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 Néavusentfernung Sternum 4411 HAO01

KK46 Entfernung multipler Fbrome Brust, Hals, Schultern 4411 HAQ02

ET70 Fibromentfernung Hals, Rucken 4411 HAO3

AA2 Entfernung subcutaner Lipome linke Flanke, rechter Oberarm, rechte 4418 HA04
Schulter

SG51 Navusentfernung rechter Unterarm 4627 HA05

JF50 Navusentfernung linker Oberschenkd, 4711 HA06
linke Schulter

GH49 Néavusentfernung rechte Brust 4711 HAOQ7

HP61 V.a Basdiom linker Oberarm 4718 HAO8

Indikation zu den dermatol ogischen Operationen bzw. Diagnose und Lokalisation des Eingriffs.

Die Probe 4711 HAQ7 war so klein, dass nicht gentigend Materid fir eine Mehrfachbestimmung beider
AT-Aktivitdten zur Verfigung stand. Die Aktivitdt der INH-AT konnte daher nur as Einzewert ke-

gimmt werden.

Aufgrund der hohen Ingtabilitét der AT wurde grof3er Wert auf eine ausfuhrliche Dokumentation der
Probenlagerung gelegt. Tab. 7 zeigt die jewellige Lagerungsdauer bis zur Inkubation auf.

Wieaus Tab. 7 erschtlich igt, wurden die Hautproben meist innerhab kirzester Zeit be +4 °C gelagert
und innerhalb von weniger ds 6 Stunden untersucht.
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Tab. 7. Lagerungszeiten der Hautproben

Proben-Code bei Raumtemperatur bel +4 °C biszur Inkubation insgesamt
in Min. in Std. und Min. in Std. und Min.
4411 HAO1 10 5.40 5.50
4411 HAO2 15 5.00 5.15
4411 HAO03 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 HAO7 10 4.50 5.00
4718 HA08 5 4.55 5.00

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

2.3.3.2 Niere und Harnleiter

Bei Nephrektomien efolgt die Entfernung der Niere unter Mitnahme des dazugehtrigen Harnleiters.
Auschliefiche Operationen des Harnleiters sellen eine Raritét dar. Die Gewebeproben von Niere und
Harnleiter sammen aus den Resektaten des gleichen Patienten. Die Daten beider Gewebe werden aus

diesem Grunde hier gemeinsam dargestellt.

Da die Harnleiter aufgrund krankenhausinterner Konventionen fir Versuchszwecke nicht zur Verfligung
standen, wurde ersatzweise Schleimhaut des Nierenbeckens, die histologisch der des Harnleiters ent-
sporicht, verwendet. Unabhangig davon war die Verwendung der Schleimhaut des Nierenbeckens ar
delle des Harnleiters aufgrund der grof3eren verfligbaren Gewebemenge und der leichteren Prdparier-
barkeit vortellhaft.

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

Nieren- und Harnleiterproben stammen, dargestelit.

Die Gewebeproben wurden sofort nach der operativen Entnahme auf Eis gelagert und in das Ingtitut fir
Pethologie transportiert. Dort wurde von einem Facharzt fir Pathologie aus einer makroskopisch ge-
sunden Region ein Gewebestiick entnommen. Die Nierenproben ssammten ganz oder Uberwiegend aus
der Rindenregion, die Harnleterproben, wie bereits oben ausgefiihrt, aus dem Nierenbecken.

Mit Ausnahme der Patientin EB72 (Proben-Code 4425 NI02 und 4425 HLO02), die aufgrund enes

Harnleitertumors operiert wurde, waren dle Patienten aufgrund eines Nierentumors in Behandlung. Ke-
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ner der Patienten (s. Tab. 8) litt an kolorektalen Tumoren oder einer Lebererkrankung. Auler bei der
Petientin EB72 fanden sich in der Krankengeschichte auch keine Blasentumoren oder Erkrankungen an
Diabetes mdllitus.

Tab.8: Patientendaten zu den Nieren- und Harnleter proben

Patient Geschlecht  Alter  Beruf Raucher Proben-Code

MS62 M 62 Rentner (Architekt) 4328 N101 / 4328 HLO1
EB72 F 72 Rentnerin (Verkauferin) 4425 NI102 / 4425 HL02
AAB88 M 88 Elektriker N 4627 NI103 / 4627 HLO3
BI63 M 63 Rentner (Werkmeister) J 4A26 NI04 / 4A26 HLO4
HD44 M 44 Architekt N 4B14 NI05/ 4B14 HLO5

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

Die jeweligen Werte fir die Erythrozyten- und Leukozytenzahl, Hamatokrit, Hamoglobin und Gesant-
protein sowie Blutzuckerwerte Sind in Tab. 9 zusammengestellt. Die Werte wurden aus der Kranken
akte Ubernommen. Die Bestimmung erfolgte fast ausschliefdich im Inditut fir Klinische Chemie des Kii-
nikums Rechts der Isar nach Routineverfahren.

Medikamente, deren Einnahme unter Umsténden einen Einfluld auf die Aktivitét der AT ausiiben konnte,
wurden von dreien der finf Patienten eingenommen. Es waren dies der H-Antagonist Ranitidin (300
mg/die, AA88), das Fibrat Bezofibrat (BI63), Acetylsdicylséure (BI63 und HD44) sowie das Benzo-
diazepinderivat Bromazepam (6-12 mg/die, HD44).

Tab. 9: Laborwerteder Patienten der Nieren- und Harnleiter proben

Patient Ery Leuko Hk Hb  Proten Glucose Proben-Code
Mio./ul propl Vol.% gl o/l oll

MS62 4,50 7.200 36,0 0,12 72 1,09 4328 N101/4328 HLO1

EB72 3,70 5.000 31,9 0,10 59 1,01 4425 N102/4425 HLO2

AAB8 4,64 7.000 42,7 0,14 1,41 4627 N103/4627 HLO3

BI163 541 8.100 46,8 0,16 73 4A26 NI04/4A26 HLO4

HD44 4,99 4.600 43,5 0,15 75 4B14 N105/4B14 HLO5

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hamatokrit-, Hamoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
Patienten, von denen die Nieren- und Harnleiterproben stammen
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Eine Dargtellung der jewelligen Probenlagerungsdauer unter den entsprechenden Lagerungsbedingungen
it in der folgenden Tabelle (Tab. 10) zu finden:

Tab. 10: Lagerungszeiten der Nieren- und Harnleiter proben

Proben-Code bei Raumtemperatur bel +4 °C biszur Inkubation insgesamt
in Min. in Std. und Min. in Std. und Min.

4328 N101 20 4.30 4.50
4328 HLO1

4425 N102 40 6.30 7.10
4425 HL02

4627 N103 30 9.05 9.35
4627 HLO3

4A26 N104 15 5.00 5.15
4A26 HLO4

4B14 NI05 5 5.05 5.10
4B14 HLO5

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

Wie Tab. 10 zu entnehmen ist, wurden die Proben in dler Regd in weniger d's 8 Stunden aufgearbeitet.
Ausnahmen gellen die Proben 4627 NI103 bzw. 4627 HLO3 dar, bei denen es aufgrund von zeitlich
welt ausaeinander liegenden Operationgterminen zu ener u.U. kritisch langen Lagerungsdauer kam. Auf
die Lagerung bei Raumtemperatur konnte wenig Einflul3 genommen werden, da diese durch die Vorge-
hensweise der Operateure und Pathologen vorgegeben war.

2.3.3.3 Harnblase

Im Folgenden wird der Begriff ,,Blasg* synonym mit Harnblase gebraucht.

Operationen der Harnblase stellen ausgesprochen massive Eingriffe dar und erfolgen naturgeméld nur bel
schwerem Leiden, d.h. in dler Regel erst bei Hinwelsen auf invasives Wachstum von Blasentumoren.

Die Gewinnung von Blasenproben gestdtete sch andog der Gewinnung von Proben aus Niere und
Harnleter: Das Organ wurde nach saeiner Entnahme steril bel +4 °C gdagert und sofort in das Ingtitut for
Pethologie des Klinikums Rechts der Isar verbracht. VVon einem Pathologen wurde sodann ein Gewebe-
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stiick aus einem makroskopisch tumorfreien Bezirk entnommen und in das Transportgefdl in eiskaten
Puffer (PBS) Uberfiihrt.

In der folgenden Tabelle snd 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 BLO1
KE71 M 71 Rentner (Beamter) J 4718 BLO2
KG76 F 76 Rentnerin (Schneiderin). N 4B07 BLO3
KK44 M 44 Elektrikermeister J 4B17 BLO4

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

Alle Petienten waren Deutsche. Wie bereits schon weiter oben angedeutet, wurden ale Patienten auf-
grund von Blasentumoren operiert, die z.T. schon Uber langere Zeit bekannt waren und auf konservative
Behandlungsmethoden nicht angesprochen hatten. Keiner der Petienten hatte in der Vergangenheit ein
kolorektales Tumorleiden. Ein Diabetes mellitus bestand bel den Patienten KE71 (Proben-Code
4718 BL0O2) und KK44 (4B17 BL04). Die Patientin KG76 (Proben-Code 4B07 BL0O3) wies eine Le-
bererkrankung nach einer unklaren Hepatitis vor 20 Jahren auf.

Die Laborwerte, die im Hinblick auf eine mogliche Beanflussung der AT-Aktivitét erhoben wurden,
gandin Tab. 12 zusammengestd|t.

Tab. 12: Laborwerteder Patienten der Blasenproben

Patient Ery Leuko Hk Hb  Proten Glucose Proben-Code
Mio./ul propl Vol.% g/l g/l g/l

MJ67 5,26 9.000 44,1 0,14 66 4418 BLO1

KE71 5,84 14.000 53,3 0,18 2,04 4718 BLO2

KG76 4,00 4.600 36,7 0,13 75 1,16 4B07 BLO3

KK44 4,99 6.100 46,3 0,17 63 1,73 4B17 BLO4

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hamatokrit-, Hamoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
Patienten, von denen die Blasenproben stammen.
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Die Werte wurden aus den Krankenakten tbernommen, die Besimmung erfolgte fast ausschliefdich im
Ingtitut fUr Klinische Chemie des Klinikums Rechts der Isar im Rahmen der Operationsvorbereitungen.
Eine Einnahme von potentiell die AT-Aktivitét beainflussenden Medikamenten lag ba den folgenden
Patienten vor: bal KE71 mit dem Sulfonylharngtoff Glibenclamid (Proben-Code 4718 BL02) und bel
KG76 mit dem Sulfonamid Sulfamethoxazol (2 x 800 mg/die, 4B07 BLO3).

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

Tab. 13: Lagerungszeiten der Blasenproben

Proben-Code bei Raumtemperatur bel +4 °C biszur Inkubation insgesamt
in Min. in Std. und Min. in Std. und Min.
4418 BLO1 30 7.20 7.50
4718 BLO2 5 7.40 7.45
4B07 BLO3 5 5.35 5.40
4B17 BLO4 5 4.55 5.00

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

Auch hier wird deutlich, dass die Proben sofort bei +4 °C gdagert wurden und innerhalb von éwa 8
Stunden aufgearbeitet wurden.

2.3.34 Prostata

Zwel Prostataproben wurden stichprobenartig untersucht. Die Probe 4408 PRO1 stammte von énem
56 Jahre altem Maschineneingteller, Patientenkennung RS56, wahrend die Probe 4408 PRO2 von einem
82-jahrigen ehemdigen Kaufmann stammte (Peatientenkennung HP82). Beide Patienten waren deutscher
Herkunft und Nichtraucher. Die Prostatgproben wurden im Rahmen von transurethralen Resektionen
mit der eektrischen Schlinge gewonnen. Operiert wurden belde Petienten aufgrund einer benignen Pro-
datahyperplasie. Weltere 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 zusammengefal.
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Beide Patienten nahmen keine Medikamente ein, die Einflul? auf die AT-Aktivitdt gehabt hétten. Jedoch
erhielt HP82 wéhrend der Operation intravents insgesamt 1.600 mg Sulfamethoxazol. Im folgenden ist
die Lagerungsdauer der beiden Proben in Tab. 15 dargesdlt:

Tab. 14. Laborwerteder Patienten der Prostataproben

Patient Ery Leuko Hk Hb  Proten Glucose Proben-Code
Mio./ul propl Vol.% o/l o/l g/l

RS56 4,80 8.000 43,3 0,15 0,76 4408 PRO1

HP32 4,44 9.000 43,0 0,15 72 0,76 4408 PRO2

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hamatokrit-, Hamoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
Patienten, denen im Rahmen eines endoskopi schen Eingriffs Prostatagewebe enthommen wurde

Tab. 15: Lagerungszeiten der Prostataproben

Proben-Code bei Raumtemperatur bel +4 °C biszur Inkubation insgesamt
in Min. in Std. und Min. in Std. und Min.

4408 PRO1 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 wahrend der Operation bis zur Inkubation

Die Vorgehensweise be transurethralen Prostataresektionen ist derart, dass die mit einer elektrischen
Schlinge thermisch abgetrennten Spane des Gewebes durch den Hul’ einer fortwahrenden Spllung mit
physiologischer Kochsalzl6sung aus dem Korper ausgewaschen werden, und erst nach Ende der Ope-
ration aus einem Filter zurlickgewonnen werden konnen. Die Dauer derartiger Eingriffe schwankt in dler

Regel zwischen 20 und 45 Minuten.

Diein Tab. 15 genannten Zeiten fir die Lagerung bel Raumtemperatur beziehen sich auf den Zeitraum
zwischen dem Ende der Operation und der Leerung des Filtersebes durch das Operationspersond. Die
tatsichliche Lagerungsdauer bel Raumtemperatur liegt jedoch hoher. Die Raumtemperatur liegt in Ope-
rationssdlen bei 18 - 21 °C. Diese Tatsache ist in besonderer Weise fur Probe 4408 PRO1 von Bedeu-
tung, da die Operationsdauer hier bel Uber 2 Stunden lag.
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2.3.35 Dinn-, Dick- und Mastdarm

Direkt nach der Organentnahme wurde noch im Operationssad aus einem makroskopisch tumorfrelen
Bezirk ein 2 - 5 cn? grofRRes Stiick entfernt, in Transportpuffer Ubertragen und auf Eis deponiert. Bedingt
durch die Entnahme grol¥er Organteile durch die Chirurgen standen ausgedehnte Gewebestiicke fir die
Untersuchungen zur Verfligung.

Die Proben aus Dinn-, Dick- und Mastdarm werden hier gemeinsam dargestellt. Die Grunddaten der
10 Pdtienten sind in Tab. 16 zusammengefadd. Ba dem Patienten JP69 (4928 CO04) konnten keine

Daten aus der Krankenakte erhoben werden.

Bis auf die Patientin MZ70 (4516 DUOL), die vermutlich aus Ruménien slammte, waren ale Petienten
deutscher Herkunft. Alle Patienten wurden aufgrund eines Kolon- bzw. Rektumkarzinoms operiert, im
Fdl von MZ70 wegen des Rezidivs eines Kolontumors im Dinndarm. Patientin GD62 wurde praventiv
aufgrund bestehender Polyposis coli kolektomiert.

Keiner der Petienten litt an weiteren Tumoren anderer Organe. Die Patienten EF78 (Gewebeprobe Nr.
4711 CO03), MH82 (4A11 CO05) und MZ70 (4516 DUO1) hatten einen Diabetes mellitus. Die Pati-
entin EF78 (4711 CO03) wies dartber hinaus mit einer Leberzirrhose eine Lebererkrankung auf.

Tab. 16: Patientendaten zu den Dar mproben

Patient Geschlecht Alter Beruf Raucher Proben-Code
HS68 M 68 Elektrotechniker N 4421 CO01
GD62 F 62 Rentnerin N 4425 C0O02
EF78 F 78 KA. N 4711 CO03
JP69 M 69 KA. 4928 CO04
MH82 F 82 Rentnerin (Bildhauerin) J 4A11 CO05
MZ70 F 70 Rentnerin 4516 DUO1
AZ49 M 49 Arzt N 4421 REO1
JW63 M 63 Rentner J 4425 REO2
FW55 M 55 Maurer J 4715 REO3
MM65 M 65 Betriebs nspektor J 4715 REO4

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

Uber die ndhere Lokdisation der Gewebeentnahme informiert Tab. 17.
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Tab. 17: Entnahmeort der Darmproben

Patient Darmabschnitt Ort der Probenentnahme Proben-Code
HS68 Dickdarm Né&he linke Hexur 4421 CO01
GD62 Dickdarm Céacum, Colon ascendens 4425 CO02
EF78 Dickdarm Colon ascendens, Ndhe Cécum 4711 COO03
JP69 Dickdarm Sgma 4928 CO04
MH82 Dickdarm Colon descendens 4A11 CO05
MZ70 Dinndarm ca Mitte des lleums 4516 DUO1
AZ49 Mastdarm ca. 15 cm préand 4421 REO1
JW63 Mastdarm ca. 5cm préand 4425 REO2
FW55 Mastdarm ca. 8 cm praand 4715 REO3
MM65 Mastdarm ca. 5 cm praand 4715 REO4

Ein Auswahl rlevanter héamatologischer und serologischer Laborparameter wird in der folgenden Ta-
belle présentiert (Tab. 18).

Tab. 18: Laborwerteder Patienten der Dar mproben

Patient Ery Leuko Hk Hb Protein  Glucose Proben-Code
Mio./ul propl Vol.% o/l g/l o/l
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 COO03
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 DUO1
AZ49 5,20 8.000 46,2 0,15 78 1,59 4421 REO1
JW63 5,10 7.000 45,7 0,15 76 1,33 4425 REO2
FW55 5,10 8.000 499,0 0,17 76 0,82 4715 REO3
MMG65 4,80 8.000 48,7 0,16 73 0,12 4715 REO4

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

Die Besimmung der Laborwerte erfolgte routinem&3g préoperativ im klinisch-chemischen Labor des

Krankenhauses Neuperlach.
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Unter den von den Patienten eingenommenen, oder wahrend der Operation intravends verabreichten
Medikamenten stehen die folgenden aufgrund von Strukturmerkmalen im Verdacht, moglicherweise ds
kompetitive Subsirate der AT deren Aktivitét fur die Markersubgirate zu verringern: Metronidazol bel
MH82 (Probe Nr. 4A11 CO05), bei MZ70 (4516 DUOL, 500 mg), bei FW55 (4715 RE03) und bei
MMG65 (4715 REO4). Waterhin Furosemid bei EF78 (4711 CO03) und Thiszid be MH82
(4A11 CO05, 300 mg/die), Glibenclamid bei MZ70 (4516 DUOL), Aceylcystein bei FW55
(4715 REO3) und schliefdich Cefuroxim bel den Patienten FW55 (4715REO03) und MMG65
(4715 REO4).

Die Trangport- bzw. Lagerungszeiten sind in Tab. 19 dargestdlt. Wie aus der Tabdle erschtlich i,
schwanken die Zeiten sehr stark zwischen etwas Uber 4 Stunden und fast 12 Stunden. Mit einer Aus-
nahme wurde ale Proben jedoch sehr schnell be +4 °C gelagert (4928 CO04).

Tab. 19: Lagerungszeiten der Darmproben

Proben-Code bei Raumtemperatur bel +4 °C biszur Inkubation insgesamt
in Min. in Std. und Min. 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 DUO1 5 11.45 11.50
4421 REO1 15 4.55 5.10
4425 REO2 15 10.00 10.15
4715 REO3 25 7.05 7.30
4715 REO4 5 4.05 4.10

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

2.3.3.6 Pankreas

Stichprobenartig wurden auch zwei Gewebeproben der menschlichen Bauchspei cheldriise untersucht.

Die beiden untersuchten Pankreasproben sammen von ménnlichen Patienten deutscher Herkunft, die
aufgrund chronisch rezidivierender Pankreetitiden operiert wurden. Be LN39 (Proben-Code
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4516 PA0l) handdte es sch um einen 39-jahrigen Stahlbauschlosser, bei RM51 (Proben-Code
4928 PA02) um einen 51-jahrigen Schlosser. LN39 war anamnestisch Raucher, RM51 Nichtraucher.
Be keinem der beiden Petienten war ein Tumorleiden diagnogtiziert worden, und auch ein Leberleiden
war nicht bekannt. Jedoch bestand aufgrund der fortgeschrittenen Pankreasinsuffizienz ein insulinabhan-
giger Diabetes mdlitus.

In Tab. 20 sind die moglicherweise die AT-Aktivitét beeinflussenden Laborparameter zusammengestd|t.

Patient RM51 (4928 PA02) nahm keine Medikamente ein, die im Verdacht stehen konnten, die AT-
Aktivitét zu beanflussen. Hingegen wurde LN39 (4516 PAO1) wéhrend der Operation auf intravent-
sem Wege Ranitidin (300 mg) sowie Metronidazol (500 mg) gopliziert. Eine langfristige Einnahme eines
H,-Blockerslag der Krankenakte zufolge nicht vor.

Tab. 20: Laborwerteder Patienten der Pankreasproben

Patient Ery Leuko Hk Hb  Proten Glucose Proben-Code
Mio./ul propl Vol.% g/l g/l g/l

LN39 49 8.000 47,3 0,15 72 4516 PAO1

RM51 4,0 4.300 38,4 0,13 68 1,27 4928 PA02

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hamatokrit-, Hamoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
Patienten, deren Bauchspeichel driisengewebe untersucht wurde

Die Zetdauer bis zur endguiltigen Aufarbeitung der Gewebe it Tab. 21 zu entnehmen.

Tab. 21: Lagerungszeiten der Pankreasproben

Proben-Code bei Raumtemperatur bel +4 °C biszur Inkubation insgesamt
in Min. in Std. und Min. in Std. und Min.

4516 PAOL 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 wahrend der Operation bis zur Inkubation

Wieaus Tab. 21 zu ersehen i, liegen die Lagerungszeiten der zwel Gewebeproben bel 6 - 7 Stunden.
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2.3.3.7  Leber

Die zwel untersuchten Leberproben entstammen Patienten, denen aufgrund von Metastasen eines Ko-
lontumors Telle der Leber entfernt wurden. Die Gewebeproben wurden noch im Operationssad direkt
nach der Organentnahme aus makroskopisch tumorfreien Bezirken entnommen und sofort bel +4 °C
gelagert.

Der Patient W63 (Gewebeprobe Nr. 4425 LEO1) wurde bereits unter den Darmproben ndher ke
schrieben (s. S. 30ff.), so dass Sch hier eine detailliertere Erwahnung erlibrigt. Die zwelte Leberprobe
(4516 LEO2) sammte von einem 68-jdhrigen mannlichen Patienten, Patientenkennung HB68, der deut-
scher Herkunft war. HB68 war Rentner (der frihere Beruf war aus der Krankenakte nicht zu eruieren),
Nichtraucher, und wurde wegen eines Sgma-Karzinoms mit Lebermetastasen operiert. Weitere T
morerkrankungen, Lebererkrankungen oder ein Diabetes mdlitus lagen nicht vor. Die Gewebeprobe
sammte aus einem Randbezirk des linken L eberlappens.

Im Rahmen der Operationsvorbereitung wurden die Laborwerte des Patienten im Kliniklabor der
Krankenhauses Neuperlach bestimmt. Als relevante Werte wurden aus der Akte Gbernommen: Erythro-
zytenzahl 5,1 Mio./ul, Leukozytenzahl 7.000/ul, H&moglobin 0,15 g/l, Hamatokrit 45,6% und Gesant-
protein 75 g/l. Wéahrend der Operation erhielt der Patient 500 mg des Antibiotikums Metronidazol n+
travenGs verabreicht. Eine dartiber hinaus eventuell stérend wirkende Medikation bestand bei HB68
nicht.

Wie bereits weiter oben kurz erwahnt, konnten die Gewebestiicke sehr schndll bel +4 °C gdagert wer-
den (Tab. 22). Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die beiden Proben praktisch identische Lagerungs-

zaiten erfuhren. Schonend war weiterhin eine nur kurze Verwelldauer bei Raumtemperatur.

Tab. 22: Lagerungszeiten der Leberproben

Proben-Code bei Raumtemperatur bel +4 °C biszur Inkubation insgesamt
in Min. in Std. und Min. in Std. und Min.

4425 LEO1 15 9.05 9.20

4516 LEQ2 10 9.05 9.15

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

Die Lungenproben wurden anl&3ich operativer Eingriffe gewonnen, bel 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 dargestdlt (Tab. 23). Bis auf JK60
(Probe Nr. 4B07 LPQ7), die Kroatin war, waren dle Patienten deutscher Herkunft.

Tab. 23. Patientendaten zu den L ungenproben

Patient Geschlecht  Alter  Beruf Raucher Proben-Code
PK54 M 54 Taxifahrer N 4928 LPO1
EM47 F 47 Facharbeiter: Buchbinder J 4A05 LPO2
IF51 F 51 Kauffrau J 4A07 LPO3
FM60 M 60 Rentner (Hausmeister) J 4A12 LPO4
HP56 M 56 Rentner (EDV-Operator) N 4A26 LP05
BS13 M 13 Schiler N 4B04 LP0O6
JK60 F 60 Geschéftsfrau J 4B07 LPO7

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

Einen Uberblick tiber 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 L PO1

EM47  Adenokarzinom der Lunge rechter Lungenunterlappen 4A05 LPO2

IF51 Rundherd mit V.a Carcinoidtumor linker Lungenunterlappen 4A07 LPO3

FM60  Bronchides Platenepithekarzinom linke Lunge 4A12 P04

HP56 chronische Entziindung nach operiertem rechter Lungenoberlappen 4A26 L P05
bronchidem Plattenepithelkaranom

BS13 Metastasen eines Nierentumors (Wilmstu-  rechter Lungenoberlappen 4B04 LPO6
mor)

JK60 Bronchides Plattenepithekarzinom rechte Lunge 4B07 LPO7

Operationsindikation bzw. Diagnose und Lokalisation der Probenentnahme
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Bel keinem der Patienten lag ein Tumorleiden eines weiteren Organs, eine Lebererkrankung oder ein
Diabetes mdllitus vor. Patient BS13 (Probe Nr. 4B04 LP06) wurde préoperativ strahlentherapeutisch
mit 15 Gray gegen Lungenmetastasen vorbehandelt.

Die Laborwerte der folgenden Tabelle (Tab. 25)entstammen den jewelligen Krankenakten und wurden
im Rahmen der Diagnosestellung bzw. der Operationsvorbereitung im Kliniklabor der Klinikums Rechts
der Isar (Ingtitut fur klinische Chemie) bestimmt.

Tab. 25: Laborwerteder Patienten der Lungenproben

Patient Ery Leuko Hk Hb Protein  Glucose Proben-Code
Mio./ul proul Vol.% o/l oll g/l
PK54 3,73 8.000 42,6 0,15 76 0,94 4928 LPO1
EM47 3,49 6.700 25,6 0,09 66 1,18 4A05 LPO2
IF51 4,00 5.900 0,13 74 0,96 4A07 LPO3
FM60 4,46 6.500 40,5 0,13 64 0,92 4A12 LPO4
HP56 5,23 6.400 47,0 0,15 80 1,06 4A26 LPO5
BS13 2,99 2.100 29,0 0,09 63 0,89 4B04 L P06
JK60 4,26 4.300 41,3 0,14 74 0,86 4B07 LPO7

Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, Hamatokrit-, Hamoglobin-, Gesamtprotein- und Blutzuckerwerte der
lungenoperierten Patienten

Tab. 26:. Lagerungszeiten der Lungenproben

Proben-Code bei Raumtemperatur bel +4 °C biszur Inkubation insgesamt
in Min. in Std. und Min. in Std. und Min.
4928 LPO1 0.10 8.40 8.50
4A05 L P02 0.05 4.35 4.40
4A07 LPO3 0.05 3.55 4.00
4A12 LPO4 0.05 3.10 3.15
4A26 L P05 0.05 6.55 7.00
4B04 LP06 0.05 4.15 4.20
4B07 LPO7 0.05 4.45 4.50

Lagerungszeiten der Lungengewebsproben bei Raumtemperatur und +4 °C vom Zeitpunkt der Gewebe-
entnahme wahrend der Operation bis zur Inkubation des Cytosols.
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Hing chtlich maglicher Stérwirkungen wurde auch bel den Lungenpatienten die aktuelle Medikation einer
néheren Betrachtung unterworfen. Als eventudl bedeutsam wurde die Einnahme von Acetylsdicylsaure
be Patient FM60 (Probe Nr. 4A12 LP04), Acetylcystein, dem Isoniazid-Analogon Pyrazinamid und
Rifampicin bel JK60 (Probe Nr. 4B07 LPO7) gewertet. Die Inhdation von 4-6 Hiben/die Budesonid
durch EM47 (4A05 LP02, seit 14 Tagen) und FM60 (4A12 LPO4), sowie die Einnahme von Famoti-
din durch PK54 (4928 L P01, sait wenigen Tagen), Sanden im Verdacht, induzierende Effekte ausiiben
(s. S. 80). Schlieldich snd Sulfamethoxazol, das von EM47 (4A05 LP0O2) eingenommen wurde und
Theophyllin bel FM60 (4A12 LP04) mdgliche Substrate der AT.
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3 Methoden

3.1 Auswahl der Gewebearten

Die Auswahl der zu untersuchenden Gewebearten erfolgte nach Gesi chtspunkten einer maglichen Expo-
sition gegeniiber 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
dtichprobenartig mit untersucht.

Auf eine néhere Untersuchung von Leber und Blut wurde verzichtet, da diese bem Menschen bereits
ausfuhrlich 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. H45; Kilbane et al. 1988, A1140; Ohsako und Deguchi 1990,
S. 4632f.). Leberproben wurden nur insoweit in die Untersuchungen mit einbezogen, als dies der Vdi-
dierung der Versuchsbedingungen diente.

3.2 Probenentnahme

Waéhrend der jeweiligen operativen Eingriffe war der Autor im Operationssad mit anwesend, um ene
optimale Probenbehandiung und ltickenlose Dokumentation zu gewéhrleisten. Hierbel wurden Proben-
gefdl}e, ausreichende Mengen an Transportpuffer, en mit Eiswasser geflllter Styroporbehditer zur
Kihlung der Probe wéhrend des Trangportes, sowie mehrere Blankoprobenbegleitprotokolle bereitge-
helten.

Waéhrend der Operation wurden anhand der Krankenakten oder durch Peatientenbefragung (Hautpro-
ben) die unten ndher beschriebenen Daten erhoben. Darliber hinaus wurde der Zeitpunkt der jewelligen
Resektatentnahme und der Zeitpunkt der Lagerung der Probe bel +4 °C im Eiswasserbad dokumen-
tiert. Die Erfassung des Zetpunkts der Unterbindung der Blutversorgung zum operierten Organ war in
der Praxis nicht moglich.

Das Vorgehen im Einzdfdl unterschied sch geringfiigig entsprechend dem Gewebe und der jewelligen
Klinik.
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321 Haut

Sofort nach Entfernung der Hautstlicke wahrend der Operationen wurden die medizinisch entbehrlichen
Antelle des Gewebes durch den Operateur abgetrennt und einer sofortigen Kihlung zugefthrt. Mest
waren an einem Operationstag mehrere Hautproben zu gewinnen. Daraus ergaben sch dlerdings z.T.

langere Lagerungszeiten flr die zuerst gewonnenen Proben.

3.2.2 Niere Harnleiter und Harnblase

Gewebeentnahmen aus Operationsresektaten der urologischen Klinik wurden ausschlieldich durch das
Ingtitut fir Pathologie der Technischen Universté Minchen durchgefihrt. Der Transport der Gewebe
dorthin unmittelbar nach der Resektion wurde durch den Autor gewéahrleistet.

Im Ingtitut fir Pathologie wurde aus den Operationsresektaten von Blase oder Niere und Harn-
leiter durch einen Pathologen en in Scherer Entfernung vom Tumor befindliches und makroskopisch tu-
morfrel erscheinendes Gewebestiick in ausreichender Grol3e herausgetrennt und zur weiteren Untersu-

chung Uberlassen. Der weltere Transport der Gewebeprobe erfolgte in eiskatem Transportpuffer.

Die beiden Prostataproben wurden, da es sich um endoskopische Gewebeabtragung ohne Organent-
nahme handdte, nach Ende des Eingriffs direkt aus dem Filterseb der Splilung in die Probengefélie auf

Eis Ubernommen.

3.2.3 Leber, Darm und Pankreas

Nach Entfernung des Resektates wurde mir dieses mit einem Hinweis auf die zu schonenden Stellen
Uberlassen. Unter Berticks chtigung dieser Stellen wurde noch im Operationssaal ein ausreichend grolies
Stiick aus einem Bereich herausgetrennt, der einen ausreichenden Sicherheitsabstand von mehreren
Zentimetern zum Tumor besal3. Die Gewebeprobe wurde dsdann sofort in eskadtem Trangportpuffer
bei +4 °C gelagert.

Gelegentlich konnten mehrere Proben am gleichen Tag zu gewonnen werden. Wie bereits bei der Be-
schreibung der Gewinnung von Hautproben erwahnt, fuhrte dies jedoch fiir die ds erstes gewonnenen

Gewebeproben tellweise zu |&ngeren Lagerungszeiten.
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3.24 Lunge

Im Operationssad der thoraxchirurgischen Abteilung des Klinikums Rechts der Isar wurde das kom-
plette Resektat unmittelbar nach der Entnahme an den Autor weltergereicht, so dass das Probenmeateria

binnen weniger Minuten einer gekiihlten Lagerung zugefihrt werden konnte.

Eine Probenentnahme durch das Indtitut fir Pathologie, wie dies oben fir die urologischen Proben be-
schrieben wurde, war nicht zwingend erforderlich. In Einzefdlen wurde bereits vom Operateur ein Ge-
webestiick herausprgpariert, so dass nach der Probenentnahme eine Diagnosestellung seitens der Px
thologen nicht durch Fehlen relevanten Gewebes geféhrdet war. Auch bel diesem Vorgehen ergaben
sch sehr kurze Lagerungszeiten der Lungenproben bel Raumtemperatur.

3.3 Datenerhebung mit dem Probenbegletprotokoall

Das Probenbegletprotokoll (s. Abb. 3, S. 22) wurde vor der Probenentnahme anhand der Kranken-
akte ausgefillt. Ubernommen wurden die grundlegenden Patientendaten Alter, Geschlecht, ethnische
Herkunft, Beruf, Rauchgewohnkeit und Vorerkrankungen, soweit diese dort dokumentiert waren. Die

Patientendokumentation erfolgte in anonymer Form.

Dartiber hinaus wurden enige klinisch-chemische Laborwerte Gibernommen, um auf moglicherweise be-
deutsame StorgrofRen hin zu kontrallieren. Im Einzelnen waren dies Erythrozyten- (Ery) und Leuko-
zytenzahlen (Leuko), Werte fir Hamoglobin (Hb), Hamatokrit (HK) und Gesamtprotein im Serum, -
wie Blutzuckerwerte, sofern diese pré- oder intraoperativ bestimmt wurden. Bei M ehrfachbestimmun-
gen wurde der aktudlste Wert Gbernommen.

Um die mdglicherweise von Arzneimitteln ausgehenden Storwirkungen erfassen zu kénnen, wurde die
aktuelle Medikation der Patienten auf relevante Arzneimitte hin geprift und entsprechend im Probenbe-
gletprotokoll dokumentiert. Wie bereits erwahnt, wurden auch die Lagerungszeiten der jeweiligen Pro-
ben im Probenbegl eitprotokoll vermerkt.

3.4 Lagerungund Transport

In Modifikation der von WEBER und GLOWINSKI 1980 (S. 171) und LAND et al. 1993, (S. 1446) be-
schriebenen Verfahren fand as Transportpuffer isotone phosphatgepufferte Natriumchloridlésung mit
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einem pH von 7,4 Verwendung, die durch Zusatz von Magnesum und Kazium humanphys ologischen
Verhdtnissen angeglichen wurde (PBS-L6sung).

Fur die Untersuchungen der optimaen Transport- und Lagerungsbedingungen an der Rattenleber wurde
ene Ratte mit Ethylether und Barbituraten narkotisiert und getdtet. Die Leber wurde enthommen, in eis-
katem Pyrophosphatpuffer (100 mM, pH 7,4) wiederholt gewaschen, in etwa kirschkerngrof3e Stiicke
zerteilt und binnen 30 Minuten unter -80 °C oder -180 °C eingefroren.

Die Ergebnisse von Vorversuchen an der Rattenleber legten einersaits nahe, Transport und La-
gerung menschlicher Gewebeproben bel Temperaturen von +4 °C zu durchzufihren, andererseits waren
minimale Zeiten zwischen der Probenentnahme und der Inkubation anzustreben. Eine Lagerung und der
Transport der Proben auf Eis gelte gleichzeitig auch die am einfachsten durchfiihrbare Vorgehensveise

dar.

3.5 Gewebeaufschlufd

Nach Ankunft im Labor wurden die Gewebeproben wiederholt in mehreren Millilitern eiskdter PBS
Ldsung gewaschen, um eine mogliche Kontamination durch Kérpersekrete und Bakterien zu besatigen
und Blut zu entfernen. Trangportpuffer und Spllfraktion wurden verworfen.

Die weiteren Schritte bis zur Inkubation fanden im Eiswasserbad bel +4 °C datt. Alle Lésungen

mit Ausnahme der PABA- bzw. INH-L6sung wurden vor der Verwendung auf +4 °C gehdten.

3.6 Gewinnung von Cytosol

Die Proben wurden mit einer Schere in kleine Stiicke geschnitten und anschlief?end in 3- 5ml PBS ut
ter Eiswasserkihlung mit einem Potter-Elvjehem homogenisert (Fa Braun-Mdsungen, Mesungen,
Deutschland; 1.000 U/min, ca. 10 St0f3e Uber etwas 3 - 5 Minuten). Das Homogenat wurde zur Ge-
winnung von sog. S10-Cytosol in verschliefdaren Resktionsgefdien aus Plastik 15 Minuten bel
10.000 x g (12.000 rpm) zentrifugiert (Mikro Rapid /K, Fa. Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Der
Uberstand wurde in frische Reagenzglaser Uberfiinrt, das Pellet verworfen. Mit dem im folgenden ver-
wendete Begriff Cytosol wird Bezug auf diesen Uberstand genommen.

Im Rahmen orientierender Studien zur Cytosolgewinnung kam auch sog. S100-Cytosol zur Ver-
wendung. Hierbel wurde das Homogenat bel +4 °C zuerst 15 Minuten bei 10.000 x g, und anschlie-
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[fend zusdtzlich 60 Minuten bel 100.000 x g (Beckman Ultrazentrifuge, Typ L8-55M, Fa. Beckman,
Pao Alto, CA, USA) zentrifugiert.

3.7 Proteinbestimmung

Vor der Messung der AT-Aktivitét wurde der Proteingehdt des jewellig eingesetzten Cytosols ke
gimmt. Die Protenbestimmung erfolgte leicht modifiziert nach dem Protokoll von LOWRY et al., 1951.
Die Messungen wurden auf Rinderserumalbumin (BSA, Fa. Merck) as Standard bezogen. Bel jeder
Bestimmung wurde ene Eichkurve mit aufgenommen. Cytosole wurden jeweils ds Triplikat gemessen.

In Polystyrolreagenzgldsern wurden entweder 50 pl PBS as Negativkontrolle, 50 pl BSA-Standards
der Konzentrationen 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 und 4,0 mg/ml oder 50 pl des Cytosols der zu bestimmen-
den Probe pipettiert. Anschlief3end wurden 2,5 ml einer frisch bereiteten Lésung bestehend aus 100
Volumenanteilen Na,CO, (30 g/l) mit NaOH (4 g/l) und je einem Teill K-Na-Tartrat (40 g/l) und
Cu(I1)SO, (20 gll) hinzugeftigt. Nach einigen Minuten Einwirkzeit wurde unter kréftigem Schiitteln 0,25
ml der verdinnten Folin Ciocatens Phenolreagenzltsung (1:4 in bidestilliertem Wasser) zugegeben. Die
Reagenzglaser wurden einige Minuten stehengelassen, um die Bildung der blauen Farbe abzuwarten.

Anschlief?end wurden aus jedem Reagenzglas 350 pl in 96-well-Mikrotiterplatten (NUNC) ppettiert
und die optische Dichte mit einem Detektor (Elisareader, Typ Ear 340 AT, Fa SLT Labinstruments,
Odterreich) bei 620 nm bestimmt. Die Auswertung erfolgte tber das Softwarepaket EASY-FIT der Fir-
maSLT Labingruments (Crailsheim, Deutschland) auf einem PC.

Die Proteinkonzentrationen der Cytosole wurden durch Vergleich mit der Eichkurve berechnet
und in mg/ml ausgedriickt. Bel Werten Uber 4 mg/ml wurde die Bestimmung mit ener Verdinnung der
Cytosole wiederholt, da oberhalb dieses Wertes in der Regd keine Linearitét 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 ener méglichen Enzymhemmung durch Schwerme-
talionen und Oxidation entgegenzuwirken (vgl. S. 8), werden dem Inkubationsgemisch as Komplex-
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bildner EDTA und ds Reduktionsmittd DTT zugesetzt. Die Strukturformeln von PABA und INH sind in
den beiden folgenden Abb. dargestdlt.

NHZ
I
—NH—NH>
COOH N
Abb. 4:  Strukturforme von PABA Abb.5:  Strukturforme von INH

3.8.1 Inkubationsansatz

3.81.1 Acatylierung von PABA

Es wurde die Methode von KAWAKUBO et al. (1988, S. 266) tbernommen und leicht modifiziert. In
Spitzbodenglasréhrchen wurden 140 ul PBS, 5ul 100 mM EDTA-L6sung und 5l 200 mM DTT-
Ldsung pipettiert. Anschlief3end wurden 250 pl Cytosol entsprechend 0,15 mg Protein hinzugeftgt. Als
Pogtivkontrolle diente 250 pl Rattenlebercytosol, as Negativkontrolle 250 pl PBS angelle von Gewe-
becytosol. Schliefdich wurden 50 pl 1 mM PABA-L6sung und 50 gl AcCoA (4 mg/ml in PBS) hinzupi-
pettiert.

Um auch bel grolieren Probenzahlen eine Synchronisation zu erreichen, wurden ale Pipettierschritte im
Eiswasserbad durchgefihrt. Einzelne Versuche bestétigten, dass unter diesen Bedingungen eine Acety-
lierung dlenfdls in nicht mefbarem Umfang dtatfindet. Die Resktion wurde sodann durch Einbringen
der Proben in ein Wasserbad von +37 °C gedtartet. Wahrend der Inkubationszeit wurde das Inkubati-
onsgemisch kontinuierlich geschwenkt. Zur synchronen Abstoppung der Reaktion nach Ablauf der In-
kubationszeit wurden die Reagenzgldser in ein Eiswasserbad Uberfihrt, und die Proteine durch Zusatz
von 500 Yl 1 N HCI denaturiert. Anschlief3end wurden 2,0 ml wassergescitigtes Ethylacetat hinzugeflgt,
die Reagenzglaser verschlossen und fir ca 15 Minuten ausgeschittelt. Zur besseren Phasentrennung
erfolgte ein Zentrifugationsschritt Uber weitere 15 Minuten bei 3.000 rpm (Megafuge, Typ 10 R, Fa.
Heraeus, Hanau, Deutschland). VVon der organischen Phase wurden sodann 1,5 ml in frische Reagerez-
gléser Uberfihrt. 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 pl HPLC-Laufmittel (s. unten) wie-

der aufgenommen. Die wal¥ige 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 um Porengrolie
(Typ HV, Fa. Nihon / Millipore, Kogyo / Y onezawa, Japan) gefiltert. Anschliel¥end wurden die Proben
in 1,5 ml Reaktionsgefd3e aus Plastik (Fa. Eppendorf) Uberfiihrt, verschlossen und unter Lichtabschlul3
bel Raumtemperatur gelagert.

3.8.1.2 Acetylierung von |soniazid

Die Zusammensetzung des I nkubationsansatzes und die weitere Behandlung entsprachen dem oben be-
schriebenen Vorgehen. Unterschiede bestanden einerseits im Einsatz von Eppendorfcups angtelle der
Spitzbodenreagenzgléser und in der Verwendung von 50 pl 10 mM INH-Losung ds Subsirat angtelle
0.9. PABA-LGsung.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Resktion durch Ubertragung der Resktionsgefalie in Eis-
wasser gestoppt, Proteine mit 100 pl 20%iger Trichloressgsaure ausgefdlt und bel 5.000 x g wahrend
5 Minuten Zentrifugation sedimentiert (Hettich-Zentrifuge, 6.000 rpm). Der Uberstand wurde, ohne den
Bodensatz wieder zu 16sen, in frische Eppendorf Resktionsgefa3e Uberfuhrt, mit 150 yl 1N NaOH auf
pH 9 eingesteIt und mit 200 pl 0,8 M Kaiumboratpuffer mit pH 9 abgepuffert. Der verbleibende Riick-
stand wurde verworfen. Schliefdich wurden die Gefél3e verschlossen, durchmengt und bel Raumtempe-
ratur unter Lichtabschlul? bis zur Messung aufbewahrt.

3.8.2 Nachweisund Quantifizierung

Der Nachweis der acetylierten Reaktionsprodukte erfolgte durch Verwendung von HPLC unter isokra-
tischen Bedingungen. Zur Auftrennung wurden Reversed-Phase CG-18 Nucleos|-Saulen der Firma Ma-
cherey und Nage, Duren, Deutschland, Typ 120- 5 C 18 vom Format 250 x 8 x 4 mm (Lange x Au-
Rendurchmesser x Innendurchmesser) und der PartikelgréRe 5 pm benutzt. Uber énen Vergleich mit -
nem externen Standard bekannter Konzentration wurden die Resktiongprodukte quantifiziert. Bel Mes-
sung mit Hilfe des automatischen Probengebers wurden dle Proben doppet injiziert.
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3.8.21  N-Acetyl-PABA

Die Bedingungen wurden von KAWAKUBO et al. 1988, (S. 266) tUbernommen. Das nachzuweisende
Resktionsprodukt Ac-PABA war durch die vorangehenden Andysenschritte bereits von den wa¥igen
Antellen des Inkubationsansatzes abgetrennt und angereichert worden. Auch war die Probe bereits im
HPLC-Laufmittel gdog. Injiziert wurden wahlweise von Hand oder automatisch Uber einen Probenge-

ber ein VVolumen von 50 .

Die mobile Phase bestand aus einem Puffer, der Sch zu 85 Volumenteilen aus 50 mM Essigsaure und zu
15 Teilen aus Acetonitril zusammensetzte. Der Laufpuffer wurde 12 Stunden bel Raumtemperatur -
hend aufbewahrt, um eine ausreichende Entgasung herbe zufGhren.

Die Andysen wurden mit einer Ful¥ate von 1,2 ml/min gefahren. Der Druck lag dabel in Abhangigkeit
vom Alter der Saule bel 170 - 180 bar. Wéhrend eines Laufes blieb der Druck konstant (= 2 bar). Die
Druckunterschiede hatten im 0.g. Bereich keine Auswirkungen auf das chromatographische Bild oder
die Peakfléche des Standards. Die Detektion fand bel 263 nm dtait. Bel jeder Analysenserie wurde zu
Beginn ein Standard, bestehend aus 1 uM Ac-PABA in Laufpuffer mehrfach bestimmt.

3.8.2.2 N-Acetyl-lsoniazid

Auch hier wurden Volumina von jeweils 50 pl injiziert. Da hier jedoch eine insgesamt grol¥ere Proben+
menge zur Verfligung stand, konnten an der Nachweisgrenze liegende Werte im Einzelfdl durch manu-
elle Injektion von 100 pl Probe Uberprift werden.

Die mobile Phase fir den Nachweis von Ac-INH bestand aus einer wél¥rigen Lésung von 160 mM Ka-
liumborat. Der pH-Wert wurde mit HCl bzw. NaOH-L6sung auf 9 eingestellt. Nach Herstellung des
Puffers wurde die Losung mit Hilfe einer Vakuumpumpe (Typ N026.3 AN 18, Fa Herion; Filter: Type
GV 0,22 um, Fa. Millipore, Molshem, Frankreich) filtriert, um unge 6ste Bestanditelle zu entfernen.

Zur Entgasung des Laufmittels war eine ruhige Lagerung Uber ca. 12 Stunden hinweg erforderlich. Zir
sdizlich wurde vor der Verwendung noch etwa 3 Minuten eine Entgasung im Ultraschalbad (Banddlin
Sonorex, Typ RK 100, Fa. Banddin dectronic, Berlin, Deutschland) durchgefiihrt.

Die Hul¥ate betrug 1,5 mi/min, der Arbeitsdruck lag bel 190 - 220 bar. Druckunterschiede hat-
ten im 0.g. Bereich keine merkbaren Auswirkungen auf das chromatographische Bild oder die Peskfla:
che des externen Standards. Wahrend enes Laufes blieb der Druck jeweils konstant
(£ 2 bar). Detektiert wurde bei 303 nm. Der Standard bestand aus 20 uM Ac-INH in Laufmittel puffer.
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3.9 Auswvertung

3.9.1 Berechnung der spezifischen Aktivitat

Nach der HPLC-Messung erfolgte die Analyse des ausgegebenen Chromatogramms. Die Reaktions-
produkte wurden durch Vergleich mit der Retentionszeit R des jewelligen Standards identifiziert. Die
Quantifizierung erfolgte durch Vergleich der Peskfléche des jewelligen Acetylierungsproduktes mit der
Peakflache des Standards.

Diese im Injektionsvolumen enthatenen Stoffmenge wurde auf das Gesamtvolumen der vorliegenden
Probe hochgerechnet. Dabei wurde beriicksichtigt, dass bei der Acetylierung von PABA das Produkt in
2,0 ml Ethylacetat ausgeschiittelt wurde, in den weiteren Arbeitsschritten jedoch nur 1,5 ml verwendet
wurden.

Durch Bezug der im Probenvolumen insgesamt enthatenen Stoffmenge des Produktes auf die bei der
Inkubation eingesetzte Proteinmenge und die Dauer der Inkubation ergab sich die spezifische Aktivitét in
der Einheit pmal/mg Proteirymin bzw. nmol/mg Protein/min. Zusammenfassend erfolgte die Berechnung
der spezifischen Aktivitét der PABA-AT nach der Berechnungsformd:

A =F,/ Fg x50 pmol / V,, [W] x 300 pl / 1,5 ml x 20 ml / my, [mg] / t [min]

Fir die Aktivitét der INH-AT ergab sich folgender Berechnungsgang:

A = F,/ Fg x 1.000 pmol / V,, [W] x 950 pl / m, [mg] / t [min]

Abkirzungen:

A: spezifische Aktivitét

Fo:  Peskflache des Produkts in der Probe

Fg:  arithmetisches Mittel der Peskfléchen der Standards
Vp: injiziertes Probenvolumen

Mpy: eingesetzte Proteinmenge

t: Inkubationszeit
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3.9.2 Berechnung der Nachweisgrenzen

Be der Berechnung der Nachweisgrenzen der spezifischen Aktivitdt wurde zugrundegeegt, dass erst
Peaks von mehr ds 15.000 Héacheneinheiten (zum Vergleich: 50 pmol Ac-PABA entsprechen ca
100.000, 1 nmol Ac-INH ca. 600.000 Flacheneinheiten) deutlich vom Grundrauschen zu unterscheiden
snd.

Aus den mittleren Peakflachen der Standards wurde die Stoffmenge errechnet, die einer Pegkflache von
15.000 Einheiten entsprochen hétte. Diese in 50 pl Probe minima nachweisbare Menge wurde auf das
vorliegende Gesamtvolumen der Probe hochgerechnet. Die so ermittelte Stoffmenge wurde auf die me-
xima madgliche Inkubationszeit und die im jeweiligen Experiment maxima ensetzbare Proteinmenge be-

zogen.

3.9.3 Statistische Auswertung

Die spezifischen Aktivitdten wurden ds arithmetisches Mittd (MW) zweler Einzdversuche = Abwei-
chung vom Mittewert bzw. = Standardabweichung (SD) bel Triplikaten angegeben. Die auf den MW
bezogene SD in % wird im Folgenden dsrelativer Fehler bezeichnet.

Soreinfliisse und Abhéngigkeiten wurden mit linearer Regressionsandyse und Berechnung des Korrdla
tionskoeffizienten nach Spearman rg geprift. Die Prifung auf Signifikanz efolgte durch 2-seitigen
T-Test. Unterschiede zwischen Gruppen wurden mit Mann-Whitney-U-Test bestimmt.

Fur die Umrechnung von AT-Aktivitéen im Blut wurden die folgenden Normwerte und Umrech-
nungsfaktoren zugrundegelegt: 5 x 10° Erythrozyten pro ml, 7 x 106 Leukozyten pro ml, ca. 2,3 x 10¢
Lymphozten pro ml, 0,4 x 10° Monozyten pro ml und 3,9 x 10¢ neutrophile Granulozyten pro ml Voll-
blut, Hamatokrit 46%, sowie 0,1 ng Protein pro Zdle (Wissenscheftliche Tabellen Geigy 1985,
S. 188ff.).
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4  Ergebnisse

Voraussetzung fir eine zuverldssge Bestimmung von AT-Aktivitdten ist ein gesigneter Assay. Fur die
vorliegenden Untersuchungen wurden HPL C-gestiitzte Verfahren eingesetzt, da diese a's ausgesprochen
pezifisch und héchgt sengtiv gdlten.

4.1 HPLC-Analysen von N-Acetyl-PABA und N-Acetyl-l soniazid

Die gesamte Mef3dauer einer einzelnen Probe (Einfachbestimmung) zum Nachweis von Ac-PABA be-
trug etwa 7- 8 Minuten. Nicht acetyliertes PABA wurde mit einer R- von ca. 4Minuten und Ac-
PABA bei einer R von ca. 6 Minuten detektiert, so dass Substrat und Produkt deutlich voneinander zu
differenzieren waren. Die Herkunft welterer, unspezifischer und unregel méldg auftretender Peaks ist ur
bekannt. Diese beeintréchtigten die Quantifizierung der Substrat- oder Produktpesks jedoch nicht.

Das chromatographische Bild be der HPLC-Andyse von Ac-PABA wies kein Muster auf, das einen
Ruickschluf? auf das untersuchte Gewebe ermdéglicht hétte. Quantitative Unterschiede waren, aul3er bel
Substrat- und Produktpeak vernachldssigbar. Abb. 6 zeigt ein typisches Chromatogramm.

Die Auswertung der Chromatogramme beim Nachwels von Ac-INH wurde dadurch kompliziert, dass
die HPLC-Saulen unter den experimentellen Bedingungen eine durchschnittliche Lebensdauer von nur
etwa 40 Tagen aufwiesen, im Extremfdl lediglich 14 Tage. So vaiierte die Trennleisung bereits zwi-
schen verschiedenen Messungen des gleichen Tages merklich. Abb. 7 sdlt ein typisches Chromato-

gramm dar.

Die Chromatogramme verschiedener Gewebe zeigten unterschiedliche Peakmuster. Diese waren jedoch
nicht so spezifisch, dass se fir das jeweilige Gewebe charakteristisch gewesen wéren. Ac-INH wurde
bei ca. 4 - 5 Minuten detektiert, nicht umgesetztes INH hatte eéine R von ca. 7 - 9 Minuten. Die Peaks
von EDTA und DTT hatten mit noch langeren Retentionszeiten eine ausreichende Distanz von Ac-INH
(s. Abb. 7).
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Abb. 6: HPLC-Nachweisvon Ac-PABA
HPL C-Chromatogramm beim Nachweis von Aktivitéten der PABA-AT in einer Nierenprobe (Probe Nr.

4A26 N104). Der Pfeil markiert den Injektionszeitpunkt.

Die dem Ac-INH-Pesk direkt benachbarten Peaks hatten bei geringen bis mittelgrof3en Produktmengen
in der Probe einen befriedigenden Abstand. Zunehmende Séulenalterung oder grof3e Produktmengen
fiihrten zunehmend zu Uberlagerungen. Bei grofken Produktmengen konnte der Beitrag der Nachbarpe-
aks quantitativ vernachl&ssigt werden. Bel deutlich nachlassender Trennleistung wurden die Saulen frih-

zditig erneuert.
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Abb. 7:  HPLC-Nachweisvon Ac-INH

HPLC-Chromatogramm beim Nachweis von Aktivitdten der INH-AT in einer Leberprobe (Probe Nr.
4516 LEQ2). Der Pfeil markiert den Injektionszeitpunkt. Ein unspezifischer Spétpesk bel ca. 50 Minuten ist
nicht mehr dargestellt. Die Auftrennung wurde auf einer neuen Trennsdule vorgenommen.

4.2 Abklarung der Versuchsbedingungen

Aufgrund unzureichender Datenlage aus der Literatur, oder um diese im Einzdfal zu Gberprifen, wurden
eine Rethe von Vorversuchen durchgefiihrt. Diese hatten zum Zid, einersaits eine moglichst schonende
kurz- und mittelfristige Lagerungsmoglichkeit zu definieren, und anderersaits Sengtivitétsoptima fir die
Aktivitatsbestimmungen hingchtlich der bel der Inkubation eingesetzten Proteinmenge und der Inkubeti-

ondauer zu bestimmen.
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4.2.1 Trangport- und Lagerungsbedingungen

Wie die im Folgenden beschriebenen Resultate zeigen, ist eine kurzfristige Lagerung von Proben bel
+4 °C Uber mehrere Stunden hinweg ohne grol¥ere Aktivitdtsverluste moglich. Hindchtlich der Stabilitét
bestehen jedoch deutliche Unterschiede zwischen der mono- und polymorphen Form der AT.

4211 Stahilitdt von Acetyltranderasen der Ratte bal Lagerung auf Eis

Es wurde gemessen, wie sich die pezifische Aktivitét der PABA-AT unter einer Lagerung bel +4 °C
Uber mehrere Stunden verhdt. Dabel wurden Proben aus Rattenleber nach einer Lagerungsdauer von 2
- 25 Stunden untersucht. Der Wert nach 2 Stunden war der technisch frihestmogliche Mel3wert. Die
Lagerungsdauer umfald dabe den Zeitraum zwischen dem Toten der Ratte und der Inkubation bei
+37 °C. Die Ergebnisse and in Abb. 8 dargestlt.
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Abb.8: Lagerungsstabilitat der PABA-AT der Ratte bei +4 °C

Verlauf der spezifischen Aktivitdt der PABA-AT der Rattenleber wahrend 25-stiindiger 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 Toten der Ratte bis zur Inkubation. Das Inkubationsgemisch enthielt
0,15 mg cytosolisches Protein, die Inkubationszeit betrug 15 Minuten. Die Werte stellen den MW dreier
Ansdtze + Standardabweichung dar.

Esig zu erkennen, dass bel der Ratte die Aktivitét der PABA-AT bel einer Inkubation innerhab von 10
- 15 Stunden nicht merkbar verandert ist. Es ist zu beachten, dass PABA bei der Ratte durch die poly-
morphe Form der AT umgesetzt wird, wahrend beim Menschen die monomorphe AT PABA verstoff-
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wechsdlt. INH wird entsprechend bel der Ratte mono-, beim Menschen polymorph acetyliert (Details s.
S. 102).

Die Acetylierung von INH durch Proben der Rattenleber ergab dhnliche Ergebnisse (Abb. 9):
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Abb.9: Lagerungsstabilitat der INH-AT der Rattebei +4 °C

Verlauf der spezifischen Aktivitét der INH-AT der Rattenleber wahrend 25-stlindiger 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 Toten 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 Aktivitéat nimmt innerhab der untersuchten 25 Stunden insgesamt weniger ab, as dies bel
der PABA-AT der Fdl igt. Eine Lagerungsdauer bis zu ca 12 Stunden it dlenfdls mit geringen Aktivi-
tétsverlusten behaftet.

4212 Sahilitét von Acetyltransderasen der Ratte bal TiefkUihlung

Ein Einfrieren der Proben bel -80 °C bzw. -180 °C ist mit markanten Aktivitétsverlusen der PABA-AT
verbunden, wie dies aus den folgenden beiden Abb. deutlich wird:



-53- 4 Ergebnisse

500 500
= . f=2 ]
£ 400 % 400 3
= ] £ ]
g 300 7 g 300
k=3 ] = ]
5 20 $ 200 -
3 S
E 100 —: & 100 _:
0 0 4
K88 & L OOl
FEE S S LS
VS8 v & &
Yo o
L agerungsregime der Proben Lagerungsregime der Proben

Abb. 10 u. Abb. 11:  PABA-AT nach Lagerung unter -80 °C und -180 °C

Spezifische Aktivitdt der PABA-AT nach Tiefkihlung Gber mehrere Tage. Als Proteinquelle dienten Pro-
ben einer Rattenleber. Zum Vergleich ist die Enzymaktivitét nach 2 Stunden Lagerung auf Eis dargestellt
(MW x Standardabweichung, n=3). ;

Nach dem Einfrieren bei -80 °C kommt es zu Aktivitésabnahmen um bis zu 50% (bezogen auf den 2-
Stunden-Wert). Ein pl6tzliches Einfrieren bel -180 °C fuhrt zu Ergebnissen, die sch nicht grundsétzlich
davon unterscheiden. Tendenzidl kdnnte die Lagerung bel -80 °C jedoch marginal schonender zu sain.
Entscheidend fur den Verlust der Aktivitét scheint der Einfriervorgang an sich zu sain, denn mit der Dau-
er der Lagerung Uber 8 Tage ergeben sich keine entscheidenden weiteren Verdnderungen mehr. Diesist
unter Lagerungsbedingungen von -80 °C a's auch unter -180 °C gleichermalien der Fall.

INH-AT aus der Rattenleber verlieren bel einer Lagerung unter sehr niedrigen Temperaturen offensicht-
lich nur geringfligig an Aktivité. In den folgenden beiden Abb. sind die Enzymaktivitéten der INH-AT
nach Einfrieren ba -80 °C und -180 °C dargestdlt:
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Abb. 12 u. Abb. 13: INH-AT nach Lagerung unter -80 °C und -180 °C

Spezifische Aktivitdt der INH-AT der Rattenleber nach Tiefkihlung fir mehrere Tage. Als Proteinquelle
dienten Proben einer Rattenleber. Zum Vergleich ist die Enzymaktivitét nach 2 Stunden Lagerung auf Eis
dargestelt (MW + Standardabweichung, n=3).,

Auch hier ig eine Vearingerung der spezifischen Aktivitét zu verzeichnen, die jedoch nicht Uber Gbliche
Schwankungsbreiten hinausgeht.

Die Tendenz, die sich bereits bei der Untersuchung der PABA-AT angedeutet hat, dass eine Lagerung
unter -80 °C geringfiigig schonender sain konnte as unter -180 °C, zeigt Sich auch bel der INH-AT.

4.2.2 Einflul® eingesetzter Proteinmengen

Zur Klarung von Fragen der Standardisierung und Sensitivitétsoptimierung sollte geprift werden, Gber
welchen Konzentrationsbereich eine lineare Beziehung zwischen der eingesetzten Proteinmenge und der
Produktausbeute besteht.

Erge sondierende Versuche erfolgten an Rattenlebercytosol, das bereits Uber 1angere Zeit be -80 °C
gelagert worden war. Abb. 14 zeigt die Ergebnisse.
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Abb. 14. Abhangigket 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. Dargestdlt ist die Endkonzentration im Inkubationsansatz. Die Inkuba-
tionszeit betrug 15 Minuten. Als Proteinquelle diente Rattenlebercytosol. Die Werte sind ds MW £ Ab-
weichung von Doppel bestimmungen aufgetragen. Aus den Daten des linearen Bereich (bis 2mg/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 htheren Proteinmengen strebt diese einer Séttigung zu.

An kurz vorher entnommenen menschlichem Lebergewebe wurden die Ergebnisse der Versuche an der
Rattenleber Uberprift. Auch hier war eine fast lineare Abhéngigkeit bis zu einer Proteinkonzentration
von ca. 1,5 mg/ml festzuglen (Abb. 15). Da die menschliche PABA-AT eine hohe spezifische Aktivi-
ta aufwest, genligt bereits der Einsatz geringer Proteinmengen zu einer mit ausreichender Sengtivitét
erfolgenden Aktivitétshesimmung.

Stichprobenartig wurde an menschlichem Nierengewebe untersucht, ob die in Lebergewebe gefundene
Beziehung zwischen Produktbildung und Proteinkonzentration auch in nichthepatischem Gewebe ke
geht. Ein grundséizlicher Unterschied scheint nicht zu bestehen (Abb. 16).
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Abb. 15: Abhé&ngigket der Bildung von Ac-PABA von der Proteinkonzentration

Es wurden Omg, 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-
sellt ist die Endkonzentration im Inkubationsansatz. Als Proteinquelle diente frisch entnommenes mensch-
liches Lebergewebe (Probe Nr. 4516 LEO2). Die Inkubationszeit betrug 10 Minuten. Die Werte sind ds
MW + Abweichung von Doppel bestimmungen aufgetragen.
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Abb. 16: Bildungvon Ac-PABA bei zwe unter schiedlichen Proteinkonzentration

Die Acetylierung von PABA efolgte mit einer Inkubation von 0,4 und 0,8 mg Protein pro ml Ansatzvolu-
men. Das Protein entstammite einer kurz zuvor operierten menschlichen Niere (Probe Nr. 4328 NI101). Die
Inkubationszeit betrug 10 Minuten. Die Werte sind als MW + Abweichung (n=2) aufgetragen.
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Pardld zur Untersuchung der Proteinmengenabhédngigkeit bel der Acetylierung von PABA wurde der
Zusammenhang auch mit INH as Substrat untersucht. Bel Verwendung von Rattenlebercytosol wurden
folgende Ergebnisse gefunden (Abb. 17).
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Abb. 17: Bildungvon Ac-INH in Abhéngigkeit 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
Reaktionsgefdl. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten. Die Mel3werte sind als MW + Abweichung von
Doppelbestimmungen dargestellt. Fir den linearen Bereich (bis 2 mg/ml) wurde die Regressionsgerade er-
rechnet, die mit gestrichelter Linie eingezeichnet ist.

Esfalt auf, dass der Kurvenverlauf dem der Acetylierung von PABA sehr stark dhnlich ist. Dies um so
mehr, as die Abweichung vom linearen Bereich ba Proteinkonzentration gleicher Gréf3enordnung zu

erkennen ig.

Auch hier wurden die an Rattenleber erhobenen Ergebnisse an menschlichen Gewebeproben Gberprift.
Be Vewendung einer Cytosolpréparation aus menschlicher Leber wurde en linearer Zusammenhang
beobachtet, der Uber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich, d.h. bis zu ca 4 mg Protein
pro ml Inkubationsansatz bestehen blieb. Detalls Ssnd Abb. 18 zu entnehmen.

Im Anbetracht dieser Befunde wurde zur Sengtivitéissteigerung des Assays bei der Untersuchung
verschiedener menschlicher Gewebe die maxima mégliche Proteinkonzentration bis zu einer Obergren-

zevon 4 mg/ml engesstzt.

Stichprobenartig wurde auch hier ein nichthepatisches Gewebe in die Untersuchung einbezogen. Aus
Literaturangaben war bekannt, dass im menschlichen Darm INH-AT Aktivitéten nachweisbar sind (z.B.
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llett et al. 1994, S. 915), s0 dass die Versuche mit einer Kolonprobe durchgefhrt wurden. Abb. 19
zeigt die Ergebnisse der Untersuchung.
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Abb. 18: Bildung von Ac-INH in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration

Verwendet wurden 0mg, 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 LEQ2). Aufgetragen ist die Endkonzentration des Pro-
teins im Inkubationsansatz. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten. Die Werte sind s MW = Abweichung
von Doppel bestimmungen dargestelIt.
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Abb. 19: Bildungvon Ac-INH bel zwel unter schiedlichen Proteinkonzentrationen

Es wurden 0,74 mg bzw. 1,48 mg Protein pro Ansatz eingesetzt. Dargestellt ist die Endkonzentration.
Verwendet wurde die Cytosolpréparation einer kurz zuvor operativ entnommenen menschlichen Dick-
darmprobe (Probe Nr. 4A11 CO05). Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten. Die Werte sind s MW £
Abweichung (n=2) dargestellt.
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4.2.3 EinfluR der Inkubationszeit

Weitere Vorversuche an Rattenleber und menschlichen Geweben dienten der Abklarung von ausrel-

chender und maximaer Inkubationszeit.

Es wurde untersucht, bis zu welchen Inkubationszeiten eine Produktbildung linear zur Inkubationszeit
verlauft. Die Ergebnisse der Untersuchung dieses Zusammenhangs fur die PABA-AT in menschlichem
Nierengewebe sind in Abb. 20 dargestdlit. In Anbetracht dieser Daten erschien es nicht snnvoll, Inku-

bationszeiten von mehr as 10 Minuten zu wahlen.

Aufgrund der hohen Acetylierungsrate ergibt sich auch unter Agpekten einer Sengtivitdtsoptimierung
kein Bedarf fur eine lange Inkubationsdauer, da die Produktmengen bereits nach einer Inkubationsdauer
von 5 Minuten mit 0,2 mg Protein deutlich Uber der Nachweisgrenze von ca. 10 pmol liegen.
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Abb. 20: Acetylierung von PABA in Abhéangigkeit von der Inkubationszeit

Es wurden 0,2 mg Protein einer frisch entnommenen menschlichen Nierenprobe (Probe Nr. 4328 NI01)
fur 0, 5, 10 und 20 Minuten inkubiert. Die dargestellten Mefawerte stellen MW £ Abweichung von Dap-

pel bestimmungen dar.
Be der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Inkubationszeit und Acetylierung von INH war die
Verbesserung der Nachwelsmoglichkeaiten Uber ein Erzeugen hoher Produktmengen ein wesentlicher
Tell der Fragesdlung.

In den ersten Vorversuchen wurde mit gefrorenem Rattenlebercytosol gearbeitet. Um der nach dem

Einfrieren mutmaldich geringeren spezifischen Aktivitét der AT Rechnung zu tragen, wurde eine grofiere
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Proteinmenge eingesetzt, um dennoch ein deutlich mef3ares Signd zu erhdten. Wie aus Abb. 21 er-
gchtlichig, folgt die Resktion der INH-AT ener Séitigungskinetik.
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Abb. 21: Acetylierung von INH in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer

Inkubiert wurden 1,0 mg Rattenlebercytosol fur O; 15; 30; 45; 60 und 90 Minuten. Die dunklen Kreise
sellen MW + Abweichung von Doppelbestimmungen dar, die hellen Kreise Einzelwerte. Der obere der
beiden Einzelwerte wurde a's Ausreil3er gewertet.

Die an der Rattenleber erhobenen Daten wurden an frisch entnommenen menschlichem Lebergewebe
Uberpriift. Abb. 22 stdlt die Ergebnisse dar.

Der Verlauf der Zeit-Produkt-Kurve strebt auch hier einer Sitigung zu. Der stérkste Angtieg der Kurve
beschrankt sch auf die ersten ca. 20 Minuten. Anbetracht der eingangs erwahnten Optimierungsbestre-
bungen wurde der Verlugt an spezifischer Aktivitdt bel |&ngeren Inkubationszeiten in Kauf genommen.

Fur die weiteren Versuche wurde e ne Inkubationsdauer von 60 Minuten gewahlt.

Stichprobenartig wurde Uberpriift, ob menschliche Gewebe nichthepatischen Ursprungs der Leberche
rakterisik gleichen. Hierzu wurde aufgrund der inzwischen vorbekannten Aktivitét von INH-AT im
Darm Kolongewebe (Gewebeprobe Nr. 4A11 CO05) ds Moddl gewdhlt. Die Ergebnisse snd in
Abb. 23 dargesdlt.
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Abb. 22: Acetylierung von INH in Abhangigkeit von der I nkubationsdauer

Es wurden jewells 0,2 mg Cytosol einer frisch enthnommenen humanen Leberprobe (Probe Nr. 4516 LEO2)
fur O, 10, 20, 30, 45, 60 und 90 Minuten inkubiert. Die Werte snd s MW £ Abweichung von Doppebe-
stimmungen dargestelit.
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Abb. 23: Bildung von Ac-INH bei zwe ver schiedenen Inkubationszeiten

Bildung von acetyliertem INH nach Inkubation mit 0,74 mg Protein fir 30 bzw. 60 Minuten. Das Protein
stammt aus menschlichem Dickdarm (Probe Nr. 4A11 COO05), der wenige Stunden zuvor entnommen
wurde. Die Werte stellen MW von Doppelbestimmungen dar. Die maximaen Abweichungen lagen unter
1% (nicht dargestellt).

Wie aus der Abbildung erschtlich ist, weicht der 60-Minuten-Wert leicht von der Linearitét ab. Der
Fehler entspricht in der Grél3enordnung dem der vorangegangenen Untersuchung.
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Zusammenfassend kann festgestdIt werden, dass ein linearer Zusammenhang zwischen Inkubetionszeit
und Produkthildung fir kurze Inkubationszeiten gegeben ist, wobei deutliche Unterschiede zwischen den
Substraten bestehen. Welterhin it festzustellen, dass sich keine grundsétzlichen Unterschiede zwischen
den an Rattenleber und an menschlichen Geweben erhobenen Daten feststellen lassen. Ein Vergleich,
der quantitative Agpekte mit einbezieht, kann aufgrund der vorausgehenden Lagerung des Rattenle-
bercytosols bei -80 °C nicht mehr angestel It werden. Wesentliche Unterschiede zwischen menschlichen
Geweben hepatischen und nichthepati schen Ursprungs bestehen nicht.

4.2.4 Acetyltransferase-Aktivitaten bei unter schiedlichen Cytosolpr&parationen

Die héufig verwendeten Verfahren der Cytosol préparationen nach dem S100-Protokoll unterscheiden
sch von dem hier angewandten S10-Aufschlul3verfahren in Dauer und Stérke des Zentrifugationsschritts
(z.B. llett et al. 1994, S. 915). Um enen Vergleich mit in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnissen zu &-
maglichen, wurden die beiden Aufschluverfahren verglichen (Abb. 24).
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Abb. 24: Vergleich der PABA-AT und INH-AT be S10- und S100-Cytosol

Bel der S10-Methode wurde das Gewebehomogenat 15 Minuten bel 10.000 x g zentrifugiert, bei S100 a-
sétzlich 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 fir PABA-AT und 60 Minuten fur INH-AT. Die Mel3werte stellen den
MW + Abweichung von Doppel bestimmungen dar.
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Die beiden AT weisen ein leicht divergentes Verhadten auf. Wéhrend sich fur die INH-AT bel Verwen-
dung der S100-Methode eine um 8,6% hohere Aktivitét ergibt, betragt der Unterschied bel der PABA-
AT 36,5%.

4.3 Lagerungsstabilitat der acetylierten Markersubstrate

Es wurde geprft, wie lange die Proben nach Abschiuf? der Inkubation mit den darauffolgenden Neutra-
liserungs- und Anreicherungschritten aufbewahrt werden kénnen. Grund dafiir war die Moglichkelt,
dass oxidative, degradative oder nicht-enzymatische synthetisierende Prozesse in den Proben die spéter
erfolgende HPL C-Anayse kompromittieren konnten. Erfahrungen hierzu liegen bidang nicht vor.

Bea Ac-PABA hatten Aufbewahrungszeiten bis zu 10 Wochen keine quaitativen Auswirkungen auf das
Chromatogramm, die eine exakte Auswertung beeintréchtigt hétten. Die Menge des nachzuweisenden

Produktes war ebenso hoch, wie bel sofortiger Messung der Probe (Daten nicht gezeigt).

Auch ba Ac-INH ergaben sich keine Veranderungen der Proben bis zu einer Aufbewahrungszeit bel
Raumtemperatur von etwa 40 Tagen. Be mehr ds 50 Tagen Aufbewahrungszeit war in dlen Proben,
einschliefdich der Negativkontrollen ein zusitzlicher Peak zu erkennen, der nach Retentionszeit R und
Pegkform s Ac-INH-Pegk zu identifizieren war (Abb. 25).

Eine Abhéangigkelt dieses Phdnomens 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 bel langerer Aufbewahrungsdauer erkennbar. Dieser war besonders deutlich an den jewells mit-
gefiihrten Negativkontrollen sichtbar.

Der Problematik wurde mit dem Besireben begegnet, HPLC-Analysen moglichst nach kurzer Aufbe-
wahrungszeit durchzufihren. Gegebenenfals wurden in Negativkontrollen gefundene Werte von den
Werten der Gewebeproben subtrahiert.
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Abb. 25: Chromatogrammevon Ac-INH be Lagerung von Proben fir 98 und 137 Tage

Das Chromatogramm stammt aus der Analyse einer Negativkontrolle (ohne Protein). Die Pfeile kemn-
zeichnen Injektionszeitpunkt (unterer Pfeil) bzw. die Ac-INH Peaks (oberer Pfeil). Die Probe wurde bei
Zimmertemperatur gelagert. Die Flachenmehrung 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-Aktivitaten in menschlichen Geweben

4.4.1 Haut

Die Ergebnisse der Untersuchung menschlicher Hautproben auf ihre spezifische Aktivitét sind der fol-
genden Abb. 26 zu entnehmen.

Die spezifischen Aktivitéten lagen bel Probe 4411 HAOL um das 4,7-fache, bel Probe 4711 HAQ7 um

das 3,2-fache, und bei alen anderen Proben mindestens um den Faktor 22 Uber der jewelligen Nach-
weisgrenze.

Eine Beainflussung der PABA-AT konnte durch keinen der per Fragebogen erfaldten demographischen
oder klinischen Parameter oder durch die Lagerungsbedingungen datistisch wahrscheinlich gemacht
werden. Auffalend war jedoch, dass die beiden hochsten Aktivitdten bei Petienten zu finden waren, die
aus Ungarn (4411 HA02) und der Tschechel (4411 HAO3) stammten.
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Eine Aktivitét der INH-AT konnte bel keiner der Hautproben nachgewiesen werden. Die Chromato-
gramme der Hautproben unterschieden sich nicht von denen der Negativkontrollen. In Tab. 27 snd die
Nachwel sgrenzen der einzelnen Proben zusammengestdt.
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Abb. 26. PABA-AT-Enzymaktivitaten von Hautproben

Dargestellt ist der MW von dreifachen (Proben HAOL - HAO04) bzw. zweifachen Ansdtzen (HAO5S -
HAO08) mit Standardabwei chung bzw. Abweichung vom MW.
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Tab. 27: Nachweisgrenzen der INH-AT in der Haut

Gewebeprobe spezifische Aktivitéat
Probe pmol/mg/min
4411 HAO1 <110

4411 HAO2 <110

4411 HA03 <110

4418 HA04 <25

4627 HA05 <115

4711 HA06 <20

4711 HAO7 <175

4718 HA08 <55

Die Inkubationszeit betrug bel den ersten 4 Proben 30, ansonsten 60 M-
nuten. Bis auf Probe 4711 HAO7 (n = 1) erfolgten Doppel bestimmungen

4.4.2 Niereund Harnleiter

Da Gewebeproben aus Niere und Harnleter jeweils vom gleichen Patienten sammten, werden se hier

im Folgenden gemeinsam dargestellt.

PABA-AT war in alen Proben beider Gewebe mit hoher spezifischer Aktivitéat nachwe sbar (Abb. 27).
Die Nachweiggrenzen lagen bal spezifischen Aktivitéten von 30-55 pmol/mg/min. Bis auf die Probe
4B14 HLO5 (1,5-fach Uber Nachweisgrenze) lagen ale nachgewiesenen Aktivitéten deutlich Gber der
Nachwei sgrenze.

Be den Harnleiter- und Nierenproben zeigte sch bel der Korrdationsandyse ein Zusammenhang der
Aktivitét der PABA-AT mit der Lagerungsdauer bei Raumtemperatur sowie mit dem Lebensdter (fUr
beide: rg = 0,9; p = 0,037; n=5). Nur fir die Harnleiterproben ergab sich dartiber hinaus eine inverse
Korreaion mit dem Proteingehdt im Serum (15 = - 1,0; p< 0,001; n= 4). Eswar ein Trend zur Kor-
relation der PABA-AT in Nieren- und Harnleiterproben des gleichen Petienten erkennbar, der jedoch
eine Signifikanz nicht erreichte (r = 0,8; p = 0,104).
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Abb. 27: PABA-AT-Enzymaktivitaten 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 NI102 wies die hochste spezifische Aktivitét auf. Sie sammte von @nem Pa-
tienten, der an Diabetes mellitus erkrankt war. Wéahrend der Operation befanden sich die Blutzucker-
werte im klinischen Normbereich. Nierenprobe Nr. 4627 NI103 wies eine hohe, Harnleiterprobe Nr.
4627 HLO3 sogar die hochgte spezifische Aktivita unter den Harnleiterproben auf: beide entstammten
einem Pdienten, der unter ener langfristigen Therapie mit Ranitidin 300 mg/die stand. Die Patienten der
Proben 4A26 XX04 und 4B14 XX05 standen unter Langzeitthergpie mit téglich 100 mg Acetylsdicyl-
saure. Gerade bei |etzterem Petienten snd die niedrigen Aktivitdten sowohl in Niere ds auch im Harn-
laiter auffdlig, wahrend ba Probe 4A26 HLO4 nur im Harnleter, nicht jedoch in der Niere en niedrige
Aktivitdt der PABA-AT nachweisbar ist.
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Tab. 28: Nachweisgrenzen der INH-AT in Niereund Harnleiter

Nierenprobe gpezifische Aktivitét Harnleterprobe gpezifische Aktivitét
Code pmol/mg/min Code pmol/mg/min
4328 N101 <20 4328 HLO1 <20

4425 N102 <5 4425 HL02 <10

4627 N103 <5 4627 HLO3 <20

4A26 N104 <10 4A26 HLO4 <20

4B14 NI05 <10 4B14 HLO5 <20

Die Nieren- und Harnleiterproben 4328 NI01, 4328 HLO1, 4425 NI02, 4425 HLO2, 4627 NI03 und 4627
HL 03 wurden zweifach bestimmt, die restlichen Proben ds Triplikate. Inkubiert wurde fir 60 Minuten mit
0,4-2 mg Protein.

Die INH-AT lag in dlen Nieren- und Harnleiterproben unter der Nachweisgrenze (Tab. 28). In den
Gewebeproben menschlicher Nieren konnte jedoch regdméldig ein minimaler, nicht mehr quantifizier-
barer Ac-INH Pegk gefunden werden ds Hinweis auf eine unter der Nachweisharkeit liegende Aktivi-
tét, moglicherweise der INH-AT. Dieser Peak fehite in den Negativkontrollen. In den Harnleiterproben

konnte dieses Phanomen gelegentlich ebenfals beobachtet werden.

4.4.3 Harnblase

In dlen untersuchten Harnblasenproben konnte die PABA-AT mit einer hohen spezifischen Aktivitét
nachgewiesen werden. Untersucht wurde freiprdparierte Schleimhaut (Abb. 28). Die Nachweisgrenze
lag bel spezifischen Aktivitéien von ca 30 - 55 pmol/mg/min. Alle Aktivitéten liegen somit mindestens
zehnfach Uber der Nachweisgrenze.

Be der Korrdationsanadyse zeigte sich en Zusammenhang zwischen der PABA-AT und der Lage-
rungsdauer be +4 °C (rg = 1,0, p< 0,001). Bei einer Zusammenfassung der Daten von Harnleiter und
Blase wurde dieser Zusammenhang schwécher und nichtsignifikent (rg = 0,7; p= 0,053; n= 9). Die
durchschnittliche Lagerungsdauer bel +4 °C betrug 380 Minuten fur die Blasenproben und 360 Minuten
fur die Harnleterproben. Auch bei gemeinsamer Betrachtung der Daten von Blase und Harnleiter blieb
die fur den Harnleiter gefundene Beziehung mit dem Lebensdter bestehen (15 = 0,7; p= 0,028; n=9).
Die beiden Blasenproben, die von Patienten ssammten, die an Diabetes mdlitus litten, hatten hohere
durchschnittliche Aktivitéten ds die beiden weiteren Proben (1,7 vs. 0,9 nmol/mg/min).
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Die Untersuchung der Blasenmukosa auf INH-AT Aktivitdten fihrte zu Ergebnissen, die den bel Niere
und Harnleter gefundenen entsprachen. Ein kleiner Pesk war hdufig erkennbar, ohne dass dieser so

deutlich Uber dem Leerwert lag, dass es moglich gewesen wére, ihn zu quantifizieren.

Die Nachwegyrenze lag bel dlen Proben ba ca 20 pmol/mg/min. Die Blasenproben Nr.
4418 BLO1 und 4B17 BL0O4 wurden as Tripliket, die Ubrigen ds Duplikat bestimmt. Inkubiert wurde
fur 60 Minuten (4418 BLO1: 30 Minuten) mit Proteinmengen von 0,8 bis 1,4 mg pro Inkubationsansatz.
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Abb. 28: PABA-AT-Enzymaktivitaten von Blasenproben

Die Werte wurden als Triplikate bestimmt. Dargestellt ist jewells der MW + Standardabweichung. Bei
Probe 4718 BLO2 ist der MW einer Doppel bestimmung + Abweichung aufgetragen.

444 Prodgata

Bel den zwe stichprobenartig untersuchten Prostatgproben konnten Aktivitéten der PABA-AT, jedoch
keine der INH-AT nachgewiesen werden (Tab. 29). Aufgrund von Problemen bem Aufschiufd der
sark bindegewebig durchsetzten Proben wurde eine weitere Untersuchung von Prostatae als von im

Gesamtzusammenhang untergeordneter Bedeutung wieder fallengeassen.
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Tab. 29: Spezifische Aktivitaten von PABA-AT und INH-AT in Progtatapr oben

Progtataprobe PABA-AT INH-AT
Code nmol/mg/min pmol/mg/min
4408 PRO1 3,6+0,0 <20
4408 PR0O2 19+0,0 <30

Die Aktivitdten der PABA-AT lagen deutlich Uber den Nachweisgrenzen von ca. 30 pmol/mg/min, INH-
AT Aktivitdt waren nicht nachweisbar. Zur Bestimmung der PABA-AT wurde fir 10 Minuten mit 0,2 mg
cytosolischem Protein inkubiert und bel INH-AT mit 0,8 mg (4408 PRO1) bzw. 0,6 mg Protein
(4408 PRO2) fur 30 Minuten. Dargestellt snd MW von Duplikaten + Abweichung bzw. MW + Standar-
dabweichung (4408 PRO1; n=3).

445 Diunndarm, Kolon und Rektum

Die hochgten Werte, die im Verlauf dieser Studie jemads fir PABA-AT gemessen werden konnten,
stammen aus den Proben aus dem Darm. Die Aktivitéten sind in Abb. 29 dargestdllt.

Die ungewohnlich niedrige Aktivitét der Probe 4425 CO02 gab Anlal? zur Vermutung, dass hier
nicht mehr vitales Gewebe vorliegen konnte. Fur die weltere Auswertung wurde diese Probe daher u
bertickschtigt gelassen. Die Aktivitét in der Darmschleimhaut igt interindividudl sehr varigbd (Schwan:
kungsbreite zwischen 3,8 und 14,8 nmol/mg/min); insgesamt jedoch immer und auf hohem Niveau ex-
primiert. Alle Aktivitéten lagen um mindestens eine Grél3enordnung Uber der Nachweisgrenze. Eine d-
rekte Abhéngigkeit zwischen dem anatomischen Darmabschnitt und der spezifischen Aktivitét scheint,
soweit aufgrund der geringen Falzahlen beurteilbar, nicht zu bestehen, denn die Aktivitét der PABA-AT
in Kolonproben unterschied sich nicht sgnifikant von der in den Rektumproben (p = 0,56). Die Korre-
lationsandyse ergab einen Hinwels auf eine mogliche Satistische Abhdngigkeit der PABA-AT vom
Proteingehdt im Serum (rs = - 0,7; p= 0,05; n= 8). Bel Petienten, die an Diabetes mellitus erkrankt
waren, war en Trend zu hoheren spezifische Aktivitédten erkennbar (9,7 vs. 7,8 nmol/mg/min), ohne

dass dies gatigtisch sgnifikant geworden wére (p = 0,88).

In den Proben aus Dinndarm, Dickdarm und Mastdarm, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wur-
den, konnte in jedem Fal auch Aktivitét der INH-AT nachgewiesen werden. Die spezifischen Aktivité
ten schwankten interindividudll stark (Abb. 30). Die Nachweisgrenze lag bel ca. 5 - 10 pmol/mg/min.
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Abb. 29: PABA-AT-Enzymaktivitaten in Proben aus Dunn-, Dick- und Mastdarm

Dargestellt ist der MW (n=3) £ Standardabweichung bzw. Abweichung vom MW (n=2, Proben
4425 CO02, 4711 COQ3, 4715 REO3 und 4715 REO4).

Die untersuchten Kolonproben - auch hier wurde die Probe 4425 COO02 aus den vorstehend erwéhnten
Uberlegungen in samtliche Berechnungen nicht mit einbezogen - zeigten eine erhebliche Varianz ihrer
spezifischen Aktivitdten (313 + 126 pmol/mg/min, Spannbreite: 169 - 515 pmol/mg/min). Die INH-AT
der Rektumproben wies eine geringere Schwankungsbreite bel einer niedrigeren durchschnittlichen Ak-
tivitét auf (94 £ 35 pmol/mg/min, Spannbreite: 58 - 140 pmol/mg/min). Die Aktivitéat der INH-AT im
Kolon unterschied sich sgnifikant von der im Rektum gefundenen (p = 0,02), jedoch fanden sich unter

den Proben aus dem Kolon drel schnelle Acetylierer, wahrend dle vier Proben des Rektums von lang-
samen Acetylierern gammten (Kiefer et al., persinliche Mittellung).
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Abb. 30: INH-AT Enzymaktivitaten in Proben aus Diinn-, Dick- und Mastdarm

Die Werte sind s MW + Abweichung einer Doppel bestimmung bzw. MW + Standardabweichung (n= 3,
Proben 4516 DUOL, 4421 CO01, 4A11 CO05 und 4421 REO1) dargestellt. Die Inkubationszeit betrug
60 Minuten, die eingesetzte Proteinmenge 0,8-2,0 mg / Ansatz.

Die Aktivitét der Dunndarmprobe liegt in der Grof3enordnung derer der Kolonproben. Bel der welteren
datistischen Analyse ergab eine schwache Korrelation der INH-AT mit dem Lebensdter (rg =0,7;
p = 0,04, n= 9). Be Pdienten, die an Diabetes mdlitus erkrankt waren, konnten im Schnitt héhere

spezifische Aktivitdten nachgewiesen werden (288 vs. 161 pmol/mg/min), ohne dass dies atistisch s-
gnifikant geworden wére (p = 0,30).

Ein Vergleich der Aktivitdten von PABA-AT mit INH-AT der einzelnen Darmproben lief3 keine Kor-
relaion erkennen (rs = -0,5; p=0,19; n=9, Abb. 31).



-73- 4 Ergebnisse

=
£ 1507 §

(o)) ]

§ ]

N A

— 5,0 4

'% ] -

< ]

2 O’O IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
(al)

0 100 200 300 400 500 600
INH-AT [pmol/mg/min]

Abb. 31. Vergleich von INH-AT mit PABA-AT in Darmproben

Jeder Mef3punkt représentiert eine Gewebeprobe. Die Daten wurden aus den beiden vorherigen Abbil-
dungen tbernommen. Der Korrelationskoeffizient rg betrégt -0,5 (p = 0,19).

4.4.6 Pankreas

Be der Untersuchung von zwe Gewebeproben aus menschlicher Bauchspeicheldriise war in beiden
Proben PABA-AT nachwel shar. INH-AT-Aktivitdten wurden nicht gefunden (Tab. 30).

Tab. 30: Spezifische Aktivitaten von PABA-AT und INH-AT in Pankreasproben

Pankreasprobe PABA-AT INH-AT
Code nmol/mg/min pmol/mg/min
4516 PAO1 09+04 <10
4928 PAO2 05+0,1 <15

Die Aktivitdten der PABA-AT lagen deutlich Uber den Nachweisgrenzen von ca. 60 pmol/mg/min, INH-
AT Aktivitdt waren nicht nachweisbar. Zur Bestimmung der PABA-AT wurde fur 10 Minuten mit 0,2 mg
cytosolischem Protein inkubiert und bei INH-AT mit 0,75 mg bzw. 0,83 mg Protein fir 60 Minuten. Dar-
gestellt sind MW von 3 Ansdtzen + Standardabweichung.
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447 Leber

In zwe untersuchten Leberproben fanden sich jewells deutliche Aktivitdten von PABA-AT und INH-
AT (Tab. 31).

Tab. 31: Spezifische Aktivitdten von PABA-AT und INH-AT in Leberproben

L eberprobe PABA-AT INH-AT
Code nmol/mg/min pmol/mg/min
4425 LEO1 28+ 0,5 90+ 11
4516 LEO2 22+0,2 190+ 2

Die Aktivitéten lagen um den Faktor 2 - 86 Uber den Nachweisgrenzen. Die Inkubationsbedingungen fir
PABA-AT waren 10 Minuten mit 0,2 mg cytosolischem Protein und fur INH-AT 2,0 mg fur 60 Minuten
(4425 LEQ1) bzw. und 0,2 mg Protein fur 30 Minuten (4516 LEO2). Dargestellt snd MW von Duplikaten +
Abweichung bzw. MW + Standardabweichung (PABA-AT von 4425 LEOL, n=3).

44.8 Lunge

Es konnte in dlen 7 Lungenproben sowohl PABA-AT- ds auch INH-AT Aktivitdt gefunden werden.
Die Hohe der PABA-AT-AKktivitét schwankte be den 7 untersuchten Proben zwischen 0,4 und
2,3 nmol/mg/min und lag durchschnittlich bel 1,4 £ 0,6 nmol/mg/min. Die Einzdwerte Snd Abb. 32 zu
entnehmen.

Ein Uber mindestens 14 Tage appliziertes inhadatives Glucokortikoid zeigte keine Auswirkung auf die
Aktivitét der PABA-AT (Proben Nr. 4A05 LPO2 und 4A12 LP04; p= 0,22). Das gleiche gilt fir 300
mg Acetylsdicylsdure (4A12 LPO4, p = 0,86).

Aktivitéten der INH-AT konnten in 6 der 7 Proben deutlich mit Aktivitéten, die mindestens um den
Faktor 5 Uber der Nachweisgrenze lagen, nachgewiesen werden. Bel Probe Nr. 4A26 LPO5, deren
Aktivitét das Doppelte der Nachweisgrenze betrug, konnte INH-AT zumindest grenzwertig nachgewie-
sen werden. Die spezifischen Aktivitéten reichten von 11 bis 88 pmol/mg/min bel enem Mittelwert von
50 = 22 pmol/mg/min. Die spezifischen Aktivitéten der enzelnen Proben snd in Abb. 33 angegeben.
Be der gatistischen Anayse fand sich kein Hinwels auf Stérgrofien, auch nicht im Fall der Probe Nr.
4A12 LPO4 mit der Einnahme von Acetylsdicylséure (p = 0,86).
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Abb. 32: PABA-AT-Enzymaktivitaten in Lungenproben

Die Werte stammen aus Dreifachbestimmungen (MW + Standardabweichung). Die Nachweisgrenze lag
bei ca. bei 30-55 pmol/mg/min.
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Abb. 33: INH-AT-Enzymaktivitaten in L ungenproben

Die Werte sind ds MW + Standardabweichung (n=3) bzw. MW * Abweichung (n=2, Proben
4A26 L P05 und 4B07 LPQO7) dargestellt. Inkubiert wurde mit 1 - 2 mg Protein fir 60 Minuten.
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Um enen eventudlen Zusammenhang zwischen der Expression von PABA-AT und INH-AT zu Uber-
prufen, wurden die beiden Aktivitéten der jewelligen Gewebeproben miteinander verglichen (Abb. 34).
Es ergab sch eine Korrdation, die jedoch eine Signifikanz kngpp verfehlte (rs = 0,75; p = 0,05; n=7).

Bea ener abschliefl3enden gatistischen Andyse fir dle Gewebe gemeinsam konnten Uber die bisher a-
wahnten Ergebnisse hinaus keine welteren Korrelationen von StorgroRen oder Variabilitéisfaktoren mit

der spezifischen Aktivitdt der PABA-AT oder der INH-AT gefunden werden.
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Abb. 34: Vergleich von PABA-AT und INH-AT in Lungenproben.

Jeder Mef3punkt reprasentiert eine Gewebeprobe. Die Werte wurden den beiden vorhergehenden Abbil-

dungen entnommen und stellen MW + Standardabweichung dar. Der Korrelationskoeffizient i betréagt
0,75.
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5 Diskussion

Be der Untersuchung verschiedener menschlicher Gewebearten auf AT konnte in dlen Geweben
PABA-AT und in hepatischen, intestinden und pulmonaden Geweben auch INH-AT nachgewiesen
werden. Im folgenden soll nun zuerst endogenen und exogenen Storeinfllissen oder anderen Faktoren
nachgegangen werden, die zur Variabilitét der Aktivitdten batragen kdnnen. Weiterhin wird auf die
Rahmenbedingungen des Assays eingegangen und die eigenen Ergebnisse in Bezug zu Daten der Lite-
ratur gesetzt.

5.1 Storanflisseund Variabilitatsfaktoren

Unterschiedliche exogene und endogene Faktoren kdnnen AT-Aktivitéten beainflussen. Im folgenden
wird versucht, einen maglichen Einflufd von Storgrofien oder zur Variabilitét der AT beitragenden Fak-
toren abzuschétzen.

511 Blut

Zahlreiche Verdffentlichungen berichten Uber PABA-AT in menschlichem Vollblut, Erythrozyten und
Leukozyten (Drayer et al. 1974, S. 503; Mande baum-Shavit und Blondheim 1981, S. 66ff.; McQueen
und Weber 1980, S. 897; Ward et al. 1992, S. 1100f.). Dagegen sind INH-AT-Aktivitéden in Blutbe-
gandteilen nicht oder dlenfdls geringgradig nachweisbar und in keinem Fal mit dem Phénotyp korrdliert
(Drayer et al. 1974, S. 501; Irshaid et al. 1993, S. 21). Blutplasma besitzt keine AT-Aktivitét (Irshaid
etal. 1993, S. 21; Baty et al. 1986, S. 336).

Um den Einflu des ,, Fremdgewebes Blut* be der Bestimmung der Gewebesktivitdten gering zu
halten, wurde durch mehrere Waschschritte versucht, die Gewebeprobe weitgehend von Blutbestand-
tellen zu befreien. Weiterhin wurden hdmatologische Laborparameter (Erythrozyten- und Leukozyten
zahlen, Hamatokrit) auf eine Korrdation mit den AT-Aktivitéten andysert. Aufgrund der Schwan-
kungsbreite der PABA-AT im Blut (vgl. Cribb et al. 1991, S. 1243) igt Uber die Korrelaionsanayse

dlerdings nur ein Hinweis bel Vorliegen massiver Sérgrof3en 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 abgeschétzt werden. Daten an
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derer Autoren fihrten jedoch zu fragwirdigen Ergebnissen, wie z.B. ca 180 nmol/miryml Vollblut
(Ward et al. 1992, S. 1103).

Dadie Grolie der Gewebeproben in dieser Studie gewohnlich unter einem Volumen von 0,5 ml lag und
ein Tal des Blutes mit der Waschlosung verworfen wurde, gingen wir davon aus, dass nur wenige Mi-
kroliter Blut in den Proben verblieben waren. Dies entspréche einem Beitrag von weniger ds 0,1
nmol/min/mg, so dass eine sgnifikante Erhthung der Gewebesktivitdten durch PABA-AT aus dem Blut
nicht anzunehmen i<t

Methodische Uberlegungen lieRRen es a's maglich erscheinen, dass die im Blut enthaltenen EiweiRanteile
(Gesamtprotein im Serum, Hamoglobin) zu einer Erhthung des Proteingehaltes des Cytosols fiihren
konnten mit der Folge der Berechnung ener fdschlich zu niedrigen spezifischen AT-Aktivitét. Daher
wurden diese Parameter auf eine Korrelation mit den AT-Aktivitdten untersucht. Eine generelle Tendenz
konnte nicht gefunden werden, obgleich die Harnlaiterproben eine grenzwertige Korrdation zeigten.
Auch, wenn diese Gewebeproben aufgrund der geringen Probengrél3e und des geringen Proteingehalts
des Cytosols d's besonders storanfalig angesehen werden miissen, ist der Zusammenhang doch eher ds
Zufdlshefund zu werten.

5.1.2 Geschlecht

Das Geschlecht trug den eigenen Daten zufolge nicht zur Variabilitét von PABA-AT oder INH-AT bel.
Ein sogearteter Beitrag des Geschlechts zur Variabilitét der AT-Aktivitdten wurde unseres Wissens bis-
lang beim Menschen nicht gezidlt untersucht. Allerdings erscheinen schndle und langsame Acetylierer
zwischen beiden Geschlechtern gleich vertellt (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 fir PABA-AT (Pecifici et al. 1986, S. 289; Weber und Vatsis 1993, S. 209) noch fir
INH-AT (llett et al. 1994, S. 915) in menschlichen Geweben ableten.

In Versuchen mit Méusen jedoch wurde ein Zusammenhang der PABA-AT mit dem Geschlecht und
dem Alter nachgewiesen. Die endogene Testosteronproduktion méannlicher Mause scheint PABA-AT in
den Nieren, nicht jedoch in der Leber zu induzieren (Smolen et al. 1993, S. 855f.). Eigene Daten und
die Daenlage der Literatur legen nahe, dass es Sch um ein nicht auf den Menschen Ubertragbares Phé-
nomen handelt.
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513 Alter

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Ausnahme der Nieren- und Harnleiterproben (PABA-AT) und
der Darmproben (INH-AT) keine Beziehung zwischen AT-Aktivitdten mit dem Patientendter festge-
gdlt werden. Eine Abhangigkeit der PABA-AT vom Alter wurde auch in der Literatur nicht gefunden
(Pecifici et al. 1986, S. 286ff.; Pacifici et al. 1988, S. 852). In Diskussion ist jedoch die Tatsache, dass
mit zunehmendem Alter auch der Antell langsamer Acetylierer in der Bevdlkerung anzusteigen scheint.
Es konnte daher sowohl von einer Abnahme der Aktivitét der INH-AT mit zunehmender Alterung aus-
gegangen werden ds auch von ener durchschnittlich kiirzeren Lebendauer schndler Acetylierer (lett et
al. 1987, S. 1468f.; Evans 1989, S. 170ff.). Anderen Studien zufolge besteht jedoch kein Zusammen-
hang zwischen dem Alter und der Vertellung von schndlen oder langsamen Acetylierern (Cartwright et
al. 1982, S. 843; Philip et al. 1987, S. 710; Agundez et al. 1997, S. 147ff.). Jedoch wurde eine Erho-
hung der AT-Aktivitdt im Alter nie nachhdtig diskutiert, S0 dass die gefundenen Zusammenhange mit
hoher Wahrscheinlichkeit ds zufalsbedingt zu werten sind.

5.1.4 Einfluf® von Glukose

In mehreren Untersuchungen fanden sich Hinweise darauf, dass eine erhdhte Glukosekonzentration in
vitro oder in vivo zu ene vermehrten Acetylieeung von Subdraen der PABA-AT wie
5-Aminosdizylsaure (Irdland et al. 1990, S. 107), Anillin (Lindsay et al. 1991, S. 1673) oder PABA
(Subrahmanyamet al. 1961, S. 139) fuhren kann. So bewirkte die Koinkubation von radioaktiv mar-
kierter Glukose mit SMZ die Entstehung von radioaktiv markietem AcSMZ, mutmaldich Uber ene
Metabolisierung zu AcCoA (Lindsay und Baty 1989, S. 1989). Dabei konnten die lange Inkubationszeit
von 24 Stunden und die geringe spezifischen Aktivitét fur eine Acetylierung durch im Blut vorhandene
PABA-AT sprechen.

Erhohte AcCoA-Konzentrationen fordern die (nichtenzymatische) Acetylierung verschiedener Subgtrate
der AT (Minchin et al. 1992, S. 842). Ein bel Raiten experimentd| induzierter Diabetes mdlitus fihrte
zu erhdhten Glukosekonzentrationen im Blut und einer Sgnifikent erhdhten Acetylierung von SMZ
(Lindsay und Baty 1990, S. 1195). Auch unter diabetischen Patienten wurde eine vermehrte Acetylie-
rung durch den erhéhten Glukosespiegel diskutiert, obschon dies ein sehr schwacher Zusammenhang zu
sain schent (Burrows et al. 1978, S. 208f.; Evans 1984, S. 246ff.; Evans 1989, S. 214). Die bei uy
physiologisch hohen Glukosekonzentrationen deutlich erkennbare Steigerung der Acetylierung (Lindsay
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et al. 1991, S. 1673; Subrahmanyamet al. 1961, S. 139) lief? sch unter physiologischen Bedingungen
nicht mehr nachweisen (Mekonnen et al. 1994, Nr.7).

Zusammenfassend &% sich abschétzen, dass bel 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 sgnifikante Beanflussung nicht erfolgt ist. Die bel
Nierenprobe Nr. 4425 N102 gefundene hochste spezifische Aktivitét unter den Nierenproben mul3 der-
zait ds Zufalsbefund gewertet werden. Der wahrend der Operation im Normbereich befindliche Blut-
zuckerwert sowie die im Vergleich zu den weiteren Proben im Mittelfed liegende PABA-AT der Harn
leiterprobe des gleichen Patienten bestérken diese Annahme. Der sich bel den Darmproben wiederho-
lende Trend, obwohl nicht signifikant, dass Diabetiker hohere PABA-AT und INH-AT Aktivitéten auf-
wiesen, sollte jedoch Anlal3 zu weitergehenden Untersuchungen sein. Moglicherweise spiden insulinin
duzierte metabolische Verdnderungen eine Rolle, die auch die Expression von AT betreffen kénnten.

5.15 Glucokortikoide

Eine hochdos erte Hydrokortisontherapie tber 10 Tage induziert beim Kaninchen fur die Dauer der Be-
handlung INH-AT (duSouich und Courteau 1981, S. 281ff.). Eine Induktion fand sich nur in der Leber,
wahrend AT in Duodenum (INH-AT), Lunge oder Niere (PABA-AT) nicht beainfluld wurden. Die
Aktivitét bezogen auf die Proteinmenge bleibt dabel jedoch kongtant (Reeves et al. 1988, S. 113). Dies
gimmt mit unseren Ergebnissen Uberein, die in der Lunge keine Beainflussung beider AT durch eine lan-

gefrigige Medikation mit Glucokortikoidaerosolen nachweisen konnten.

5.1.6 H,-Rezeptor Antagonisten

H,-Rezeptor Antagonisten sollen einzelnen Berichten zufolge einersaits in vitro inhibierend (Svensson
und Tomilo 1992, S. 75), anderersaits bel 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 N103 wies eine hohe, Harnleiterprobe Nr. 4627 HLO3 sogar die héchste spez-
fische Aktivitdt unter den Harnleiterproben auf. Beide entssammten einem Petienten (AA88), der unter
einer langfristigen Thergpie mit enem H,-Antagonisten stand (Ranitidin, 300 mg/die). Diese Einzelbeob-
achtung konnte einen Hinwels auf eine induzierende Wirkung darstellen. Sie widerspricht jedoch, eben
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so wie die Aktivitét der Lungenprobe 4928 LPO1, die eine durchschnittliche INH-AT Aktivitét aufwies,
der Hypothese einer inhibierenden Wirkung. Anscheinend sind die therapeutisch erziedbaren Konzentra-
tionen zu gering, um eine deutliche Hemmung zu bewirken.

5.1.7 Sonstige Medikamente

Peatient HP82, von dem die Prostataprobe 4408 PRO2 stammt, erhielt wéhrend der Operation
1.600 mg Sulfamethoxazal intravends infundiert. Sulfamethoxazol ist Substrat sowohl der menschlichen
PABA-AT asauch der INH-AT mit K ,-Werten von 1,2 bzw. 5 - 15 mM. PABA in einer Konzentra-
tion von 100 uM hemmt die Acetylierung von bis zu 4 mM Sulfamethoxazol durch PABA-AT vollstén
dig, o dass bel der Bestimmung der Aktivitét der PABA-AT ene Beainflussung durch evitl. im Cytosol
enthaltenes Sulfamethoxazol ausgeschlossen erscheint. Eine Beainflussung der INH-AT it bei therapeu-
tischen Serumspiegeln von Sulfamethoxazol in der Grof¥enordnung von 0,4 - 0,6 mM von noch gerin
gerer Wahrscheinlichkeit (Cribb et al. 1993, S. 1279f.).

In Zdlkulturen konnte gezeigt werden, dass Acetylsalicylsiure menschliche PABA-AT inhibiert (Yeh et
al. 1999, S. 389ff.). Drei Patienten, von denen jeweils zwel Harnleiter- und Nierenproben sowie eine
Lungenprobe sammiten, nahmen 100-300 mg Acetylsdicylsiure t&glich en. In drel der finf Proben
zeigte sich ene unerwartet niedrige Aktivitdt der PABA-AT. Auch wenn die zu erwartenden Serum-
spiegd bei diesen geringen Dosen ene Hemmung der AT unwahrscheinlich machen, sollte in zukiinftigen
Studien auf eine Medikation mit nichtsteroidden Antirheumatika wie Acetylsalicylsiure, 1buprofen
(Chung et al. 1999, S. 1ff.) oder Paracetamol (Rothen et al. 1998, S. 553ff.) geachtet und mdglichen

Soreinfllissen 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 hétten beflrchten lassen muissen, waren nicht mediziert worden. Inshesondere
wurden keine Vitaminprgparate mit inhibierend hohen Dosen an Vitamin C eingenommen (Wu und
Chung, 1998, S. 3481ff.) und waren keine Immungtimulantien verschrieben, die zu ener Induktion von
AT hétten fuihren konnen (Reeves et al. 1988, S. 110).
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5.1.8 Deacetylase-Aktivitéat

Die Acetylierung von Arylaminen seht im Gleichgewicht mit der Deacetylierung durch Deacetylasen
(Evans 1989, S. 189; Lindsay et al. 1991, S. 1673; Hirvonen 1998, S. 260), die in viden Geweben
verschiedener Tierpezies und des Menschen vorhanden und Gberwiegend mikrosomal lokdisert sind
(Glowinski et al. 1983, S. 69; Hein 1988, S. 44). Deacetylasen der menschlichen Leber setzen bevor-
zugt hydrophobe Substrate um. Dabel werden acetylierte Derivate von 2AF oder 1Q mit deutlicher
Aktivitéat (Land et al. 1989, S. 729; Probst et al. 1992, S. 1715), die acetylierten Formen von PABA,
p-Aminosaizylsiure, 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 dhnlich 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 Gréf3enord-
nung wurde in Hamsterkolon gefunden (Hein et al. 1993a, S. 512). Wahrscheinlich verringert die vor-
gchtige Abtrennung membrangebundener Bedtandtelle vom Cytosol, wie dies bem S10-
Zentrifugationsschritt erfolgt diese Deacetylierungsrate. Zusammen mit der Substratspezifitét der Dea
cetylasen kann davon ausgegangen werden, dass auch ohne eine Hemmung der mikrosomaen Deace-
tylasen durch Paraoxon, wie dies haufig in Studien praktiziert wird (z.B. Land et al. 1989, S. 729) eine
madgliche Reduzierung der gemessenen AT-Aktivitéen dlenfalls en vernachldssigbar geringes Ausmal3
hatte.

5.2 Stabilitat der AT

Das Spannungsfeld zwischen einem praktikablem Vorgehen und der wiinschenswerten Bestimmung der
aktudlen Aktivitdten, d.h. der sofortigen Aufarbeitung der Proben mul3 zu Kompromissen fuhren. B-
dteres bedingt meist die Lagerung von Proben Uber einige Wochen bel -70 oder —180 °C. In der vor-
liegenden Arbeit war von Interesse, unter welchen Bedingungen der Lagerung die Zeitspanne zwischen
der Probenentnahme im Operationssad und der Versuchsdurchfiihrung im Labor mit dem geringsten
Verlust der Enzymaktivitét Uberbriickt werden kann. Eine Inkubation zwel Stunden nach der Proben
entnahme war der - im Rahmen der Vorversuche im Labor - technisch frihestmdgliche Zeitpunkt. Bei
den menschlichen Proben betragen die Lagerungszeiten aus logistischen Griinden mindestens etwa 4
Stunden. Im Extremfdl ergaben sich Lagerungszeiten von bis zu 10 - 12 Stunden.
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521 Sabilitat be Raum- und K 6r pertemperatur

Die Habwertszat fur die Inaktivierung von menschlicher PABA-AT be +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 dtere Studie gibt an, in Leberproben einer Autopsieserie bis zu 2,5 Stunden post mortem
AT-Aktivitdten von mehr ds 70% frisch untersuchter Gewebe gefunden zu haben. Mehr ds 3 Stunden
post mortem war jedoch keine PABA-AT mehr nachwel shar (Glowinski et al. 1978, S. 943). Fir die
Sahilitét von AT2, besimmt ds SMZ-AT, gehen die Angaben Uber die Inaktivierungsha bwertszaiten
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 Ubereingtimmend SMZ-AT erheblich stabiler als PABA-AT. Es wurde da-
her vorgeschlagen, eine nachweisbare PABA-AT dsKriterium fUr die Vitditét von Gewebeproben her-
anzuziehen (Hein et al. 1981, S. 208). Bei einer einzelnen Leberprobe wurde auch die Inaktivierungs-
habwertszait bei 15 °C untersucht. Mit 214 Minuten fur die PABA-AT und Uber 35 Stunden fir die
SMZ-AT waren beide Aktivitéten bel dieser Temperatur erheblich stabiler (Hein et al. 1981, S. 207f.).

Bereits 1975 aul¥erten sch Autoren einer Studie dahingehend, dass Proben, die bel chirurgischen Ein-
griffen enthommen wurden, die Aktivitdten besser wiederzugeben scheinen, ds Proben die im Rahmen
von Autopsien entnommen wurden (King et al. 1975, S. 285). Im Lichte der angefhrten Literaturbe-
richte und der eigenen Daten ist dem wohl vorbehdtlos zuzustimmen. Die Lagerung von Proben bel
Raumtemperatur fir maxima 1 Stunde, wie es in dieser Arbeit in den Operationssden oft schwer ver-
meidbar war, erscheint dagegen in Bezug auf die AT-Aktivitéten unwesentlich.

5.2.2 Einfrieren

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass ein Einfrieren von Rattenleberproben bal -80 °C bzw.
-180 °C zu dradtischen Aktivitétsverlusten fuhrte. Hierbei war PABA-AT erheblich stérker betroffen as
INH-AT. Lagerung von bis zu 1 Woche in Tiefkiihlung fiihrte zu keinen weiteren eindeutigen Aktivitéts-
verlusten. Diesen Ergebnissen widerspricht der Bericht, dass eine Cytosol prdparation aus menschlichen
Leukozyten beal einer Lagerungsdauer von bis zu 18 Tagen bel -20 °C kaum an Aktivitét verlor und bei
ener Lagerungsdauer von 21 bis 72 Tagen immer noch durchschnittlich 60% der Anfangsaktivitét auf-
wies (McQueen und Weber 1980, S. 895f.).
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Allerdings machen andere Literaturberichte deutlich, dass Einfrieren auch be menschlichen AT zu -
heblichen Aktivitétsverlugten fuhrt. LAND et d. zeigte, dass durch Einfrieren die Acetylierung von
PABA-AT und 2-AF auf 60 bis unter 10% der Ausgangsaktivitdt sank (Land et al. 1989, S. 729). Das
Einfrieren von Cytosol ener Zdlkultur menschlicher Urothelzdlen fiihrte zu einer Reduktion der Acety-
lierung von 4-ABP um eine ganze Grofenordnung (Frederickson et al. 1994, S. 30). Cytosole frisch
gewonnener menschlicher Leberproben zeigten keine Korrelation der Acetylierung von SMZ und 2-AF,
das Subdtrat beider AT ist (r = -0,12). Nach Einfrieren und Wiederauftauen korrdierten die beiden Ak-
tivitéten stark (r = 0,95), s0 dass anzunehmen i, dass PABA-AT durch das Einfrieren nahezu vollstén-
dig inaktiviert wurde (Grant et al. 1991, S. 186).

5.2.3 Lagerungbe +4°C

Die Ergebnisse der Vorversuche an der Rattenleber haben gezeigt, dass eine Lagerung bel +4 °C Uber
einen Zeitraum von 10 - 12 Stunden zu keiner bedeutsamen Reduktion der Aktivitét fuhrt. Menschliches
L ebercytosol scheint zumindest Uber 5 Stunden keine Aktivitétsainbullen aufzuweisen (Hein et al. 1981,
S. 206). Somit scheint eine Lagerung der frisch entnommenen Gewebeproben bei +4 °C bis zur Inku-
bation die fir die AT schonendste Behandlung darzugtellen.

Mit der Korrelationsandyse konnten keine Hinweise firr eine Beaintréchtigung der INH-AT durch
die Lagerungsdauer gefunden werden. Fir die PABA-AT hatte sich bei den Harnleiter- und Nierenpro-
ben ein Zusammenhang mit der Lagerung bel Raumtemperatur gezeigt und bei den Blasenproben mit der
Lagerung bel +4 °C. Eine Zunahme der Aktivitét bel margind langerer Lagerungsdauer legt jedoch die
Annahme enes Artefaktes nahe, dies um so mehr, ds mit diesser Methodik nur gravierende Einfliisse zu

erfassen snd.

In Vorversuchen zeigte Sch ein Angtieg der spezifischen Aktivitét fur beide AT mit einem Gipfd bei ca
6 - 8 Stunden Lagerung unter +4 °C. Dieser war bal der INH-AT mit einer Zunahme um fast 50%
sarker ausgeprégt ds bei PABA-AT mit ca. 25%, wobe jedoch die Tendenz gleichléufig ist. Beide
AT-Aktivitédten wurden zu den jewelligen Zetpunkten aus dem gleichen Gewebestiick bestimmt. Eine
Erkl&rung fur dieses Phdnomen kann nicht gegeben werden, auch wurde das Experiment nicht wieder-
holt. Denkbar wére jedoch ein Konzentrationsabfal eines endogenen Inhibitors durch Diffuson oder
Metaboliserung.
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5.3 Fehlerabschatzung

5.3.1 Inkubationszeit

Vorversuche ergaben, dass die Acetylierung von INH sowohl durch AT aus der Rattenleber, as auch
aus menschlichen Geweben fur etwa 20 - 30 Minuten linear zur Inkubationszeit angeigt um dann ener
Séitigung zuzustreben. Zugungten einer hdheren Sengitivitét fir den Nachweis der INH-AT wurde eine
Inkubationsdauer von 60 Minuten gewéhlt. Dabei wurde der durch eine Messung auf¥erhab des linea-
ren Bereichs ba der Berechnung der spezifischen Aktivitét entstehende Fehler in Kauf genommen.

In Anbetracht der Tatsache, dass der Kurvenverlauf bel Einsatz von menschlichem oder Rattenle-
bercytosol sehr dhnlich g, die Umsatzraten bel der Rattenleber jedoch erheblich hoher lagen (vgl.
Abb. 21 und Abb. 22), ist es zumindest bei den menschlichen Gewebeproben unwahrscheinlich, dass
eine Subgraterschopfung oder eine Produkthemmung die Ursachen der Séttigungskinetik darstellen.
Vidmehr ig ene zunehmende thermische Inaktivierung anzunehmen (vgl. Hen et al. 1981, S. 207).

Retrogpektiv kann vermutet werden, dass die INH-AT der meisten Lungenproben bel einer kiirzeren
Inkubationszeit unter der Nachweisgrenzen gelegen hétte und somit unentdeckt geblieben wére. Die
Aktivitét der Darmproben hingegen wurde demzufolge in den masten Falen um etwa 20 - 30% unter-
schétzt. Anbetracht der dlgemeinen Schwankungsoreite erscheint dieser Fehler jedoch vertretbar.

5.3.2 Cytosolbereitung

Die bal Untersuchungen anderer am haufigsten angewandte Methode der Cytosolbereitung umfald eine
Zentrifugation des Gewebehomogenats von 10 - 20 Minuten be 10.000 x g, dem dch ein welterer
Zentrifugationsschritt von 60 Minuten bel 100 000 x g oder 105 000 x g anschlield (z.B. Glowinski et
al. 1978, S. 943; llett et al. 1994, S. 915; sog. S100-Protokoll). Diese Methode hat den Nachtell,
dass die Lagerungsdauer bis zu Inkubation um 60 Minuten langer ist. Allerdings werden dabel die mem-
brangebundenen Zdlbestandteile wie z.B. Mikrosomen vollsténdiger abgetrennt. Im Gegenzug hat das
von uns eingesetzte Vefahren, das auf den zweten Zentrifugationsschritt verzichtet (sog. S10-
Protokoll), den Vortell einer kiirzeren Lagerungsdauer. Neben einer moglicherweise hier noch restweise
vorhandenen mikrosomalen Deacetylase-Aktivitét mul3 vor dlem die nicht mehr gegebene direkte Ver-
gleichbarkelt mit Literaturangaben as Nachtell gesehen werden. Um dem zu begegnen wurden verglei-
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chende Abschétzungen vorgenommen. Hierbel zeigte sich erwartungsgemd, dass AT bal Anwendung
des S100-Protokolls starker angereichert werden und so zu hoheren spezifischen Aktivitdten fihren.

Dieser Effekt war bei PABA-AT gark, und bel INH-AT hingegen nur sehr méldig ausgeprégt.

Zusammenfassend kann festgestel It werden, dass fir die Bestimmung der INH-AT die Wahl der Cyto-
solbereitung von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint. Fir die Bestimmung der PABA-AT konnte
bel kurzen vorangegangenen Lagerungszeiten das S100-Protokall, bel [éngeren Lagerungsdauern das
S10-Protokoll vortellhafter sein.

54 Vertelung von AT-Aktivitaten beim Menschen

54.1 Haut

Cytosolprgparationen aus menschlicher Haut zeigten eine deutliche Aktivité von PABA-AT, wéhrend
keine INH-AT nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der bei den Hautproben besonders geringen
Probengrol?e und dem hohen Faserantell des Gewebes konnten nur geringe Proteinmengen im Assay
eingesetzt werden. Dies fiihrte zu erheblich htheren Nachweisgrenzen fir INH-AT, ds dies bel anderen
Geweben der Fdl war. Esigt daher nicht mit letzter Sicherhelt auszuschlief3en, dass eine geringe Aktivi-
tét 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 weitesigehend Uberein. Ein Unterschied ergibt Sch lediglich in der
Cytosolberaitung. Die Autoren verwendeten enen Zentrifugationsschritt von 60 Minuten  bel
105.000 x g, wahrend es in unserer Studie nur 15 Minuten bel 10.000 x g waren (Kawakubo et al.
1990, S. 181). Erderes fuhrt unseren Ergebnissen zufolge zu etwa 40% hoheren Aktivitéten der
PABA-AT. Dies erklért jedoch nicht, warum die publizierten Aktivitdten um den Faktor 2- 3 Uber den
von uns gefundenen Werten liegen. Anbetracht der in beiden Studien gleichermal?en zu beobachtenden
grollen Variahilitét ist es denkbar, dass eine zufdlige, unterschiedliche Probenseektion die Ursache
hierfir darstellt.
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542 Niere

Wir fanden in menschlichem Nierengewebe, das vorwiegend der Nierenrinde entstammte, mittlere Akti-
vitéten der PABA-AT von 2,1 = 1,1 nmol/mg/min. Die Werte schwankten um das 11-fache (0,3 bs
3,4 nmol/mg/min). INH-AT konnte in keiner Probe entdeckt werden.

Bel im Rahmen von Autopsien 6 - 18 Stunden post mortem entnommenem Nierengewebe wurde keine
mit AT assoziierte O-Acetyltransferase- oder Transacetylierungsaktivitédt gefunden (King et al. 1975,
S. 286). In ener ergten kleinen Studie an 4 Nierenproben, die spéter auf 8 Patienten ausgedehnt wurde,
zeigte Sch eine mittlere PABA-AT von 1,34 bzw. spéer 1,75 nmol/mg/min (Pecifici et al. 1986,
S. 289; Pacifici et al. 1988, S. 852). Zwischen Nierenrinde und -mark fand sich kein Unterschied (Pe-
cfic et al. 1986, S. 287f.). Ergaunlich ist die in beiden Studien ungewdhnlich geringe Schwankungs-
breite von lediglich 3 - 7%. Die Aktivitéten sabst 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 Aktivitdtsverlust wird offenschtlich durch eine Cytosolbereitung nach dem S100-
Protokoll, dem Einsatz einer hohen AcCoA-Konzentration von 2 mM und saccharosehdtiger Pufferlo-
sung kompengert, da hthere AcCoA-Konzentrationen zu vermehrter Acetylierung fihren. Die von uns
und vielen anderen Autoren nun verwendete initidle AcCoA-Konzentration betrégt etwa 0,5 mM (z.B.
llett et al. 1994, S. 915; Ward et al. 1995, S. 1761). In 14 Autopsieproben, die bis zu 21 Stunden
post mortem entnommen wurden und anschliel3end maxima 2 Monae eingefroren gelagert wurden,
konnte trotz teilweise hoher AcCoA-Konzentrationen keine INH-AT nachgewiesen werden (Jenne und
Orser 1965, S. 1993 1998). Die Nachweisgrenze lag bel ca. 10 nmol/mg/min, so dass lediglich sehr
hohe Aktivitéten der INH-AT erkannt worden wéren. Unsere Ergebnisse zeigen, dass bis unter eine

Nachwe sgrenze von 10 - 20 pmol/mg/min keine INH-AT vorhanden i<t.

Der beobachtete Trend der PABA-AT in Proben von Niere und Harnleiter des selben Petienten zu
korrdieren, legt es nahe, dass in dlen Organen des gleichen Individuums ein - moglicherweise organgpe-
zifisch modifiziertes - Aktivitétsniveau exidtiert, das genetisch determiniert sein konnte. Weitere Untersu-
chungen an groliReren Patientenzahlen sind zur Best&tigung dieser Vermutung erforderlich.

5.4.3 Harnleter und Blase

Aufgrund der Ahnlichkeit des Epithels von Harnleiter und Blase wird in einigen Studien kein Unterschied
zwischen den beiden Geweben gemacht, sondern lediglich von ,,urothdliden Zdlen® gesprochen (z. B.
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Kloth et al. 1994, S. 2786). Angdehnt 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 zusammengefal¥.

Die magen Studien wurden mit ungpezifischen AT-Substraten wie 4-ABP oder 2-AF durchgefihrt, die
Proben bzw. Cytosole in der Regdl tiefgefroren (Land et al. 1989, S. 727; Kirlin et al. 1989, S. 2449).
Unter diesen Bedingungen ergaben sich PABA-AT Aktivitéten 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 ener geringen AcCoA-Konzentration von ca. 80 uM, die postmortae Probengewinnung
und das Einfrieren der Proben hatten einen eher aktivitétsreduzierenden Effekt, wahrend die Verwen
dung von S100-Zyosol enen leicht steigernden gehabt haben diirfte, so dass der Nettoeffekt as leicht
erniedrigt angenommen werden kann. In ener anderen Studie an 9 Blasenproben von Organspendern,
die binnen einer Stunde entnommen worden waren, wurden PABA-AT Aktivitéten 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 elnes spektrophotometrischen Nachwelsverfahrens as aktivitétserhohende Einflis-
se stehen das Einfrieren ds aktivitétssenkender Einfluld gegentiber, so dass zusammenfassend von ener
fdschlich zu hohen PABA-AT ausgegangen werden kann. Insgesamt stimmen unsere Ergebnisse zu den
Aktivitdt der PABA-AT von 04 - 2,9 nmol/mg/min gut mit den Daten der anderen Arbeitsgruppen
Uberein, sowelt die genannten Einschrénkungen bertickschtigt 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 jewelligen Autoren as Hinwels auf eine INH-AT Aktivitét gewertet. Unlangst wurde in
Primérkulturen urothelialer Zellen menschlicher Ureteren mRNA sowohl von PABA-AT ds auch von
INH-AT gefunden (Kloth et al. 1994, S. 2783). Jedoch waren bis zu 35 Verstédrkungszyklen fir den
Nachweis erforderlich, was in der reversen PCR-Technologie eine Obergrenze darzustellen scheint (M.
Ismair, personliche Mittellung). Ein Artefakt kann somit nicht ganzlich ausgeschlossen werden, insbe-
sonders unter Bertickschtigung des massven Wachstumsanreizes und der Kulturbedingungen, die einem
phys ologischen Milieu unangemessen sind. Die gleiche Arbetsgruppe berichtete in einem spéteren Bel-
trag Uber Inhibitionsudien mit 4ABP, PABA und SMZ an urothdiden Zdlen. Die Autoren kommen
nun zu dem Schiul, dass in der Blase ausschlieldich PABA-AT exprimiert wird (Frederickson et al.
1994, S. 29). Auch die Arbeitsgruppe um E. SM konnte mit immunologischen Methoden und Anwer-
dung der sehr sengtiven Western Blot-Technik ausschliedich 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 Schluf¥olgerungen in vollem Einklang.

544 Progata

In zwel Progtatgproben konnten PABA-AT Aktivitdten von 1,9 und 3,6 nmol/mg/min gemessen wer-
den. Dies liegt in der Grolenordnung der Aktivitdten der Gbrigen Gewebe des Urogenitdtraktes. Eine
INH-AT war, wie auch bel den anderen Geweben des Urogenitatraktes trotz niedriger Nachwe sgren-
zen nicht mef3ar.

In der Literatur finden sich Hinweise auf AT-Aktivitét in der Prostata von Ratten (Hein et al. 19913,
S. 233) oder Hamgtern (Hein et al. 1992, S. 114). Der Versuch, O-Acetylierung oder Transacetylie-
rung im Cytosol ener menschlichen Progtatgprobe nachzuweisen, fihrte 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 Hybridiserungstechnik wur-
den bei der Untersuchung zweler menschlicher Prostatgproben Transkripte von NAT1 und NATZ2 in
Epithelzdlen, nicht jedoch in den entsporechenden Stromazellen festgestdlt (Wang et al. 1999, S.
1591ff.). In ener anderen Untersuchung an 11 Proben wurde neben der Bestimmung des Genotyps
auch SMZ-AT mit einer Aktivitét von 4,8 + 4,4 pmol/mg/min nachgewiesen. Diese zeigte jedoch keinen
Zusammenhang mit dem Genotyp und wies zudem andere kinetische Eigenschaften auf, as die entsore-
chende SMZ-AT der Leber, die in einigen Féllen gleichzeitig bestimmt wurde. Die Autoren schlief3en
daraus, dass in der menschlichen Prostata keine NAT2 exprimiert wird (Agundez et al. 1998b, S.
1361ff.).

Auch wenn die Nachwe sgrenze bei unseren Arbeiten zu hoch lag um eine Aktivitét dieser Gro-
[fenordung quantifizieren zu kdnnen, mul3 jedoch davon ausgegangen werden, dass es sich bel der o.g.
Messung am ehesten um die unspezifische Aktivitét der PABA-AT handdt. Der Nachweis von Tran+
skripten der NAT2 kann derzeit nicht erklart werden und bedarf einer Bestétigung in unabhdngigen St

dien.
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5.45 Dinndarm, Kolon und Rektum

Die Proben aus dem Darm wiesen eine durchschnittliche PABA-AT von 8,5 nmol/mg/min bel der Ubli-
cherweise grofien Schwankungsbreite (3,8 - 14,8 nmol/mg/min) auf. Die entsprechenden INH-AT Ak-
tivitdten betrugen 200 pmol/mg/min (58 - 515 pmol/mg/min).

Die Kolonprobe 4425 COO02 lag mit einer Aktivitét der PABA-AT von 0,5 nmol/mg/min und ener
grenzwertig mefaren 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 Aktivitéten fanden.
Es wurde diese Probe daher unter der Annahme einer massiven Inaktivierung oder mangehaften Vitdli-
té von den Auswertungen ausgeschlossen. Eine stichhaltige Erklarung fur die geringen Aktivitéten kann
weder in Daten der Krankenakte noch der Behandlung der Probe gefunden werden. Bei der Ingpektion
des Gewebestiickes waren keine Aufféligkeiten festzustellen. Da dlerdings beide AT in gleicher Weise
massv betroffen sind, erscheint ein exogener Einfluld, der in erder Linie die PABA-AT betroffen héite,
wie z.B. ene fehlerhafte Lagerung, as Ursache ebenso unwahrscheinlich wie eine genetische Besonder-
heit. Vidmehr wird eine bereits langer wéhrende, intravitae, moglicherweise hypoxische Schédigung der
Probe angenommen.

In der Literatur finden sch fast ausschliefdich Angaben Uber 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 Mittedwerte von 8,3 und 48,4 nmol/mg/min an (Kirlin et al. 1991,
S. 552) und HICKMAN et al. zeigten Aktivitéten von ca. 1,5 bis etwa 12 nmol/mg/min. Dem Aktivitéts-
verlugt durch Einfrieren stehen in beiden Arbeiten as aktivitétserhbhende Faktoren die Cytosolbereitung
nach S100-Protokoll, die Verwendung eines zuckerhdtigen Puffers, eine AcCoA-Konzentration von
1 mM oder die Verwendung von colorimetrischen Nachwelsverfahren entgegen (Turesky et al. 1991,
S. 1841; Kirlin et al. 1991, S. 550; Hickmann et al. 1998, S. 403ff.), so dass fdschlich 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 saccharosehatigen Puffers
und einer AcCoA-Konzentration von 2 mM (Pecifici et al. 1988, S. 851f.). Unter diesen Bedingungen
erscheinen die Werte ergtaunlich niedrig, wie auch die Schwankung erheblich geringer ds tblicherweise
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-
vitdten von 1 - 50 nmol/mg/min (llett et al. 1994, S. 915). Die Maximawerte der PABA-AT dieser
letzten Untersuchung liegen weit Uber denen der egenen 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 bel der Cytosolbereitung und in der Verwendung eines saccharo-
sehdtigen Puffers durch letztere. Diese Unterschiede kdnnen jedoch derart hohe Abwelchungen sicher-
lich nicht erkléren.

Uber INH-AT in menschlichen Darmproben wurde bislang nur sehr wenig berichtet. In einer sehr friihen
Arbet konnten JENNE et al. in 14 Darmproben deutliche Aktivitéien nachweisen, die aufgrund enes
vollig unterschiedlichen Protokolls jedoch quantitativ nicht vergleichbar sind (Jenne und Orser 1965,
S. 1998). Nach langer Pause wurden erst in jlingster Zeit weitere Daten hierzu verdffentlicht. So wurden
mit SMZ as Substrat in 23 Kolonproben Aktivitéten von 42 - 174 pmol/mg/min bei langsamen, und
107 - 324 pmol/mg/min bel schnellen Acetylierern gefunden (llett et al. 1994, S. 915). Diese Daten
snd von unseren nicht sgnifikent unterschiedlich, die relativen Standardabwelchungen sind praktisch
identisch (40% vs. 43% bei langsamen, 37% vs. 38% ba schnellen Acetylierern). Ein weiterer Bericht
nennt Aktivitdten der SMZ-AT von etwa 100-1.200 pmol/mg/min bei der Untersuchung von Darmpro-
ben von 4 Organspendern — dlerdings unter Verwendung eines zuckerhdtigen Puffers (Hickmann et al.
1998, S. 403ff.).

Bidang fehlten systematische Untersuchungen zur Vertellung von AT entlang des menschlichen
Darms. Ein urspriingliches Zid, enen moglichen Zusammenhang zwischen AT-Aktivitden und dem
Darmabschnitt zu untersuchen, mulde fallengel assen werden, da es nicht méglich war, Gber den groben
anatomischen Darmabschnitt hinaus die genaue Lokdisation des Resektates zu bestimmen. Dartber hin-
aus waren Dunndarmproben aufgrund einer sehr geringen Operationshaufigkeit nur mit unverh&tnismé-
[3g grolRem Aufwand zu erlangen, o dass ausfiihrlichere Untersuchungen dieses Gewebes im Rahmen
dieser Arbet nicht moglich waren.

In der 0.g. Studie am Darm von vier Organspendern konnte gezeigt werden, dass sowohl PABA-
AT ds auch SMZ-AT ubiquitér zwischen Duodenum und Rectum mit hohen Aktivitéten vonhanden
snd. Wahrend sch fir PABA-AT kein Schwerpunkt erkennen lief3, zeigte Sch fur die SMIZ-AT en
Trend zu von proximal nach dista abnehmenden Aktivitéten, insbesonders bel schnellen Acetylierern. In
anbetracht der geringen Probenzahl ist dies jedoch vorsichtig zu sehen (Hickman et al. 1998, S. 404
ff.). In ener Ateren kleinen Studie konnte in Proben von 6 Patienten kein sgnifikanter Unterschied zwi-
schen der PABA-AT in lleum und Kolon gefunden werden (Pecifici et al. 1989, S. 141). Im Gegensatz
zu dieser Studie slammen 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 Vertellung von schndlen und langsamen Acetylierern unter den Kolon- und
Rektumproben leider keine weiteren Schlul¥olgerungen zur Vertallung der INH-AT.

Eine Korrdation der Aktivitden von PABA-AT und INH-AT igt 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 geht im Einklang mit Literaturberichten (z.B. Grant et al. 1991, S. 188; llett et al. 1994,
S. 915f.).

Begstandtelle von Darmflora oder Faeces wurden verdéchtigt, Aktivitét gegentiber dem Substrat der
PABA-AT 5-Aminosaizylsture aufzuweisen (Dull et al. 1987, S. 3773). Fir Inkubationszeiten, wie se
bel uns verwendet wurden, war in der obigen Studie jedoch nahezu keine acetylierende Aktivitét nach
weisbar. Daher kommen Antell von Darmflora oder Fézes ds verzerrende Faktoren fur PABA-AT

nicht in Betracht und sind auch fir INH-AT hochgt unwahrscheinlich (Allgayer et al. 1989, S. 39).

546 Leber

Eine frihe Studie berichtet Aktivitdéten 1,2 - 4,3 nma/mg/min (n= 7) fur PABA-AT und von 0,1 -
2 nma/mg/min (n=9) fur INH-AT in frischen menschlichen Leberproben (Glowinski et al. 1978,
S. 945). Diese Werte simmen mit den von uns gefundenen sehr gut Uberein, wobel zu berticksichtigen
i, dass die Autoren der Studie S100-Cytosol verwendeten. Die PABA-AT wurde mit einer colorime-
trischen Bestimmungsmethode bel einer AcCoA-Konzentration von 2,2 mM bestimmt und dirfte somit
zu hoch angegeben worden sein (Glowinski et al. 1978, S. 943f.).

547 Pankreas

Es wurden in Pankreasproben PABA-AT Aktivitéten von 0,5 und 0,9 nmol/mg/min gefunden, wahrend
INH-AT unter der Nachweisgrenze von 10 - 15 pmol/mg/min lag. Die Gewebeproben waren aufgrund
der Grunderkrankung der Patienten stark verkalkt. Dies lief3 befrchten, dass nicht genligend vitades
Gewebe fir den Nachweis von INH-AT verblieben war. Da jedoch die erheblich instabilere PABA-AT
deutlich nachweishar war und sch auch quditativ im Chromatogramm kein Hinwels auf Ac-INH fand,
kommen wir zu der Schiuf¥olgerung, 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) ig Uber AT-Aktivitéen in menschlichem Pankreas wenig be-
kannt. In dem einzigen unseren Kenntnissen nach hierzu vorliegenden Bericht wurden sowohl Aktivitéten
der PABA-AT von etwa 2 nmol/mg/min as auch der SMZ-AT von 23 pmol/mg/min gefunden. Letztere
wies dlerdings keine Beziehung zum Genotyp auf (Anderson et al. 1997, S. 1088). Die Proben dieser
Studie wiesen eine lange Lagerungsdauer von bis zu 30 bel +4 °C auf, wurden eingefroren und mit &-
nem zuckerhatigen Puffer aufbereitet (aaO., S. 1086), S0 dass Sich aktivitdtsmindernde und —steigern-
de EinflUsse in etwa ausgeglichen haben konnten. Zieht man zudem in Betracht, dass unsere Proben mit
gewisser Wahrscheinlichkelt krankheitsbedingt vorgeschédigt waren, simmen unsere Daten zur Aktivitét
der PABA-AT mit denen von ANDERSON et al. sehr gut Uberein. Eine Aktivitét der INH-AT zwischen
20 und 25 pmol/mg/min hétte mit unserem Assay nachweshar sein miissen, jedoch fanden selbst die
Autoren in weniger ds der Halfte ihrer Proben Aktivitét. Die geringe Aktivitét, die weniger ds 5% der
im Kolon nachweisbaren betragt und die fehlende Assoziation mit dem Genotyp veranlassen die Auto-
ren, ein Fehlen der Expresson der NAT2 im menschlichen Pankreas anzunehmen. Dies deckt sch mit

unseren Erkenntnissen trotz unserer geringen Probenzahl.

54.8 Lunge

In menschlichem Lungengewebe konnten wir PABA-AT mit durchschnittlichen Aktivitdten von
1,4 nmol/mg/min sowie eine geringe, aber deutlich mefdare Aktivitét von INH-AT von durchschnittlich
50 pmol/mg/min nechweisen.

Zu AT-Aktivitéten in menschlicher Lunge liegen unseres Wissens nur zwel Arbeiten vor. Eine berets
dtere Studie umfaldte 4 Lungenproben, die spéter auf 8 Proben ausgedehnt wurde (Pecifici et al. 1986,
S. 289; Pacifici et al. 1988, S. 852). Daba wurde eine mittlere PABA-AT von 0,95 nmol/mg/min g
funden. Einersaits waren die Gewebeproben zur Lagerung eingefroren worden, was die Aktivité im
Sinne einer Senkung beeinflufd haben wird, andererseits wurde S100-Cytosol verwendet und eine hohe
AcCoA-Konzentration von 2 mM eingesetzt, was zu einer Ehohung der Aktivitdt beigetragen haben
kénnte. Die berichteten Werte stehen in Einklang mit unseren Werten und spiegeln die intravitalen Akti-
vitdten einigermalien gut wieder. Der zwelte Bericht wies Aktivitéten der PABA-AT von bis zu 0,21
nmol/mg/min und der SMZ-AT von 0,67 bis 29 pmol/mg/min in 6 Lungenproben nach. Nach Lage-
rungszeiten von unter 2 Stunden bel +4 °C wurden die Proben eingefroren (Culp et al. 1997, S. 99ft.).
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Die geringen Werte fur Aktivitéten der PABA-AT Uberraschen, sind aber moglicherweise auf die La-
gerung bei =70 °C zurtickzuftihren. Noch deutlicher ist die Diskrepanz zu unseren Daten bei den Akti-
vitdten der INH-AT, hier liegen die beschriebenen Werte um 1-2 Grél3enordnungen unter unseren B-
gebnissen. Anhdtspunkte, die diese extremen Abwel chungen erkl&ren kdnnten, finden wir nicht, so dass

das Ergebnis weiterer Studien abgewartet werden mul3.

5.5 Enzymaktivitat und Genotyp der |soniazid-Acetyltransferase

In den Proben aus Lunge, Leber und Darm wurde der Genotyp bestimmt (Kiefer et al., personliche
Mitteilung). Die Ergebnisse zeigen fiir Proben aus Leber und Darm eine gute Ubereingimmung von
INH-AT mit dem Genotyp, wie dies dlgemen literaturbekannt it (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-
tdten der INH-AT von genotypisch schndlen und langsamen Acetylierern sind nicht sgnifikant unter-
schiedlich (vgl. Abb. 35). Auch, wenn in der Lunge bisher kaum NAT2 nachgewiesen wurde, ist nach
dlgemener Anschauung en Zusammenhang von Phéanotyp und Genotyp zu fordern. Eine fehlende
Korrelation war fur andere Arbetsgruppen Anlal3, gemessene Aktivitdten der SMZ-AT nicht der
NAT?2 zuzuschreiben (Agundez et al. 1998b, S. 1361ff; Anderson et al. 1997, S. 1088). Jedoch wa-
ren die gemessenen Aktivitéten entweder mit etwa 10% unserer Werte deutlich geringer oder liefien sich
in einem Grofdel der Proben gar nicht erst nachweisen. Eine Erklarung hierfir kdnnte in einer Uberlap-
pende Subgtratspezifitét der in dlen Fdlen nachweisbaren PABA-AT liegen. Diese Erkl&ungsmaglich-
keit erscheint fur die Aktivitéten unserer Grofienordnung unwahrscheinlich. Auch konnten wir in dlen
Proben INH-AT nachwelsen, wenngleich mit 7 Proben auch nur eine geringe Anzahl untersucht werden

konnte.

Wertet man die Lungenprobe mit dem Genotyp WT/M2 ds Fehlbestimmung und 18% se bam Grup-
penvergleich aul3er Betracht, so ergeben sich mittlere Aktivitdten von 36 vs 68 pmol/mg/min fir die
langsamen bzw. schnellen Acetylierer. Der Unterschied erreicht keine Signifikanz (p = 0,1; einsaitig, ex-
akter Test), was anbetracht der geringen Besetzungszahlen nicht Uberrascht. Es scheint daher erforder-
lich, eine groiRere Anzahl von Lungenproben zu untersuchen, um den bestehenden Widerspruch aufklg-
ren zu kénnen. Sollte es sch bewahrheiten, dass in der Lunge INH-AT mit deutlicher Aktivitét expri-
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miert wird, so kénnte dies Auswirkungen auf die Diskussion um die Karzinogenese der Bronchidkarz-

nome haben (s. S. 97, vgl. auch Culp et al. 1997, S. 971f.).
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1 und Rektum
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Abb. 35: INH-AT Genotyp und Enzymaktivitéten in Leber-, Darm- und L ungenproben.

Der Genotyp wurde Uber Restriktiond @ngenpolymorphismen bestimmt. Das Alld WT (Wildtyp) fuhrt zum
Phanotyp des schnellen Acetylierers, Kombinationen ohne dieses Allel zu langsamen Acetylierern. INH-
AT Aktivitéten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt (s. Kapitel 4, Ergebnisse).

5.6 Rolleder AT fiur die Kanzer ogenese beim M enschen

Die physologische Funktion der AT igt bidang unklar. Fir die PABA-AT wurde eine Schitissdralle im
Folsduremetabolismus vorgeschlagen (Minchin 1995, S. 2; Ward et al. 1995, S. 1765f.). Die Bedew
tung der AT fir Mutagenese und Kanzerogenese ist dagegen sait 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 leukozytére Mye operoxidasen bel Entziindungen 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 kénnen O-acetyliert, oder zu Sulfate-
gern konjugiert werden. In beiden Féllen sind die Produkte nicht stabil, sondern zerfallen und binden
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kovaent an zdluldre 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
Glucuronséure. Wahrend N-Glucuronide stabile Transportformen darstellen, sind OGlucuronide e-
heblich ingabiler (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 kénnen Uber die Gale in den Darm ge-
langen, passieren den Dunndarm und erreichen das Kolon. Dort werden durch bakterielle Glucosidasen
die N-Hydroxy-Arylamine abgespaten und durch die hohen Aktivitéien der AT in der Darmschleimhaut
O-acetyliert (Bock 1991, S. 133f.). Eigene Versuche an 5 Darmproben zeigten eine enge Korrelation
der Aktivitét der OAT (gemessen Uber die Bildung von DNS-Addukten) mit der INH-AT (r=10,9;
p = 0,037), nicht jedoch mit PABA-AT (r = 0,7; p=0,188). Dies geht in Einklang mit friheren Ar-
beiten (FHammang 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 ausschliefdich durch die INH-AT O-acetyliert wer-
den und dort genotoxisch wirken kdnnen (Turesky et al. 1991, S. 1839 ff.; Boobis et al. 1994, S. 92f;
Wild et al. 1995, S. 645f.). Dies konnte der Hintergrund sein fir epidemiologische Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen ener erhohten Inzidenz kolorektaer Karzinome und dem Vorliegen schneller
NAT2-Genotypen, insbesondere bel haufigem Konsum von gebratenem FHeisch (Roberts- Thomson et
al. 1996, S. 1373; Chen et al. 1998, S. 3307ff.). Allerdings ist die epidemiologischen Datenlage noch
widerspriichlich (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 konnen as N-Glucuronide weiterhin tber den Blutkreidauf und aktive Trans-
portmechanismen der Niere die Blase erreichen (Bock 1991, S. 133). So wurde gezeigt, dass der Urin
arylaminexponierter Textilarbeiter nach Behandlung mit b-Glucosidase eine im Vergleich zu nicht expo-
nierten Arbeitern signifikant erhthte Mutagenitét im AMES-Test aufwies (Sinués et al. 1992, S. 4886).
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Die be neutrden pH-Werten stabilen N-Glucuronide einiger N-Hydroxy-Arylamine sind bel pH 5 in-
gabil und zerfalen. Die freigesetzten N-Hydroxy-Arylamine werden im sauren Milieu protoniert, rea
gieren spontan weiter zu resktiven Nitreniumionen und binden an DNS (Kadlubar et al. 1977, S. 810).
Ergénzend konnen in die Blase gdangte Arylamine direkt durch die dort nachgewiesene Prostaglandin
H-Synthase oxidiert werden (Culp et al. 1997, S. 108f.).

Diein der Blase eher geringe Aktivitét der OAT (Land et al. 1989, S. 730; Kirlin et al. 1989, S. 2450)
durfte fur die Adduktbildung der N-Hydroxy-Arylamine eine eher untergeordnete Rolle spiden. In die
Blase gdangen nicht nur Glucuronide, sondern in geringerem Ma2e 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 as
2-AF (Schut et al. 1984, S. 1290), wobel der Beitrag von Deacetylasen zum mutagenen Geschehen
maoglicherweise noch nicht ausreichend beriicksichtigt wurde. Die N-Glucuronide sind somit ds Haupt-
kanzerogene zu betrachten. Insgesamt scheint daher eine genotoxische Wirkung von Arylaminen auf die
Blase bal entsprechender Exposition in erster Linie durch die N-Acetylierungskapazitét und Aktivitét
der CYP 1A2 der Leber bestimmt zu werden.

5.6.3 Bronchialkarzinome

Die Lunge ist, mehr noch as Blase und Darm exogenen, potentiell kanzerogenen Substanzen ausgesetzt.
Progtaglandin H Synthase und Myeoperoxidase snd in der Lage, Arylamine wie 4ABP, Benzol oder
Heterozyklen zu oxidieren und damit metabolisch zu aktivieren. Diese Oxidasen zeigen in der Lunge
zwar deutlich geringere Aktivitét as in der Leber, konnen jedoch durch Entziindungsreaktionen 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 weltverbreiteten 4-Nitrobiphenyl durch Nitroreduktasen
der Lunge zu aktivierten Zwischenprodukten fihren (Culp et al. 1997, S. 107ff.). Eine nachfolgende
O-Acetylierung durch die AT der Lunge konnte zu der auch in anderen Organen beobachteten genoto-
xischen Wirkung fuhren. Vorléufige Ergebnisse von Versuchen an zwe Lungenproben ergaben ene
deutliche DNS-Adduktbildung, so dass eine Rolle der AT bea der Entstehung von Bronchialkarzinomen
nicht ausgeschlossen werden kann (Kiefer et al., personliche Mittellung).
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Epidemiologische Studien beschéftigen sich gerade in jlngerer Zeit vermehrt mit der Frage, ob en be-
simmter Phdnotyp einer der beiden AT mit einem erhdhten Lungenkrebsiisko asoziiert ist. Zwel Siu-
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 zwe neuere Studien konnten keine Riskoerhthung auf-
zeigen (Cascorbi et al. 1996b, S. 3961ff.; Bouchardy et al. 1998, S. 291ff.). Einzelne Studien wiesen
jedoch auf ein ein erhdhtes Risko unter langsamen Acetylierern (INH-AT), insbesondere bel Nichtrau-
chern hin (Oyamaet al. 1997, S. 577ff.; Nyberg et al. 1998, S. 875ff.; Seow et al. 1999, S. 1877ff.).
Auch fir PABA-AT zegte Sch fir Trager langsamer Allde eine deutliche RigkoerhGhung, an Lungen-
krebs zu erkranken. So erhthte sich das Erkrankungsrisiko fur langsame NAT1-Genotypen im Ver-
gleich zu homozygot Schnellen um den Faktor 11,7 (Bouchardy et al. 1998, S. 291ff.).

Es wurde vermutet, dass bel langsamen Acetylierern durch eine verminderte Entgiftung Uber die AT &-
hohte Mengen von Karzinogenen Zielorgane wie die Lunge erreichen und dort direkt aktiviert werden
(Oyamaet al. 1997, S. 577ff.; Hirvonen 1999, S. 263). Jedoch sollten, zumindest nach der Modellvor-
selung zum Mechanismus der Karzinogenese, geringe lokae AT- und damit OAT-Aktivitéen zu einer
Reduktion des Krebsrisikos fuhren. Hier bestehen noch deutliche Diskrepanzen zwischen der Grundla-
genforschung und den Ergebnissen epidemiologischer Studien, die einer weiteren Klarung bediirfen.

5.7 Acetyltransferasen beim Menschen und in Versuchstiermodellen

Die Bedeutung der AT fir die Aktivierung von Prokanzerogenen aus der Substanzklasse der Arylamine
und Nitroarene wurde schon eingangs dargelegt (s. S. 15f.). Im Metabolismus derartiger Xenobiotika
interagieren mehrere, unabhangig voneinander regulierte Enzymsysteme. Die AT stelen nur enes dieser
Systeme dar, wenngleich auch en sehr wesentliches. Dies flhrt zwangdaufig zu komplexen Wechsd-
wirkungen, deren Klarung nicht sdten im Rahmen von Tierversuchen angegangen wird. Somit sdlt sch
auch die Frage, welche der gangigen Versuchdtierarten beziiglich der AT ein dem Menschen dhnliches
Moddl| darstllt.

5.7.1 Bedeutung von Acetyltransferasen im menschlichen M etabolismus

Eine Exposition besteht gegentiber Arylaminen insbesondere durch Verbrennungsemissonen und Pass-
vrauchen (Bartsch et al. 1990, S. 1829; Vinas et al. 1994, S. 156; vgl. auch S. 9). Durch Aktivra-
chen geigt diese Exposition dosisabhangig stark an (Yu et al. 1994, S. 715). Heterozyklische Amine
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werden ausschliedich Uber die Nahrung aufgenommen und sind in ergter Linie von der konsumierten
Menge an gebratenem Fleisch oder Fisch abhéngig. Unter Zugrundelegen eines Heischverzehrs von
200 g wurde eine tégliche Aufnahme von 0,1 - 15 g heterozyklischer Amine geschétzt (Wakabayashi
et al. 1993, S. 132). Esig daher von ener dauerhaften Belastung beraits unter Alltagshedingungen aus-

zugehen.

Der Stoffwechsd von Arylaminen verzweigt Sch rasch mit unterschiedlichen Auswirkungen: aufgenom:
mene Amine kénnen, wie oben dargeegt, Uber die N-Acetylierung durch PABA-AT oder INH-AT
detoxifiziert (Bartschet al. 1990, S. 1829), oder konkurrierend Uber die Sequenz N-Hydroxylierung
und O-Acetylierung zu genotoxischen Produkten aktiviert werden (s. S. 95).

Neben den Acetylierungsresktionen 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. Dartiber hinaus i CYP 1A2 induzierbar, z.B. durch Nahrungsbestand-
telle oder Zigarettenrauchen (Sinha et al. 1994, S. 6157; vgl. Lang et al. 1994, S. 675). Je nach Akti-
vitét von AT und CYP 1A2 und der Affinitét eines Arylamins zu einem dieser Enzyme wird es metabo-
lisch aktiviert oder inaktiviert werden.

Das Ausmal3 der Acetylierung eines bestimmten Subdtrats, z.B. eines Arylamins, wird weiterhin durch
saine relative Affinitét zu den beiden AT-Formen bestimmt. Dabe stdlt die unterschiedliche Gewebe-
verteilung von PABA-AT, diein fast alen Geweben zu finden ist und INH-AT, das lediglich in Verdau-
ungstrakt, Leber und Lunge Aktivitdten aufwes, zusdizlich ein modifizierendes Moment dar. Fir die
N-Hydroxy-Arylamine kann das Affinitdtsmuster wieder anders audfdlen, ds fir die entsprechenden
Arylamine. So wird N-oxidiertes 4-ABP bevorzugt durch PABA-AT O-acetyliert, wahrend die
N-Acetylierung von 4-ABP tberwiegend durch INH-AT erfolgt. 22AF und N-Hydroxy-2-AF werden
beide Uberwiegend durch PABA-AT metabolisert. Heterozyklische Arylamine und deren N-oxidierte
Derivate dagegen werden nahezu ausschliefldich durch INH-AT versoffwechsdt (Minchin et al. 1992,
S. 841ff.).

Die Aktivitét der CYP 1A2 i fur die genotoxische Potenz der Arylamine von zentraler Bedeutung, da
enests die N-Oxidation mit der detoxifizierenden N-Acetylierung konkurriert, andererseits
N-oxidierte Arylamine ds Substrate verschiedener anschlief3ender Konjugationsresktionen, wie z.B. der
O-Acetylierung oder Sulfatierung, weiter aktiviert werden konnen. Auch diese nachgeschdteten Enzym:
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systeme unterliegen einer bestimmiten Organverteilung und Variabilitét oder sogar genetischen Polymor-
phismen (Kadlubar et al. 1992, S. 71ff.; Goldstein und Faletto 1993, S. 174f.).

Die Aktivitdten 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 CY P 1A2 hingegen betrégt in vivo etwa das 15-fache
(Weber und Vatsis 1993, S. 209; Snha et al. 1994, S. 6157). Allein das Ausmal’ dieser Variaions-
breiten legt es bereits nahe, dem oxidativen Phanotyp hingchtlich des Nettoeffekts eine groliere Bedeu
tung zuzumessen, ds dem der beiden AT. Hohe Affinitéten bestimmter Fremdstoffe zur PABA-AT oder
INH-AT konnen jedoch im Einzdfal Anlal3 zu ener anderen Bewertung geben.

Dariiber hinaus belegen verschiedene Studien die zentrae Rolle der CYP 1A2. So fand man bel Expo-
gtion von Zdlkulturen, die humane AT und CYP 1A2 gemeinsam exprimierten eine gegentiber 100 M
1Q (einem heterzyklischen Amin) 18-fach, 147-fach bzw. 156-fach erhohte Rate an DNS-Addukten,
ds in Zdlen, die CYP 1A2, PABA-AT oder INH-AT dlein exprimierten (Probst et al. 1992,
S. 1715). Eine epidemiologische Studie ergab, dass Personen mit schnellem Phanotyp fir INH-AT und
CYP 1A2 einim Vergleich zum langsam/langsamen Phéanotyp etwa 3-fach hoheres Risko aufweisen, an
kolorektalen Karzinomen zu erkranken. Bel erhthter Exposition gegentiber heterozyklischen Arylaminen
durch haufigeren Genuf3 von stark gebratenem Feisch oder Fisch steigt das Risko 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 Toxizitét von Chemikdien wird haufig auf tierexperimentelle Studien zuriickgegriffen. Bei den mei-
den der gangigen Versuchstierspezies sind neben der Primérstruktur der AT und damit deren katal yti-
schen Eigenschaften auch die molekularen Grundlagen des Polymorphismus und die Organvertellungen
der AT vom Menschen sehr verschieden. Es stdlt sich daher die Frage nach dem Tiermodell, das den
menschlichen Verhdtnissen am néchgen kommt. Tab. 32 zeigt den Grad der Verwandtschaft der AT
zwischen den Spezies, gemessen an der Ubereingimmung der Aminosaurensequenz.

Mause bedtzen drei Genefir AT (Martdl 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 fir 290 Ami-
noséuren kodieren und in einem einzigen Exon organisert snd. Grundlage des genetischen Polymor-
phismus ist die Mutation der 99. Aminosaure (Martell et al. 1991, S. 220f.). Diese Mutation des Er
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zyms flhrt zu einer um ca. 30% reduzierten Aktivitét sowie einer sark verkirzten Halbwertszeit. Dabel
werden Transkription und Trandation nicht beeintrachtigt, wie dies bel dem entsprechenden Isoenzym
des Menschen der Fall it (Blum et al. 1991, S. 5239f.; Martdl et al. 1992, S. 267ff.).

Tab. 32. Homologie der Aminosdurensequenz von Acetyltransferasen bei verschiedenen
Versuchstier spezies und dem Menschen

Mensch Maus Hamster Kaninchen
NAT?2 NAT1 NAT2 NAT1 NAT2 NAT1 NAT2
Mensch
NAT1 81,0 745 81,7 71,4 817 74,8 72,0
NAT?2 71,7 745 68,6 74,8 72,8 73,1
Maus
NAT1 81,4 83,8 82,1 65,2 66,9
NAT?2 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
NAT?2 73,4 74,1
Kaninchen
NAT1 95,2

Dargestellt ist der Grad der Homologie von NAT1 und NATZ2 sowohl innerhalb der Spezies, ds

auch zwischen den Spezies Maus, Hamster, Kaninchen und Mensch. Fir die Ratte sind keine

Angaben verfligbar. Angaben in %. Daten aus Vatsis et al. 1995, S. 3

Weterhin ist nachteilig, dass sch nicht nur die Substratspezifitéten beider muriner AT in hohem Male
Uberlgppen, sondern diese grolen Unterschiede zum Menschen aufweisen. So wird belspidsweise
SMZ von keiner der murinen AT und PABA ausschliefdich durch AT2 metabolisert (Martel et al.
1992, S. 267f.). Die fur die Kanzerogenese wichtigen Substanzklassen der N-Hydroxy-Arylamine und
besonders der Heterozyklen sind schlechte Substrate beider AT bel Mé&usen (Shinchara et al. 1986,
S. 4364).

Die Organverteilung des Polymorphismus, der bel der Maus in Leber, Blut, Blase, Niere, Lunge, Haut
und Darm exprimiert wird, unterscheidet sch deutlich von der Vertellung 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). Dartiber hinaus unterliegen die AT-Aktivitéten einer hormondlen Kontrolle - eine
Eigenschaft, die nur bel der Maus zu finden ist (Glowinski und Weber 1982, S. 1435; Smolen et al.
1993, S. 855).
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Der syrische Hamder, ein ebenfdls weithin benutztes Tiermodell, besitzt zwel Gene fir AT, diein Lange
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 bel der Trandation
zum einem vorzeitigen Kettenabbruch fihrt. Homozygote Hamster mit dieser Mutation zeigen daher kei-
ne AT2-Aktivitét (Nagata et al. 1994, S. 98).

Die AT1 des Hamsters setzt bevorzugt Substrate der menschlichen INH-AT, wie INH oder Procaina-
mid um, wahrend AT2 bevorzugt PABA acetyliert. Aktivitéten der O- oder Transacetylierung Snd im
wesentlichen auf die AT1 beschrénkt, was einen weiteren Unterschied zu menschlichen AT darstellt
(Hein 1988, S. 52; Ozawaet 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, Dinndarm, Kolon, Niere, Blase, Lunge, Haut
und Gehirn des Hamgters nachgewiesen werden, und entspricht damit etwa der Vertellung der PABA-
AT bem Menschen (Hein et al. 1987, S. 69; Kawakubo et al. 1988, S. 267; Land et al. 1994,
S. 1587; Hein et al. 19944, S. 19f.). Die Organverteilung der AT1 des Hamgters 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.

Bel der Rette ist interessanterweise relativ wenig Uber die AT bekannt (Weber 1987, S. 127; vgl. Vatss
et al. 1995, S. 3). Eine anscheinend monomorphe AT (AT1) acetyliert Procainamid, SMZ, 4ABP und
Heterozyklen, wahrend PABA, p-Aminosdizylsaure und 22AF vorwiegend durch ene 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 Substratspezifitéten der AT bei Maus oder Ham:
der. Heterozyklen werden durch AT der Rattenleber nur schlecht N-acetyliert, wéahrend die
N-Hydroxyl-Derivate gute Subsirate sind (Shinohara et al. 1986, S. 4364). Auch hier schent die
O- und Transacetylierung nahezu ausschlieldich durch die AT1 katdysert zu werden (Wick und Hanna
1990, S. 997ff.; Land et al. 1993, S. 1445).

AT2 konnte bl Ratten aul3er in der Leber noch im Blut, in der Milz, in Dinndarm, Kolon, Par+
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, Henet al. 19914, S. 233). AT1 scheint ebenfdls in den meisten Geweben vorzukommen (L.it-
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terst et al. 1975, S. 261f.; Hein et al. 199143, S. 233). Es zeigt Sch somit eine Situation, wie Se auch
beim Hamgter anzutreffen i

St&mme schnell acetylierender Kaninchen besitzen je ein Gen fir @ne monomorphe und ene polymor-
phe AT, wéhrend be Stdmmen langsamer Acetylierer das AT2-Gen vollgtandig fehlt (Blum et al. 1989,
S. 9556; Sasaki et al. 1991, S. 13244ff.). Die Gene umfassen wie beim Menschen 870 Bp, die Prote-
ne von jewells 2900 Aminosauren kodieren. Die Proteine der beiden AT unterscheiden sich lediglich
durch 13 Aminoséuren (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-
canamid, dartber hinaus aber auch Subdrate der menschlichen PABA-AT wie 2-AF,
p-Aminosdizylsaure und, alerdings schlechter, PABA (Gordon et al. 1973, S. 140; Sasaki et al.
1991, S. 13244). Auch AT1 scheint SMZ und PABA 21 acetylieren, so dass eine erhebliche Uberlap-
pung der Substratspezifitdten beider AT besteht (vgl. Andres und Weber 1986, S. 383; Sasaki et al.
1991, S. 13249). Anbetracht der hohen Ubereingimmung der Aminosiurensequenz (vgl. Tab. 32) ist
dies nicht verwunderlich. AT2 weist zusétzlich O- und Transacetylierungsaktivitét auf (Glowinski et al.
1980, S. 7885f.; llett et al. 1991, S. 1466).

AT1 ig in dlen Geweben anzutreffen mit Aktivitdten insbesondere in Leber, Darm, Lunge, Niere, Milz,
Blut, Pankreas und Gehirn, wohingegen AT2 ausschliefdich in der Leber und entlang des Darms, sowie
mit geringer Aktivitét in der Lunge nachgewiesen wurde (Hearse und Weber 1973, S. 521; Reeves et
al. 1991, S. 44ff.). Diese Organverteilung simmt mit der Stuation beim Menschen, wie Se von uns g

funden wurde, exakt Uberan.

5.7.3 Audsblick

Zusammenfassend 183 sch feststelen, dass sch Maus, Hamgter und Ratte hinsichtlich des Sub-
gratspektrums von AT1 und AT2, der Fahigket zur O- oder Transacetylierung und der Organverte-
lung der AT grundiegend von den Verhdtnissen beim Menschen unterscheiden. Dabel weist die Maus
aufgrund von Besonderheiten wie einer Hormonabhangigkeit oder eines dritten AT-Gens die grofden
Unterschiede zum Menschen auf. Das Kaninchen zeigt ds einziges der gangigen Labortiere ein dem
Menschen @hnliches Substratspektrum der AT. Auch simmt die Organverteilung der AT dieser Spezies
sehr gut mit der beim Menschen gefundenen Verteilung Uberein. Allerdings bestehen auch fir die AT
des Kaninchens noch enige Unterschiede zur Stuation beim Menschen. So werden die fur die zwel
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menschlichen AT spezifischen Subgtrate PABA bzw. INH beide durch die polymorphe AT des Kanin
chens acetyliert (Gordon et al. 1973, S. 140; Sasaki et al. 1991, S. 13244). Fir tierexperimentelle
Untersuchungen erscheint das Kaninchenmoddl daher insgesamt ds das am besten geeignete. Auch
dann, wenn die Bedeutung der INH-AT fir die Toxizité von Chemikaien direkt untersucht werden oll,
bieten sich - neben dem etwas schlechter geeigneten Hamstermodell - besonders Kaninchenstamme mit
unterschiedlichem genetischen Hintergrund fUr dieses Enzym an.

Bisher stand die Kl&rung 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
(zB. 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 ungeloste Frage, ob und in-
wiewelt Nitroaromaten an der kanzerogenen Wirkung von Diesdabgasen betelligt Snd, erscheint eine

intengve Bearbeitung dieser Fragestellung fir die Zukunft von Bedeutung.

In letzter Zeit wird ein breites Spektrum von Krankheiten auf einen maglichen 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.; Moritaet al. 1999, S. 685ff.), Plattenepithelkarzinome von Mund (Katoh et
al. 1998, S. 1803ff.) und Osophagus (Moritaet 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 (Rochaet al. 1999, S. 9ff.), Endometriose (Baranovaet al.
1999, S. 636ff.), Sarkoidose (Asada et al. 1997, S. 341ff.), atopischen Hautkrankheiten (Zidlinska 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 mdllitus (Agundez et al. 1996a, S. 465ff.). In der
Regd zeigt sch kein Zusammenhang mit den AT. Angesichts des offenschtlich erwachten Interesse an
diesem Bereich der molekularen Epidemiologie stehen fir die Zukunft wohl interessante Ergebnisse zu

erwarten.
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6 Zusammenfassung

Zahlreiche toxikologische und epidemiologische Untersuchungen haben belegt, dass Acetyltransferasen
ene zentrde Rolle beim Metabolismus potentiell kanzerogener aromatischer Amine und Nitroarene
spiden und ihnen demzufolge ene entscheidende Bedeutung fir die Entstehung von Tumoren durch die-
se Verbindungen zukommt.

Die Acetyltrandferasen (AT) des Menschen liegen in zwei Formen vor, die Sch anhand ihrer hohen Spe-
zifitét fur die Subgtrate pAminobenzoesiure (PABA) und Isoniazid (INH) unterscheiden lassen. Die
gegenwartigen Kenntnisse Uber das Vorkommen und die Aktivitésspiegd dieser Enzyme in menschli-
chen Geweben sind ungcher und ltickenhaft. Einer der Griinde dafur ist in der Ingtabilitét der AT zu 9+
chen, die ba den bisherigen Untersuchungen oft nicht genligend berlicksichtigt wurde. Ein welterer
Grund liegt in der geringen Spezifitét und Sengtivitét der Verfahren, die haufig zur Bestimmung der be-
den AT-Aktivitéten eingesetzt wurden.

Die vorliegenden Untersuchungen hatten zum Zid, Bedingungen zu erarbeiten, unter denen der Verlugt
der Enzymaktivitdt wahrend des Trangportes, der Lagerung und Aufarbeitung des Probenmaterids
madglichst gering gehdten werden kann. Nach Etablierung dieser Bedingungen sollte die Aktivitét der
beiden AT-Formen v.a in den Ein- und Audrittspforten fir potentiell toxische Chemikdien, d.h. in Lun-
ge, Darm, Urogenitaltrakt und Haut, bestimmt werden.

Als Markersubgtrate fir die Erfassung der beiden AT-Formen wurden PABA und INH gewéhit, deren
actylierte Produkte mittels HPL C-gestiitzter Verfahren bestimmt wurden. Diese Verfahren zeichnen sich
durch hohe Sengtivitét und Spezifitét aus. Die Proben menschlicher Gewebe wurden im Rahmen von
ohnehin erforderlichen Operationen in Minchener Kliniken gewonnen. Mégliche Einflul¥aktoren auf die
Aktivitét der AT wurden mit einem elgens fir diese Studie entwicketen Fragebogen erfall.

Die Untersuchungen zu den Versuchsbedingungen ergaben, dass die Aufbewahrung der Proben bei
Temperaturen von -80 °C oder -180 °C erhebliche Verluste der AT-Aktivitéten nach sich zieht, wobe
diese fUr die PABA-AT deutlich stérker ausgeprégt sind dsfir die INH-AT. Wurden die Proben dage-
gen bel Temperaturen von +4 °C gelagert, so war Uber einen Zetraum bis zu zehn Stunden weder fir
die PABA-AT noch die INH-AT eine signifikante Abnahme zu beobachten. Bel den vorliegenden Un-

tersuchungen wurde daher das Probenmateria nicht eingefroren, sondern wéahrend der Transport- und
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Verarbeitungsphase auf etwa +4 °C gekihit und innerhalb weniger Stunden zur BEnzymbesimmung her-
angezogen.

Unter den genannten Versuchsbedingungen fanden sich in sdmtlichen Gewebeproben von Haut, Niere,
Harnleiter, Harnblase, Prostata, Leber, Pankreas, Dinndarm, Kolon, Rektum und Lunge deutliche Ak-
tivitdten der PABA-AT. Diese lagen fur die meisten Gewebe in der Grolenordnung von 1,5 — 3
nmol/mg/min. Aktivitéten in Geweben des Darmitrakts lagen mit etwa 8 nmol/mg/ min deutlich hoher, in
Pankreasproben mit ca. 0,5 — 1 nmol/mg/min etwas niedriger as in den Ubrigen Geweben. Im Gegen-
satz dazu waren ggnifikante INH-AT-Aktivitéten nur in wenigen Geweben zu beobachten. In den Pro-
ben von Leber und Darm erreichten sie Grolenordnungen von etwa 100 — 300 pmol/mg/min, in der
Lunge lediglich 50 pmol/mg/min. Die interindividudlen Schwankungen lagen mit durchschnitilich etwa
50% um den Mittelwert bei der PABA-AT und ca. 40% bel INH-AT fir alle Gewebe auf einem N-
veall. Die Varianz war dabel bel den Aktivitéten der PABA-AT etwas deutlicher ausgepragt s be der
INH-AT. Der Befund, dass in einigen Geweben wie Haut oder Niere erhebliche Aktivitdten der
PABA-AT, aber keine sgnifikanten INH-AT-Aktivitéten zu finden Snd, verwelst nochmals auf die hohe
Spezifitét der verwendeten Markersubstrate.

Ein eindeutiger Einflul? endogener oder exogener Faktoren auf die Aktivitét der beiden AT, z.B. durch
das Lebensdter, Hohe der Blutzuckerwerte oder Einnahme bestimmter Arzneimittel, war nicht nach-
weishar. In Anbetracht der begrenzten Zahl von Patienten, die fir ein einzelnes Gewebe nicht mehr ds
acht betrug, it diese Aussage dlerdings mit enigem Vorbehat zu sehen.

Vergleicht man die vorliegenden Ergebnisse zur Gewebsverteilung der beiden AT-Formen beim Men-
schen mit Berichten zu ihrer Vertellung bel den gangigen Versuchdtierarten, so bestehen fir Maus, Rette
und Hamster grof3ere Unterschiede zu den Verhdtnissen beim Menschen. Lediglich das Kaninchen zeigt
eine gewisse Ahnlichkeit und bietet sich daher am ehesten as Model zur Untersuchung der Wirkung der

AT bel der Aktivierung von Prokanzerogenen an.

Insgesamt erweitern die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur Aktivitét der AT in
menschlichen Geweben die Basis, auf der eine Riskoabschétizung fur die Belastung des Menschen mit
kanzerogenen Substanzen vom Typ der aromatischen Amine und Nitroarene vorgenommen werden

kann.
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