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... and she had never forgotten that, if you drink much from a bottle marked “poison’,

it is almost certain to disagree with you sooner or later.”

Alice’s Adventures in Wonderland, by Lewis Carroll



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei all jenen bedanken, die zum Gelingen dieser Arbeit

beigetragen haben.

An erster Stelle mdchte ich Herrn Prof. Dr. J. Dohmer fiir die Uberlassung des Themas, seine
offene, geradlinige und ergebnisorientierte Art, sowie fiir seine iiber den Rahmen dieser

Arbeit hinaus gehende Unterstiitzung danken.

GroBBer Dank gebiihrt meinem Betreuer Dr. N. Krebsfanger, welcher mir trotz seiner
immensen Arbeitsbelastung mit fruchtbaren Diskussionen und Ratschlidgen, sowie beim

Redigieren der Arbeit zur Seite stand.

Herrn PD Dr. A. Seidel danke ich im Zusammenhang mit der Synthese des
Referenzmetaboliten N-Ac-SMZ und fir seine Bereitschaft zur wissenschaftlichen Diskussion

der Arbeit.

Recht herzlich danken mdchte ich auch Herrn Prof. Dr. H. Spielmann fiir sein Interesse am
Fortgang dieser Arbeit, welche von seinem Institut, der ZEBET (Zentralstelle zur Erfassung

und Bewertung zu Alternativen zum Tierversuch), gefordert wurde.

Besonders danke ich unserer Auszubildenden C. Ebel, welche mir bei der praktischen
Durchfiihrung dieser Arbeit durch ihr weit iiberdurchschnittliches Engagement, ihre

Eigenstindigkeit und Lernbereitschaft eine grof3e Hilfe war.

Meinen Kollegen Herrn H. Muschik und W. Mayer danke ich fiir Thren Einsatz bei der
Durchfiihrung der LC-MS Analysen.

Einen Dank auch an meine Kollegen Dr. T. Meyer, Dr. S. Janku, A. Bernhardt, K. Gritzko

und J. Michorl fiir die konstruktive und erfiillende Pionierarbeit beim Laboraufbau.



Fiir die freundlich-entspannte Atmosphére danke ich C. Pohl, M. Finelli, N. Herrmann und
auch ganz besonders B. Ammermann, welche sich sehr fiir mein gesundheitliches

Wohlergehen sorgte — insbesondere wenn es mal wieder "langer" wurde.

Meinem Bruder Joachim und meinen Eltern danke ich {iber alles Gesagte hinaus.

Diese Arbeit wurde vom Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) im Rahmen der

wissenschaftlichen Erarbeitung von Tierversuchsersatzmethoden (WK1-1328) gefordert.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungen
I. Allgemeiner Teil
1. Einleitung
1.1. Biotransformation und Fremdstoffmetabolismus
1.2. Cytochrome P450
1.3. Cytochrom P450 1A2
1.4. Humane N-Acetyltransferase
1.5. Humane N-Acetyltransferase 1 und 2
1.6. Bedeutung des NAT2-Polymorphismus
2. Aufgabenstellung
3. Losungsstrategie
3.1. Konstruktion der rekombinanten Zelllinien
3.2. Charakterisierung der neuen Zelllinien
3.3. Anwendung der neuen Zelllinien
I1. Material und Methoden
1. Laborgerite
2. Rechner und Software
3. Chemikalien
4. Enzyme, Antikorper und biologische Materialien
5. Mikrobiologisches Material und Methoden
5.1. Bakterienstimme
5.2. Stammbhaltung
5.3. Ubernachtkultur
6. Zellbiologische Materialien und Methoden
6.1. Die Zelllinie VIOMZ

6.2. Verwendete Zelllinien
6.3. Kultivieren von V79MZ-Zellen

6.4. Ablosen von V79MZ-Zellen mittels Trypsin/EDTA

6.5. Passagieren von V79MZ-Zellen
6.6. Einfrieren von V79MZ-Zellen
6.7. Auftauen von V79MZ-Zellen

—_—
AN WO DN DN —

20
20
20
23
24
25
25
26
27
28
28
29
29
30
30
30
31
31
31
32

32
32



Inhaltsverzeichnis

11

6.8. Herstellen von Zellhomogenat

7. Gentechnologische Methoden

7.1. Vektoren

7.2. hCYP2D6-cDNAs

7.3. Primer

7.4. Plasmidisolierung aus E. coli

7.5. Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

7.6. DNA-Agarose-Gelelektrophorese

7.7. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

7.8. Ligation von DNA-Fragmenten

7.9. Herstellung kompetenter E. coli

7.10. Hitzeschock-Transformation von E. coli

7.11. DNA-Sequenzierung

7.12. Stabile Transfektion von V79MZ-Zellen

7.13. Isolierung genomischer DNA aus V79MZ-Zellen
7.14. Isolierung der Gesamt-RNA aus V79MZ-Zellen
7.15. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

7.16. Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion

8. Proteinanalytische Methoden

8.1. In situ-Immunfluoreszenz
8.2. Proteingehaltbestimmung

9. Biokatalytische Methoden
9.1. Ethoxyresorufin-O-deethylierung (EROD)
9.2. N-Acetylierung von Sulfamethazin
9.3. Metabolismus von 2-Aminofluoren
10. Toxikologische Methoden
9.1. MTT-Test zur Erfassung cytotoxischer Effekte
9.2. HPRT-Test zur Erfassung genotoxischer Effekte
I11. Ergebnisse

1. Konstruktion der Zelllinien und Auswahl repriasentativer Klone

1.1. Kontroll-Zelllinien V79MZhCYP1A2 und hNAT2*4, *5B, *6A,*13
1.2. Koexprimierende Zelllinien VIOMZhCYP1A2/hNAT2*4, *5B, *6A, *13

2. Transfektion und Auswahl positiver Klone

32

33

33
33
34
37
37
37
37
38
38
38
39
39
40
40
40
44

45

45
45

47
47
48
49
51
51
52
54

54

55
60

60



Inhaltsverzeichnis

111

3. Charakterisierung der neuen Zelllinien
3.1. Nachweis der genomisch integrierten cDNAs
3.2. Expressionsnachweis auf mRNA-Ebene : RT-PCR
3.3. In situ-Immunfluoreszenz
4. Biokatalytische Validierung
4.1. 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylierung (EROD)
4.2. N-Acetylierung
4.2.1. N-Acetylierung von Sulfamethazin
4.2.2. N-Acetylierung von 2-Aminofluoren
5. Toxikologische Untersuchungen

5.1. 2-Aminofluoren

5.1.1. Metabolismus
5.1.2. Genotoxizitit

5.2. Cytotoxizitdt oxidativer Haarfarben-Vorstufen

IV. Diskussion
1. Charakterisierung und Auswahlverfahren
2. Molekulare Mechanismen
3. Physiologische Relevanz und Vergleich mit anderen Expressions-Systemen
4. Metabolische Aktivierung von 2-Aminofluoren

5. Toxizitit oxidativer Haarfarben-Vorstufen

V. Zusammenfassung und Ausblick

VI. Literatur

64
64
65
66
67
67
69
72
74
77
77

77
80

81

84

84

85

87

89

90

92

94



Abkiirzungen 1V

AbKkiirzungen

AuBer den im Duden gebriuchlichen Abkiirzungen, den {iblichen Codes fiir Aminosiuren und

Nukleotide, sowie den géngigen Kiirzeln fiir Restriktionsenzyme, Polymerasen, usw. wurden

verwendet :

A Absorption

AC 2-Amino-a-Carbolin

Acetyl-CoA Acetyl-Koenzym A

2-AF 2-Aminofluoren

ABP 4-Aminobiphenyl

APS Ammoniumpersulfat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbuim

cDNA komplementire Desoxyribonukleinsiure
CMV Cytomegalovirus

CYP Cytochrom P450-Protein, -mRNA, -cDNA
CcYrp Cytochrom P450-Gen

CYPOR NADPH-abhingige Cytochrom P450-Oxidoreduktase
Cyt bs Cytochrom bs

Cyt, Cytochrom c

Da Dalton

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIMelQx 2-Amino-3.4,8-trimethylimidazo[4,5-f]quinoxalin
DMBA Dimethylbenz[a]anthrazen

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

E. Coli Escherischia Coli

EDTA Ethyldiamintetraacetat

FCS Fotales Kalberserum

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

G418 Geneticin 418-Sulfat

Glu-P1 2-Amino-6-methyldipyrido[1,2-a:3",2"-d]imidazol



Abkiirzungen

HAA
HEPES
HPRT
IQ

kbp
KDa
Kwm

LB
MelQ
MelQx
MTT
mRNA
NADP+

NADPH + H+

NaF
2-NA
NAT
NAT
OD
PAGE
PBS
PCR
PEG
PhIP
PMSF
rpm
SDS
SMZ
SV40
TE
Tris
Trp-P
TSS
U

Heterozyklische aromatische Amine
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2-ethansulfonsdure
Hypoxanthinguaninphosphoribosyltransferase
2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinolin
Kilobasenpaare

Kilodalton

Michaelis-Menten-Konstante

Luria Broth
2-Amino-3,5-dimethylimidazo[4,5-f]quinolin
2-Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxalin

3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium Bromid

Messenger-RNA
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, oxidiert
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, reduziert
Natriumfluorid

2-Naphtylamin

N-Acetyltransferase-Protein, -mRNA, -cDNA
N-Acetyltransferase-Gen

Optische Dichte

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphatgepufferte Salzlosung ohne Mg®" und Ca**
Polymerase chain reaction (=Polymerasekettenreaktion)
Polyethylenglykol
2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin
Phenylmethylsulfonylfluorid

rounds per minute (FUmdrehungen pro minute)
Sodiumdodecylphosphate

Sulfamethazin

Simian-Virus 40

Tris-EDTA-Puffer
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
2,3-Amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indol
transformation storage solution

Unit(s) (FEnzymeinheit(en))



Abkiirzungen VI
uv Ultraviolett

AV Volt

Vimax maximale Reaktionsgeschwindigkeit

V79-Zellen V79 Chinesische Hamster Fibroblasten

V79MZ-Zellen
VIOMZhCYP1A2-Zellen

V7IOMZhNAT2-Zellen

XRE

w/v

V79 Chinesische Hamster Fibroblasten, Mainzer Subklon
V79 Chinesische Hamster Fibroblasten, welche humanes
Cytochrom P450 1A2 exprimieren

V79 Chinesische Hamster Fibroblasten, welche humane
N-Acetyltransferase exprimieren

Xenobiotic Responsive Element

weight per volume (= Gewicht pro Volumen)

Zellen
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I. Allgemeiner Teil

1. Einleitung

1.1 Biotransformation und Fremdstoffmetabolismus

Die Biotransformation natiirlich vorkommender oder industriell produzierter Fremdstoffe
(Xenobiotika) ist ein komplexer enzymatischer Prozess der sich evolutiv in allen Lebewesen
entwickelt hat. Das Ziel dieses Prozesses besteht in der Regel darin, die
Ausscheidungsfihigkeit mehr oder weniger lipophiler Substanzen durch Uberfiihrung in
hydrophilere Metaboliten zu erhéhen. Dabei kann es entweder zu einer Entgiftung
(Detoxifizierung) oder einer metabolischen Aktivierung (Toxifizierung) der betreffenden
Substanz kommen. Betrachtet man lediglich die Verstoffwechslung exogener Stoffe ohne
Beriicksichtigung ~ moglicher  endogener  Substrate, so  spricht man  von
Fremdstoffmetabolismus. Dieser Stoffwechselprozess kann formal in zwei Phasen eingeteilt
werden (Goldstein und Faletto, 1993) :

In Phase I werden bei den in Frage kommenden Fremdstoffen funktionelle Gruppen durch
Oxidationsreaktionen eingefiihrt oder demaskiert (Funktionalisierungsreaktion). Dabei spielen
Cytochrom P450-Enzyme eine Schliisselrolle, indem sie stereo- und regioselektiv den Einbau
eines Sauerstoffatoms in das Fremdstoffmolekiil katalysieren. Daneben sind die in dieser
Phase stattfindenden Desaminierungen unter Ausbildung einer Carbonyl- bzw. Carboxyl-
Gruppe und Ammoniakfreisetzung, sowie die oxidative Spaltung der Seitenkette des
endogenen Cholesterins unter Bildung von Gallensduren erwéhnenswert. Sehr selten werden
Fremdstoffe durch Reduktionen modifiziert. In Phase II werden die in Phase I entstandenen
Metabolite mit hydrophilen Molekiilen, wie zum Beispiel Sulfaten, Zuckern, Glutathion,
Aminosduren oder Carbonsduren konjugiert (Konjugationsreaktion). Die Kopplung von
funktionalisiertem Metabolit mit hydrophilen Komponenten wird durch zytosolische und
membranstindige Transferaseenzyme katalysiert. Der so modifizierte Stoff weist nun eine
ausreichende Hydrophilie auf und kann renal oder bilidr ausgeschieden werden. Weitere
Phase II-Reaktionstypen sind Methylierungen, Acetylierungen sowie Thioetherbildungen,
wodurch allerdings keine Steigerung der Hydrophilie von Phase I-Metaboliten erreicht wird.
Um flexibel auf verdnderte Expositionssituationen reagieren zu konnen, unterliegt der
Fremdstoffmetabolismus iiber repressive und induktive Mechanismen einer regulatorischen
Kontrolle. Dies kann beispielsweise bedeuten, dass die Aktivitdt eines spezifischen Phase I-

Enzyms bei besonders hoher und/oder lang andauernder Zufuhr der betreffenden Verbindung
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durch vermehrte Synthese des Enzymproteins zunimmt wihrend die Aktivitit des
korrespondierenden Phase II-Enzyms davon unberiihrt bleibt. Derartig eingeleitete spezifische
Ungleichgewichte zwischen Phase I und Phase II-System konnen zur Bildung elektrophiler
Metaboliten fithren, welche kovalent an zellulire Funktionstriger wie Proteine oder
Nukleinsduren binden. Dies kann eine Initiation von Sensibilisierungsreaktionen und

kanzerogenen Prozessen zur Folge haben.

1.2 Cytochrome P450

Bedeutung

Cytochrome P450 stellen die wichtigste Gruppe fremdstoffmetabolisierender Enzyme dar.
Mehr als 200.000 Chemikalien werden von Cytochromen P450 metabolisiert (Lewis, 2001).

Cytochrom P450-Enzyme (EC 1.14.14.1, unspezifische Monooxigenasen) werden der
Superfamilie der Hdm-Thiolat-Proteine zugerechnet, welche nach aktuellem Kenntnisstand
1200 Enzyme umfasst. Sie wurden erstmals 1958 als “zellfirbendes Pigment™ der Leber
beschrieben (Garfinkel et al., 1958; Klingenberg et al., 1958). Der Name Cytochrom P450
basiert darauf, dass Cytochrome im reduzierten Zustand und nach Begasung mit
Kohlenmonoxid ein Differenzspektrum mit einem charakteristischen Absorptionsmaximum
bei 450 nm aufweisen. Uber den molaren Extinktionskoeffizienten kann man bei dieser
Wellenlidnge den Cytochromgehalt exakt quantifizieren (Omura und Sato, 1964a; Omura und
Sato, 1964b). Cytochrome P450 kommen sowohl in prokaryontischen als auch
eukaryontischen Organismen vor. Man nimmt daher an, dass sich die P450 Superfamilie von
einem “Ur-P450-Gen* ableiten lédsst, welches vor mehr als 3 Milliarden Jahren existierte
(Danielson PB, 2002). Die Cytochrome P450 sind unter zwei Aspekten von besonderer
Bedeutung : Zum einen aufgrund der hohen Diversitit der von ihnen katalysierten Reaktionen
und zum anderen wegen des sehr breiten Spektrums an Substraten. So sind diese Enzyme
verantwortlich fiir den oxidativen, peroxidativen und reduktiven Metabolismus von
endogenen Substraten wie zum Beispiel Hormonen. Dariliber hinaus werden besonders
Xenobiotika wie beispielshalber sekundidre Pflanzeninhaltsstoffe, Pflanzenschutzmittel,
Arzneimittel und Industriechemikalien metabolisiert. Die Cytochrom P450 Superfamilie
umfasst derzeit 481 Isoformen in 85 verschiedenen Eu- und 20 Prokaryontenspezies (Nelson
et al., 1996). Die Einteilung der Cytochrom P450 Enzyme basiert per conventionem auf ihren

Aminosduren-Sequenzhomologien. Innerhalb einer Familie sind sie zu mehr als 40 %,
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innerhalb einer Subfamilie mindestens zu 55 % identisch. Cytochrom P450-Gene werden in
kursiver Schreibweise mit “CYP“, cDNAs, mRNAs und Proteine mit “CYP* abgekiirzt.
Darauf folgt eine arabische Ziffer, welche die Familie bezeichnet und ein lateinischer
Grof3buchstabe fiir die jeweilige Subfamilie. Einzelne Isoenzyme werden mit einer weiteren
arabischen Ziffer chronologisch durchnummeriert. Demnach symbolisiert fiir das humane
Cytochrom P450 1A2 der Ausdruck hCYPIA2 das Gen wihrend hCYPIA2 fiir cDNA,
mRNA und Protein steht.

Funktion

Cytochrome P450 kommen bei Sdugtieren in den meisten Geweben vor. Dennoch ist der
groBite Anteil an Cytochrom P450 in der Leber lokalisiert (Ruckpaul und Rein, 1984; Stier,
1976). Dort sind die Enzyme iiber eine hydrophobe N-terminale Aminosduresequenz in den
Membranen des glatten endoplasmatischen Retikulums und der Mitochondrien verankert und

weisen eine cytoplasmatische Orientierung auf (Monier et al., 1988).

NADPH + Ht

CYP (Him)

Abb. 1: Schema zur Monooxygenierung eines Substrates durch Cytochrom P450. Das Substrat RH
wird im aktiven Zentrum des CYP gebunden. Anschlielend wird durch die CYPOR ein Elektron auf
das zentrale Fe** der Him-Gruppe iibertragen. Der nun zweiwertige Him-Eisen-Komplex kann
molekularen Sauerstoff als sechsten Liganden binden. Durch Ubertragung des Elektrons auf den
Sauerstoff entsteht ein Fe’*-Komplex mit einem Superoxidanion. Nach Ubernahme eines zweiten
Elektrons, das statt von der CYPOR auch von Cytochrom bs iibertragen werden kann,
disproportioniert der Sauerstoff zu H,O und aktiviertem Sauerstoff. In einer homolytischen Reaktion
wird das aktivierte Sauerstoffatom auf das Substrat iibertragen und das oxidierte Produkt ROH
verlifit die Bindungsstelle des Enzyms.
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Cytochrome P450 monooxygenieren Substrate in einem NADPH-abhingigen
Reaktionszyklus zu Alkoholen, Epoxiden sowie O- und N-Dealkylierungsprodukten. Zudem
entsteht aufgrund der Disproportionierung des Sauerstoffmolekiils Wasser (Abb. 1). Dabei
bilden Cytochrome P450 einen Multienzymkomplex mit der NADPH-abhéngigen P450-
Oxidoreduktase (CYPOR) und Cytochrom bs, die den Elektronentransfer von NADPH auf
das Cytochrom P450 katalysieren. Aufgrund der sich hieraus ergebenden Vereinigung von
oxidativem und reduktivem Metabolismus in einem Enzymkomplex, werden Cytochrom
P450-Enzyme auch vielfach als mischfunktionelle Monooxigenasen bezeichnet (Nebert et al.,
1983; Guengerich und McDonald, 1984). Der Auspriagungsgrad dieser Komplexbildung ist
jedoch innerhalb der Cytochrom P450-Isoformen unterschiedlich und bestimmt deren
Aktivitit. (Schenkman und Greim, 1993). Besonders deutlich tritt dieser Zusammenhang fiir
hCYP3A4 in Erscheinung, weil diese Isoenzymform in hohem Mafle von der CYPOR und
Cytochrom bs abhingig ist (Buters et al., 1994). Zudem wird bei hCYP3A4 die Affinitit zu
bestimmten Substraten durch Cytochrom bs erhoht (Schenkman et al., 1989). Generell ist die
Substratspezifitit einzelner Cytochrome P450 allerdings gering und héufig iliberlappend, so
dass eine ausreichende Plastizitit gewdhrleistet ist, um der enormen Diversitit an zu
metabolisierenden Xenobiotika begegnen zu konnen. Insgesamt gesehen handelt es sich bei
dem Cytochrom P450 katalysierten Fremdstoff- bzw. Arzneimittel-Metabolismus um ein
ausserordentlich komplexes System, welches neben der organspezifischen Expression der
Cytochrome P450, auf deren Polymorphie und der Induzierbarkeit vieler dieser Isoenzyme
basiert. Hinzu kommt eine weitere Komplexierung dieses Systems durch induktive und
inhibitorische Prozesse, welche speziell bei gleichzeitiger Gabe mehrerer Arzneimittel oder
allgemein bei einer kumulativen Inzidenz von Xenobiotika ablaufen. Gerade im Hinblick auf
die Vermeidung unerwiinschter Arzneimittelnebenwirkungen ist deshalb die detaillierte
Kenntnis des Cytochrom P450-Enzymsystem unter Beriicksichtigung genetischer,

regulatorischer und enzymkinetischer Zusammenhénge von entscheidender Bedeutung.
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1.3 Cytochrom P450 1A2

Cytochrom P450 1A2 (EC 1.14.14.1) gehort zur Cytochrom P450 1-Superfamilie, deren cirka
30 Vertreter in verschiedenen humanen Geweben exprimiert werden (Nelson et al., 1996).
Zusammen mit dem zu 72 % homologen Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1) bildet das P450
1A2 (CYP1A2) die Cytochrom P450 1A-Subfamilie. Die Gene der beiden Isoenzyme
bestehen jeweils aus 7 Exons und 6 Introns, befinden sich in Tandemanordnung auf
Chromosom 15 (15g22qter) und sind aus einer Gen-Duplikation wihrend der Sdugetier-
Evolution hervorgegangen (Landi et al., 1999). Eine alleinig auf CYPI/-Gene beschrinkte
Besonderheit ist das Vorhandensein eines nicht-kodierenden ersten Exons (Wolfel et al.,
1991, Nebert et al., 1987). Der offene Leserahmen des CYP1A2-Gens umfasst 1548
Basenpaare, welche fiir ein 58,294 Kilodalton schweres Protein kodieren. Die auf die Leber
beschriankte Expression und die Induzierbarkeit des bei Sdugetieren zu mehr als 70 %
homologen CYPlA2-Gens, ist abhidngig von der untersuchten Spezies und den
Spezifikationen des verwendeten Stammes. Individuell unterschiedliche Expressionslevel,
welche sich letztlich in verdnderten CYP1A2-Aktivititen manifestieren, sind auch beim
Menschen vorzufinden. Diese Unterschiede konnen unter anderem auf der ethnischen
Herkunft, dem Geschlecht, den jeweiligen Erndhrungsgewohnheiten und/oder auf individuell
unterschiedlichen Expositionsbedingungen des untersuchten Individuums basieren.
Weitgehend unklar ist bisher, ob der fir CYP1A2 festgestellte Polymorphismus signifikante
Auswirkungen auf das Expressionsniveau hat. Hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang,
dass in der kaukasischen Population im Rahmen von Phénotypisierungsstudien mit Koffein
und gleichzeitiger Genotypisierung keinerlei Polymorphismen des CYP1A2 identifiziert
werden konnten (Welfare et al., 1999), so dass man zumindest filir diese Bevolkerungsgruppe

einen nennenswerten Beitrag ausschlie3en kann.

Substrate und Reaktionen

Humanes CYP1A2 ist durchschnittlich zu 8,2 % am Metabolismus aller Arzneimitteln
beteiligt, welche in der Zeit bis 1997 in der Klinik zur Anwendung kamen (Rendic und
DiCarlo, 1997). Dariiber hinaus zéhlen Umwelt- und Nahrungskarzinogene, sowie endogene
Ostrogene zu den Substraten des CYP1A2 (Tab. 1). Diese aus sehr unterschiedlichen
chemischen Stoffklassen stammenden Substanzen werden iiber Oxidation am Stickstoff- und
Kohlenstoffatom durch CYP1A2 metabolisiert. Dabei entstehen N-Hydroxyl-Arylamine,

Phenole, Epoxide und Carbinole, wobei letztere oft instabil sind und zur Dealkylierung neigen
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(Kadlubar und Hammons, 1987, Lemoine et al., 1993, Bertilsson et al., 1994, Eaton et al.,
1995, Shimada et al., 1996, Carlson et al., 1995, Spaldin et al., 1995, Sharer and Wrighton,
1996). Aufgrund der CYP1A2-spezifischen N3;-Demethylierung am Koffein, wird dieses seit
einiger Zeit als Markersubstrat zu Phénotypisierungszwecken verwendet (Rendic und
DiCarlo, 1997). Es loste damit das frither verwendete Analgetikum Phenacetin ab, fiir
welches ein kanzerogenes Potenzial festgestellt wurde (Bengtsson et al., 1978).

Fir CYPs wird allgemein angenommen, dass wihrend der Katalyse radikale
Zwischenprodukte entstehen, bevor der Sauerstoff durch Substrat und Hydroxid-Ionen

gebunden werden kann (Guengerich and MacDonald, 1984).

Stoffklasse Substrate Katalysierte Reaktion

Arznei- und Genussmittel Koffein, Theophyllin, Phenacetin, Dealkylierung, Ring-Oxidierung
Acetaminophen, Nikotin, Tacrin, Imipramin
Antipyrin, Clozapin

Aromatische Amine 4-Aminobiphenyl, 2-Naphtylamin, 2-Aminofluoren ~ N-Oxidierung, Ring-Oxidierung
Aminoanthrazen, 2-Acetylaminofluoren

Heterozyklische Amine PhIP, 1Q, MelQx, AaC, Trp-P2, N-Oxidierung, Ring-Oxidierung
Glu-P1, MelQ, DIMelQx

Nitrosamine 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-Butanon Dealkylierung

Mykotoxine Aflatoxin B4, Ipomeanol, Sterigmatocystein Epoxidierung, Ring-Oxidierung

Nitroaromaten 6-Nitrochrysen Epoxidierung

Ostrogene 17B-Ostradiol Ring-Oxidierung

Tab. 1 : Auswahl der von CYP1A2 katalysierten Umsetzung von Substraten aus unterschiedlichen
Stoffklassen. Aufgefiihrt sind Substrate an deren Metabolismus CYP1A2 den grossten Anteil hat.
Abkiirzungen : PhIP, 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin, 1Q, 2-Amino-3-
methylimidazo[4,5-f|quinolin, MelQXx, 2-Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxalin, AC, 2-Amino-
a-Carbolin, Trp-P, 2,3-Amino-1-Methyl-5H-Pyrido[4,3-b]indol, Glu-P1, 2-Amino-6-
methyldipyrido[1,2-a:3",2"-d]imidazol, MelQ, 2-Amino-3,5-dimethylimidazo[4,5-f|quinolin, DiMeIQx,
2-Amino-3,4,8-trimethylimidazo[4,5-f]quinoxalin. Daten nach Landi ez al. (1999).

Abweichend davon gibt es im Falle des CYP1A2 Hinweise flir eine radikalfreie, direkte
Umwandlung eines instabilen Enzym-Substrat-Komplexes zum finalen Metaboliten. Moglich
wire dies iiber die Bildung eines Hydroxyl-Zwischenproduktes, welches unter Abgabe von
zwei Elektronen entstehen konnte (Hammons et al., 1985). Diese Hypothese konnte die im
Vergleich mit anderen CYPs unterschiedliche regioselektive Katalyse von Substraten durch

CYP1A2 erklaren.
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Regulation der Genexpression

Viele der in Tab. 1 aufgefiihrten Substrate sind gleichzeitig regulatorische Faktoren der
Expression des CYPIA2-Gens. So wird CYPIA2 zum Beispiel durch polyzyklische
aromatische = Kohlenwasserstoffe, heterozyklische ~Amine und verschiedene mit
Zigarettenrauch assoziierte Stoffe induziert. Im Bereich der Arzneimittel wirken unter
anderem Omeprazol, Phenytoin und Rifampin induzierend. Inhibitorische Auswirkungen auf
die CYP1A2-Aktivitit wurden dagegen beispielsweise bei in vivo-Applikationen von
Arzneimitteln wie Fluvoxamine, Enoxacin, Ciprofloxacin und Furafylline festgestellt (Eaton
et al., 1995, Kunze und Trager, 1993). Interessanterweise inhibiert auch Grapefruitsaft iiber
seinen Hauptbestandteil Naringenin die CYP1A2-Aktivitit (Fuhr und Kummert, 1995).
Ungeachtet der Vielzahl an identifizierten Induktoren und Inhibitoren sind die molekularen
Mechanismen der CYP1A2-Regulation bis heute allerdings weitgehend unklar. Lediglich
Ergebnisse aus Phianotypisierungsstudien deuten darauf hin, dass die Regulation von CYP1A2
iiber wenigstens zwei molekulare Mechanismen erfolgt : Einer davon kontrolliert demnach
das konstitutive Expressionsniveau, wihrend der andere die Induzierbarkeit steuert (Butler et
al., 1992, Sinha et al., 1994, Lang et al., 1994, Kadlubar, 1994). Dariiber hinaus fiihrten
Untersuchungen an der dem 5'-Ende des CYP1A2-Gens benachbarten Region zur
Entdeckung mehrerer putativer regulatorischer Elemente. So wurden DNA-Sequenzen
identifiziert, die den bereits bekannten "Interleukin-6-responsive Elementen" und
"Xenobiotika-responsiven Elementen" (XRE) &hneln, wobei an letztere der im
Zusammenhang mit CYP1A1l bekannte Arylhydrocarbon-(Ah-)Rezeptor binden kdnnte.
Dartiber hinaus existieren weitere potenzielle Bindungsstellen fiir verschiedene
Transkriptionsfaktoren (Eaton et al., 1995, Chung und Bresnick, 1995, Muntané-Relat et al.,
1995)

Metabolische Aktivierung

Einige der in Tab. 1 aufgefiihrten Substrate weisen nach ihrer metabolischen Aktivierung
durch CYP1A2 ein kanzerogenes Potenzial auf, indem sie labile, elektrophil reagierende
Zwischenprodukte bilden. Fundierte Erkenntnisse beziiglich der kanzerogenen Wirkung
aromatischer Amine resultieren aus einer grolen Anzahl tierexperimenteller Studien und
Untersuchungen am Menschen (Garner et al., 1984). Aromatische Amine, wie zum Beispiel

4-Aminobiphenyl (ABP), 2-Naphtylamin (2-NA) und o-Toluidin wurden sowohl in
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Zigarettenrauch (IARC-Monographie, 1986) als auch in Folgeprodukten von Kohle und Ol
nachgewiesen (Kadlubar und Hammons, 1987). So kénnen bei Rauchern beispielsweise ABP
oder andere aromatische Amine iiber die durch CYP1A2 katalysierte N-Hydroxylierung
aktiviert werden. Die so modifizierten Stoffe werden daraufhin iiber den Blutkreislauf der
renalen Filtration zugefiihrt, gelangen in das Lumen der Blase, wo sich im Zuge der
Reabsorption durch das Blasenepithel Arylamin-DNA-Addukten bilden kénnen (Kadlubar et
al., 1991, Badawi et al., 1995). Auller aromatischen Aminen weisen aber auch einige
Vertreter aus der Stoftklasse der heterozyklischen Amine kanzerogenes Potential auf. So
konnte in mehreren, voneinander unabhingigen Studien ein Zusammenhang zwischen
erndhrungsbedingter Exposition gegeniiber heterozyklischen Aminen und einer erhohten
Inzidenz von Kolonkrebs hergestellt werden (Landi ef al., 1999). Die iiber die Nahrung
aufgenommenen heterozyklischen aromatischen Amine (HAA) entstehen durch Pyrolyse aus
Aminosduren wie Tryptophan, Glutamat oder Lysin (Sugimura und Sato, 1983) oder aus
Gemischen von Kreatinin, Zuckern und Aminosduren bei hohen Temparaturen, was
beispielsweise beim Braten von Fleisch, Fisch und Sojaprodukten der Fall ist (Sugimura et
al., 1988). Nach der Aufnahme in den Korper konnen HAA ihre kanzerogene Wirkung nach
allgemeinem Verstindnis nur nach initialer metabolischer Aktivierung durch CYP1A2
entfalten (Kato, 1986). Diese Ansicht wird durch eine Reihe von in vitro-Untersuchungen
unterstiitzt, welche eindeutig zeigen, dass die iiber N-Oxidation erfolgende metabolische
Aktivierung nahezu vollstdndig durch CYP1A2 katalysiert wird (Turesky et al., 1991, Lynch
et al., 1995, Raza et al., 1996). Die nun N-hydroxylierten HAA werden daraufthin vorwiegend
durch polymorphe N-Acetyltransferasen Typ2 (NAT2) O-acetyliert, worauf es zur Bildung
von Arylamin-DNA-Addukten kommen kann (Kaderlik et al., 1994). Schliesslich werden
bestimmte Nitrosamine, 6-Nitrochrysen, sowie das stirkste Difuranocoumarin-Mykotoxin,
namlich Aflatoxin B; (AFB;) durch CYPIA2 aktiviert und konnen so ihre kanzerogene

Wirkung entfalten.
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1.4 Humane N-Acetyltransferase

N-Acetyltransferasen (NATs, EC 2.3.1.5) sind Fremdstoff-metabolisierende Phase II-Enzyme,
die den Transfer der Acetyl-Gruppe von Acetyl-CoA auf Hydrazine sowie heterozyklische
und aromatische Amine katalysieren (Weber et al., 1985). NATs sind Produkte der beiden
autonomen Genloci NAT1 und NAT2. Ein dritter Genlocus, NATP1 kodiert lediglich fiir ein
funktionsloses Protein (Blum et al., 1990). Wie aus Abb. 2 ersichtlich, befinden sich diese
drei Genloci auf dem humanen Chromosom 8§ auf Position 8p22 innerhalb einer Region von

170-360 kb (Franke et al., 1994; Matas et al., 1997).

Chr 8
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Abb. 2 : Kartierung des humanen Chromosoms 8 (Chr. 8). Die Lage des NAT2-Gens ist rot
markiert NAT1 befindet sich links davon in telomerer Orientierung. Abbildung aus
http://bioinfo.weizmann.ac.il/cards-bin/carddisp?NAT2 &search=NAT2&suff=txt

Die cytosolisch exprimierten NATs kommen sowohl bei prokaryontischen, als auch bei
eukaryontischen Organismen vor. Unter Siugetieren wurden N-Acetyltransferasen mit
Ausnahme von Hunden und anderen Caniden (Trepanier et al., 1997) in allen bisher
untersuchten Sdugetieren identifiziert. Hervorzuheben ist der hohe Homologiegrad
eukaryontischer NAT. Beispielsweise stimmen NAT-Sequenzen aus Nagern zu 65,9 bis
81,7 % mit der Sequenz humaner NAT iiberein (Vatsis et al., 1995). 1990 gelang Ohsako und
Deguchi die Klonierung der humanen NAT1 und NAT2. Diese Arbeit war grundlegend, um

die durch NAT katalysierte Acetylierung molekular verstehen zu konnen.
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Strukur und Reaktionen

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde bzw. wird im Hinblick auf Stabilitét, Substratspezifitit und
Reaktionsmechanismus intensiv an der Aufklirung der Struktur eukaryontischer und
prokaryontischer NATs gearbeitet. Vorhersagemodelle beziiglich des strukturellen Aufbaus
eukaryontischer NAT basieren zu einem grossen Teil auf Untersuchungsergebnissen aus
S. typhimurium, wonach erstmals die Struktur einer N-Acetyltransferase dreidimensional
dargestellt werden konnte (Sinclair et al., 2000).

Zunichst nahm man an, dass das in humaner NAT hoch konservierte Arg64 fiir die
enzymatische Katalyse eine Schliisselrolle einndhme. Aufgrund von Erkenntnissen aus
Mutagenese-Experimenten, musste man diese Annahme allerdings zugunsten einer eher
strukturellen Funktion von Arg64 revidieren (Delomenie, et al., 1997). Alle NATs besitzen
ein stark konserviertes Cystein, Histidin und Aspartat von welchen man annimmt, dass sie
eine katalytische Triade bilden (Butcher et al., 2002). Unterstiitzt wird diese Annahme sowohl
durch Inhibitions-Studien (Andres et al., 1988) als auch iber Site-directed Mutagenesis-

Experimente an rekombinanter humaner NAT (Dupret und Grant, 1992).

N-Acetylierung

Frithere zur Charakterisierung von NATs in Vogeln durchgefiihrten Untersuchungen fiihrten
zur Entdeckung des sogenannten “Ping-Pong“-Mechanismus der N-Acetylierung (Riddle und
Jencks, 1971). Durch diesen Mechanismus unterscheiden sich NATs von vielen anderen
Acetyl-CoA-abhingigen Transferasen (Yamamura ef al., 2000, Kattner ef al., 1981).

Die Acetylierungsreaktion findet in zwei seperaten Schritten statt (Abb. 3 a. und b.). In einem
ersten Schritt (Abb. 3 a) bindet Acetyl CoA an das Enzym und die Acetyl-Gruppe wird vom
Kofaktor auf einen Cystein-Rest (Cys) der NAT {ibertragen. Bei humanen Isoformen wird die
Acetyl-Gruppe durch Cys gebunden und CoA wird freigesetzt. In einem zweiten Schritt (Abb.
3 b) erfolgt die enzymkatalysierte Substratbindung und die Ubertragung der Acetyl-Gruppe
auf das Substrat. Schliesslich wird das acetylierte Produkt freigesetzt. Formal entspricht
dieser Vorgang einer nukleophilen Substitution des Enzym-Cysteinrestes durch das
aromatische Amin. Bemerkenswert ist der Befund, dass der Schritt der Acetyl-CoA-Bindung
auch ohne die Anwesenheit eines Arylamin-Substrates ablaufen kann (Riddle und Jencks,
1971). Demzufolge wire es grundsétzlich mdglich, dass das Enzym unabhédngig vom Substrat
in einem acetyliertem Zustand vorliegt. Allerdings wurde diese These bis heute nicht iiber

Stabilitatsuntersuchungen an den acetylierten Intermediaten verifiziert. Desweiteren ist
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unklar, welche Strukturmotive, NATs zur Diskriminierung diverser Substrate befdhigen

(Butcher et al., 2002).
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Abb. 3 : Modellvorschlag zum Reaktionsmechanismus der durch N-Acetyltransferase katalysierten
N-Acetylierung. (a.) Erster Schritt des “Ping Pong”-Mechanismus : Acetyl-Gruppen-Transfer mit
Acetyl-Enzym-Ubergangszustand, wobei die Partialladungen entlang der Cys-His-Asp-Triade
stabilisiert werden. Der putative P-Loop der Acetyl-CoA-Bindungsstelle ist hier gezeigt. (b.) Zweiter
Schritt der Reaktion : Nukleophile Substitution des acetylierten Ubergangszustandes durch ein
aromatische Amin. Die Lebensdauer des acetylierten Ubergangszustandes wurde bis jetzt noch nicht
bestimmt Allerdings ist anzunehmen, dass die Thioesterbindung durch einen nukleophilen Angriff des
Arylamins hydrolytisch gespalten wird. Die Position der Arylamin-bindenden dritten Doméne ist
markiert. Verindert nach Pompeo et al., (2002).

O-Acetylierung

Neben der N-Acetylierung von Arylaminen katalysieren NATs auch die O-Acetylierung von
N-Hydroxy-Arylaminen. Im Falle der potenziell kanzerogenen Stoffe N-Hydroxy-2-
Aminofluoren und N-Hydroxy-4-aminobiphenyl fiihrt die O-Acetylierung zu instabilen
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Produkten, welche zu DNA- oder protein-reaktiven Nitrenium-Ionen zerfallen (Hein et al.,

1993, Badawi, et al., 1995, Thompson ef al., 1999).

Intramolekularer N, O-Acetylttransfer

Als dritte Moglichkeit konnen Acetylreste durch NATSs intramolekular von Aminogruppen
auf Hydroxylgruppen iibertragen werden, wie dies zum Beispiel bei N-Hydroxy-N-acetyl-
arylaminen (Hydroxamséduren) der Fall ist. Diese Reaktionsmoglichkeit wurde iiber
rekombinant in E. coli exprimierter humaner N-Acetyltransferase nachgewiesen (Hein ef al.,

1993).

Nomenklatur

Die ersten fiir N-Acetyltransferasen allgemein geltenden Nomenklaturregeln wurden von
Vatsis et al. (1995) publiziert. Seitdem erfolgte eine regelméBige Aktualisierung dieser
Bestimmungen (Hein ef al., 2000). Gemiss geltender Nomenklatur kennzeichnet man Gene
der N-Acetyltransferase durch kursiver Schreibweise, wahrend man die entsprechenden
Proteine mit normaler Schreibweise darstellt. Allele werden durch einen Stern hinter der
Genbezeichnung angezeigt, darauf folgt eine arabische Zahl fiir das jeweilige Allel. Ist eine
Unterscheidung innerhalb des Alleles erforderlich, wird die arabische Zahl zusitzlich mit
einem Grossbuchstaben versehen. Somit symbolisiert der Ausdruck NAT2*6A4 das Allel 6A
des NAT2-Gens, wihrend NAT2*6A fiir das Protein steht. Seit der Erstellung der allgemeinen
Nomenklaturregeln sind in vielen Spezies neue Allele in NA7-Genen identifiziert worden.
Diese Tatsache filihrte zur Griindung des "Arylamin-N-Acetyltransferase-Nomenklatur-
Komitees", dessen Mitglieder zeitnah iiber den aktuellen Stand der Nomenklatur informieren,
sowie tiiber die Vergabe von Bezeichnungen fiir neu entdeckte Varianten unter

http://www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.html entscheiden.
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1.5 Humane N-Acetyltransferase 1 und 2

Bei der humanen N-Acetyltransferase 2 (hNAT2) handelt es sich wie bei humaner
N-Acetyltransferase 1 (hNAT1) um ein 870 Basenpaare langes Gen ohne Introns, welches fiir
ein aus 290 Aminosduren bestehendes 34 kDa schweres Protein codiert (Blum et al., 1990,
Ohasko und Deguchi, 1990). Am 5’-Ende wird das Gen von einem Exon flankiert, welches
allerdings nicht fiir Aminosduren codiert (Ebisawa und Deguchi, 1991).

Vergleicht man die DNA-Sequenzen von #ANATI und ANAT2 findet man eine
Ubereinstimmung von 87 %. Die Proteinsequenzen der beiden Enzyme sind zu 81 %
identisch. Die Aktivitdt von hNATI1 ist in vielen humanen Geweben sowohl in iuvenilen
(Pacifici et al., 1986) als auch in adulten Entwicklungsstadien (Stanley et al., 1996, Wiliams,
J.A., 2001) nachweisbar, wohingegen hNAT2-Aktivititen lediglich in der Leber und
Intestinum gefunden werden (Jenne, 1965, Hickman et al., 1998). Untersucht man die
Expression von NAT auf mRNA-Ebene mittels in situ-Hybridisierung erhdht sich aufgrund
der hohen Sensitivitit dieser Methode der Anteil der Gewebe in denen insbesondere auch
NAT2-Expression detektierbar ist (Windmill et al., 2000). In Geweben in denen sowohl
NAT]I als auch NAT2 aktiv sind, ist fiir beide Isoenzyme eine unterschiedliche Verteilung auf
verschiedene Zellen feststellbar (Hickman et al., 1998). Beide NAT-Isoenzyme katalysieren
N-Acetylierungen, O-Acetylierungen und N, O-Acetyltransfer von Xenobiotika und
Karzinogenen, unterscheiden sich jedoch wie Tab. 2 zeigt, hinsichtlich ihrer Substratspezifitit
(Minchin et al., 1992). So weist NAT1 eine besonders hohe Affinitdt zu Substraten wie
p-Aminosalicylsdure , p-Benzoesdure (Grant et al., 1991, Ohasko und Deguchi, 1990) und
p-Aminobenzoylglutamat auf. Da p-Aminobenzoylglutamat ein Abbauprodukt der Folsdure
ist, konnte es sich hierbei folglich um ein endogenes NAT-Substrat handeln (Minchin, 1995,
Sim et al., 2000). Zu denen von hNAT2 spezifisch metabolisierten Substraten gehdren
Arzneimittel wie zum Beispiel Sulfamethazin und Isoniazid (Weber und Hein, 1985, Ohsako
und Deguchi, 1990). Dariiber hinaus sind Pyrolyseprodukte aus Fleisch wie beispielsweise 2-
Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhiP) und 2-Amino-6-methyldipyrido[1,2-
a:3’,2’-d]imidazol (Glu-P-1) spezifische NAT2-Substrate und unterliegen vorwiegend einem
fiir heterozyklische Amine typischen N,O-Acetylgruppentransfer (Turesky et al., 1991,
Fretland et al.. 2001). Beispiele fiir die sich liberschneidenden Substratspektren von hNAT1

und hNAT2 stellen das Modellkarzinogen 2-Aminofluoren und das im Zigarettenrauch
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vorkommende 4-Aminobiphenyl dar (Michin et al., 1992, Turesky et al., 1991, Hein et al.,
1993).

Substrat hNAT1 hNAT2 hNAT1/hNAT2 Referenz

p-Aminosalicylsaure X (Grant et al., 1991)
p-Aminobenzoesaure X (Grant et al., 1991, Ohasko und Deguchi, 1990)
p-Aminobenzoylglutamat X (Minchin, 1995, Sim et al., 2000)

Isoniazid X (Weber und Hein, 1985)

Sulfamethazin X (Ohsako und Deguchi, 1990, Fretland et al., 2001)
PhIP X (Turesky et al., 1991)

Glu-P-1 X (Turesky et al., 1991)

2-Aminofluoren X (Minchin, 1992, Turesky et al., 1991, Hein et al ., 1993)
4-Aminobiphenyl X (Minchin, 1992, Turesky et al., 1991, Hein et al ., 1993)

Tab. 2 : Beispiele fiir hNAT1 und hNAT2 Substrate, sowie fiir gemeinsame Substrate beider
Isoenzyme. Abkiirzungen : PhIP : 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin, Glu-P-1 :
2-Amino-6-methyldipyrido[1,2-a:3",2"-d]imidazol.

1.6 Bedeutung des NAT2-Polymorphismus

Als ein Jahr nach der Einfithrung des Isoniazids in die Tuberkulose-Therapie im Jahr 1952
grosse interindividuelle Unterschiede in Nebenwirkungsrate und Metabolismus des
Tuberkulostatikums festgestellt wurden, wusste man noch nichts iiber die molekularen
Ursachen dieses Befundes. 8 Jahre danach fand man heraus, dass die bimordalen Verteilung
des Patientenkollektivs auf genetische Unterschiede zuriickzufiihren ist (Evans ef al., 1960).

Schliesslich entdeckte man viele Jahre spiter, dass diese Beobachtungen durch die individuell
unterschiedlich ausgeprigte Fahigkeit, Isoniazid zu acetylieren zu erkldren waren. Somit
waren NATs die ersten Enzyme fiir die ein kausaler Zusammenhang beziiglich
interindividuellen Schwankungen beim Metabolismus von Arzneimitteln hergestellt werden

konnte (Evans, 1989, Grant, 1993).

Humane NAT?2 Allele

Nachdem man erkannt hatte, dass der klassische Acetylierungs-Polymorphismus auf
Mutationen am NAT2-Locus zuriickzufiihren ist (Blum et al., 1991, Grant et al., 1991), wurde
intensiv an allelischen Varianten humaner NAT2 geforscht. Bis heute wurden bereits 36

verschiedene Allele identifiziert (Tab. 3). Die bemerkenswerte Vielfalt der NAT2-Allele ist
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unter anderem durch die spezifische Kombination verschiedener Punktmutationen zu
erkliren. Als Folge der zunehmenden Globalisierung und der damit verbundenen
Aufweichung der ethnischen Grenzen, ist die Entdeckung weiterer Allele wahrscheinlich.
Obwohl das NAT2*4-Allel in vielen ethnischen Gruppen nicht das haufigste Allel darstellt,
wird es allgemein als Wildtyp-Allel angesehen, da es keine der fiir NAT2 spezifischen
Mutationen trigt. Dagegen weisen alle andere bisher beschriebenen Allele in ihrer
kodierenden DNA-Sequenz ein bis maximal vier Nukleotid Substitutionen auf. Insgesamt
wurden fiir das NAT2-Gen 17 Mutationen und 1 Deletion nachgewiesen. Davon haben 12
Mutationen (C190T, GI91A, T341C, G364A, A411T, A434C, G499A, G590A, A803G,
A845C, G857A, T859C) einen Aminosduren-Austausch zur Folge, 1 Mutation (G364A)
bewirkt eine Leserasterverschiebung und 4 Nukleotidsubstitutionen (T11C, C282T, C481T
und C759T) stellen sogenannte stille Mutationen dar, welche ohne Auswirkungen auf die
Aminoséduresequenz sind (Tab. 3). Zur Bestimmung der Korrelation zwischen NAT2 Genotyp
und Phinotyp wurden in der Vergangenheit mehrere Studien durchgefiihrt (Bell ef al., 1993,
Cascorbi et al., 1995, Hickman et al., 1992). Friithe Genotypisierungsstudien zeigen fiir die
Mutationen C481T, G590A, G857A und obgleich seltener, auch fiir G191A, eine positive
Korrelation zu einem langsamen Acetylierer-Phénotyp. Desweiteren fand man heraus, dass
Individuen, welche homozygot fiir den NAT2-Polymorphismus waren, einen langsamen
Acetylierer-Phénotyp aufwiesen, wihrend fiir heterozygote Individuen ein intermedidrer
Acetylierer-Phianotyp und schliesslich fiir homozygote Individuen ohne NAT2-
Polymorphismus ein schneller Acetylierer-Phianotyp feststellbar war. Diese Beobachtungen
zeigen, dass dem Acetylierer-Status eine Gen-Dosis-Wirkungsbeziehungen zugrunde liegt.

Uber molekulare Mechanismen, welche zu einem langsamen Acetylierer-Phinotyp fiihren,
weill man gegenwértig noch wenig. So ist lediglich bekannt, dass bestimmte Mutationen wie
zum Beispiel C282T ohne Auswirkungen auf die Enzymaktivitdt bleiben (Hein et al., 1994b,
Cascorbi et al., 1996a), wiahrend andere Mutationen ex vivo bei gleichbleibenden mRNA-
Mengen zu reduzierten Proteingehalten fiihren (Blum ef al., 1991, Deguchi, 1992). Auch in
der Leber wurden reduzierte NAT2-Proteinmengen bei mutierten Allelen festgestellt (Grant et
al., 1991). Es konnte jedoch sein, dass die Menge an immunologisch detektierbaren Protein,
aufgrund von unterschiedlichen Affinitdten der verwendeten Antikérper zu den mutierten
hNAT2-Varianten, in fritheren Studien oftmals falsch eingeschétzt wurde (Wormhoudt et al.,
1999). Diese Ansicht wird von Untersuchungen unterstiitzt, bei welchen die
Aktivititsabnahme der mutierten NAT2-Varianten nicht auf den Abbau an immunologisch

detektierbarem Protein zuriickzufiihren war. So wurden bei der heterologen Expression von
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NAT2-Enzymen mit Nukleotid-Substitutionen auf den Positionen 191, 341, 590 und 857
lediglich verringerten Halbwertszeiten der aktiven Enzyme festgestellt (Hein et al., 1994,

Ferguson et al., 1994b, Hickman et al., 1995). Eine Erkldrungsmdglichkeit fiir diesen

Widerspruch wire wiederum, dass die artifizielle Umgebung eines bakteriellen

Expressionssystems die reale Situation der Sdugetierzelle nur unvollstdndig widerspiegelt.

Allel Nukleotid-Austausch Aminosduren-Austausch Phénotyp Referenz

NAT2*4 keiner keiner s Deguchi, T. (1992), Blum et al. (1990), Vatsis etal. (1991),
Ebisawa und Deguchi (1991), Ohasko und Deguchi (1990),
Grant et al. (1989), Hickman und Sim (1992)

NAT2*5A  T341C,C481T lle114 > Tyr | Blum etal. (1990), Hickman et al. (1992), Lin et al. (1993),
Ferguson et al. (1994)

NAT2*5B  T341C, C481T, AB03G lle114 -> Tyr, Lys268 -> Arg | Vatsis etal. (1991),Lin et al. (1993), Abe et al. (1993)

NAT2*5C  T341C, AB03G lle114 -> Tyr, Lys268 -> Arg | Hickman et al. (1992), Lin et al. (1993), Cascorbi et al. (1995)
Ferguson etal.(1994)

NAT2*5D  T341C lle114 -> Tyr | Martinezet al. (1995), Agundezet al. (1996a und b)
Leffetal. (1999)

NAT2*5E  T341C, G590A lle114 -> Tyr, Arg197 -> GIn | Martinez et al. (1995)

NAT2*5F  T341C, C481T, C759T AB03G lle114 > Tyr, Lys268 -> Arg | Woolhouse et al. (1997)

NAT2*5G  C282T, T341C, C481T, AB03G lle114 -> Tyr, Lys268 -> Arg ? Anitha und Banerjee (2003)

NAT2*5H  T341C, C481T, AB03G, T859C lle114 -> Tyr, Lys268 -> Arg, 116287 -> Tyr ? Anitha und Banerjee (2003)

NAT2*51 T341C, A11T, C481T, AB03G  lle114 -> Tyr, Leu137Phe, Lys268 -> Arg ? Doll et al. (2003)

NAT2*5J  C282T, T341C, G590A lle114 -> Tyr, Arg197 ->GIn ? Tanira etal. (in press)

NAT2*6A  C282T, G590A Ag197 ->Gn | Deguchi, T. (1992), Blum (1990), Vatsis (1991),
Hickman etal. (1992), Lin etal . (1993)

NAT2*6B  G590A Ag197 ->GIn | Lin etal. (1993), Agundezet al. (1996a und b)

NAT2*6C  C282T, G590A AB03G Arg197 ->Gin, Lys268 -> Arg | Agundezet al. (1996a und b)

NAT2*6D  T111C, C282T, G590A Ag197 ->Gn | Leffetal. (1999)

NAT2*6E  C481T, G590A Ag197 ->Gn ? Cascorbi et al. (1995)

NAT2*7A  G857A Gly286 ->Glu | Blum et al. (1990), Ohasko und Deguchi (1990), Lin et al. (1993)

NAT2*7B  C282T, G857A Gly286 -> Glu | Deguchi, T. (1992), Hickman et al. (1992)

NAT2*10  G499A Glu167 ->Lys ? Lee (?)

NAT2*11A C481T keiner ? Lee (?), Sekine et al. (2001)

NAT2*11B  C481T, 859 (Deletion) Ser287 -> Frameshift ? Anitha und Banerjee (2003)

NAT2*12A  A803G Lys268 -> Arg s Lin et al. (1993), Cascorbi et al. (1996)

NAT2*12B C282T, AB03G Lys268 -> Arg s Lin etal. (1993), Agundezet al. (1996b)

NAT2*12C C481T, AB03G Lys268 -> Arg s Ferguson et al. (1994), Agundez et al. (1996a und b)

NAT2*12D G364A AB03G Asp122 -> Asn, Lys268 -> Ag ? Doll et al. (2003)

NAT2*13  C282T keiner s Lin etal. (1993), Cascorbi et al. (1995), Martinezet al. (1995),
Agundezetal. (1994)

NAT2*14A G191A Argb4 ->GIn | Ferguson et al. (1994), Bell et al. (1993)

NAT2*14B  G191A C282T Argé4 ->GIn | Bell etal. (1993), Delomenie et al. (1996)

NAT2*14C G191A T341C, C481T, AB03G Arg64 ->GIn, lle114 -> Tyr, Lys268 -> Arg | Martinez et al. (1995), Agundezet al. (1996a und b)

NAT2*14D G191A C282T, G590A Ag64 ->Gn, Ag197 ->GIn | Martinez et al. (1995), Agundezet al. (1996a und b)

NAT2*14E G191 A A803G Argb4 ->GIn, Lys268 -> Ag | Martinezet al. (1995)

NAT2*14F G191A T341C, AB03G Arg64 ->Gin, lle114 -> Tyr, Lys268 -> Arg | Agundezet al. (1996b)

NAT2*14G  G191A C282T, AB03G Ag64 ->GIn, Lys268 ->Arg | Leffetal. (1999)

NAT2*17  A434C GIn145 -> Pro ? Lin etal. (1994)

NAT2*18  A845C Lys282 -> Thr ? Lin etal. (1994)

NAT2*19  C190T Argéd ->Tp ? Shishikura et al. (2000), Lee et al. (2002), Zhu et al. (2002)

Tab. 3 : Mutationen im #NAT2-Gen und deren Auswirkung auf Struktur und Phiinotypen der bisher identifizierten
Allele. Schelle Acetylierer Phinotypen sind mit “s*, langsame mit “I* gekennzeichnet. Fiir die mit “?* versehenen
Phiinotypen liegen nach aktuellen Kenntnisstand keine entsprechenden Befunde vor. Daten verindert, aus Hein ez
al. (2000) und http://www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT2.html (Stand : 5. Juni 2003).


http://www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT2.html
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Interethnische Variabilitat

Beim Vergleich verschiedener ethnischer Populationen unterliegt die Hiufigkeit des
langsamen Acetylierer-Phinotyps deutlichen Schwankungen (Evans, 1989). Wie aus Abb. 4
ersichtlich liegt der Anteil schneller Acetylierer fiir die japanische und chinesische Population
zwischen 8 und 20 %, wohingegen bei Europdern und weillen Amerikanern vorwiegend
langsame Acetylierer vorgefunden werden (Wormhoudt et al., 1999). Die hier gezeigte
phénotypische interethnische Variabilitdt bestdtigt sich auch auf Allelebene. Demzufolge
wurde bei Genotypisierungsstudien an europdischen Populationen fiir das Wildtyp-Allel
NAT2*4 eine Allelfrequenz von 19,9 % festgestellt, wihrend die mit einem langsamen
Phénotyp assoziierten Allele NAT2*5B mit 44,8 % und NAT2*64 mit 30,2 % deutlich
hiufiger auftraten (Hickman et al., 1992). Sehr niedrige Allelfrequenzen wurden fiir
NAT2*54, NAT2*5C und NAT2*7B (1,0, 3,1 und 1,0 %) festgestellt. Dagegen stellt NAT2*7B
in der japanischen Bevolkerung zusammen mit NAT2*6A4 das haufigste mutierte Allel dar,
wohingegen das Allel NAT2*5B hier nahezu gar nicht vorzufinden ist (Deguchi, 1992,
Deguchi et al., 1990).

\
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Abb. 4 : Verteilung des
90 | langsamen und schnellen
80 Acetylierer-Phiinotyps auf
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Die fiir das NAT2*5B-Allel kennzeichnende C481T-Mutationen kommt deutlich héaufiger in
der européischen Population vor und kénnte somit ein Erkldarungsgrund fiir die interethnische
Verteilung des NAT2*5-Allels darstellen. Analog hierzu tritt die fiir das NAT2*7B-Allel
ausschlaggebende A857G-Mutation sehr selten in europédischen Populationen auf und scheint

eine fiir orientalische und amerindische Bevdlkerungsgruppen typische Mutation zu sein (Lin
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et al., 1994, Arias et al., 1993). Somit ist anzunehmen, dass die zu beobachtenden
interethnischen Variabilititen beziiglich des Acetylierer-Phinotyps letztlich auf einer

spezifischen Allokation individueller Mutationen basieren.

Auswirkungen des Acetylierer-Status

Der Zusammenhang zwischen Acetylierer-Status und verschiedenen Krankheitensbildern und
unterschiedlichen Therapieerfolgen war und ist Gegenstand intensiver Forschung. Wie bereits
an anderer Stelle erwdhnt, wurde der genetische Polymorphismus der N-Acetyltransferase
erstmals in Tuberkulose-Patienten entdeckt, welche mit Isoniazid behandelt wurden. Isoniazid
wird dabei primér iiber Acetylierung durch NAT2 ausgeschieden. Seitdem sind viele
polymorph acetylierte Arzneimittel entdeckt worden (Tab. 4). Desweiteren zeigten
Phanotypisierungsstudien dass, in Abhéngigkeit davon, ob ein schneller oder langsamer
Acetylierer-Status vorliegt, hieraus unter anderem verdnderte Risiken fiir eine Erkrankung an
Blasen-, Kolon-, und Brustkrebs sowie systemischen Lupus erythematosus, sowie diversen
anderen Krankheiten resultieren konnen (Butcher er al., 2002). Diese Erkenntnisse
implizieren dariiber hinaus Umweltchemikalien, welche vornehmlich durch NAT2
metabolisiert werden. Allerdings gestaltet sich die Identifizierung dieser Faktoren bis heute
schwierig und nur wenige Studien liefern konsistente Ergebnisse. So wird in vielen
Untersuchungen der schnelle Acetylierer-Phénotyp fiir ein erhohtes Kolonkrebs-Risiko
verantwortlich gemacht (Wohlleb et al., 1990, Ilett et al., 1987, Lang et al.. 1986), wihrend
andere Forschungsgruppen dieses Ergebnis nicht bestdtigen konnten (Brockton et al., 2000,
Chen et al., 1998, Welfare et al., 1997). Geographische und ethnische Unterschiede, zu
geringe Probandenzahlen, sowie unterschiedliche Erndhrungsgewohnheiten stellen mogliche
Ursachen fiir die widerspriichliche Datenlage dar. Konsistentere Ergebnisse ergeben sich,
wenn die verschiedenen Krankheiten und den Acetylierer-Phinotyp in einer konkreten
Expositionssituation untersucht werden. So wurde zum Beispiel festgestellt, dass schnelle
Acetylierer nach einer Exposition gegeniiber heterozyklischen aromatischen Aminen aus
pyrolysiertem Fleisch ein deutlich hoheres Risiko beziiglich der Erkrankung an Kolonkrebs
aufweisen als langsame Acetylierer (Chen et al., 1998, Welfare et al., 1997, Lang et al.,
1994). Dieselbe Situation zeigt sich fiir die Korrelation zwischen aromatischen Aminen wie
beispielsweise 4-Aminobiphenyl aus dem Zigarettenrauch und Blasenkrebs, wo ebenfalls ein
eindeutiger Zusammenhang hergestellt werden konnte - wobei hier langsame Acetylierer ein

hoheres Blasenkrebs-Risiko aufweisen (Ladero et al., 1985, Risch et al., 1995).
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Kategorie Stoffbezeichnung Acetylierer-Status  Effekt
Arzneimittel Dapson I Neurotoxizitat
Sulphamethoxazol | Hypersensitivitat
Hydralazin I Systemischer Lupus erythematosus
s Erniedrigter Therapie-Erfolg
Isoniazid I Interaktion mit Phenytoin
I Interaktion mit Rifampicin
Cotrimoxazol | Diverse unerwlinschte Nebenwirkungen
Sulphasalazin I Verschiedene toxische Effekte
I Hepatotoxizitat
I Brechreiz, Ubelkeit
Amonafid s Leukopenie
Procainamid I Systemischer Lupus erythematosus
Phenelzin S Erniedrigter Therapie-Erfolg
Aromatische Amine p-Phenylendiamin | Kontaktdermatitis
Anilin I Blasenkrebs
Heterozyklische Amine Diverse s Kolon-Krebs

Tab. 4 : Auswirkungen von Acetylierer-Phiinotypen auf Therapie-Erfolg und Toxizitiiten. Daten
verindert nach Butcher ef al. (2002). 1 = langsam, s = schnell.
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2. Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit war die stabile Koexpression von humanen Cytochrom P450 1A2
(CYP1A2) und polymorphen Formen humaner N-Acetyltransferase Typ 2 (hNAT2) in V79-
Zellen zur Demonstration ihres Nutzens in der préklinischen Arzneimittelentwicklung und bei
der Bewertung von Chemikalien. Dies impliziert eine formelle Erweiterung der V79 Cell
Battery™ | eine umfassende in vitro-Darstellung des humanen N-Acetyltransferase Typ 2-
Polymorphismus und nicht zuletzt die Moglichkeit, die toxikologischen Relevanz der
Interaktion von humanen CYPIA2 und humaner N-Acetyltransferase Typ 2 bei der
Aktivierung aromatischer Amine zu verifizieren. Letztlich soll die in vitro-Darstellung des
humanen N-Acetyltransferase Typ 2-Polymorphismus die Mdglichkeit einer individuellen

Risikoabschitzung aufzeigen.

3. Losungsstrategie

3.1 Konstruktion der rekombinanten V79MZ-Z.elllinien

Auswahl der Allele der polymorphen hNAT?2

Um den fiir die kaukasische Bevdlkerung charakteristischen Polymorphismus humaner
N-Acetyltransferase Typ 2 in rekombinanten V79-Zelllinien mdglichst vollstidndig
abzubilden, wurden die am hiufigsten vorkommenden Allele NAT2*4, *NAT2*5B und
NAT2*64 ausgewihlt. Zur Uberpriifung der Validitit des schnellen Acetylierer-Phinotyps
wurde zusétzlich NAT2*I3 exprimiert, da diese Allelvariante keine enzymkinetischen

Unterschiede zu NAT?2 *4 aufweist.

Auswahl der Enzymkombination hCYP1A2/hNAT2

Die oben erwidhnten polymorphen Formen der hNAT2 sollten mit humanem CYPI1A2
koexprimiert werden, da es fiir die toxikologische Relevanz der Kombination von hCYP1A2
und hNAT?2 bei der Aktivierung aromatischer Amine viele Hinweise gibt (Probst ef al., 1992,
Constable et al., 1999; Oda et al.. 2001, Dominguez et al., 2003).
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Auswahl des Expressionssystems

In vivo-Systeme, wie sie beispielsweise Versuchstiere reprasentieren, sind sehr komplex,
haben einen unspezifischen Hintergrund, sind nur eingeschrénkt standardisierbar und spielen
daher bei der Beantwortung mechanistischer Fragestellungen nur eine untergeordnete Rolle.
Demzufolge sind die aus Inhibitions-, Induktions- und Knock-Out-Studien resultierenden
Daten oft widerspriichlich und nur bedingt miteinander vergleichbar. Rekombinante in vitro-
Testsysteme sind dagegen durch eine gute Standardisierbarkeit, hohe Spezifitdt, niedrige
Komplexitdit und hohe Pridiktivitit gekennzeichnet. Dies trifft auch fiir das V79-
Expressionssystem zu. Im Gegensatz zu anderen Expressionssystemen bieten V79-Zellen eine
Vielzahl toxikologischer Endpunkte bei niedrigem und stabilem Hintergrund und eignen sich
daher besonders fiir Mutagenitits- und Toxizititsstudien (Bradley ef al., 1981). Insbesondere
zeichnen sich V79-Zellen gegeniiber allen anderen Sdugerzellinien, einschlieBlich humanen,
durch einen auBergewdhnlich stabilen, pseudodiploiden Karyotyp mit konstanter
Chromosomenzahl aus, der auch nach Transfektion mit Fremd-DNA erhalten werden kann
(Doepker et al., 1998; Simi et al., 1999). Dies ist gerade im Hinblick auf zytogenetische
Endpunkte entscheidend. V79-Zellen haben dariiber hinaus eine sehr kurze Generationszeit
von weniger als 12 Stunden und lassen sich mit hoher Klonierungseffizienz stabil
transfizieren (Doehmer et al., 1988). Fiir die Spezifitit des Testsystems spricht, dass die hier
verwendeten V79-Zellen des sogenannten Mainzer Subklons (V79MZ) weder endogenes
Cytochrom P450 (Kiefer und Wiebel, 1989; Onderwater et al., 1996, Krebsfanger et al.,
2003) noch signifikante N-Acetyltransferase-Aktivititen aufweisen (FJ Wiebel, personliche
Mitteilung). Daher sind sie sowohl fiir das transfizierte Cytochrom P450-Isoenzym, als auch
fiir die polymorphen Formen der N-Acetyltransferse Typ 2 exakt definiert. Folgerichtig wird
die heterologe Expression von fremdstoff-metabolisierenden Enzymen, von der OECD als

wissenschaftlich gerechtfertigt angesehen, um endogene Bioaktvierungsprozesse abzubilden :

"A number of developments , including the construction of genetically engineered cell lines
expressing specific activating enzymes, may provide the potential for endogenous activation.
The choice of the cell lines used should be scientifically justified (e.g. by the relevance of the
cytochrome P450 isoenzymes for the metabolism of the test substance)."

OECD recommendations
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Zur heterologen Expression von Cytochromen P450 wurden bisher verschiedene biologische
Systeme entwickelt : COS-Zellsystem (McManus et al., 1990), transgene Hefekulturen
(Eugster et al., 1990, Ching et al., 1991), Vaccinia- und Epstein-Barr-Virus vermittelte
Genexpression in HepG2- und lymphoblastoiden AHH-1-Zellen (Shou et al., 1994a und
1994b) E. coli-Expressionssysteme (Bauer et al., 1995, Yamazaki et al., 1995). Auch
N-Acetyltransferasen wurden bereits in verschiedenen Systemen heterolog exprimiert. So zum
Beispiel in COS-Zellen (Rogers et al., 1998, Blum et al., 1991), E. coli (Ferguson et al.,
1994), und Baculovirus-infizierten Insektenzellen (BD Gentest'-NAT2-Cytosol).

Im Hinblick auf die Fremdexpression von Cytochrom P450 tritt bei stark exprimierenden
Systemen wie Baculovirus-infizierten Insektenzellen vor allem das Problem auf, dass die
endogene Ham-Synthese fiir die Séttigung des exprimierten Cytochroms mit prosthetischem
Héam nicht ausreichend ist (Asseffa et al., 1989; Barnes et al., 1994; Buters et al., 1994; Paine
et al., 1996). Im Gegensatz dazu werden in V79-Zellen Him sowie Cytochrom bs in
ausreichender Menge endogen synthetisiert (Onderwater et al., 1996). AuBBerdem ist eine
Supplementierung oder Koexpression mit Cytochrom P450-NADPH-Oxidoreduktase nur in
Ausnahmefillen notwendig (Schneider et al., 1996). Gegeniiber evolutiv weiter entfernten,
prokaryontischen Expressionssystemen ist es von Vorteil, dass die cDNA-Sequenzen der
Fremd-DNA nicht wie beispielsweise bei einer Expression in E. coli adaptiert werden miissen
(Sengstag et al., 1994). Desweiteren sind zur Cytochrom P450-Inkorporation geeignete
intrazelluldire Membransysteme vorhanden, so dass keine nachtrigliche Rekonstitution
erforderlich ist (Gillam et al., 1995). Im Gegensatz zu Hefen sind V79-Zellen fiir viele
Substrate permeabel. Metabolismus-Untersuchungen konnen daher auch unter Ausnutzung
des zelleigenen Stoffwechsels, beispielsweise zur NADPH-Regeneration, direkt in der

Zellkultur durchgefiihrt werden.

Transfektionsansitze

Zunichst wurde ein geeignetes Expressionssystem gewihlt, welches folgenden
Anforderungen standhalten musste : Selektion mit unterschiedlichen Resistenzmarkern unter
Gewihrleistung eines vergleichbaren Expressionsniveaus der jeweiligen cDNAs. Die Wahl
fiel auf das pcDNA3.1-Expressionssystem von Invitrogen. Dieses besteht aus zwei
identischen Vektoren welche sich lediglich hinsichtlich ihres Resistenzgens unterscheiden :
pcDNA3.1Neo(+) zur Selektion mit Neomycin und pcDNA3.1Hygro(+), welcher eine

simultane Selektion mittels Hygromycin ermoglicht.
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Die Konstruktion der Zelllinien erfolgte in zwei Schritten :

" Konstruktion der Kontroll-Zelllinien V7I9MZhCYP1A2 und V79MZhNAT2*4,
*5B, *6A, *13 : Die hCYP1A2-cDNA wurde in einen pcDNA3.1(+)-Vektor kloniert,
welcher ein Neomycin-Resistenzgen enthielt. Die polymorphen hNAT2-cDNAs
wurden analog in einen pcDNA3.1Hygro-Vektor kloniert.

. Konstruktion der koexprimierenden Zelllinien V79MZhCYP1A2/hNAT2*4,
*5B, *6A, *13 : Die polymorphen koexprimierenden Zelllinien wurden konstruiert,
indem die bereits generierte V79MZhCYP1A2-Kontroll-Zellinie mit den hNAT2*4,
*5B, *6A, *13 pcDNA3.1Hygro-Konstrukten transfiziert wurde. Darauthin erfolgte

eine simultane Selektion mittels Hygromycin und Neomycin.

3.2 Charakterisierung der neuen Zelllinien

VIOMZhCYP1A2-Zelllinie

Im Rahmen einer Vorauswahl wurden die nach Transfektion und Selektion erhaltenen Klone
im Falle von V79IMZhCYP1A2-Klonen mittels /n situ-Immunfluoreszenz hinsichtlich
homogener und stabiler Expression des rekombinanten Cytochroms P450 untersucht. Die

Charakterisierung der positiven Klone erfolgte

. auf DNA-Ebene durch Reamplifikation der transfizierten cDNA
. auf mRNA-Ebene durch RT-PCR,
. auf funktionaler Ebene durch Messung der Ethoxyresorufin-O-deethylierung (EROD)

V7OMZhNAT?2-Zelllinien

Da fiir die Vorauswahl von V79MZhNAT2-Klonen kein geeigneter AntikOrper zur
Verfligung stand, wurden direkt Enzymaktivititen beziiglich der N-Acetylierung von 2-
Aminofluoren bestimmt, einige Klone ausgewéhlt, subkloniert und auf Homogenitdt und
Stabilitét tiberpriift. Um die Aktivitdten der verschiedenen polymorphen Formen miteinander
vergleichen zu konnen, erfolgte die Festlegung auf bestimmte Klone nach einem
standardisierten Auswahlverfahren. Demnach wurden nur diejenigen Klone akzeptiert, deren
Aktivitdten innerhalb einer Schwankungsbreite von 10 % um das mittlere Aktivititsniveau
lagen. Die weitere Charakterisierung der Klone erfolgte auf mRNA und DNA-Ebene, wie
bereits fiir die V7OMZhCYP1A2-Klone geschildert.
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VIOMZhCYP1A2/hNAT2-Zelllinien

Die Charakterisierung dieser Zelllinien erfolgte wie oben beschrieben.

3.3 Anwendung der neuen Zelllinien

Zunichst sollten die neuen Zelllinien unter Verwendung des Markersubstrates Sulfamethazin
validiert werden. In diese auf den Metabolismus des Sulfamethazin beschrinkte Validierung
war biologisches Referenzmaterial, wie beispielsweise humanes Leberzytosol, mit
einzubeziehen, um eine Vergleichbarkeit mit Literaturdaten zu ermdglichen. Anhand von
Metabolismusuntersuchungen am Modellkarzinogen 2-Aminofluoren, sollte die in vitro-
Darstellung des humanen N-Acetyltransferase Typ 2-Polymorphismus die Moglichkeit einer
individuellen Risikoabschitzung aufzeigen. Weiter war fiir 2-Aminofluoren und fiir eine
Auswahl an oxidativen Haarfarben-Vorstufen die toxikologischen Relevanz der Kooperation
von humanem CYP1A2 und humaner N-Acetyltransferase Typ 2 bei der Aktivierung
aromatischer Amine zu verifizieren. Im Falle des 2-Aminofluorens wurden dabei
genotoxische Auswirkungen mittels HPRT-Test untersucht, wohingegen sich die
Untersuchungen der oxidativen Haarfarben-Vorstufen auf Ergebnisse aus dem MTT-
Cytotoxizitat-Test beschrankten. Schliesslich sollte mit Hilfe dieser Anwendungsbeispiele der
Nutzen rekombinanter V79-Zellen in der priklinischen Arzneimittelentwicklung und bei der

Bewertung von Chemikalien demonstriert werden.
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I1. Material und Methoden

1. Laborgeriite
Geritebezeichnung Hersteller Verwendung
Automatischer Kolonienzahler Biologics AccuCount HPRT-Test
Thermomixer Eppendorf Enzyminkubationen
Fluoroscan Ascent CF Thermolab EROD-Test
Multiscan Ascent Thermolab Proteinbestimmung
Semimicrowaage BP2100S Sartorius Abwiegen von Proben
(1000 bis 0,01 g)
Prazisionswaage BP211D Sartorius Abwiegen von Proben
(100 g bis 0,1 mg)
Gene Genius Geldokumentationssystem  Merck Geldokumentation
Zentrifuge 5417 R Eppendorf Zentrifugation
(1,5 ml- und 2 ml Cups)
Mastercycler Gradient Eppendorf PCR, RT-PCR,
SDR-Mutagenesis
Elektrophorese Power Supply Gelelelktrophorese,
Schiittelinkubator (Multitron) Infors E. coli-Kultivierung
Kiihlzentrifuge Sigma 4K 15 Sigma Zentrifugation von V79-Zellen

Gelkammer
CO,-Brutschrank
Brutschrank
Heissluftsterilisator
Magnetrithrer MR3001
Ultrazentrifuge Avanti J301
(Rotor JA 10)
pH-Meter inoLab Level 2P

Mikroskop Axiovert 25

Pharmacia Biotech
Sanyo

Binder

Werner

Heidolph

Beckmann

WTW

Zeiss

Lauf von Agarose-Gelen
Kultivierung von V79-Zellen
E. coli-Kultiverung
Sterilisieren von Glaswaren

Herstellen von Puffern
& Losungen

Ernten von E. coli
V79-Homogenate

pH-Wert-Einstellung von
Puffern & Losungen
Optische Kontrolle von V79
-Zellen (Normallicht)
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Mikroskop Axiolab Zeiss Optische Kontrolle von V79
-Zellen (Fluoreszenzlicht)

Spektrophotometer 300 Bio Varian Bestimmung DNA-
Konzentration, optische Dichte,
Absorptionsverhalten von
Substraten und Metaboliten

HPLC-Anlage (1100 Series) Agilent Aminofluoren- und
Sulfamethazin-Analytik
- Degaser (G1322A) Agilent dto.
- Bindre Pumpe (G1312A) Agilent dto.
- WPLAS Probengeber (G1367A) Agilent dto.
- Séulenofen (G1316A) Agilent dto
- DAD-Detektor (G1315B) Agilent dto.

2. Rechner und Software

Die Planung und Dokumentation der Klonierungsexperimente wurde mit dem Programm
Clone Manager for Windows 4.01 (Fa. Scientific and Education Software, Durham, NC
27722-2045 USA) durchgefiihrt. Standardsoftware bei der Erstellung von Graphiken und
Tabellen sowie der Textverarbeitung waren MS-Excel 2000, MS-Word 2000 und MS-
Powerpoint 2000 (Fa. Microsoft, Redmond, WA, USA). Chemische Strukturformeln wurden
mittels ChemDraw 6.0 (Fa. Cambridge Soft Corporation, Cambridge, MA, USA) entworfen.
Die Berechnung enzymkinetischer Parameter erfolgte mit SigmaPlot 2001 (Fa. SPSS Science
Marketing Department, Chicago, IL, USA). Das Scannen und die grafische Aufbereitung von
Abbildungen wurden mit Adobe Photoshop 6.0 (Fa. Adobe Systems incorporated, San Jose,
CA, USA) vorgenommen. Die Dokumentation und Auswertung von Agarosegelen erfolgte
mit dem Syngene Gene Genius mit der Software Genesnap 4.00.00 (Syngene, Cambridge,
GB).
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3. Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
Acetonitril (HPLC-Reinheitsgrad) Applichem (Darmstadt)

Agar-Agar

Agarose (ultra pure)
Ampicillin
2-Aminofluoren
Bromphenolblau
BSA

DEPC

Dicumarol

DMBA

DMEM

DMSO

EDTA
Ethidiumbromid
7-Ethoxyresorufin
FCS

Geneticin 418-Losung
Glycerin (87%)
HEPES
Hygromycin B

Luria Broth

Methanol (HPLC-Reinheitsgrad)

MTT

NADPH

N-Acetyl-Aminofluoren

PBS

Penicillin/Streptomycin

Difco (Detroit, USA)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)
Merck (Hohenbrunn)
Serva (Heidelberg)
NewEnglandBiolabs (Schwalbach/Taunus)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Gibco (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Gibco (Karlsruhe)

Gibco (Karlsruhe)

Fluka (Buchs, Schweiz)
Applichem (Darmstadt)
Calbiochem (Schwalbach)
Gibco BRL (Eggenstein)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Fisher Scientific (Schwerter)
Gibco (Karlsruhe)

Gibco (Karlsruhe)
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Sulfamethazin Sigma (Taufkirchen)
Thioguanin Sigma (Taufkirchen)
Tris Applichem (Darmstadt)
Trypsin/EDTA Invitrogen (Karlsruhe)

N-Acetyl-Sulfamathazin wurde von PD Dr. Albrecht Seidel (BIU, Grossharnsdorf)

synthetisiert. Die derivatisierten Aminophenole wurden der Wella AG (Darmstadt) zur

Verfiigung gestellt. Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden entweder von Applichem

(Darmstadt) oder von Sigma (Taufkirchen) in p.a.-Qualitit bezogen. Es wurde stets

Reinstwasser (18,2 MQ™™) verwendet. AuBerdem wurden die gidngigen Laborgegenstinde

und Verbrauchsmaterialien benutzt.

4. Enzyme, Antikoper und biologische Materialen

Bezeichnung Hersteller Verwendung
Polymerasen

- Tag-DNA-Polymerase Quiagen (Hilden) Screening

- PfuTurbo-DNA-Polymerase Stratagene (La Jola, CA, USA)  Site-Directed-Mutagenesis

- Clontech Advantage 2 Polymerase Mix  Clontech (Palo Alto, CA, USA)

Restriktionsenzyme und Ligasen

Alle Restriktionsenzyme und Ligasen NewEnglandBiolabs
(Schwalbach/Taunus)

Antikorper

Anti-hCYP1A2, polyklonales Anti- Chemicon (Freiburg)

Korperserum aus Kaninchen

FITC-gekoppelter anti-Kaninchen Dianova (Hamburg)
IgG-Antikorper aus Ziege

PCR zur Klonierung mit
Uberhiingen fiir
Restriktionsenzymen

Klonierung von
DNA-Fragmenten

In situ-Immunfluoreszenz

In situ-Immunfluoreszenz
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Cytosole, Mikrosomen, S9-Mix

Humanes Lebercytosol (Pool) NatuTec (Frankfurt) NAT-Aktivititsbestimmung
hNAT1-Cytosol (rekombinant) NatuTec (Frankfurt) NAT-Aktivitatsbestimmung
hNAT2-Cytosol (rekombinant) NatuTec (Frankfurt) NAT-Aktivitdtsbestimmung
Ratten-S9-Mix RCC (Rossdorf) NAT-Aktivititsbestimmung
Humane Lebermikrosomen (Pool) NatuTec (Frankfurt) hCYP1A2-Aktivitdtsbestimmung

5. Mikrobiologisches Material und Methoden

5.1 Bakterienstamme
Vor Durchfiihrung der Restriktion wurden die Plasmide in den E. coli-Stimmen DH5a und

TOP10F" (Invitrogen) propagiert.

TOP10F (Invitrogen): Dieser Stamm iiberexprimiert den Lac-Repressor (lacl’-Gen) und
kann daher unter Zugabe von IPTG einem Blau/Weiss-Screening unterzogen werden.

F {lacl® Tnl0 (Tet")} merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAldeoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl nupG.

DHSa : Zur ndheren Beschreibung von DH5a sei auf Sambrook ef al. (1989) verwiesen.

5.2 Stammbhaltung

Die oben erwdhnten E.coli-Stimme wurden fiir einige Tage als LB-Fliissigkultur (2,5 % (w/v)
LB in Wasser), oder auf LB-Kulturplatten (1,5 % (m/v) Agar-Agar in LB-Fliissigmedium)
tiber mehrere Wochen bei + 4°C gelagert. Trugen die E. coli ein Plasmid mit B-Lactamasegen,
wurden Medien mit 100 pg/ml Ampicillin zur Selektion verwendet.

Zur langfristigen Lagerung iiber Jahre hinweg wurde von einzelnen Klonen eine Glycerol-
Stammbkultur angelegt: 1 ml einer sich in der logarithmischen Wachstumsphase befindenden
fliissigen Bakterienkultur wurde mit 1 ml eiskaltem 100 %igem Glycerin versetzt und bei

- 80 °C eingefroren.
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5.3 Ubernachtkultur

Einige ml LB-Fliissigmedium wurden mit E. coli angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und
250 upm inkubiert. Wenn die E. coli ein Plasmid mit B-Lactamasegen trugen, wurde das

Medium mit 100 pg/ml Ampicillin zur Selektion versetzt.

6. Zellbiologische Materialien und Methoden

6.1 Die Zellinie VIOMZ

Die Zellinie V79 wurde in den 50er Jahren aus morphologisch und neoplastisch
transformierten Lungenfibroblasten eines adulten minnlichen Chinesischen Hamsters
etabliert (Ford und Yerganian, 1958). Sie hat seitdem breite Anwendung in Toxizitdts- und
Mutagenititsstudien gefunden (Bradley ef al., 1981; Chu und Malling, 1968; Doehmer, 1993;
Sawada und Kamataki, 1998; Swierenga et al., 1991).

Die Verdopplungszeit von V79-Zellen ist mit durchschnittlich 10- 12 Std. im Vergleich zu
allen anderen Zelllinien die bislang kiirzeste. Sie wachsen adhérent in Einzelschichten. Bei
100 %iger Konfluenz betrigt die Zelldichte etwa 5 x 107 Zellen pro 150 cm® (Abb. 5),
entsprechend einer Gesamtproteinmenge von 5 mg bzw. 1,5 mg mikrosomalem Protein.
Dariiber hinaus zeichnen sich V79-Zellen durch eine hohe Klonierungseffizienz und einen
auBergewohnlich stabilen pseudodiploiden Karyotyp mit 2n = 22 Chromosomen aus (Simi ef

al., 1999).

Abb. 5 : Lichtmikroskopische Aufnahme
parentaler VI9MZ-Zellen im Phasenkontrast
bei 200facher Vergrofierung bei 50 %iger (a)
und 100 %iger (b) Konfluenz. Die Zellen
wachsen wihrend der G- und S- Phase flach
am Boden angeheftet und besitzen zahlreiche
Nukleoli. Mitotische Zellen, idealerweise etwa
3 % aller Zellen, runden sich voriibergehend
ab. Nach Durchlaufen der Mitose breiten sich
die Tochterzellen im Medium aus, heften sich
wieder an und bilden einen immer dichteren
Zellrasen.
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V79-Zellen besitzen keine meBbare endogene Cytochrom P450-Aktivitdt. Der in dieser Arbeit
verwendete Mainzer Subklon V79MZ wurde hinsichtlich seiner endogenen Enzymausstattung
eingehend charakterisiert (Glatt er al., 1987; Glatt et al, 1990). Im Gegensatz zum
Neuherberger Subklon V79NH enthilt er keine nennenswerte N-Acetyltransferaseaktivitit.

6.2 Verwendete Zellinien

Folgende bereits etablierte Zelllinien wurden eingesetzt: V79MZ parental (Glatt et al., 1987)
und V79NH parental (Wiebel et al., 1992).

6.3 Kultivieren von V79MZ-Zellen

V7IMZ-Zellen wurden bei 37 °C, 7 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit in speziell
beschichteten Gewebekulturgefilen (94/16 mm- oder 145/20 mm-Gewebekulturschalen und
50 ml- oder 250 ml-Gewebekulturflaschen von der Greiner GmbH (Frickenhausen); 24er- und
96er-Gewebekulturmikrotiterplatten von Nunc Inc. (Naperville, IL)) in DMEM-
Kulturmedium mit erhohtem Glukosegehalt (4,5 g/1) kultiviert. Zusédtzlich wurde das DMEM-
Kulturmedium mit 1 mM Natriumpyruvat, 4 mM L-Glutamin, 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin supplementiert ("Komplettmedium"). Nach Transfektion wurden
Geneticin 418- oder Hygromycin B-resistente V79MZ-Zellklone mit 1 mg Geneticin 418/ml-
Komplettmedium bzw. 0,4 mg Hygromycin B/ml-Komplettmedium kultiviert.

6.4 Ablosen von V79MZ-Zellen mittels Trypsin/EDTA

Das Medium wurde abgesaugt, zweimal mit 5 ml PBS nachgespiilt und die Zellen durch
Sminiitige Inkubation in 2 ml 0,05 % Trypsin und 0,02 % EDTA bei 37 °C vom Substrat
abgeldst und durch mehrfaches Aufziehen mit einer Pipette sorgfiltig vereinzelt. Das Trypsin
wurde nach erneuter Zugabe von Komplettmedium durch die im Serum enthaltenen

Proteaseinhibitoren wieder inaktiviert.
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6.5 Passagieren von V79MZ-Zellen

Um die Konfluenz stets unter 100 % zu halten, wurden die Zellinien regelmaBig passagiert.
Dazu wurde ein Grofteil der trypsinierten Zellen verworfen, oder in neue Kulturgefdlle

umgesetzt.

6.6 Einfrieren von V79MZ-Zellen

Die trypsinierten Zellen wurden in 10 ml Komplettmedium durch 10miniitige Zentrifugation
bei 800 x rpm und 4 °C pelletiert. AnschlieBend wurde das Pellet in eisgekiihltem
Komplettmedium mit 10 % DMSO resuspendiert und aliquotiert in 1,8 ml-Kryordhrchen
(Nunc Inc., Naperville, IL) bei - 80 °C eingefroren. Nach 24 — 168 Std. wurden die so

vorbehandelten Zellen bis zur weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff gelagert.

6.7 Auftauen von V79MZ-Zellen

Gefrorene Aliquots wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, in mindestens 10 ml
Komplettmedium aufgenommen und 10 min. bei 800 rpm bei 4 °C zentrifugiert.
Anschliessend erfolgte die Resuspendierung des Zellpellets mit 13 ml Komplettmedium.
Nach 2 — 4 Std. wurden die Zellen hinsichtlich Vitalitdt und Morphologie kontrolliert. Die

Vitalitdt der aufgetauten Zellen war dabei stets groBer als 90 %.

6.8 Herstellen von Zellhomogenat

V79MZ-Zellen in drei 250 ml-Gewebekulturflaschen wurden bis zu 80 — 100 %iger
Konfluenz kultiviert. Die trypsinierten Zellen wurden vereinigt, gleichmifBig auf je drei
145/20 mm-Gewebekulturschalen pro 250 ml-Gewebekulturflasche verteilt und in 20 ml
Komplettmedium ohne G418 oder Hygromycin B bis zu 90 %iger Konfluenz inkubiert. Das
Medium wurde verworfen und zweimal mit 5 ml eisgekiihltem Puffer (100 mM
Kaliumphosphat, pH 7,4) nachgespiilt. Die Zellen wurden in 3 ml eisgekiihltem Puffer mit
einem Gummischaber von der Platte abgeldst, vereinigt und durch 10miniitige Zentrifugation
bei 1500 x g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen und das
Pellet in 1 ml Puffer pro 145/20 mm-Gewebekulturschalen sorgfiltig resuspendiert. Zur

Bestimmung des Proteingehaltes und der enzymatischen Aktivitit wurden die Suspensionen
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umgehend in fliissigem Stickstoff schockgefroren, um die Zellen aufzubrechen.
Anschliessend wurden die so hergestellten Homogenate bis zum Gebrauch bei - 80 °C

aufbewabhrt.

7. Gentechnologische Methoden

7.1 Vektoren

Vektorbezeichnung Hersteller Verwendung
pcDNA3.1(+)Hygro Invitrogen (Karlsruhe) Uberexpression von
hNAT2 in V79 Zellen
pcDNA3.1(+)Neo Invitrogen (Karlsruhe) Uberexpression von
hCYP1A2 in V79 Zellen
pCR2.1-TOPO Invitrogen (Karlsruhe) Zwischenklonierung der

hCYP1A42-cDNA

Tab. 5: Klonierungs-Vektoren und deren Verwendung

Die in Tab. 5 aufgefithrten Vektoren wurden aus Orginal-Chargen entnommen und zur
Transformation von kompetenten DHS5a-Zellen verwendet, woraus anschlieBend die
Arbeitsvektoren isoliert wurden. Der mittels Topoisomerase ,,aktivierte“Vektor pCR 2.1
TOPO wurde ausschlieBlich zur Zwischenklonierung des hCYP1A2-PCR-Fragmentes
verwendet. Das System basiert auf dem Prinzip der sogenannten TA-Klonierung und ersetzt

dadurch die ansonsten iibliche T4-Ligase-Reaktion.

7.2 Generierung von cDNAs mittels PCR

Generierte cDNA Ausgangsmaterial Primer/ PCR-Programm

hNAT2-cDNA Genomische DNA eines humanen 88 und 89/ PCR 1
Donors, homozygot fiir NAT2*4
(Zur Verfiigung gestellt von
Prof. I. Cascorbi, Greifswald)

hCYP1A2-cDNA Genomische DNA aus hCYP1A2 133 und 134/ PCR 1
exprimierenden V79MZ-Zellen
(Wolfel et al., 1992)

Tab. 6 : Generierung von modifizierten cDNAs mittels PCR zur spéteren Klonierung in die
entsprechenden Zielvektoren.
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Die gemédss Tab. 6 generierten cDNAs wurden im Falle der hNAT2*4-cDNA einer
konventionellen Klonierung in den Vektor pcDNA3.1Hygro(+) mittels Hind III- und Xho I-
Restriktionsverdau unterzogen, wihrend die hCYP1A2-cDNA als Ausgangsmaterial fiir die
sogenannte TA-Klonierung in den Vektor pCR2.1-TOPO diente.

7.3 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion, Gesellschaft fiir angewandte
Biotechnologie mbH (Martinsried) synthetisiert. Die relativen Positionen und Orientierungen
der Primer an den pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*4- und pcDNA3.1Neo(+)hCYP1A2-
Konstrukten sind in Abb. 6 dargestellt.

Nr. Sequenz (5°->3) Verwendung

36: 5-CACTGC TTA CTG GCT TAT CG - 3° Screening von
positiven Klonen
in E. coli (Fwd)

37: 5’- ACT AGA AGG CAC AGT CGA GG -3’ Screening von
positiven Klonen
in E. coli (Rev)

88 : 5’- GCA TGC TGG ATC CTC GAG CTA AAT AGT AAG GGA TCC-3" Klonierung von hNAT2
iiber Xho I- Schnittstelle
(Rev)

89 : 5’- TAT GCT TAA GCT TGC CGC CAC CAT GGA CAT TGA AGC -3"  Klonierung von hNAT2
iiber Hind III-
Schnittstelle (Fwd)

107: 5-CGC TTG AAC CTC AAA CAA TTG AAG ATT TTG AGT Site-Directed
CTATGA ATAC-3’ Mutagenesis (Fwd)
Pos. 590 G > A
108: 5'-GTA TTC ATA GAC TCA AAA TCT TCA ATT GTT TGA Site-Directed
GGT TCA AGC G -3’ Mutagenesis (Rev)
Pos. 590 G -> A
114: 5-CTC CTG CAG GTG ACC ACT GAC GGC AGG AAT TAC -3’ Site-Directed
Mutagenesis (Fwd)
P0s. 341 T->C
115: 5-GTA ATT CCT GCC GTC AGT GGT CAC CTG CAG GAG -3’ Site-Directed
Mutagenesis (Rev)

Pos. 341 T->C
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117 :  5- GAG AGG AAT CTG GTA CTT GGA CCA AAT CAG GAG -3 Site-Directed
Mutagenesis (Fwd)
Pos. 481 C>T

118: 5-CTC CTG ATT TGG TCC AAG TAC CAG ATT CCT CTC - 3’ Site-Directed
Mutagenesis (Rev)
Pos. 481 C->T

119: 5- GAA GAA GTG CTG AGA AAT ATA TTT AAG ATT TCC - 3’ Site-Directed
Mutagenesis (Fwd)
Pos. 803 A > G

120:  5'- GGA AAT CTT AAA TAT ATT TCT CAG CAC TTC TTC - 3’ Site-Directed
Mutagenesis (Rev)
Pos. 803 A ->G

133: 5’- GCC GCC ACC ATG GCA TTG TCC CAG TCT GTT CCC -3’ TOPO-TA-Klonierung
hCYP1A2 (Fwd)

134 . 5'- GAA TGA TGC TCA GTT GAT GGA GAA GCG CAG CCG- 3’ TOPO-TA-Klonierung
hCYP1A2 (Rev)

137 . 5- GGA GGG TAT TTT TAT ATC CCT CCA GTT AAC AAA TAC Site-Directed

AGC ACT GGC- 3’ Mutagenesis (Fwd)

Pos. 282 C->T

138: 5°-GCC AGT GCT GTA TTT GTT AAC TGG AGG GAT ATA AAA Site-Directed

ATA CCCTCC -3 Mutagenesis (Rev)

Pos. 282 C->T

141: 5-CCC AGT CTG TTC CCT TCT CGG CCA CAG AGC -3’ RT-PCR an hCYP1A2
(Fwd)

142: 5- GGT AGC AGG AGG ATG AGG AAG CTG GGT CAG - 37 RT-PCR an hCYP1A2
(Rev)

149: 5- GCA TAT TTT GAA AGA ATT GGC TAT AAG AAC -3’ RT-PCR an hNAT2
(Fwd)

150: 5- GAT GTT GGA GAC GTC TGC AGG TAT GTA TTC - 3’ RT-PCR an hNAT2

(Rev)
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Start Stop
Hind Il Xh’n I

-] CMV promotor

hCYP1A2 cDNA

Start Stop

Hind 1ll hol

hNAT2*4 cDNA

LI A

C282T T341C C481T G590A A803G

Abb. 6 : Relative Positionen und Orientierung von Primern an den pcDNA3.1Neo(+)hCYP1A2- (a.)
und pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*4-Konstrukten (b.). Die fiir die RT-PCR verwendeten Primer sind
iibersichtlichkeitshalber nicht dargestellt (niheres hierzu s. Text). Die in der hNAT2*4-cDNA
eingefiihrten Punktmutationen sind rot gekennzeichnet.

Die zueinander komplementiren Primer 107/108, 114/115, 117-120 und 137/138 wurden fiir
die punktgerichtete Mutagenese an pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*4 verwendet und dienten zur
Einfiihrung einzelner Basenpaar-Substitutionen (Abb 6 b). Die Primer 36/37 binden cirka 50
Basenpaare stromaufwirts des Start-Codons spezifisch an eine Sequenz im CMV-
Promotorbereich und cirka 30 Basenpaare stromabwiérts des Stop-Codons an die BGH-
Polyadenylierungssequenz (Abb 6 a. und b.). Sie dienten zum schnellen Screenen von
positiven E. coli Transformanden. Die Primerpaare 133/134 (Abb. 6 a.) und 88/89 (Abb. 6 b.)
wurden sowohl zur Amplifikation der jeweiligen cDNA aus genomischer DNA, als auch zum
Nachweis ihrer genomischen Integration eingesetzt. Uber RT-PCR wurde mit Hilfe der an die
Positionen 13 und 643 des ANAT2-Gens bindenden Primer 149 und 150 ein 631 Basenpaare
langes Fragment fiir alle polymorphen Formen von hNAT2 nachgewiesen. Fiir hCYP1A2
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erfolgte der Nachweis eines 461 Basenpaar langen Fragmentes analog mit den Primern 141

und 142, welche an Position 11 und 471 des hCYP1A42-Gens binden.

7.4 Plasmidisolierung aus E. coli

Die Plasmidisolierung aus E. coli wurde mit den Plasmid Mini- und Midi-Kits (QIAGEN,
Hilden) anhand der Herstellerprotokolle durchgefiihrt.

7.5. Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Doppelstrangige DNA wird von Typll-Restriktionsendonukleasen innerhalb spezifischer
palindromer Erkennungssequenzen gespalten. Dazu wurden DNA-Template, 10 — 40 U
Restriktionsenzym (New England Biolabs GmbH, Schwalbach/Taunus) pro pg DNA und
spezifischer 10fach-Puffer mit Wasser auf das gewiinschte Gesamtvolumen von 15 — 200 pl

aufgefiillt und fiir 2 — 6 Stunden bei 37 °C inkubiert.

7.6. DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Trennung doppelstrangiger DNA-Molekiile nach ihrem Molekulargewicht (Sharp et al.,
1973) wurden die Proben mit 1/5 Volumen DNA-Auftragpuffer (30 % (m/v) Glycerin, 25
mM EDTA, 0,2 % (m/v) Bromphenolblau, pH 7,5) versetzt und auf ein Agarosegel (1 %
(m/v) Agarose in 0,5 x TBE-Puffer (25 mM Tris, 25 mM Borséure, 0,5 mM EDTA, pH 8,0),
0,1 % Ethidiumbromid) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in Flachbett-
Agarosegelkammern (Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden) mit TBE-Puffer (0,5 x) fiir 10
— 60 min bei citka 200 V durchgefiihrt. Als DNA-GroBenstandard wurden 5 pl 100 bp-
Extended-DNA-Leiter (Carl Roth GmbH, Karlsruhe ) aufgetragen. Die Konzentration des
DNA-Standards betrug dabei 0,2 pg/ul.

7.7 DNA-Extraktion aus Agarosegelen
Interessierende DNA-Banden wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel
herausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden) anhand des

Herstellerprotokolls aus dem Agarosegel extrahiert.
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7.8 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Ligasen katalysieren die Verkniipfung von DNA-Fragmenten mit 3'-OH- und
5’-Phosphatgruppen. Es wurden Vektor und Insert im Verhiltnis 1:3, 400 U T, DNA Ligase
(NewEnglandBiolabs, Schwalbach/Taunus) und 2 pl Ligationspuffer (10x) mit sterilem
Wasser auf 20 pl Gesamtvolumen aufgefiillt. Nach 10 bis 30 miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde der Ansatz direkt zur Transformation von cirka 100 ul kompetenter

E. coli eingesetzt.

7.9 Herstellung kompetenter E. coli

50 ml LB-Fliissigmedium wurden 1:100 mit Ubernachtkulturen von E. coli angeimpft und bis
zu einer OD®” ™ von etwa 0,6 bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert
(10 min; 800 x g; 4 °C), darauthin in 2 ml TSS-Losung (10 % (m/v) PEG 6000, 5 % (v/v)
DMSO, 50 mM Magnesiumchlorid in LB-Medium) resuspendiert und in Aliquots bis zum
Gebrauch bei - 80 °C aufbewabhrt.

7.10 Hitzeschock-Transformation von E. coli

Ein Aliquot (cirka 100 pl) kompetenter E. coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut und das
Plasmid bzw. der Ligationsansatz zupipettiert. Nach 30miniitiger Inkubation auf Eis zur
Anlagerung der Plasmide an die Zelloberfliche, wurde zur Aufnahme der Vektoren in die
Zellen fiir 50-55 s bei 42 °C im Wasserbad inkubiert, darauthin mit 1,8 ml LB-Fliissigmedium
und 36 pl 20 %iger (m/v) steriler Glukoselosung versetzt und fiir eine Stunde bei 37 °C und
300 rpm inkubiert, um die Ausbildung der Ampicillin-Resistenz zu erreichen. Die Zellen
wurden dann bei 800 x g pelletiert, in cirka 100 pl LB-Medium resuspendiert und zur
Identifizierung und Isolierung einzelner transformierter Zellen mittels der als
Selektionsmarker auf dem Plasmid enthaltenen B-Lactamase auf Ampicillin-haltigen LB-

Kulturplatten ausgestrichen und bei 37 °C inkubiert.
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7.11 DNA-Sequenzierung

Alle DNA-Sequenzierungen wurden von SequiServe (Vaterstetten) durchgefiihrt.

7.12 Stabile Transfektion von V79MZ-Zellen

V79-Zellen wurden durch Kalziumphosphat-Koprizipitation mit den entsprechenden
rekombinanten Expressionsvektoren transfiziert (Graham und Van der Eb, 1973; Parker und

Stark, 1979).

Folgende Transfektionen wurden durchgefiihrt:

Konstruktion der Zelllinie VIOMZhCYP1A2
Parentale V7I9MZ-Zellen wurden mit 3 pg Ssp I-linearisiertem pcDNA3.1Neo(+)hCYP1A2-

Konstrukt transfiziert.

Konstruktion der Zelllinien V79MZhNAT2*4, *5B, *6A, *13
Parentale  V79MZ-Zellen wurden mit jeweils 3 pg Ssp I-linearisierten
pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*4, *5B, *6A und *13-Konstrukten transfiziert.

Konstruktion der Zelllinien V7I9MZhCYP1A2/hNAT2%4, *5B, *6A, *13
Analog zu den oben angefiihrten Transfektionen wurden V79MZhCYP1A2-Zellen mit
jeweils 3 pg Ssp I-linearisierten pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*4, *5B, *6A und *13-

Konstrukten transfiziert.

Zu den angegebenen linearisierten Konstrukten wurden jeweils 500 pl HEPES-gepufferte
Salzlosung (137 mM Natriumchlorid, 6 mM Dextrose, 5 mM Kaliumchlorid, 0,7 mM
Natriumhydrogenphosphat, 20 mM HEPES, pH 7,0) pipettiert. Durch Zugabe von 26 pl
2,5 M Kalziumchloridlésung und 30miniitige Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
DNA an Kalziumphosphat koprézipitiert. Das Prizipitat wurde tropfenweise zu einer Kultur
von 1,5 — 2 x 10° parentalen V79MZ-Zellen in einer 145/20 mm-Gewebekulturschale
gegeben. Nach sorgfiltigem Mischen und 4stiindiger Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen
fiir 2 min mit 15 % (v/v) Glycerin in Komplettmedium inkubiert, um die Effizienz der DNA-
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Aufnahme zu steigern. AnschlieBend wurde das Glycerin durch Absaugen des Mediums und
zweimaliges Waschen mit je 7 ml Komplettmedium entfernt. Da die Zellen zur stabilen
Integration der Fremd-DNA in ihr Genom den Zellzyklus durchlaufen miissen, wurden sie
zundchst fiir etwa 36 h in Komplettmedium ohne G418 oder Hygromycin B kultiviert.
Darauthin wurden die Zellen vorsichtig trypsiniert, in 1 mg G418/ml-Komplettmedium bzw.
0,4 mg Hygromycin B/ml-Komplettmedium aufgenommen und auf drei 96er-
Gewebekulturmikrotiterplatten verteilt. Nur Zellen, die bei der Transfektion mit den Vektoren
ein Resistenzgen gegen G418 bzw. Hygromycin B aufgenommen hatten, konnten iiberleben
(Mulligan und Berg, 1981). Nach 8 — 12 Tagen waren resistente Zellklone erkennbar.
Einzelne Klone wurden direkt in der Kammer trypsiniert und auf 24-Well-Platten iibertragen.
Dort wurden diese auf Integritdt von Wachstum und Morphologie iiberpriift und nach einem
positiven Resultat zur /n situ-Immunfluoreszenz oder enzymatischen Aktivitétstests
verwendet. Beziiglich Morphologie und/oder Wachstum anormale Klone wurden an dieser

Stelle verworfen.

7.13 Isolierung genomischer DNA aus V79MZ-Zellen

Rekombinante V79MZ-Zellen wurden auf 94/16 mm-Gewebekulturschalen bis zu cirka
90 %iger Konfluenz kultiviert, das Medium abgenommen und zweimal mit 5 ml PBS
gewaschen. Daraufthin wurden die Zellen mit einem Rubber Policeman abgeschabt, in 3 ml
PBS aufgenommen und die genomische DNA mit dem QIAamp Blood Midi Kit der Firma
QIAGEN (Hilden) gemif3 dem Herstellerprotokoll isoliert.

7.14. Isolierung der Gesamt-RNA aus V79IMZ-Zellen

Es wurden rekombinante V79MZ-Zellen auf 94/16 mm-Gewebekulturschalen bis zu etwa
90 %iger Konfluenz kultiviert, das Medium abgenommen und zweimal mit 5 ml PBS
gewaschen. Daraufhin wurde die Gesamt-RNA mit 3 ml peqGOLD TriFast'"-Losung
(peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) entsprechend dem Herstellerprotokoll isoliert.
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7.15. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Bedingungen fiir die Amplifizierung eines DNA-Abschnittes mittels PCR nach Saiki et

al. (1988) wurden fiir die jeweiligen Primer und Templates optimiert:

PCR #1 : Amplifikation von hCYP1A2 und hNAT2*4 aus genomischer DNA mittels

touch down-PCR

Wie eingangs bereits erwdhnt diente fiir diese PCR genomische DNA als Template zur

Amplifikation der entsprechenden cDNAs :

Volumen
PCR-Reaktionsansatz Stammlosung Finallosung (ul)
PCR-Puffer (Clontech, Advantage 2) 10 x 1x 5,0
dNTP 10 mM 20 uM 1,0
Primer 133/89 50 uM 0,5 uM 1,0
Primer 134/88 50 uM 0,5 uM 1,0
Template -- 0,1 pg/ul 1,0
Clontech-Advantage 2-Polymerase -- -- 1,0
Aqua bidest, steril ad 50 nl -- -- 40,0
Gesamtvolumen 50,0

Temperatur Zeit
T=95°C 1 min
T=95°C 45 sec —
T=62°C 1 min 10 Zyklen
T = 68°C 2 min —1 CUCHk)
T=95°C 45 sec —

. 30 Zyklen
T =68°C 10min — |

T =68°C 10 min
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PCR #2 : Kontroll-PCR fiir die erfolgreiche Ligation der hCYP1A2- und hNAT?2-
cDNAs

Zur Kontrolle der erfolgreichen Ligation der hCYP1A2- und hNAT2-cDNAs in
pcDNA3.1(+) Vektoren wurden nach der Transformation in E. coli einzelne Klone mit
Pipettenspitzen gepickt, in 15 pl sterilem Wasser resuspendiert und folgender PCR

unterzogen :

Volumen
PCR-Reaktionsansatz Stammlosung Finallosung (nl)
PCR-Puffer (Clontech, Advantage 2) 10 x 1x 5,0
dNTP 10 mM 20 uM 1,0
Primer 36 50 uM 0,5 uM 1,0
Primer 37 50 uM 0,5 uM 1,0
Template (E. coli-Suspension) -- -- 2,0
Taq-Polymerase (5 U/nul) -- -- 0,5
Aqua bidest, steril ad 50 pl -- -- 39,5
Gesamtvolumen 50,0
PCR-Programm :

Temperatur Zeit

T=94°C 3 min

T =94°C 30 sec

T =56°C 1 min 30 Zyklen

T="72°C 2 min

T="72°C 10 min

Enthalten die Vektoren pcDNA3.1Hygro/Neo(+) kein Insert, werden 203 bp lange Fragmente
amplifiziert. Ist ein Insert in den Vektor ligiert, wird im Falle von hCYP1A2 ein circa 1770 bp
langes Fragment und fiir ANAT2*4 ein Fragment von ungefdahr 1070 bp Lange amplifiziert.
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PCR #3 : Site-directed Mutagenesis am pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*4-Konstrukt

Mittels modifizierter Primer (s. Kap. I1.7.3) wurden iiber Site-directed Mutagenesis unter
Verwendung von “QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit*“ (Stratagene, La Jolla, USA)
gezielte Punktmutationen in hNAT2*4 eingefiihrt. Statt der mitgelieferten kompetenten

Zellen wurden eigene chemisch kompetente DH5a-Zellen verwendet.

Volumen
PCR-Reaktionsansatz Stammlosung Finallosung (nl)
PCR-Puffer 10 x 1x 5,0
dNTP 10 mM 20 uM 1,0
Primer 107/114/117/119/137 1 uM 125 ng X
Primer 108/115/118/120/138 1 uM 125 ng X
Template (Plasmid-DNA) -- 50 ng X
PfuTurbo DNA-Polymerase (2,5U/nl) -- -- 0,5
Aqua bidest, steril ad 50 pl -- -- X
Gesamtvolumen 50,0

PCR-Programm :

Temperatur Zeit

T =95°C 30 sec

T=95°C 30 sec

T=55°C 1 min 12 Zyklen

T=68°C 14 min
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7.16 Reverse Transkription und Amplifikation der heterolog exprimierten hCYP1A2

und hNAT2-mRNAs

Es wurde mit dem Access RT-PCR System (Promega Corp., Madison, WI, USA) gearbeitet.

Stammlosung Finallosung  Volumen (ul)
AMV/T11 5X Puffer 10 x 1x 10,0
dNTP 10 mM 20 uM 1,0
MgSO, 25 mM 1 mM 2,0
Primer 141/149 100 pM 1 uM 1,0
Primer 142/150 100 uM 1 uM 1,0
Gesamt-RNA -- 1 pg/pl X
AMY Reverse Transkriptase (5 u/ul) 1,0
Tfl DNA Polymerase (5 u/ml) -- -- 1,0
Aqua bidest, steril, DEPC ad 50 ul -- -- X
Gesamtvolumen 50,0
PCR-Programm :

Temperatur Zeit

T =48°C 50 min

T =94°C 2 min

T=94°C 1 min ——

T =60°C 1 min 40 Zyklen

T=70°C 2 min ——

T=70°C 10 min
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8. Proteinanalytische Methoden

8.1 In situ-Immunfluoreszenz

Die Expression von hCYP1A2 wurde mittels /n situ-Immunfluoreszenz iiberpriift. Jeweils
10000 Zellen der zu untersuchenden Zelllinie wurden am Vortag auf Mikrokavitéten-
Objekttrager (16-Well-Format) ausgesédt und {iber Nacht kultiviert. In die Mikrokavititen
wurden jeweils 200 pul Medium ohne selektiven Zusatz vorgelegt und die trypsinierte
Zellsuspension nachtriaglich hinzugefiigt und intensiv miteinander vermischt. Um die
Homogenitdt der Zelllinien zu verifizieren, mussten Kontrollmischungen angefertigt werden
(5000 parentale + 5000 V79MZhCYP1A2-Zellen). Nach der UN-Inkubation wurden die
Plastikkammern vom Objektriger abgelost und die auf dem Objekttrager adhérierenden
Zellen 2 mal 5 min mit kaltem PBS gewaschen, zur Fixierung mit eiskaltem Methanol/Aceton
(1:1) fiir circa 7 min inkubiert und anschlieBend schriggestellt an der Luft getrocknet. Die
fixierten Zellen wurden daraufhin mit 150 pl primérer Antikorperlosung (polyklonales anti-
hCYP1A2 Antiserum aus Kaninchen, 1:1000 verdiinnt, Chemikon;) iiberschichtet, mit
Polyethylenfolie abgedeckt und fiir 90 min bei Raumtemparatur inkubiert. Anschliessend
wurde 3 mal 10 min mit PBS gewaschen, 150 pl sekundidre Antikorperlosung (FITC-
gekoppelter anti-Kaninchen IgG Antikdrper aus Ziege, 1,5 mg/ml, 1:125 verdiinnt in
Komplettmedium, Dianova, Hamburg) aufgetragen, mit Polyethylenfolie abgedeckt und fiir 1
h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fiir jeweils
10 min wurden 250 pl "Antifading"-Reagenz (100 mg p-Phenylendiammoniumdichlorid in 10
ml PBS und 80 ml Glycerin) aufgetragen und blasenfrei eingedeckelt. Die Auswertung
erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Axioplan, Carl Zeiss, Oberkochen) mit einem
Standardfiltersatz im Anregungsbereich von 450-490 nm. Die Fluoreszenz wurde bei 488 nm
angeregt und die Emission bei 515- 565 nm detektiert. Die exprimierten hCYP1A2-Proteine

waren entsprechend griin gefarbt.

8.2 Proteingehaltbestimmung

Die Proteingehaltsbestimmung erfolgte mittels BCA-Test (Smith et al., 1985). Dieser Test

basiert darauf, dass Protein mit Cu®"-Ionen in alkalischer Losung einen violett-farbigen
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Komplex bildet. Zundchst wurden die zu bestimmenden Proteinproben gegebenenfalls
verdiinnt, um in den linearen Bereich der BSA-Eichgerade zu gelangen. Anschliessend
erfolgte die Zugabe einer wiéssrigen Reagenzldsung bestehend aus Bicinchinonin-Sdure und
Cu(I1)SO4 und Inkubation fiir 30 min bei 37°C. Schliesslich wurde die Absorption des Cu*'-
BCA-Komplexes bei einer Wellenldinge von 595 nm in einem 96-Wellplate kompatiblem
Reader photometrisch bestimmt. Fiir detailliertere Angaben sei auf das Herstellerprotokoll der

Fa. Uptima (Montlucon Cedex, Frankreich) verwiesen.
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9. Biokatalytische Methoden

9.1 Ethoxyresorufin-O-deethylierung (EROD)

Zum Nachweis der hCYP1A2-Aktivitdt wurde ein modifiziertes EROD-Testverfahren (Burke
und Mayer, 1974, Schulz-Schalge ef al.. 1991) angewendet. Dieses Verfahren beruht auf der
fluorometrischen Bestimmbarkeit von Resorufin, welches infolge der durch hCYP1A2
katalysierten O-Deetylierung von 7-Ethoxyresorufin entsteht (Abb. 7). Die Reaktion wurde
durch Zugabe von Homogenaten oder Mikrosomen zum Reaktionsansatz (Tab. 7) gestartet

und nach 30- bzw. 60-miniitiger Inkubation mit 84 ul Triton X (10% v/v in 1 N NaOH)
gestoppt.

HO. 0. (o]
\©i U hCYP1A2 \Oi U
NADPH, 37°C, N/
PBS, pH 7,4

7-Ethoxyresorufin Resorufin

Abb. 7 : Reaktionsprinzip der hCYP1A2 vermittelten O-Deethylierung von 7-Ethoxyresorufin
zum fluoreszierenden Resorufin.

Darauthin wurden die prazipitierten Proteine bei 5000 g und 4°C 5 min lang sedimentiert. Der
Resorufin-haltige Uberstand wurde daraufhin abgenommen, in 96-Loch-Mikrotiterplatten
iberfiihrt und das Resorufin bei einer Exzitation von 550 nm und einer Emission von 585 nm
spektralfluorometrisch mittels Fluoroscan Ascent CF vermessen. Die Quantifizierung erfolgte
anhand einer Resorufin-Eichkurve. Deren Linearitdtsbereich lag zwischen 0,01 und 1 uM. Im
Falle von V79MZhCYP1A2-Homogenaten war die Bildung des Resorufins bei einer
Gesamtproteinkonzentration von 0,5 mg/ml fir 30 min linear. Setzte man 1 mg/ml
Gesamtprotein ein, erweiterte sich der lineare Bereich auf 60 min. Fiir Supersomen hCYP1A2
musste die eingesetzte Proteingesamtkonzentration auf 0,02 mg/ml verringert werden, um

sich bei 60-miniitiger Inkubationsdauer im linearen Bereich zu befinden.
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¢ Stammlésung c finale Losung  Volumen (ul)
Ethoxyresorufin in MeOH 400 uM 2uM 3,5
NADPH in H,0 100 mM 2 mM 14,0
Dicumarol in PBS pH 7.4 380 uM 9,88 UM 18,2
MgSO, in PBS pH 7,4 125 mM 5 mM 28,0
Homogenat in PBS, pH = 7,4 X 0,5/1 mg/ml 636,3
Gesamtvolumen 700,0

Tab. 7 : Reaktionsansatz zur Ethoxresorufin-O-Deethylierung. Die finale Homogenatkonzentration
wurde in Abhiingigkeit von der Inkubationszeit bei 30-miniitiger Inkubation auf 0,5 mg/ml und bei
einer Dauer von 60 min auf 1 mg/ml iustiert. Alle Inkubationen wurden bei 37°C und 300 rpm in 1,5
ml Eppendorf-Cups in einem Thermoschiittelinkubator (Eppendorf, Modell Comfort) durchgefiihrt.
Das Abstoppen der Reaktionen erfolgte durch Zugabe von 84 pl Triton X (10 % v/v 1 N NaOH).
Unmittelbar darauf wurden die Ansitze bei 4°C und 5000 g¢ 5 min lang zentrifugiert und der
Uberstand in 96-Loch-Mikrotiterplatten iiberfiihrt.

9.2 N-Acetylierung von Sulfamethazin

Sulfamethazin wurde in der Vergangenheit als Markersubstrat zur Bestimmung des
Acetyliererstatus verwendet (Evans, 1989). Der Nachweis von N-acetyliertem Sulfamethazin
erfolgte iiber HPLC-UV-Detektion bei 254 nm. Die Standardinkubationen wurden nach
folgendem Schema durchgefiihrt (Tab. 8) :

¢ Stammlosung ¢ finale Losung Volumen (ul)
Sulfamethazin in DMSO 40 mM 400 uM 1
AcetylCoA in H,0O 20 mM 4mM 20
Homogenat in PBS, pH =74 X 0,5/1 mg/ml 79
Gesamtvolumen 100

Tab. 8 : Reaktionsansatz zur N-Acetylierung von Sulfamethazin. Die finale Homogenatkonzentration
wurde in Abhiingigkeit von der Inkubationszeit bei 30-miniitiger Inkubation auf 0,5 mg/ml und bei
einer Dauer von 60 min auf 1 mg/ml iustiert. Alle Inkubationen wurden bei 37°C und 300 rpm in 1,5
ml Eppendorf-Cups in einem Thermoschiittelinkubator (Eppendorf, Modell Comfort) durchgefiihrt.
Das Abstoppen der Reaktionen erfolgte durch Zugabe von 100 pl Acetonitril. Unmittelbar darauf
wurden die Ansitze bei 49°C und 5000 g 5 min lang zentrifugiert und der Uberstand in 96-Loch-
Mikrotiterplatten iiberfiihrt.
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Die Verwendung von Proteaseinhibitoren wie PMSF und EDTA erwies sich als iiberfliissig,
da nach Durchfiihrung der Inkubationen ohne diese Substanzen keine signifikanten Einbussen
auf die Enzymaktivitit der N-Acetyltransferase zu verzeichnen waren. Zur Auftrennung
wurden LC-18-Sdulen der Firma Sulpelcosil™ vom Format 5um x 100 mm x 4 mm
(Korngrosse x Lange x Innendurchmesser) verwendet. Die Quantifizierung erfolgte iiber eine
Eichgerade des N-Acetylsulfamethazin-Standards in der Stopp-/Inkubationsmatrix (ACN :
PBS = 1:1). Routinemdssig wurden jeweils 10 pl der Proben injiziert. Die Flussrate betrug 1,2
ml/min und es wurde bei 30 °C iiber 7 min ein Gradient von 10-80% (Laufmittel B, s.u.)

gefahren. Die verwendeten Laufmittel setzten sich wie folgt zusammen (Abb. 8):

Laufmittel A : Laufmittel B :

75 % Wasser 18,2 MQ ™", 1500 ml 40 % Methanol 800 ml

25 % Acetonitril, 500 ml 30 % Acetonitril, 600 ml

0,375 % Ortho-Phosphorséure (85%ig) 8,8 ml 30 % Wasser 18,3 MQ ™", 600 ml

Perchlorsaure (60%ig) 4,32 ml

Abb. 8 : Laufmittelzusammensetzung der chromatografischen Auftrennung von
Aminofluoren und N-Acetylaminofluoren.

9.3 Metabolismus von 2-Aminofluoren

Das weithin als indirektes Modell-Kanzerogen verwendete 2-Aminofluoren wurde zur

Messung von hNAT1-, hNAT2- und hCYP1A2-Aktivitidten verwendet.

N-Acetylierung (HPLC-UC-Detektion)

Der Nachweis von N-Acetyl-Aminofluoren erfolgte iiber HPLC-UV-Detektion bei 282 nm.
Die Inkubationen und Analytik wurden ansonsten analog zur N-Acetylierung von

Sulfamethazin durchgefiihrt.

N-Hydroxylierung, N-Acetylierung (LC-MS-Detektion)

Da die Sensitivitit beziiglich der HPLC-UV-Detektion des N-OH-Aminofluorens zu gering
war, wurde dieses iiber LC-MS bestimmt. Die Inkubationen wurden gemiss Tab. 9
durchgefiihrt. Falls ausschliesslich die N-Hydroxylierung des 2-Aminofluorens bestimmt
werden sollte, wurde lediglich das Acetyl-CoA durch 20 pl PBS substituiert.
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¢ Stammlsung ¢ finale Losung Volumen (ul)

2-Aminofluoren 40 mM 400pM 1

NADPH in H,0O 100 mM 2 mM 4
Acetyl-CoA 20 mM 4 mM 20

MgSO, in PBS pH 74 125 mM 5 mM 4
Homogenat in PBS, pH =74 X 0,5/1 mg/ml 71
Gesamtvolumen 100

Tab. 9 : Reaktionsansatz zur N-Hydroxylierung und N-Acetylierung von 2-Aminofluoren. Die finale
Homogenatkonzentration wurde in Abhingigkeit von der Inkubationszeit bei 30-miniitiger
Inkubation auf 0,5 mg/ml und bei einer Dauer von 60 min auf 1 mg/ml iustiert. Alle Inkubationen
wurden bei 37°C und 300 rpm in 1,5 ml Eppendorf-Cups in einem Thermoschiittelinkubator
(Eppendorf, Modell Comfort) durchgefiihrt. Das Abstoppen der Reaktionen erfolgte durch Zugabe
von 100 pl Acetonitril. Unmittelbar darauf wurden die Ansétze bei 4°C und 5000 ¢ 5 min lang
zentrifugiert und der Uberstand in 96-Loch-Mikrotiterplatten iiberfiihrt.

Die chromatografische Auftrennung wurde, wie bereits fiir die N-Acetylierung von
Sulfamethazin beschrieben, allerdings unter Zugabe eines das N-OH-Aminofluoren
stabilisierenden Antioxidans (Desferrioxamin-Mesylat, final : 0,02 % m/v) durchgefiihrt.
Anders als fiir Sulfamethazin beschrieben, erfolgte die Auftrennung unter isokratischen
Bedingungen (Laufmittel A und B : 1:1) bei einer Flussrate von 0,6 ml/min und 30 °C. Uber
die fiir die Massendetektion mit Massenspektrometer Micro Quattro (Micromass, Eschborn)

relevanten Verfahrenskenndaten gibt Abb. 9 Auskunft.

Funktionsmodus : MRM (Multiple reaction monitoring)
Kollisions-Gas: Argon
Ionisations-Modus: ESI+ (Elektorspray ionisation -> positively charged)
Kapillarspannung (kV): 33
Retentions-Fenster (min): Start 0 Ende 7.0

Analyt Muttermolekiil Tochtermolkill Messzeit Spannung Kollisionsenergie

(sec.) (V) (eV)

2-Aminofluoren 182,1 164,0 0,2 32 22
N-OH-Aminofluoren 198,0 152,9 0,2 33 24
N-Acetyl-Aminofluoren 2240 182,1 0,2 34 22

Abb. 9 : Messparameter zur MS-Analyse von 2-Aminofluoren-Metaboliten.
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10. Toxikologische Methoden

10.1 MTT-Test zur Erfassung cytotoxischer Effekte

Der MTT-Test wurde zur Messung der Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen in
lebenden V79-Zellen angewendet. Das Testprinzip beruht darauf, dass das schwach gelbe 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium Bromid (MTT) in Zellen eindringt, der
Tetrazoliumring durch Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien aufgebrochen wird und
schliesslich das alkohollosliche dunkelblaue Formazan entsteht, welches
spektralphotometrisch bei einer Wellenldnge von 570 nm nachgewiesen werden kann.

Zur Messung der Cytotoxizitdt von 2-Aminofluoren wurden in der vorliegenden Arbeit
jeweils 30.000 V79-Zellen pro einzelne Kavitit einer 96-Loch-Mikrotiterplatte in 100 pl
DMEM-Komplettmedium ausgesdt und 24 h bebriitet. Nach dem Absaugen des alten
Mediums wurden die Zellen in vier Parallelansédtzen mit 9 verschiedenen Konzentrationen des
2-Aminofluoren in 100 ul DMEM (1, 10, 100 nM; 1, 3, 5, 10, 20, 100 uM) 24 h inkubiert.
Die finale DMSO-Konzentration betrug in sédmtlichen Inkubationsansitzen 1 %. Als
Positivkontrolle diente NaF, welches in einer finalen Konzentration von 0,1 mg/ml eingesetzt
wurde. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit 1 % DMSO inkubiert. Nach Abschluss
der Inkubation erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der verschiedenen Inkubationsansitze
auf mogliche Prézipitatbildungen bei 200-facher Vergrosserung. Anschliessend wurde das
Inkubationsmedium unter wiederholtem Abschlagen aus den 96-Loch-Mikrotiterplatten
moglichst weitgehend entfernt, mit PBS gewaschen und 100 pl MTT-Losung in jede
Einzelkavitit pipettiert. Nach cirka 3-stiindiger Inkubationsdauer bei 37°C und 7% CO,
wurde die liberstindige MTT-Losung wie eben beschrieben abgeschlagen, pro Kavitit 100 pl
Extraktions-Puffer (10 % SDS, w/v, 74,5 % H,0 v/v, 25 % N,N-Dimethylformamid, v/v und
0,5 % Eisessig, v/v) auf die Zellen gegeben. Die durch SDS eingeleitete Lyse der Zellen
fiihrte zur Freisetzung des durch metabolische Umsetzung gebildete Formazan. Schliesslich
erfolgte wie oben Dbereits erwidhnt, die spektralphotometrische Vermessung der
Formazanlésung bei 570 nm mittels Multiscan Ascent.

Fir die pro 2-Aminofluoren-Konzentration erhaltenen = ODs;p-Werten, wurden deren
Mittelwerte, Standardabweichungen und Standardfehler bestimmt. Eine Normierung aller
ODs7o-Werte erfolgte iiber die Ermittlung des prozentualen Anteils der Mittelwerte der
2-Aminofluoren-Inkubationen, im  Verhéltnis zu denjenigen der mitgefiihrten

Negativkontrollen.
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10.2 HPRT-Test zur Erfassung genotoxischer Effekte

Der HPRT-Locus reprasentiert eine Genregion, die einer besonders erhdhten
Mutationsfrequenz unterliegt. Aus diesem Grund wird der HPRT-
(Hypoxanthinguaninphosphoribosyltransferase)-Test zur Feststellung chemisch induzierter
Genmutationen angewendet und ist zum Nachweis von Basenpaarmutationen,
Frameshiftmutationen und kleineren Deletionen geeignet. Fiir jede Konzentration des
2-Aminofluoren (0,5, 2, 8 uM) wurden zwei Gewebekulturschalen mit 600.000 Zellen in
DMEM angesetzt. Als Positiv-Kontrolle wurde DMBA (5pg/ml) mit 1,2 ml S9-Mix, 10,4 ml
PBS-HEPES und 0,4 ml Kofaktorldsung in parentalen V79-Zellen inkubiert. Mit 1% DMSO
in Komplettmedium inkubierte V79-Zellen dienten als Negativ-Kontrolle. Bei der Festlegung
des Konzentrationsbereiches des zu testenden 2-Aminofluoren war zu beachten, dass bis zu
der hochsten Konzentration keine signifikanten Cytotoxizitdten auftreten sollten. Folglich
wurden auf der Basis des zuvor durchgefiihrten MTT-Tests 8 uM 2-Aminofluoren als hochste
Konzentration festgesetzt, da alle hier getesteten V79-Zellen noch mindestens 80 % Vitalitét
aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Nach 24 h Inkubation wurde das 2-Aminofluoren in den
oben angefiihrten Konzentrationen auf die Platten gegeben und nach 3 h zusammen mit dem
Komplettmedium abgesaugt. Darauthin wurden die Platten mit PBS gespiilt und 48 h
bebriitet. Danach erfolgte eine Zellzahlbestimmung, woraufhin pro Ansatz 1,25 x 10° Zellen
weiterkultiviert wurden. Zur Selektion der Mutanten wurden die Zellen nach 72 h nochmals
ausgezdhlt, pro Ansatz drei Platten mit 400.000 Zellen beimpft und in Thioguanin-haltigem
Medium weiter kultiviert. Parallel wurden pro Ansatz weitere drei 90 mm
Gewebekulturschalen zur Kontrolle der Plating Efficiency mit 250 Zellen in 12 ml Komplett-
Medium beschickt. Sobald die Zellkolonien auf den Plating Efficiency- bzw.
Selektionsplatten eine Grosse von ca. 0,2- 2 mm im Durchmesser erreicht hatten, wurden
diese fixiert, gefarbt und ausgezéhlt. Die Fixierung der Zellkolonien erfolgte nachdem das
Medium entfernt wurde, iiber Spiilung der Gewebekulturschalen mit 0,9 %iger NaCl-Losung
und darauf folgender 10miniitiger Inkubation mit Methanol. Anschliessend wurden die so
behandelten Zellen mit Giemsa-Losung gefarbt, mit Leitungswasser gespiilt und
luftgetrocknet. Die Auszdhlung der Zellkolonien erfolgte entweder per Hand oder mittels
eines automatischen Kolonienzdhlgerites. Bei weniger als 25 Kolonien wurde per Hand
ausgezihlt. Bei mehr als 25 Kolonien und einem optisch einwandfreien Zustand der Platten
erfolgte die Auszdhlung mit Hilfe des automatischen Kolonienzdhlgerites. Zur Bestimmung

der Mutantenhdufigkeit pro 10° Zellen wurden zunichst die Mittelwerte aus den
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Kolonienzahlen der Selektionsplatten berechnet und die so ermittelte Anzahl an Mutanten mit
dem entsprechendem Korrekturfaktor aus den Plating Efficiency-Platten multipliziert.
Anschliessend wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen aus den beiden
voneinander unabhidngigen Ansitzen fiir die jeweilige Konzentration des eingesetzten

2-Aminofluorens ermittelt.

PBS-HEPES :

Losung I:

9,52 g HEPES

auf 1000 ml PBS 16sen 5BIS-HEPE§ . beLSfeht s J'; i

o . olumenanteil Losung I. un

(I),(;s6usn§ gélClz x H,O Volumenanteil Losung II. die.erst

+’ 02 o MeCl x 6 H,O kurz vor Gebrauch gemlscht
= 8 MEL X O Hy werden, da es sonst zu Ausfillungen

auf 1000 ml PBS

kommen kann

Kofaktorlosung :

Kofaktorlosung in 1 ml gekiihltem
67,0 mg Glucose-6-Phosphat-Na, x 2 H,0 8 . 8
22,9 mg NADP-Na, x 4 H,0 PBS-HEPES-Puffer losen und auf pH

4 (mit 0,1 M H .01 M
23,6 mg NADH-Na, x 3 H,0 74 (mit 0,1 M NaOH, bzw. 0

HCI) einstellen, anschliessend
10,1 mg NADPH-Na, x 4 HO sterilfiltrieren.  Erst kurz  vor

Gebrauch herstellen und auf Eis
lagern.

Thioguanin-Lésung :

250 mg 6-Thioguanin
250 mg 6-Thioguanin werden in 50 ml
aqua dest., welches mit 1 ml 0,5 M
NaOH-Losung versetzt wurde, gelost
und sterilfiltriert.

Thioguanin-haltiges Medium :

700 pl Thioguanin-Lésung Auf 500 ml Komplett-Medium werden
700 pl sterile Thioguanin-Lésung (s.o0.)
gegeben.

Abb. 10 : Herstellung von Ldosungen fiir den HPRT-Test.
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III.Ergebnisse

1. Konstruktion der Zelllinien und Auswahl reprisentativer Klone

Zur Stabilen Transfektion von V79 Chinesischen Hamsterzellen wurde in der Vergangenheit
hdufig der Expressionsvektor pSV450 eingesetzt. Da dieser Vektor allerdings kein
Resistenzgen enthilt, musste bei der Konstruktion von neuen Zelllinien stets mit einem
Resistenzvektor kotransfiziert werden, um ecine anschlieBende Selektion mit dem
entsprechenden Antibiotikum zu ermoglichen. Mit dem Ziel eine derartige Kotransfektion zu
vermeiden, welche die damit verbundenen Nachteile eines erhdhten Risikos fiir Mutationen
und einer verringerten Transfektionseffizienz implizieren wiirde, fiel die Entscheidung auf ein

Vektorsystem, welches folgenden Anforderungen geniigen sollte :

1. Integrierte Expression von Resistenzgen und Gene of Interest auf einem Vektor

2. Sequenzielle Selektion mit Hilfe zweier unterschiedlicher Antibiotika

Demzufolge wurde zur Konstruktion der hCYP1A2 und hNAT2 exprimierenden V79-
Zelllinien ein Vektorsystem von Invitrogen (pcDNA 3.1(+)) gewihlt. Dieses System,
bestehend aus 2 Shuttle-Expressionsvektoren, ermdglicht eine integrierte Expression von
Resistenzgen und Gene of Interest und unterscheidet sich lediglich hinsichtlich der
Resistenzmarker Neomycin (pcDNA 3.1 Neo (+)) und Hygromycin (pcDNA 3.1 Hygro (+)),
wodurch eine Selektion auf koexprimierende Zellen ermoglicht wird. Abb. 11 gibt einen
schematischen Uberblick iiber die Transfektionsstrategie und fasst die neu konstruierten

Zelllinien zusammen :
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V79MZparental
pcDNA3.1Hygro(+) pcDNA3.1Neo(+)
Selektion mit Selektion mit
Hygromycin Neomycin
V7I9MZhNAT2*4 VIIMZhCYP1A2
. +
Kontroll V79MZhNAT2*5B pcDNA3.1Hygro(+)
Zelllinien VIOMZhNAT2*6A Selektion mit
Neomycin und
VIOIMZhNAT2*13 Hygromycin
VI9IMZhCYP1A2/hNAT2*4
.. VI9IMZhCYP1A2/hNAT2*5B
Koexprimierende
Zelllinien

VIIMZhCYP1A2/hNAT2*6A

VIOMZhCYP1A2/hNAT2*13

Abb. 11 : Schematische Darstellung der Transfektionsstrategie und Ubersicht der konstruierten
Zelllinien

1.1 Kontroll Zelllinien : VI9IMZhCYP1A2 und hNAT2*4, *5B, *6A und *13

Um bewerten zu konnen, ob die zu beobachtenden biologischen Effekte auf die Koexpression
von hNAT2 und hCYP1A2 zuriickzufiihren sind, mussten zuniachst Kontroll Zelllinien fiir die

jeweiligen Enzyme konstruiert werden (Abb. 11).

pcDNA3.1Neo(+)hCYP1A2-Konstrukt

Da die ¢cDNA des 1570 bp langen hCYP1A2-Gens nicht als Vekotor-Konstrukt vorlag,
musste diese in einem ersten Schritt liber PCR an genomischer DNA aus hCYP1A2
iiberexprimierenden V79MZ-Zellen generiert werden. Zundchst war es allerdings nicht
moglich, das aus der PCR erhaltene hCYP1A2-Amplifikat in pcDNA3.1Neo(+) zu klonieren.

Deswegen war ein Zwischen-Klonierungsschritt erforderlich. Diesbeziiglich wurde als
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Methode die sogenannte TOPO TA-Klonierung von Invitrogen gewdihlt. Anstatt der sonst
iiblichen Ligase-Reaktion wurde ein mit Topoisomerase I aktivierter T-Vektor verwendet, in
welchen die mit Tag-Polymerase amplifizierte und A-Uberhang versehene hCYP1A2-cDNA
zwischenkloniert werden konnte (Abb. 12 a und b).

Abb. 12 a : Prinzip der TOPO TA-Klonierung am
Beispiel des hCYP1A2. In einem ersten Schritt bindet
Topoisomerase 1 spezifisch an doppelstringige
Vektor-DNA. Darauthin wird die
Phosphodiesterbindung nach einer 5-CCCTT-
Sequenz gespalten und die freiwerdende Energie in
Form einer kovalenten Bindung zwischen der 3'-
Phosphat-Gruppe der DNA und dem Tyrosylrest der
Topoisomerase konserviert. Nach vorangegangener
= Produktion eines einzelnen Desoxyadenosin-
TTeOD Uberhanges an dem 3’-Ende des PCR-Produktes
durch die Taq-Polymerase, erfolgt eine gegenseitige

| Anlagerung von A und T-Uberhingen. SchlieBlich
greift die 5"-OH-Gruppe des Amplifikats nukleophil

Ghj an das Phosphoratom an und setzt dadurch
Topoisomerase 1 wieder frei Verindert nach
(Shuman, 1994).

(]
]

CCCTT
= hCYPLA2

S
"o

EARGEG

Stop

TGAGCA

Abb. 12 b : Detailansicht der Insertionsumgebung der hCYP1A2-cDNA in pCR2.1-TOPO.
Angegeben sind prominente Restriktionsregionen, die zur optimalen Translation erforderliche
Kozak-Sequenz, sowie die Positionen der T- und A-Uberhinge von Vektor und Insert (blau). Das
Startcodon ist griin, das Stopcodon rot markiert. Die Strukturen der Lac- und T7-Promotoren sind
lediglich schematisch dargestellt und kennzeichnen Lage und Orientierung des Inserts.
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Um zudem eine optimale Translation der heterologen mRNA zu gewéhrleisten, wurde im
Rahmen der oben erwdhnten PCR mittels speziell konstruierter Primer unmittelbar vor dem

Startcodon die sogenannte Kozak-Sequenz (Kozak, 1987; Kozak, 1990) in die hCYP1A2-

cDNA eingefiigt (Abb. 12 b).

HindIII
lacZa™ |

a. pUC-Origin
hCYP1A2-
cDNA
pCR2.1TOPO
hCYP1A2
Ampicillin 5474 bps
Resistenzgen Xhol
"lacZa
F1-Promotor
HindIII
b CMV-Promotor i
/ hCYP1A2-
Sspl. cDNA
Ampicillin
Resistenzgen
..Xhol
peDNA3.1Neo(+) S
-Signal
hCYP1A2 P
7020 bps
V4 SV40-Promotor
SV40-pA Neomycin
C. Signal Resistenzgen
.HindIIl Xhol
] I- B
BGH pA-Signal SV40 pA-Signal
¢ ) S —) E—) —
'Ampicillin -~ CMV- hCYP1A2- SV40-  Neomycin 'Ampicillin
Resistenzgen Promotor cDNA Promotor Resistenzgen Resistenzgen
7020 bps

Abbildung 13 : Konstruktion von pCDNA3.1Neo(+)hCYP1A2.

a. Zwischenklonierung der hCYP1A2-cDNA in den durch Topoisomerase aktivierten Vektor
pCR2.1TOPO b. Umklonierung der hCYP1A2-cDNA in einen mit Hind III und Xho I geschnittenen
pcDNA3.1Neo(+)-Vektor c. Linearisierung des pcDNA3.1Neo(+)hCYP1A2-Konstruktes mittels Ssp

I-Restriktionsverdau
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Im Anschluss an die TOPO-TA-Klonierung erfolgte die Umklonierung der hCYP1A2-cDNA
in pcDNA3.1Neo(+). Dazu wurden sowohl das pCR2.1TOPOhCYP1A2-Konstrukt als auch
pcDNA3.1Neo(+) mit Hind III und Xho I geschnitten und das freigesetzte Insert in den
Zielvektor ligiert (Abb 13 a + b). Zur Transfektion wurde das pcDNA3.1(+)hCYP1A2-
Konstrukt schlieBlich mit Ssp I im Ampicillin Resistenzgen linearisiert (Abb. 13 c).

pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2-Konstrukte :

pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*4-Konstrukt

Die mit tiberhdngenden Erkennungssequenzen fiir Hind III und Xho I versehene cDNA von

hNAT2*4 wurde mittels PCR an humaner genomischer DNA gewonnen. Der Donor

derselben war homozygot fiir ANAT2*4.

hNAT2
cDNA
pcDNA3.1Hygro(+)
6443 bps
BGH pA
Signal
SV 40
Hygromycin B Promotor
Resistenzgen
b‘ ¢
.HindIII Xhol
i - -
T7 BGH pA SV 40 pA
Signal Signal
) EE—) ) ee— C——
CMV hNAT2 SV 40 Hygromycin B Ampicillin
Promotor  ¢DNA Promotor Resistenzgen Resistenzgen

Abb. 14 : Konstruktion von pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2%4

a. Ligation von hNAT2*4 in einen mit HindIII und Xhol geschnittenen pcDNA3.1Hygro(+)-Vektor

b. Ssp I-Linearisierung von pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*4
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Das hieraus erhaltene Amplifikat wurde direkt in den mit Hind III und Xho I geschnittenen
pcDNA3.1Hygro(+)-Vektor ligiert (Abb. 14 a) und zur Transfektion von V79-Zellen mit
Ssp I linearisiert (Abb. 14 b).

pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*5B, *6A, *13-Konstrukte

Die iibrigen pcDNA3.1Hygro(+)-Konstrukte hNAT2*5B, *6A, und *13 wurden iiber Site-
Directed Mutagenesis an dem pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*4-Konstrukt gewonnen (Abb. 15).
Dazu wurden iiber modifizierte Primer die entsprechenden Punktmutationen wéhrend der
PCR eingefiihrt und das mutierte Konstrukt zur Ligation und weiteren Amplifikation in F.
coli transformiert. Die so erhaltenen Konstrukte wurden ebenfalls mittels Ssp I linearisiert

und zur Transfektion von V79-Zellen verwendet.

Nukleotid-Austausch/ Position (bp)

v v v v v

282 341 481 590 803
C-->T T->C C-—>T G-—>A A->G

hNAT2-cDNA

hNAT2*4 —

(Wildtyp)
341 481 803
T->C ¢ C->T ¢ A->G ¢
N A T 25 |

1
0 bp 870

Abb. 15 : Site-Directed Mutagenesis an pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2*4-Konstrukt

Dargestellt sind die ausgehend von der 870 bp langen hNAT2*4-cDNA eingefiigten
allelspezifischen =~ Mutationen, die bei den verschiedenen Allelen auftretenden
Nucleotidaustausche, sowie deren relative Lage auf der hNAT2-¢cDNA
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1.2 Koexprimierende Zelllinien : VIOMZhCYP1A2/hNAT2*4, *5B, *6A, *13

Zur Herstellung der koexprimierenden Zelllinien konnte auf die bereits fiir die Kontroll-

Zelllinien angefertigten Konstrukte zuriickgegriffen werden.

2. Transfektion und Auswahl positiver Klone

Die rekombinanten Zelllinien wurden gemdll den Transfektionsansitzen T1-T9 (Tab. 10)
generiert. Gegeniiber den frither mit pSV450-Vektoren durchgefiihrten Transfektionen konnte
unter Verwendung der pcDNA3.1(+)-Vektoren die Menge an eingesetzter DNA um Faktor 10
von 30 auf 3 pg je Ansatz reduziert werden. Dies hat den Vorteil, dass die Wahrscheinlichkeit
der transfektionsbedingter chromosomaler Schiadigungen minimiert wird. Bei den so
durchgefiihrten Transfektionen lag die Klonausbeute zwischen 40 bis 50 Klonen. Dabei waren
bei cirtka 2 % der transgenen Klone mikroskopisch wahrnehmbare Verdnderungen der
Morphologie und/oder Wachstumsanomalien festzustellen. Diese Klone wurden von allen
weiteren Charakterisierungen ausgeschlossen und verworfen.

Die Klonalitdt und Stabilitit der restlichen Klone wurde durch Subklonieren und Passagieren
der neuen Zelllinien, sowie durch /n situ-Immunfluoreszenz und wiederholte Bestimmung der

enzymatischen Aktivitét sichergestellt.

Transfektion mit dem Vektor pcDNA3.1Neo(+)hCYP1A2

Um zunidchst die Kontrollzelllinie V79MZhCYP1A2 zu generieren, wurden parentale
V79MZ-Zellen mit dem pcDNA 3.1Neo(+)hCYP1A2-Konstrukt transfiziert, mit 1 mg/ml
Geneticin 418 selektiert, lichtmikroskopisch auf morphologische Integritit hin {iberpriift,
sowie mittels In situ-Immunfluoreszenz ihre Klonalitdt verifiziert. Darauthin wurden
fluorometrisch Enzymaktivititen gemessen und das mittlere Expressionsniveau bestimmt.
Auf der Basis dessen wurden Klone ausgewéhlt deren Aktivititen am nichsten an bei diesem
Mittelwert lagen. Nach Subklonierung und wiederholter Enzymaktivitdtsmessung fiel die
Entscheidung auf Klon 14 der V79MZhCYP1A2-Klone, welcher fiir die weiteren
Transfektionen mit den polymorphen Formen von hNAT2 verwendet werden konnte (T6-T9;

Tab. 10).
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Ansatz Zelllinie Heterologe Resistenz  Expressions-
Expression Vektoren
Tl VI9MZhNAT2*4 hNAT2*4 Hyg B pcDNA3.1Hygro(+)
T2  V79MZhNAT2*5B hNAT2*5B Hyg B pcDNA3.1Hygro(+)
T3  V79MZhNAT2*6A hNAT2*6A Hyg B pcDNA3.1Hygro(+)
T4  V79MZhNAT2*13 hNAT2*13 Hyg B pcDNA3.1Hygro(+)
TS V79MZhCYP1A2 hCYP1A2 G418 pcDNA3.1 Neo (+)
T6 V7IMZhCYP1A2hNAT2*4 hCYP1A2hNAT2*4 G418 & pcDNA3.1 Neo (+)
Hyg B pcDNA3.1Hygro (+)
T7 V79MZhCYP1A2hNAT2*5B hCYP1A2hNAT2*5B G418 & pcDNA3.1 Neo (+)
Hyg B pcDNA3.1Hygro (+)
T8 V79MZhCYP1A2hNAT2*6A h hCYPIA2NAT2*6A G418 & pcDNA3.1 Neo (+)
Hyg B pcDNA3.1Hygro (+)
T9 V7OMZhCYP1A2hNAT2*13 hCYP1A2hNAT2*13 G418 & pcDNA3.1 Neo (+)
Hyg B pcDNA3.1Hygro (+)

Tab. 10 : Ubersicht iiber die Transfektionsansitze T1-T9. Zur Transfektion wurden jeweils 3 pg des
linearisierten Konstruktes eingesetzt. Die Selektion wurde fiir die hNAT2-Zelllinien mit Hygromycin
(04 mg/ml) und im Falle der hCYP1A2-Zelllinie mit Neomycin (1 mg/ml) durchgefiihrt. Die
koexprimierenden Zelllinien wurden simultan mit beiden Resistenz-Antibiotika selektioniert.



II1. Ergebnisse Seite 62

Transfektion mit dem Vektor pcDNA3.1Hygro(+)hNAT2

Zur Herstellung der hNAT2 exprimierenden Zelllinien musste auf eine vorhergehende
Klonalitétsiiberpriifung mittels /n situ-Immunfluoreszenz verzichtet werden, da hierfiir kein
geeigneter AntikOrper zur Verfiigung stand. Deswegen wurden alle nach der Transfektion mit
pcDNA 3.1Hygro(+)hNAT2-Konstrukten erhaltenen Klone nach vorausgegangener Selektion
mit 0,4 mg/ml Hygromycin und lichtmikroskopischer Verifikation ihrer morphologischen
Integritit, einem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten HPLC/UV-Screening auf
Enzymaktivitit unterzogen und das mittlere Aktivititsniveau der transgenen hNAT2-Klone
bestimmt. Abb. 16 zeigt ein typisches Chromatogramm eines Inkubationsansatzes am Beispiel

von V79MZhNAT2*4 bei der Umsetzung von 2-Aminofluoren zu N-Acetylaminofluoren.

Acetyl-CoA

Absorption (mAU)

Zur Berechnung der hNAT2-Aktivitit wurde jeweils die integrierte Fliche der relativen
Absorptionseinheiten des N-Acetylaminofluorens-Peaks mit den entsprechenden Werten aus
der N-Acetyl-Aminofluoren-Eichgerade korreliert und so die Menge an gebildetem
N-Acetylaminofluoren bestimmt. Um die verschiedenen Allele der hNAT2 untereinander
vergleichen zu konnen, war es vorab erforderlich, beziliglich der Klonauswahl
Akzeptanzkriterien festzulegen. Somit wurden fiir die anschlieBende Subklonierung nur
diejenigen Klone akzeptiert, deren Aktivitdten innerhalb einer Schwankungsbreite von + 10 %

lagen (Abb. 17).
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Abb. 17 : HPLC-UV-Screening auf hNAT2-Aktivitit anhand der N-Acetylierung von 2-Aminofluoren
und Auswahl reprisentativer Klone. Dargestellt ist die Verteilung von hNAT2-Aktivititen am
Beispiel von VI9IMZhNAT2*5B (a.) und V79MZhNAT2*13-Klonen (b.) iiber einen bestimmten UV-
Absorptionsbereich. Durch Festlegung eines standardisierten Auswahlverfahrens wurden im Falle
von VI9MZhNAT2*5B 6 reprisentative Klone und fiir V79MZhNAT2*13 5 Klone erhalten (offene
blaue Rauten), welche Aktivititen innerhalb einer Schwankungsbreite von + 10 % um das mittlere
Aktivititsniveau aufwiesen. Die geschlossenen roten Rauten kennzeichnen Klone welche von der
Mittelwertsbildung ausgeschlossen wurden, da ihre Aktivititen unter der zuvor festgelegten
Ausschlussgrenze lagen. Gezeigt sind die Werte aus Einzelmessungen.

Nach der Subklonierung und wiederholter Enzymaktivitdtsbestimmung wurde jeweils ein
homogener Klon der entsprechenden Kontroll-Zelllinie V79MZhNAT2 ausgewihlt. Die
Festlegung auf jeweils einen homogenen Klon der koexprimierenden Zelllinien
VIOMZhCYP1A2/hNAT2 orientierte sich an dem Aktivititswert der korrespondierenden
Kontroll-Zelllinie. Schlieflich wurde fiir den betreffenden Klon die Enzymaktivitit von
hCYP1A2 erneut bestimmt, um eine mogliche Inaktivierung dieses Enzyms infolge der

nachgeschalteten hNAT2-Transfektion auszuschlieen.
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3. Charakterisierung der neuen Zelllinien

3.1 Nachweis der genomisch integrierten cDNAs

Zum Nachweis der genomischen Integration der transfizierten cDNAs wurde zunichst aus
den rekombinanten Zelllinien und Kontroll-Zelllinien genomische DNA isoliert. Darauthin
erfolgte geméss PCR 1 im Falle von hNAT2 der spezifische Nachweis {iber die Amplifikation
eines 907 bp langen Fragments (Abb. 18 a). Die genomische Integration von hCYP1A2
wurde iiber ein 1570 bp langes Fragment nachgewiesen (Abb. 18 b).

a. hANAT2 b. hCYP1A2

Fragment
(bp)

5000
4000,

3000E
2500 0=
2000 —
1500 —
1000

800

600

400—
300—
200—

Abb. 18 : PCR-Nachweis der Integration der polymorphen hNAT2 und hCYP1A2-cDNAs in das
V7IMZ-Genom. a. Amplifikation eines 907 bp langen Fragmentes (hNAT2) mittels Primern 01 und 02.
Zur Kontrolle der Identitit der Amplifikate wurde das Vektorkonstrukt pcDNA3.1Hygro(+)/hNAT2*4
eingesetzt b. Amplifikation eines 1570 bp langen Fragmentes (hCYP1A2) mittels Primern 03 und 04.
Zur Kontrolle der Identitit der Amplifikate wurde das Vektorkonstrukt pcDNA3.1Neo(+)/hCYP1A2 in
den PCR-Ansatz miteinbezogen.
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3.2 Expressionsnachweis auf mRNA-Ebene : RT-PCR

Die Expression der stabil ins V79-Zellgenom integrierten cDNAs wurde mittels RT-PCR
verifiziert. Der gelelektrophoretische Nachweis der hCYP1A2-mRNA erfolgte iiber ein
461 bp langes Fragment (Abb. 19 a), wihrend die mRNA der polymorphen hNAT2-Formen
iiber ein Fragment von 631 bp Linge nachgewiesen wurden (Abb. 19 b).

a. hNAT2 b. hCYP1A2

Fragment

(bp)

5000
4000

3000

2500
2000
1500

1000
800
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Abb. 19 : RT-PCR zum Nachweis der mRNA der polymorphen hNAT2-Formen und hCYP1A2.
Amplifikation eines 631 bp langen hNAT2-Fragmentes mittels Primern 01 und 02. Zur Kontrolle der
Identitit der Amplifikate wurde das Vektorkonstrukt pcDNA3.1Hygro(+)/hNAT2%4 eingesetzt (a.).
Amplifikation eines 461 bp langen hCYP1A2-Fragmentes mittels Primern 03 und 04. Zur Kontrolle
der Identitit der Amplifikate wurde das Vektorkonstrukt pcDNA3.1Neo(+)/hCYP1A2 in den PCR-
Ansatz miteinbezogen (b.).
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3.3 In situ-Immunfluoreszenz

Nachdem gemadss Kap. 3.2 die durchschnittliche hCYP1A2-Aktivitidt bestimmt wurde und die
Homogenitdt der Klone {iber Subklonierung sowie erneute Aktivititsbestimmung
sichergestellt werden konnte, erfolgte eine zusétzliche Charakterisierung mittels In situ-
Immunfluoreszenz. Nach Inkubation mit einem polyklonalem Antiserum gegen hCYP1A2
konnte das Enzym  iber  einen  FITC-konjugierten = AntikSrper durch
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen dargestellt werden (Abb. 20).

a. b. C.

Abb. 20 : In situ-Immunfluoreszenz. Parentale VI9MZ Zellen (a.). Rekombinante VI9MZhCYP1A2
Zellen (b.) Kontroll-Mischung von parentalen V79MZ und rekombinanten VIOMZhCYP1A2 Zellen

(c.).



II1. Ergebnisse Seite 67

4. Biokatalytische Validierung

Zum Nachweis der Funktionalitit der heterolog exprimierten Enzyme und Validierung der
neuen Zelllinien war die Durchfiihrung und Etablierung verschiedener biokatalytischer

Assays erforderlich.

4.1 7-Ethoxyresorufin O-Deethylierung (EROD)

Um die Funktionalitit des heterolog exprimierten hCYP1A2 nachzuweisen, wurde dessen
hCYP1A-spezifische Ethoxyresorufin-O-deethylase-Aktivitit bestimmt. Zur Uberpriifung der
physiologischen Relevanz erfolgte ein Vergleich mit gepoolten humanen Lebermikrosomen.
Zudem wurden mit hCYP1A2 Bacculovirus transfizierte Insektenzellen-Mikrosomen in diese
Testreihe miteinbezogen, um einen direkten Vergleich mit einem weiteren heterologen
Expressionssystem aufstellen zu konnen. Der EROD-Test basiert auf einer
enzymbkatalysierten Dealkylierung von Ethoxyresorufin zum fluoreszierenden Resorufin (vgl.
Kap. II., 9.1 Abb. 7). Substrat und Metabolit besitzen unterschiedliche Absorptionsmaxima.
Daher konnte das Resorufin ohne vorhergehende Aufreinigung im Reaktionsansatz
fluorometrisch vermessen werden. Da Reduktaseaktivititen im Zellhomogenat die
Fluoreszenzwerte deutlich verringern kdnnen, wurde Dicumarol als Schutzreagenz eingesetzt.
Die Verbindung inhibiert spezifisch die Chinon-Oxidoreduktase (DT-Diaphorase) und
unterdriickt damit die Umsetzung des Resorufin zu einer nicht-fluoreszenten Hydrochinon-

Spezies (Lubet et al., 1985; Mian et al., 1991).

Vmax KM

pmol Resorufin/mg/min uM
V79MZhCYP1A2 1,10 £ 0,03 5,90 + 0,71
Humane Hepatozyten 4,10 £ 0,14 3,10 £ 0,53
Supersomen hCYP1A2 59,50 £+ 1,65 1,84 + 0,25

Tab. 11 : Kinetische Parameter der Ethoxyresorufin-O-Deethylierung (EROD). Angegeben sind die
aus einer nicht linearen Regression gemiss Michaelis-Menten-Kinetik ermittelte V,,,, und Ky-Werte.
Die aus dem Berechnungsmodus resultierenden Unsicherheiten sind mit ,, = angegeben. Den Werten
humaner Lebermikrosomen und Supersomen liegen 2 voneinander unabhingige Messungen
zugrunde. Fiir VI9MZhCYP1A2 wurden 3 voneinander unabhingige Messungen durchgefiihrt.Als
Negativkontrolle dienten parentale V79MZ-Zellen. Abkiirzungen : V., : Maximale
Reaktionsgeschwindigkeit bei Substratsiittigung des Enzyms. Ky, : Michaelis-Menten-Konstante.
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Die Bildung von Resorufin war bei einer Substratkonzentration von 2 uM, 37 °C und
0,5 mg/ml eingesetztem Gesamtprotein iiber eine Inkubationsdauer von 30 min linear. Bei der
Inkubation mit hCYP1A2-Supersomen musste die Konzentration an Gesamtprotein aufgrund
der deutlich hoheren Aktivitdt auf 0,05 mg/ml reduziert werden. Als Negativkontrolle dienten
parentale V79MZ-Zellen. Aufgrund der Erkenntnisse aus fritheren Untersuchungen wurde nur
das Homogenat von Zellen entnommen, die nicht ldnger als 5 Tage unter Inkubation standen.
Da iiberwachsene Kulturen mit einer Dichte von 100 % und mehr bis zu 50 % herabgesetzte
Enzymaktivitidten aufwiesen, erfolgte das Pelletieren ausschliesslich bei Konfluenzen von 85
—90 %. Zum Aufschluss der Zellen wurden die resuspendierten Pellets in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und anschliessend bei —80°C 1-2 Wochen gelagert. Die Uberpriifung der
Enzymaktivitdt nach einer Lagerungsdauer von 2 Wochen ergab, verglichen mit unmittelbar
nach der Priparation durchgefiihrten Aktivititsbestimmungen, keine signifikanten
Unterschiede.

Gemessen an Vi, ist aus den so durchgefiihrten Untersuchungen ersichtlich, dass die EROD-
Aktivitdt der VIOMZhCYP1A2-Zelllinie mit 3 pmol/mg/min Differenz wesentlich niher an
den physiologisch relevanten Bedingungen in humanen Lebermikrosomen liegt, als die um
55,4 pmol/mg/min hoheren Werte aus den Inkubationen mit Supersomen (Tab. 11).
Beriicksichtigt man zudem den generell zu erwartenden Anreicherungseffekt der Cytochrom
P450-Aktivtdten bei der Herstellung mikrosomaler Fraktionen aus Zell-Homogenaten, lige
der putative Wert aus V79MZhCYP1A2-Mikrosomen noch deutlicher im physiologischen
Bereich. Verglichen mit Vi, verhalten sich die Ky-Werte gegenldufig, dass heisst, von
rekombinanten V79MZ-Zellen bis hin zu den Supersomen ist ein absteigender Ky-Wert zu
verzeichnen. Je geringer der Ky-Wert, desto hoher ist die Affinitit des Enzyms zu seinem
Substrat. welcher ein direktes Mal} fiir die Affinitdt des hCYP1A2 zu Ethoxyresorufin
darstellt. Die aus den beiden heterologen Expressionssystem ermittelten Ky-Werte liegen in
etwa an dem fiir humane Lebermikrosomen ermittelten Wert. Die hCYP1A2-Enzyme aus den
verschiedenen biologischen Systemen weisen damit vergleichbare Affinititen zum

Ethoxyresorufin auf.
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4.2 N-Acetylierung

Um die Funktionalitit der heterolog exprimierten polymorphen hNAT2 nachzuweisen und
den Wert der hierbei ermittelten Aktivititen zugleich im  wissenschaftlichen
Gesamtzusammenhang einordnen zu konnen, waren umfangreiche Vorarbeiten erforderlich.
Diese bezogen sich einerseits auf die Etablierung einer sensitiven und zugleich robusten
Analytik und andererseits auf die Optimierung von Inkubationsbedingungen sowie
Stabilitdtsuntersuchungen.

Die Wahl der Substrate wurde im Hinblick auf die sich {iberschneidenden Substratspektren
von hNAT1 und hNAT2 getroffen. Zum einen wurde Sulfamethazin als Markersubstrat fiir
hNAT?2 verwendet und zum anderen das Modellkarzinogen 2-Aminofluoren gewahlt, welches
sowohl fiir hANAT]1 als auch fiir ANAT2 ein sehr gutes Substrat darstellt.

Schliesslich sollten die Aussagekraft der ermittelten Aktivititswerte unter Verwendung
entsprechender biologischer Referenzmaterialien auf ihre physiologischen Relevanz hin
tiberpriift werden und damit gleichzeitig die Eignung das verwendeten Expressionssystems

unter Beweis stellen.

Etablierung der Analytik fiir V-Acetyl-Aminofluoren

In einem ersten Schritt wurde die Analytik zur Messung der N-Acetylierung von
2-Aminofluoren entwickelt. Dazu wurde ein HPLC-UV basiertes Verfahren entwickelt,
welches zum sensitiven und spezifischen Nachweis von 2-Aminofluoren geeignet war. Die
optimale Detektionswellenlédnge lag fiir N-Acetylaminofluoren bei 282 nm. Zur Auftrennung
von Substrat und Metabolit tiber eine C-18 Sdule wurde ein Gradient eines Wasser-Methanol-
Acetonitril-Gemisches gefahren. Ndheres hierzu ist aus Kap. II. 9.3, Material und Methoden
ersichtlich.

Das untere Quantifizierungslimit, welches auf eine Peakhohe von 1 mAU festgelegt wurde,
lag fiir ein Injektionsvolumen von 50 pl bei 5 nmol, wenn nur 10 pl injiziert wurden bei 25
nmol N-Acetylaminofluoren. Ein repridsentatives Chromatogramm fiir die Auftrennung und
den Nachweis eines typischen Inkubationsansatzes mit 2-Aminofluoren wurde bereits in

Kap. I11.2 (Abb. 16) gezeigt.
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Etablierung der Analytik fiir NV-Acetyl-Sufamethazin

Um hNAT2-spezifische, mit der Literatur vergleichbare Daten erheben zu kénnen, wurde in
einem zweiten Schritt ein analytisches HPLC-UV-Verfahren zur Bestimmung von N-Acetyl-
Sulfamethazin etabliert. Die Auftrennung des Inkubationsansatzes in Substrat und Metabolit
erfolgte wie bei den Ansdtzen mit 2-Aminofluoren iiber eine C18-Sdule unter Verwendung
eines Wasser-, Methanol-, Acetonitril-Gradienten. Die maximale UV-Absorption des N-
Acetyl-Sulfamethazin lag bei 254 nm. Folglich wurde es bei dieser Wellenlédnge quantifiziert
um eine moglichst hohe Sensitivitit zu erreichen (Abb. 21).

Die Festlegung des Quantifizierungslimits fiir N-Acetyl-Sulfamethazin erfolgte, wie bereits
fiir N-Acetyl-Aminofluoren beschrieben. Bei einer 10 pl-Injektion konnten hierbei noch 6,3

nmol N-Acetylsulfamethazin quantifiziert werden.

SMZ

8007 Acetyl-CoA

600 \

400 4 N-Ac-SMZ

200 J/

t (min)
Abb. 21 : HPLC-UV-Nachweis von N-Acetyl-Sulfamethazin. Der hier gezeigte Inkubationsansatz
mit V79MZhNAT2*4-Zellhomogenat wurde iiber einen Wasser-, Methanol-, Acetonitril-
Gradienten auf einer LC18-Siule von Sulpelcosil™ aufgetrennt und das acetylierte Sulfamethazin
bei einer Retentionszeit von 1,8 min bei 254 nm Wellenléinge bestimmt.

AU

Aufgrund der aus der Literatur ersichtlichen hNAT2-Aktivititen mutierter Allele um circa
100 pmol/mgProtein/min war es zunidchst fraglich, ob die Sensitivitit des HPLC-UV-
Verfahrens ausreichend wére, um fiir jedes Allel enzymkinetische Parameter bestimmen zu
konnen. Durch die im Anschluss gezeigten Daten zur hNAT2-Aktivitit wird diese

Problematik weiter verdeutlicht.
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Optimierung der Inkubationsbedingungen

Aus den bereits angefilhrten Griinden war es von besonderer Bedeutung die
Inkubationsbedingen insbesondere unter dem Aspekt der Sensitivitdtserhdhung zu optimieren.
Dazu mussten zunichst die Verfahrenskenndaten fiir die verschiedenen Inkubationssysteme
ermittelt werden. Fiir humanes Lebercytosol und V79MZ-Zellhomogenate mit einer
Proteinkonzentration von 0,5 mg/ml war die Bildung des Metaboliten bei einer
Substratkonzentration von 200 uM iiber eine Inkubationszeit von 1 h linear. Nach der
Reduzierung der Proteinkonzentration auf 0,01 mg/ml ergaben sich fiir die BIT-Cytosole
dieselben Kenndaten. Unter den angefiihrten Bedingungen wurde bei einer
Substratkonzentration von 400 pM fiir alle verwendeten Systeme der Séttigungsbereich

erreicht.

Untersuchungen zur Stablilitit von hNAT?2

Fiir die Stabilitdit von hNAT2 gehen die aus der Literatur erhaltenen Angaben weit
auseinander und es werden Inaktivierungshalbwertszeiten zwischen 36 Minuten und 61
Stunden aufgefiihrt (Hein et al. 1981; Grant et al. 1990; Grant et al. 1991; Blum ef al. 1991;
Ferguson et al. 1994b). Um zu iiberpriifen, ob diese hohe Schwankungsbreite unter anderem
auf allelspezifische Stabilitdtsunterschiede zuriickzufiihren ist, wurden die in V79MZ-Zellen
exprimierten hNAT2-Allele iiber einen Zeitraum von 4 h auf ihre relative Enzymaktivitit hin
untersucht. Desweiteren war die Untersuchung des Zusammenhangs von Inkubationszeit und
Acetylierung im Hinblick auf die bereits erwéhnte Sensitivititsoptimierung ein wesentlicher
Teil der Fragestellung. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen zweierlei : Zum einen ist liber
einen Inkubationszeitraum von 4 h kein relevanter Aktivitdtsverlust zu verzeichnen, da die
Aktivitdten selbst nach 4 h noch zwischen 60 und 80 % liegen. Der mit cirka 25 % deutliche
Aktivitatsverlust von 0 auf 1 h Vorinkubation ist mit groBer Wahrscheinlichkeit auf die aus
den Standardabweichungen ersichtlichen hohen Messungenauigkeiten zu Beginn der
Versuchsreihe zuriickzufiihren und damit als Artefakt zu werten, zumal auch in der Folge kein
weiterer Aktivititsverlust zu verzeichnen ist. Zum anderen zeichnen sich beim Vergleich der
verschiedenen Allele keine signifikanten Aktivtitsunterschiede ab, so dass man fiir die

festgelegte Inkubationszeit von 1 h von einheitlichen Stabilititsbedingungen ausgehen kann.
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Abb. 22 : Untersuchung der Enzymstabilititen der polymorphen hNAT2. Homogenate der
VTIMZhNAT2*4, *5B, *6A, *13-Zelllinien wurden iiber 1-4 Stunden bei 37°C vorinkubiert. Unter
Zugabe von 400 pnM 2-Aminofluoren wurde daraufhin deren relative Enzymaktivitit iiber 1h im
Vergleich zum Ausgangswert gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
aus 3 unabhingigen Messungen.

4.2.1 N-Acetylierung von Sulfamethazin

Zur Validierung der heterolog exprimierten hNAT2 wurde Sulfamethazin verwendet, da es in
der Vergangenheit bei metabolischen Phinotypisierungstests bisher am héiufigsten zum
Einsatz kam (Evans, 1989). Um die aus den Enzymaktivitdtstests ermittelten
enzymkinetischen Parameter mit Werten aus der Literatur besser vergleichen zu konnen,
wurde der Metabolismus von Sulfamethazin zundchst anhand von biologischem

Referenzmaterial untersucht. Tab. 12 fasst die hieraus erhaltenen Ergebnisse zusammen.

Vmax KM

nmol N-AcSMZ/mg/min uM
Humanes Lebercytosol 0,35+ 0,05 275,51 + 64,84
BTI-Cytosol (hNAT1) 109,78 + 12,88 859,64 + 153,41
BTI-Cytosol (hNAT2) 619,22 + 10,07 210,58 £ 8,99

Tab. 12 : Kinetische Parameter der N-Acetylierung von SMZ ermittelt anhand von biologischem
Referenzmaterial. Angegeben sind die aus einer nicht linearen Regression gemiss Michaelis-Menten-
Kinetik ermittelte V,,,, und Ky-Werte. Die aus dem Berechnungsmodus resultierenden
Unsicherheiten sind mit ,,+“ angegeben. Den Werten liegen jeweils 2 voneinander unabhiingige
Messungen zugrunde. Abkiirzungen : V,,, : Maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei
Substratsittigung des Enzyms. Ky, : Michaelis-Menten-Konstante.
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Der durchschnittliche Vi.x-Wert des gepoolte humanen Lebercytosols stimmt von der
Grossenordnung her sowohl mit den auf den Analysenzertifikaten des Herstellers
angegebenen Werten von durchschnittlich 0,092 gebildeten nmol N-Ac-SMZ pro mg Protein
pro min, als auch mit den in Kap. IV diskutierten Literatur-Werten iiberein. Die im Vergleich
hierzu um den Faktor 300 bis 1800 deutlich hoheren V..-Werte aus Baculovirus-infizierten
Insektenzellen (BTI-Cytosole) sind auf in der Biologie dieses speziellen Systems begriindete
Ursachen zuriickzufiihren und stimmen ansonsten wiederum ungefdhr mit den in den
Analysenzertifikaten angegebenen Werten iiberein. Anhand der gezeigten Ky-Werte ldsst sich
in der Reihenfolge hNAT2 > humanes Lebercytosol > hNATI eine abnehmende Affinitit zu
Sulfamethazin feststellen. Aufgrund der Verwendung von Sulfamethazin als Markersubstrat
fiir hANAT?2 war dieses Ergebnis allerdings bereits a priori zu erwarten.

Im Anschluss an diese Vorversuche erfolgte die Bestimmung enzymkinetischer Parameter fiir
die verschiedenen in V79MZ-Zellen exprimierten hNAT2-Allele. Verglichen mit dem
Wildtyp-Allel hNAT2*4 fiihren bestimmte Aminosdurenaustausche in rekombinanter
humaner NAT2 nach bisherigem Erkenntnisstand zu einer reduzierten Substrataffinitt,
katalytischen Aktivitdt und/oder Proteinstabilitit (Hein et al., 2000). Deswegen sollte der
Einfluss der verschiedenen Nukleotidsubstitutionen auf die katalytischen Aktivititen der

hNAT2-Enzymvarianten geklart werden.

hNAT2*5B (Aminosiuren-Austausche : Ilej;4Thr, Lys,ssArg) und hNAT2*6A (Stille
Mutation C3, T, Aminosauren-Austausch : Arg;97Gln)

Rekombinante hNAT2*5B und hNAT2*6A wiesen im Vergleich zum Wildtyp hNAT2*4
einen um Faktor 6,7 bzw. 7,9 deutlich verringerten V.x-Wert beziiglich der Umsetzung von
Sulfamethazin zu N-Acetylsulfamethazin auf. Gleichzeitig nahmen der fiir hNAT2*5B
ermittelte Ky-Wert um Faktor 1,8 und der fiir ANAT2*6A bestimmte Wert um Faktor 1,6 zu
(Tab 13). Folglich sind die Mutationen Ile;4Thr, LysyesArg und Arg;o7Gln fiir den Verlust an
katalytischer Aktivitit verantwortlich. Dieser Befund stimmt mit den aus der Literatur
ersichtlichen Ergebnissen iiberein, welche besagen, dass das Auftreten der eben genannten

Mutationen mit einem langsamen Acetyliererphdnotyp korreliert ist.

hNAT2*13 (Stille Mutation C,g,T)
Das Allel hANAT2*13, mit der stillen Mutation C,5, T, wurde als interne Kontrolle verwendet,
da es sich beziiglich der enzymkinetischen Parameter nicht vom Wildtyp-Allel unterscheidet

(Hein et al., 1995) und somit eine identische Umsatzrate, sowie einen gleich hohen Ky-Wert
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liefern sollte. Der in Tab. 13 gezeigte Vyax-Wert liegt zwar um Faktor 1,3 hoher als der des
Wildtyp-Alleles hNAT2*4, allerdings ist dieser Wert nicht als signifikanter
Aktivititszuwachs zu bewerten, sondern ist mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit auf

systembedingte Unsicherheiten im Screeningverfahren zuriickzufiihren.

Rekombinante Vmax Kwm
V79MZ-Zellen nmol N-AcSMZ/mg/min uM
hNAT2*4 0,87 + 0,03 142,75 + 13,06
hNAT2*5B 0,13 £ 0,05 255,56 + 25,41
hNAT2*6A 0,11 £ 0,05 221,31 £ 29,19
hNAT2*13 1,14 £ 0,06 163,02 + 24,83

Tab. 13 : Kinetische Parameter der N-Acetylierung von Sulfamethazin aus den rekombinanten
V7IMZ-Zelllinien hNAT2%4, *5SB, *6A, *13. Angegeben sind die aus einer nicht linearen Regression
gemiiss Michaelis-Menten-Kinetik ermittelte V., und Ky-Werte. Die aus dem Berechnungsmodus
resultierenden Unsicherheiten sind mit ,,.+“ angegeben. Den Werten liegen jeweils 3 voneinander
unabhiingige Messungen zugrunde. Abkiirzungen : V,,,, : Maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei

Substratsittigung des Enzyms. K, : Michaelis-Menten-Konstante.

Vergleicht man die aus den rekombinanten V79MZ-Zellen erhaltenen V,,-Werte mit dem
Vimax-Wert des zu 98 % aus Kaukasiern gepooltem Lebercytosols erkennt man, dass dieser
zwischen den Paar-Werten von hNAT2*4/hNAT2*13 und hNAT2*5B/hNAT2*6A liegt.
Unter der Annahme eines etwa gleichen zahlenmissigen Verhéltnisses zwischen schnellen
und langsamen Acetylierern in der kaukasischen Bevolkerung erscheint dieses Ergebnis
plausibel. Der Ky-Wert des gepoolten Lebercytols befindet sich zwar nicht zwischen
denjenigen der rekombinanten N-Acetyltransferasen, dennoch weist auch er nédherungsweise

dieselbe Grossenordnung auf.

4.2.2 N-Acetylierung von 2-Aminofluoren

Bei 2-Aminofluoren handelt es sich um ein Arylamin, welches dhnlich wie Sulfamethazin
polymorph acetyliert wird. Allerdings ist die hNAT2-Spezifitdt des 2-Aminofluoren geringer,
da es auch ein sehr gutes Substrat fir hNAT1 darstellt. Unabhidngig davon gibt es zur
genotoxikologische Relevanz von 2-Aminofluoren sehr viele Untersuchungen, welche sich in
diesem Zusammenhang mit der Interaktion zwischen hNAT2 und hCYP1A2 beschiftigen.
Daher ist die Wahl dieses Substrates gerade im Hinblick auf die toxikologische Validierung
der Zelllinien gerechtfertigt. Hinzu kommt, dass die aus rekombinanten V79MZ-Zellen
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erhaltenen Daten mit bereits aus verschiedenen heterologen Expressionssystemen
gewonnenen Daten in Relation gesetzt werden kdnnen. Analog zu den Untersuchungen mit
Sulfamethazin wurden zunédchst kinetische Parameter anhand von biologischem
Referenzmaterial ermittelt, um die physiologische Relevanz der generierten Daten zu

verifizieren (Tab. 14).

Vimax Kw
nmol N-Ac-AF/mg/min oM
Humanes Lebercytosol 14,67 £ 1,29 70,78 + 24,91
Ratten-S9 31,35+ 3,63 213,72 + 38,45
BTI-Cytosol (hNAT1) 481,12 £ 19,26 233,33 £ 23,9
BTI-Cytosol (hNAT2) 215,07 + 27,01 110,72 £+ 43,36

Tab. 14 : Kinetische Parameter der N-Acetylierung von 2-AF ermittelt anhand von biologischem
Referenzmaterial. Angegeben sind die aus einer nicht linearen Regression geméss Michaelis-Menten-
Kinetik ermittelte V,,, und Ky-Werte. Die aus dem Berechnungsmodus resultierenden
Unsicherheiten sind mit ,,.+“ angegeben. Den Werten liegen jeweils 2 voneinander unabhingige
Messungen zugrunde.Abkiirzungen : Vmax : Maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei

Substratséittigung des Enzyms. Ky, : Michaelis-Menten-Konstante.

Die Vimax-Werte von humanem Lebercytosol und Ratten-S9 unterscheiden sich um Faktor 2,1
wobei bei diesem Vergleich die unterschiedlichen Herstellungsprotokolle zu beriicksichtigen
sind. Allerdings kénnten auch speziesbedingte Unterschiede fiir den hoheren Wert bei der
Ratte verantwortlich sein. Wie an der Stelle der N-Acetylierung von Sulfamethazin bereits
erwihnt, sind die deutlich hdheren V.x-Werte der BTI-Cytosole, ndmlich hNAT1, Faktor
32,8 und hNAT2, Faktor 14,7 auf die Biologie des Systems zuriickzufiihren. Bei Betrachtung
der Ky-Werte zeigen sich nur geringe Unterschiede zwischen hNATI1-BIT-Cytosol und
Ratten-S9. Die Ky-Werte des hNAT2-BIT-Cytosols und des humanen Lebercytosols sind

hingegen deutlich niedriger.
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Rekombinante Viax Kwm
V79MZ-Zellen nmol N-Ac-AF/mg/min uM
hNAT2*4 8,80 £ 0,14 17,54 £ 1,72
hNAT2*5B 2,81 £0,01 62,51 £ 9,14
hNAT2*6A 0,76 £ 0,09 34,05 + 15,12
hNAT2*13 8,70 £ 0,23 33,10 £ 4,35

Tab. 15 : Kinetische Parameter der N-Acetylierung von 2-Aminofluoren aus den rekombinanten
V79IMZ-Zelllinien hNAT2*4, *5B, *6A, *13. Angegeben sind die aus einer nicht linearen Regression
gemiss Michaelis-Menten-Kinetik ermittelte V,, und Ky-Werte. Die aus dem Berechnungsmodus
resultierenden Unsicherheiten sind mit ,,=“ angegeben. Den Werten liegen jeweils 3 voneinander
unabhingige Messungen zugrunde. Abkiirzungen : Vmax : Maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei

Substratsittigung des Enzyms. Ky, : Michaelis-Menten-Konstante.

Die spezifischen Aktivititen der hier untersuchten rekombinanten N-Acetyltransferase
Enzyme wurden fiir die Umsetzung von 2-Aminofluorene zu N-Acetyl-Aminofluoren bereits
aus E. coli bestimmt (Hein et al., 1995). Im Vergleich hierzu stimmen die hier gezeigten
Ergebnisse tendenziell gut mit den publizierten Daten iiberein (Abb. 23, Tab. 15). Jedoch
anders als bei Hein et al. (1995) fiihrt der Aminosduren-Austausch Arg;97Gln bei hANAT2*6A
zu einem deutlicheren Aktivitdtsverlust als die Aminosdurenaustausche Ile;4Thr, LysiesArg

in hNAT2*5B. Im Rahmen von Phénotypisierungsstudien wurde allerdings das hier
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vorliegende Ergebnis durch den gleichen Befund unterstiitzt (Cascorbi, personliche
Mitteilung). Die Vpa-Werte von hNAT2*4 und hNAT2*13 weisen beziiglich der Umsetzung
von 2-Aminofluoren lediglich eine Abweichung von 1,1 % auf und bestitigen damit das
Ergebnis aus der N-Acetylierung von Sulfamethazin. Die sich bereits bei der N-Acetylierung
von Sulfamethazin abzeichnenden spezifischen Auswirkungen der einzelnen Punktmutationen
auf die hNAT2-Aktivitdt konnten somit fiir die Umsetzung von 2-Aminofluoren tendenziell
bestdtigt werden. Nimmt man die Vpa.-Werte rekombinanter hNAT2*4, *5B, *6A und *13
zusammen, ergibt sich eine  durchschnittliche  Umsatzrate 5,26 nmol N-
Acetylaminofluoren/min/mg Protein. Verglichen mit dem eingangs gezeigten V.x-Wert aus
humanem Lebercytosol ist dieser also 2,7-fach niedriger. Beriicksichtigt man allerdings
mogliche Anreicherungseffekte bei der Cytosol- und S9-Préiparation, so liegen die fiir die
Umsetzung von 2-Aminofluoren rekombinanten V79MZ-Zellen gezeigten Werte dennoch im
physiologisch relevanten Bereich. Der Wert des gemittelten Ky von 36,8 uM ist gegeniiber
dem Referenzwert aus humanem Lebercytosol um Faktor 1,9 erniedrigt. Fraglich ist ob dieser
Wert statisitisch signifikant ist, oder aber auf Messunsicherheiten zuriickzufiihren ist, zumal
nicht ersichtlich ist warum sich die Substrataffinitit heterolog exprimierter

N-Acetyltransferase dndern sollte.

5. Toxikologische Untersuchungen

5.1-Aminofluoren

5.1.1 Metabolismus

2-Aminofluoren ist ein aromatisches Amin, dessen metabolische Aktivierung unter anderem
durch eine initiale N-Hydroxylierung iiber das an Mikrosomen gebundene humane CYP1A2
erfolgt. Die weitere Aktivierung zum ultimal toxischen Nitrenium-lon kann tiber O-
Acetylierung durch hNAT2 erfolgen, welche jedoch typischerweise die als Schutzreaktion
interpretierbare  N-Acetylierung von 2-Aminofluoren katalysiert (Abb. 24). Unter
toxikologischen Aspekten stellt sich somit die Frage, in welchem Verhéltnis in den hCYP1A2
und hNAT2 koexprimierenden V79-Zellen Hydroxylierungen und N-Acetylierungen
stattfinden. Dazu wurden Kontroll-Zellen und koexprimierende Zellen mit 400 pM 2-
Aminofluoren inkubiert und anschliessend einer LC-MS-Analyse unterzogen. Tab. 16 zeigt

die fir N-OH-Aminofluoren und N-Acetyl-Aminofluoren spezifischen Massen-
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Flacheneinheiten. Wéhrend in dem hCYP1A2-Homogenat noch signifikante Level an N-OH-
AF gemessen werden konnten war in den Homogenaten der koexprimierenden Zelllinien kein
N-OH-AF detektierbar. Dieses Ergebnis kdnnte man auf die mit bis zu Faktor 180 wesentlich
hoheren Umsatzraten der NATs gegeniiber CYP1A2 zuriickfiihren. Desweiteren wire in den
koexprimierenden Zelllinien {iber intramolekularen N,O-Acetylgruppentransfer auch eine
direkte Umwandlung des N-OH-AF in O-Ac-AF denkbar. Allerdings spricht der in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrte HPRT-Test eher fiir die zuerst genannte Vorstellung.

hCYP1A2 hCYP1A2

— hNAT2*4 hNAT2*5B hNAT2*6A hNAT2*13

N-OH-AF (MU) 319+ 79 0 0 0 0
N-Ac-AF (MU) 0 31367+284 6510+ 373 5121+ 91 58330 £ 4745

Tab. 16 : Relative Massenflicheneinheiten (MU) aus der LC-MS-Analyse von N-OH-AF und
N-Ac-AF. Homogenate aus rekombinanten V79MZ-Zellen wurden fiir 1 h mit 400 pM
Aminofluoren inkubiert. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei
unabhiingigen Messungen.



II1. Ergebnisse Seite 79

[ A~

2-Aminofluoren

CYP1A2 NAT2
Tl
/C —CH3

NH N

\ H

OH
N-OH-Aminofluoren N-Acetyl-Aminofluoren
Deacetylase NAT2 CYP1A2

O-Acetyl-Aminofluoren
N-Acetyl-N-OH-Aminofluoren

N A

£ e ..
N .O Ve

Nitrenium-Ion des (N-Acetyl)-Aminofluoren

J

DNA

Abb. 24 : Metabolismus des 2-Aminofluoren. Die zur Bildung des reaktiven Nitrenium-Ions
filhrenden Reaktionen sind rot, die N-Acetylierung ist blau gekennzeichnet. Nicht alle mdglichen
Reaktionen sind dargestellt.
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5.1.2 Genotoxizitit

V79MZ-Zellen wurden in der Vergangenheit hiufig zur Feststellung chemisch induzierter
Genmutationen verwendet. Dabei wurde die genverindernde Potenz der getesteten
Substanzen anhand von in bestimmten Genregionen besonders hdufig ausgeldsten Mutationen
bewertet. Mit Hilfe des HPRT-Tests lassen sich so zum Beispiel Basenpaarmutationen,
Frameshiftmutationen und kleinere Deletionen am Hypoxanthinphosphoribosyltransferase-
Locus des V79MZ-Genoms nachweisen und ermdglichen so eine Abschitzung des
genotoxischen Potentials einer Substanz. In der vorliegenden Arbeit sollte die genverdndernde
Potenz von 2-Aminofluoren in hCYP1A2- und hNAT2-exprimierenden V79MZ-Zellen

bestimmt werden.

35

Mutantenfrequenz pro 10 ¢ Zellen

—A— hCYP1A2
—e— hCYP1A2/ hNAT2*4
0 2 4 6 8 10
2-Aminofluoren (uM)
Abb. 25 : Mutagener Effekt des 2-Aminofluorens in V79MZhCYP1A2 und

VIIMZhCYP1A2/hNAT2*%4- Zellen. Die Zellen wurden 3h lang mit 2-Aminofluoren inkubiert. Zur
Kontrolle wurde mit 1% DMSO inkubiert. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
aus 2 voneinander unabhiingigen Messungen.
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Zur Bestimmung der Mutantenfrequenz wurden jeweils zwei Inkubationen pro Konzentration
angesetzt. Der Konzentrationsbereich wurde durch einen zuvor durchgefiihrten MTT-
Cytotoxizitat-Test festgelegt. Aus diesem geht hervor, dass signifikante cytotoxische Effekte
erst ab einer Konzentration von ungefdhr 30 pM 2-Aminofluoren auftreten. Fiir diese
Beobachtungen konnte allerdings kein Zusammenhang mit einer metabolischen Aktivierung
durch hNAT2 und/oder hCYP1A2 hergestellt werden. Somit ist davon auszugehen, dass es
sich hier um Cytotoxizitdt handelt, welche direkt auf die chemische Wirkung des
2-Aminofluorens zuriickzufiihren sind. Mdglicherweise werden hierdurch auf metabolischer
Aktivierung beruhende Effekte maskiert. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse des im
Anschluss durchgefiihrten HPRT-Tests unterstiitzt (Abb. 25). Hieraus ist ersichtlich, dass
2-Aminofluoren in hCYP1A2 exprimierenden V79MZ-Zellen deutlich aktiviert wird. Dabei
liegt der Aktivierung iiber einen Konzentrationsbereich von 0,5 bis 8 uM eine anndhernd
lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung zugrunde. Durch Koexpression von hCYP1A2 und
hNAT2*4 wird der mutationsinduzierende Beitrag des hCYP1A2, gemessen am 8 pM-Wert
des 2-Aminofluoren, auf cirka ein Fiinftel reduziert. Die in dieser Testreihe mitgefiihrten
Kontroll-Zelllinien V79MZ parental und VIOIMZhNAT2*4 zeigten dagegen mit steigender

2-Aminofluoren-Konzentration keine signifikante Zunahme an Mutationen (Daten nicht

gezeigt).

5.2 Cytotoxizitit oxidativer Haarfarben-Vorstufen

Die hier untersuchten oxidativen Haarfarben-Vorstufen werden der chemischen Stoffklasse
aromatischer Amine zugerechnet. Aromatische Amine stellen typische Substrate fiir CYP1A2
und NAT2 dar und fiir die toxikologische Relevanz der Kooperation beider Enzyme gibt es
mehrere Beispiele (Probst et al., 1992; Constable et al., 1999; Oda et al.. 2001). Unter
Einbeziehung der Zelllinien V79MZhCYP1A2, V79IMZhNAT2*4 und
V7IOMZhCYP1A2/hNAT2*4 sollte daher die Rolle von hCYP1A2 und hNAT2*4 bei der
Toxifizierung verschiedener aromatischer Amine untersucht werden. Zur Messung von
Vitalitdit und Wachstum der Zellen wurde der sogenannte MTT-Test verwendet. Dieser Test
misst die Aktivitit mitochondrialer Dehydrogenasen lebender Zellen. Oxidative Haarfarben
werden hiufig iiber Azokupplung zwischen Phenylendiaminen und Aminophenolen

dargestellt. Diese = Komponenten = werden sowohl im  Zusammenhang  mit
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Sensibilisierungsreaktionen als auch in Verbindung mit einer mdglichen kanzerogenen

Wirkung diskutiert.

Abb. 26 : Strukturformeln von
0-, m- und p-substituierten
NH, Aminophenolen.
a. Phenol und 5-Methylphenol
NH, mit o-stindiger Aminogruppe
2-Aminophenol 3-Aminophenol 4-Aminophenol b. Phenol und 6'Methylphen01
mit m-stindiger Aminogruppe
¢. Phenol und 3-Methylphenol
H mit p-stindiger Aminogruppe

NH, H:C.

CH,3
H:C NH,

NH,

2-Amino-5-methylphenol 3-Amino-6-methylphenol 4-Amino-3-methylphenol

Letztlich liegt die Vermutung nahe, dass diese Beobachtungen mit metabolismusabhéngigen
Mechanismen zusammenhéngen. Darauthin sollten in der vorliegenden Arbeit verschiedene
Aminophenole und deren methylierten Derivate untersucht werden (Abb. 26 a-c).

Insgesamt betrachtet lassen sich die hier mittels MTT-Test detektierten Cytotoxizititen jedoch
nicht oder nur marginal auf eine metabolische Aktivierung durch hCYP1A2 und/oder hNAT2
zuriickfithren (Abb. 27 a-c). Allenfalls fiir 2-Aminophenol kénnte eine Aktivierung durch das
hCYP1A2 angenommen werden, da sich aus diesem Ansatz ein IC50-Wert von circa 80 pM
fiir das rekombinante hCYP1A2 und die Kombination desselben mit hNAT2*4 ergibt
(Abb. 27 a oben). Dagegen ist die von der Stellung des Aminogruppen-Substituenten im
aromatischen Ringsystem abhingige Cytotoxizitit der untersuchten Aminophenole ein
interessanter Nebenbefund. Besonders niedrige, zwischen 20 und 60 uM liegende IC50-Werte
weisen dabei die p-substituierten Aminophenole auf. Dagegen sind die IC50-Werte der

o-substituierten Aminophenole mit cirka 80 uM etwas hoher.
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Abb. 27 : Cytotoxizitit von Aminophenolen und deren Derivaten in rekombinanten V79MZ-Zellen.
Die Zellen wurden 24 h mit dem entsprechenden Aminophenol inkubiert und anschliessend einem
MTT-Test auf Vitalitiit und Wachstum unterzogen. Angegeben ist der prozentuale Anteil vitaler
Zellen, im Vergleich zur mit DMSO versehenden Kontrolle. Parentale V79MZ-Zellen wurden zur
Bewertung von moglichen Effekten einer metabolischer Aktivierung als Kontrolle verwendet.

Die Derivatisierung der Aminophenole durch verschieden konstituierte Methylgruppen hatte

demgegeniiber keinen nennenswerten Einfluss auf die Vitalitit der rekombinanten V79MZ-

Zellen. Denn weder bei der Exposition von Zellen mit 2-Amino-5-methylphenol, 3-Amino-6-

methylphenol noch 4-Amino-3-methylphenol, war im Vergleich zu den nicht-derivatisierten

Analoga eine deutlich verdnderte Cytotoxizitit erkennbar.
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IV. Diskussion

Xenobiotika werden iiber komplex regulierte Enzymsysteme metabolisiert. Die Erforschung
dieser Prozesse fiihrte zur Identifizierung von sogenannten Schliisselenzymen. Im
Zusammenhang mit dem Metabolismus aromatischer Aryl-Amine gibt es viele Hinweise fiir
die toxikologische Relevanz einer Interaktion zwischen NAT und CYP1A2 (Probst ef al.,
1992, Constable et al., 1999; Oda et al., 2001, Dominguez et al., 2003). Eine isolierte
Betrachtung nur eines der beide Enzyme wiirde zu einer sehr unvollstindigen Wiedergabe der
Realitdt fiihren, da die biologischen Effekte gerade von dem jeweils individuellen Beitrag
dieser Enzyme abhingen. Deswegen wurden in der vorliegenden Arbeit beide Enzyme in
einem integrierten System koexprimiert, in welchem nun sowohl Metabolismus als auch
Toxizitdt verschiedenster NAT2 und CYP1A2-Substrate untersucht werden konnen. Eine
noch genauere Widerspiegelung der realen Situation gelang durch die zusétzlichen
Koexpression mit polymorphen Formen der humanen NAT2. Denn hiermit werden erstmals
die fiir die kaukasiche Bevolkerung typischen metabolismus-abhéngigen interindividuellen

Unterschiede mit einer Abdeckung von mindestens 90 % in einem in vitro-System abgebildet.

1. Charakterisierung und Auswahlverfahren

Die umfassende molekulare und biokatalytische Charakterisierung der neuen Zelllinien belegt
die stabile Expression und Funktionalitit von hCYP1A2, hNAT2*4, *5B, *6A und *13.
Durch die Verwendung zweier bis auf die Antbiotika-Resistenzen identischen pcDNA3.1(+)
Vektoren konnte das Transfektionsverfahren sowohl fiir hCYP1A2- als auch fiir die hNAT2-
Konstrukte standardisiert werden. Gleichzeitig konnte die Menge an transfizierter DNA
gegeniiber dem frither verwendeten pSV450-Vektor um Faktor 10 deutlich verringert und
damit das Risiko rekombinationsbedingter Stérungen der chromosomalen Integritdt der
Empfingerzelle minimiert werden (Bradwell, 1989). Desweiteren sind auch
expressionsbedingte Artefakte auszuschliessen, da beide Gene unter der Kontrolle des CMV-
Promotors stehen. FEine Verfdlschung der Aktivititsmessungen durch seltene
Transfektionsereignisse wie zum Beispiel Doppelintegrationen von Expressionskassetten oder
chromosomale Positionierungseffekte, wurde durch umfangreiche Screening-Kollektive und

Ausschluss von Klonen, welche deutlich ausserhalb des standardméssig akzeptierten
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Streubereichs lagen, umgangen. Fiir das Screening und die Auswahl von hNAT2-Klonen
wurde ein  HPLC-UV-basiertes Standardverfahren =~ zur  Bestimmung  von
N-Acetylaminofluoren entwickelt. Indem hierbei nur Klone akzeptiert wurden, deren
Aktivitit innerhalb eines Streubereichs von 10 % um das mittlere Aktivitdtsniveau lag, war
eine direkte Vergleichbarkeit der verschiedenen polymorphen Formen von hNAT2 im Bezug
auf die Enzymaktivititen moglich. Gegeniiber einem Screening-/Auswahl-Verfahrens
welches auf der Abschitzung des Expressionsniveaus mittels Western-Blot basiert, ist die hier
verwendete Methode von Vorteil. Insbesondere deswegen, weil vermutet wird, dass die
Menge an immunologisch detektierbarem Protein, aufgrund von unterschiedlichen Affinititen
der verwendeten Antikorper zu den mutierten hNAT2-Varianten, in fritheren Studien oftmals

falsch eingeschétzt wurde (Wormhoudt ef al., 1999).

2. Molekulare Mechanismen

Generell finden sich in der Literatur sehr widerspriichliche Angaben dariiber, auf welchen
molekularen Mechanismen die verringerten Enzymaktivititen der mutierten hNAT2-Allele
beruhen (Butcher et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der
verschiedenen NAT2-Allele auf mRNA- und funktionaler Ebene untersucht. Somit ist es
prinzipiell moglich, eine konkrete Ebene der Genexpression als Ursache Allel-spezifischer
Aktivititsunterschiede zu identifizieren.

Nach den in Kap. III. 3.2 dargestellten RT-PCR-Ergebnissen fithren die Mutationen in den
Allelen NAT2*5B, *6A und *13 gegeniiber dem Wildtyp NAT2*4 nicht zu einer verringerten
Transkriptionsrate. Dieser Befund steht beziiglich hNAT2*6A einerseits im Einklang mit
Northern-Blot-Ergebnissen aus ex vivo-Untersuchungen an Lebercytosol eines fiir
hNAT2*6A homozygoten Donors und andererseits zeigt sich auch Ubereinstimmung mit
heterolog exprimierter hNAT2*6A aus COS-1 Zellen (Blum ef al., 1991). Fiir unverénderte
mRNA-Level von hNAT2*5B (T341C, C481T, A803G) spricht indirekt das Ergebnis von
Blum et al. (1991), wo fiir hNAT2*5A (T341C, C481T) keine reduzierten mRNA-Mengen
gefunden wurden. Dies kann man annehmen, weil die A803G-Substitution keinen
funktionalen Einfluss auf die Aktivtdt von NAT2*5B hat (s. Kap. I, Tab. 3). Gleiches gilt fiir
hNAT2*13 (C282T) bei dem die Basenpaarsubstitution zu keiner verringerten NAT-Aktivitat
beziiglich der Umsetzung von Sulfamethazin fiihrt (s. Kap. 1, Tab. 3).
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Die in Kap 3.4.2 durchgefiihrten Untersuchungen zur Stabilitdt der Enzymaktivititen von
hNAT2 wurden durchgefiihrt, da es in der Literatur sehr widerspriichliche Angaben iiber
Inaktivierungshalbwertszeiten vorzufinden waren (Hein et al., 1981; Grant et al., 1990; Grant
et al., 1991; Blum et al., 1991; Ferguson et al., 1994b). Es ist wahrscheinlich, dass diese
unterschiedlichen Angaben auf spezifische Mutationen oder Mutationskombinationen der
hNAT2-Allele zuriickzufiihren sind. So wird zum Beispiel berichtet, dass die Mutationen
C190T und G857A zu besonders instabilen hNAT2-Enzymvarianten bei der heterologen
Expression in E. coli fihren (Hein et al., 1994). Desweiteren konnten aber auch
unterschiedliche Inkubationsansidtze wie zum Beispiel insbesondere die Zugabe oder das
Fehlen von Protease-Inhibitoren fiir diese hohe Schwankungsbreite verantwortlich sein.
Sondierende Experimente der hiervorliegenden Arbeit zeigten allerdings, dass die Zugabe von
Proteaseinhibitoren wie PMSF und EDTA keinen signifikanten Einfluss auf die Stabilisierung
der Enzymaktivitdten hatten, so dass diese im folgenden nicht mehr verwendet wurden. Bei
den demnach lediglich in PBS (pH = 7,4) durchgefiihrten Versuchen war selbst nach
4-stiindiger Vorinkubation bei 37°C bei keiner der mutierten hNAT2-Varianten gegeniiber
dem Wildtyp ein deutlicher Aktivititsverlust hinsichtlich der N-Acetylierung von
2-Aminofluoren zu verzeichnen. Dieses vorliegende Ergebnis steht zundchst im Widerspruch
zu den Ergebnissen aus der heterologen Expression der Mutationen T341C und G590A in E.
coli, wonach nach Vorinkubation bei 37°C signifikant abnehmende intrinsische Aktivititen
der durch die mutierten NAT2-Allele kodierten Proteine festgestellt wurden (Hein et al.,
1994b, Ferguson et al., 1994b). Es muss jedoch an dieser Stelle kritisch angemerkt werden,
dass die artifizielle Umgebung eines bakteriellen Expressionssystems die reale Situation in
der Sdugetierzelle nur sehr unvollstindig wiedergibt.

Ungeachtet des geschilderten Dissenses wurde nach Abkldrung der Thermostabilitits-
bedingungen mit der Ermittlung von kinetischen Parametern fiir die hNAT2-Varianten
begonnen. Die Enzymvariante hNAT2*13 wies dabei gemidss den Ergebnissen aus Kap. III.
4.2 gegeniiber dem Wildtyp hNAT2*4 stets sehr dhnliche Vi,-Werte auf. Dies stimmt
vollkommen mit den hierzu publizierten Ergebnissen {iiberein, welche von einem
unverdanderten schnellen Acetylierer-Phénotyp fiir hNAT2*13 berichten (s. Kap. I, Tab. 3).
Die Enzymvarianten hNAT2*5B und hNAT2*6A hingegen zeigten im Vergleich zu
hNAT2*4 deutlich niedrigere Vmax-Werte. Dies stimmt wiederum gut mit den hierzu
publizierten Daten tiberein (s. Kap. I, Tab. 3).
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Als Antwort auf die gestellte Ausgangsfrage, auf welche Ebene der Genexpression die Allel-
spezifisch unterschiedlichen Acetylierungskapazititen kausal zurlickgefiihrt werden konnten,
kommen nach den Erkenntnissen dieser Arbeit fiir die betrachteten Allele und die Substrate
Sulfamethazin und 2-Aminofluoren lediglich verdnderte enzymkinetische Parameter in Frage.
Wahrscheinlich ist, dass die hier getesteten Mutationen bei den Enzymvarianten hNAT2*5B
und hNAT2*6A aufgrund struktureller Verdnderungen in der Néhe der aktiven Zentren,
sowohl zu verringerten Substrataffinidten, als auch zu reduzierten Umsatzgeschwindigkeiten
fiilhren. Dennoch ist nicht auszuschliessen, dass bei bestimmten Mutationskonstellationen
auch andere Mechanismen den Acetyliererstatus beeinflussen konnen. So wird zum Beispiel
flir ANAT2*5A postuliert, dass dessen verminderte N-Acetylierungskapazitit dadurch bedingt
ist, dass die Translation der mutierten mRNA fehlerhaft ablduft. Dies hitte ein mutiertes

Protein zur Folge, welches anschliessend schneller abgebaut wiirde (Blum et al., 1991).

3. Physiologische Relevanz und Vergleich mit anderen Expressions-
Systemen

Um die physiologische Relevanz der mit rekombinanten V79MZhNAT2-Zelllinien
generierten Daten zu iiberpriifen, wurde gepooltes humanes Lebercytosol in die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchsreihen miteinbezogen. Das hNAT2-spezifische
Sulfamethazin wurde in der Vergangenheit sehr oft als Markersubstrat bei
Phanotypisierungstests verwendet (Evans, 1989). Daher machte es Sinn, dieses zur Ermittlung
enzymkinetischer Parameter heranzuziehen, um die hieraus resultierenden Ergebnisse mit den
Literaturdaten vergleichen zu kdnnen.

Vergleicht man die Vyx-Werte der in V79MZ-Zellen exprimierten Allele von hNAT2*4 und
hNAT2*6A mit den Werten aus gepooltem humanem Lebercytosol (BD Gentest) und den
Werten aus Lebern deren Donoren homozygot fiir ANAT2*4 und hNAT2*6A waren (Blum et
al., 1991) findet man insgesamt eine sehr gute Ubereinstimmung (Tab. 17). Nach Angaben
des Herstellers BD Gentest sollte die hNAT2-Aktivitdt 0,92 nmol/mg/min betragen. Da der
hier iiber HPLC-UV-Analytik gemessene Wert bei 0,35 nmol/mg/min liegt, spricht dies fiir
eine relativ hohe Richtigkeit der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Messungen,
zumal man bedenken muss, dass aufgrund von Transport, Lagerung, Auftau- und
Einfrierzyklen gewdhnlich die Enzymaktivitit abgenommen haben sollte. Bei einem
Vergleich der Ky-Werte rekombinanter hNATs aus V79MZ-Zellhomogenat mit gepooltem
humanen Lebercytosol fallt auf, dass der Ky-Wert des hNAT2*6A mit 221,31 uM deutlich
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ndher an dem physiologisch relevanten Wert des gepoolten humanen Lebercytosols von
275,51 uM liegt als der Wert des hNAT2*4 mit 142,75 uM. Dies wire dadurch zu erkliren,
dass in der kaukasischen Population der Anteil an langsamen Acetylierer-Phidnotypen mit

cirka 60 % deutlich iiberwiegt (Wourmhoudt et al., 1999).

Expressionssystem/exprimiertes Allel Aufarbeitung Vinax Kwu
nmol/mg/min MM

V79MZ-Zellen

hNAT2*4 Homogenat 0,87 £ 0,03 142,75 + 13,06

hNAT2*6A Homogenat 0,11 £ 0,05 221,31 £ 29,19

COS-1-Zellen *)

hNAT2*4 Cytosol 22,5 -

hNAT2*6A Cytosol 5 -

Baculovirus-transfizierte Insektenzellen **)

hNAT2*4 Cytosol 619,22 £ 10,07 210,58 £ 9,0

Humane Leber *)

hNAT2*4 Cytosol 0,46 -

hNAT2*6A Cytosol 0,03 -

Humane Leber **)
Mischung von hNAT2-Allelen aus Kaukasiern Cytosol 0,35+ 0,05 275,51 £ 64,84

*) Daten nach Blum et al. (1991)
**) Material bezogen von BD Gentest

Tab. 17 : Vergleich der kinetischen Parameter der hNAT2-katalysierten N-Acetylierung des

Markersubstrats Sulfamethazin aus verschiedenen Expressionssystemen. Das Lebercytosol **)

stammt aus einem Lebercytosol-Pool aus 22 verschieden Donoren kaukasischer Herkunft und

soll reprisentativ fiir die hNAT2-Allel-Verteilung unter Kaukasieren sein. Nach Angaben des

Herstellers BD Gentest betrigt die hNAT2-Aktivitit 0,92 nmol/min/mg.
Beim Vergleich von rekombinanten V79MZ-Zellen mit den beiden anderen hier gezeigten
heterologen Expressionssystemen ist festzuhalten, dass dort exprimierten hNAT2-Enzyme
wesentlich hohere Aktivititen aufweisen. In Baculovirus-transfizierten Insektenzellen wird
gegeniiber VIOMZhNAT2*4 gar ein 711-fach hoherer Wert gemessen. Generell wire ein
hohes Expressionsniveau fiir heterologe Expressionssysteme zwar aus Griinden der
Sensitivitdt wiinschenswert, kann aber auch zu einer Verzerrung der realen kinetischen
Verhéltnisse fiihren. In der vorliegenden Arbeit ist es besonders wichtig, dass sowohl das
Expressionsnivau von hNAT2 als auch das von hCYP1A2 in V79MZ-Zellen im

physiologisch relevanten Bereich liegt, da das relative Verhéltnis der Aktivitdtsniveaus beider

Enzyme fiir die toxikologischen Konsequenzen dieser Interaktion entscheidend sein kann.
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4. Metabolische Aktivierung von 2-Aminofluoren

CYPIA2 und NAT2 sind entscheidend am Metabolismus von aromatischen Aminen beteiligt.
CYPIA2 Kkatalysiert die toxifizierende Hydroxylaminbildung, wéhrend NAT2 die
detoxifizierende N-Acetylierung des armomatischen Amins verantwortlich ist. Die
N-Acetylierung stellt in diesem Zusammenhang primdr eine Schutzreaktion dar, da der
Toxifizierungsschritt der N-Hydroxylierung wesentlich besser fiir aromatische Amine als fiir
deren N-acetylierten Produkte ablauft (Marquardt und Schifer, 1997). Wenn hingegen bereits
Hydroxylamine gebildet wurden, erfolgt durch die ebenfalls von Acetyltransferasen
katalysierte O-Acetylierung eine Toxifizierung iliber die Bildung eines sehr instabilen
Acetoxy-Arylamins. Infolge seiner hohen Instabilitit zerfdllt dieses leicht unter
heterolytischer Abspaltung des Acetats zu einem Nitrenium-lon, welches als starkes
Elektrophil an molekulare Ziele wie zum Beispiel Proteine und DNA binden kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels HPRT-Test innerhalb eines Konzentrationsbereichs
von 0,5 bis 8 uM eine anndhernd lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung beziiglich der
metabolischen Aktivierung des 2-Aminofluorens durch hCYP1A2 gezeigt werden.
Unterstlitzt wird dieses Ergebnis durch die mittels LC-MS-Analyse festgestellte Bildung von
N-OH-Aminofluoren. Dieses kann aufgrund von Protonierung und daran anschliessender
Hydrolyse zu einem reaktiven Nitrenium-Ion zerfallen, welches darauthin iiber elektrophile
Addition an die DNA bindet (s. Abb. 24, Kap. II1.5.1). Desweiteren ist aus den LC-MS-
Analysen ersichtlich, dass bei der Koexpression von hCYP1A2 und hNAT2*4 kein N-OH-
Aminofluoren mehr entstehen kann, was auf die Konkurrenzreaktion um 2-Aminofluoren
zuriickzufiihren ist. Die hohe Effizienz der durch hNAT2*4 katalysierten Schutzreaktion ist
schliesslich durch die gegeniiber der N-Hydroxylierung cirka 400-fach hdohere
N-Acetylierungsrate von 2-Aminofluoren erkldrbar. Im HPRT-Test findet dieser Befund
tendenziell seine Entsprechung dadurch, dass die Mutationsfrequenz durch die Koexpression
von hCYP1A2 und hNAT2*4 {iber einen Konzentrationsbereich von 0,5 bis 8 uM anndhernd
konstant unter einem Wert von cirka 5 mutierten Zellen/10° Zellen gesenkt wird. Bei
Betrachtung des 8 pM-Wertes bedeutet dies eine Verringerung der Mutationsfrequenz um
cirka 80 %.

Fiir die hier gefunden Schutzfunktion von hNAT2*4 sprechen indirekt Ergebnisse aus
epidemiologischen Untersuchungen, welche eine signifikante Hiufung von Blasenkarzinomen
unter gegeniiber Arylaminen exponierten langsamen Acetylierern zeigten (Ladero et al., 1985,
Risch et al., 1995). Verglichen mit der metabolischen Aktivierung von heterozyklischen

Aminen erscheint dieses Ergebnis allerdings zunichst paradox, da beispielsweise im Falle von
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IQ erst die Koexpression von CYP1A2 und NAT2 zu einer deutlichen Steigerung der Rate
von DNA-Addukten fiihrt (Probst et al., 1992). Die Auflésung des vermeintlichen
Widerspruchs liegt darin, dass heterozykliche Amine schlechte oder gar keine origindren
Substrate von hNAT2 darstellen und erst nach vorhergehender metabolischer Aktivierung zu
heterozyklischen Hydroxylaminen in signifikanten Umfang O-acetyliert werden kdénnen
(Marquardt und  Schifer, 1997). Somit wandelt sich die urspriingliche

Detoxifizierungsreaktion von hNAT2 in eine Toxifizierungsreaktion um.

5. Toxizitat oxidativer Haarfarben-Vorstufen

Oxidative Haarfarben werden ausgehend von Arylaminen wie zum Beispiel
p-Phenylendiamin unter H,O,-Katalyse mit einer aromatischen meta-Verbindung, wie
beispielsweise m-Aminophenol chemisch kondensiert bzw. gekuppelt. Erst vor wenigen
Jahren wurden diese Verbindungen als signifikante Risikofaktoren im Zusammenhang mit
Blasenkrebs bei US-Amerikanerinnen eingestuft (Gago-Dominguez ef al., 2001a). Ausserdem
stellte man fest, dass das Risiko an Blasenkrebs zu erkranken fiir langsame Acetylierer am
grossten war (Gago-Dominguez et al., 2001b). Seit langer Zeit ist allerdings schon bekannt,
dass die N-Oxidation von karzinogenen Arylaminen zur Bildung von N-Hydroxyarylaminen
fiihrt, was als notwendiger Schritt zur metabolischen Aktivierung zu proximal kanzerogenen
Verbindungen angesehen wird. Im Gegensatz dazu wird die Ringoxidation von Arylaminen
als Detoxifizierungsreaktion eingestuft. Beide Reaktionen finden in der Leber gewdhnlich
unter Beteilung von CYP1A2 statt (Kadlubar et al., 1990, Hammons et al., 1985, Butler, M.
A. et al., 1989, Turesky et al., 1995). Als Detoxifizierungsschritt wird weiter die in der Leber
vorwiegend durch hNAT?2 katalysierte N-Acetylierung der Arylamine betrachtet (Hein ef al.,
2000). In der Blase findet hingegen iiber die O-Acetylierung von N-OH-Arylaminen, welche
hauptsdchlich durch hNAT1 katalysiert wird, eine Toxifizierung statt, indem das hochreaktive
elektrophile N-Acetoxyderivat kovalent an urotheliale DNA bindet (Kadlubar und Badiwi,
1995).

Ausgangspunkt fiir die hier durchgefiihrten Untersuchungen waren Ergebnisse aus
Metabolismusstudien von Aminophenolderivaten in Hepatozyten aus verschiedenen Spezies.
Darunter waren Hepatozyten aus Sprague Dawley-Ratten, welche als schnelle Acetylierer
eingestuft werden. Paradoxerweise zeigten sich jedoch hauptsichlich glukoronidierte und
sulfatierte Metabolite und es wurde vermutet, dass die Acetylierungsreaktion kinetisch durch

Glukoronidierung und/oder Sulfatierung blockiert wire. Da V79MZ-Zellen weder



IV. Diskussion Seite 91

Glukoronidasen noch Sulfotransferasen exprimieren, lag der Schluss nahe, diese These in
hNAT2-exprimierenden V79MZ-Zellen zu verifizieren. Da aufgrund epidemiologischer
Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass bei Exposition gegeniiber oxidativen
Haarfarbstoffen sowohl CYP1A2 als auch hNAT2 das Risiko an Blasenkrebs zu erkranken
beeinflussen (Gago-Dominguez et al, 2003) wurden zusitzlich die Zelllinien
V7OMZhCYP1A2 und VIOMZhCYP1A2/NAT2*4 in die Versuchsreihe miteinbezogen, um
etwaige kooperative Effekte aufzukldren. Obwohl der MTT-Cytotoxizitéts-Test prinzipiell
dazu geeignet ist, metabolismus-abhingige Toxizititen zu detektieren, waren mit Ausnahme
von 2-Aminophenol keine derartigen Cytotoxizititen erkennbar. Dieses Ergebnis wirft
zunéchst die Frage auf, ob die getesteten Aminophenolderivate generell Substrate fiir hANAT2
und hCYP1A2 darstellen. Diese Frage konnte allerdings bis zum jetzigen Zeitpunkt weder aus
der zugénglichen Literatur noch experimentell beantwortet werden. Eine andere
Erklarungsmoglichkeit wiére, dass die zu beobachtenden Cytotoxizitdten nur vermeintlich
vom Metabolismus unabhingig sind und aufgrund einer zu geringen Sensitivitdt des MTT-
Test nicht erfasst werden konnen, zumal sich genotoxische Effekte nicht zwingend in
signifikanten Cytotoxizitdten manifestieren miissen. Zur Kldrung dieser noch offenen Fragen
wiren zum einen der Einsatz des HPRT-Test zur Kliarung der Sensitivitdts-These und zum
anderen unabhédngige Metabolismus-Untersuchungen mit rekombinanter NAT1 und NAT?2,
sowie CYP1A2 zur Abklarung der Substratspezifititen denkbar.

Auch die molekularen Ursachen des Nebenbefunds, dass o- und p-substituierte Aminophenole
im MTT-Test stirker cytotoxisch sind als m-substituierte Aminophenole, bleibt zunichst
ungeklart. Es kann jedoch spekuliert werden, dass die unterschiedlichen Moglichenkeiten zur
Mesomeriestabilisierung von Hydroxyl- oder Nitrinium-lonen ausschlaggebend fiir die

unterschiedlichen Cytotoxizititen sind.
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V. Zusammenfassung und Ausblick

Die im Menschen stattfindende metabolische Aktivierung von Arylaminen ist ein komplexer
Prozess, dessen toxikologischen Konsequenzen von vielen Variablen abhidngen. Die Phase I-
und II-Enzyme hCYP1A2 und hNAT?2, dessen ausgepréigter Polymorphismus die Symetrie
und somit die aus der Interaktion beider Enzyme resultierende Toxizitdt beeinflussen kann,
stellen Schliisselenzyme in diesem Prozess dar. Eine isolierte Betrachtung nur eines dieser
beiden Schliisselenzyme wiirde folglich die realen Verhéltnisse des Arylamin-Stoffwechsels
nur sehr reduziert widerspiegeln.

Mit der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten stabilen Koexpression von hCYP1A2 und
hNAT2*4, *5B, *6A und *13 in V79MZ Chinesischen Hamsterzellen werden sowohl das
komplexe Zusammenspiel von Phase I und Phase II-Enzymen als auch der kaukasische
hNAT2-Polymorphismus umfassend in vitro dargestellt. Die stabile Integration der cDNAs
von hCYP1A2 und hNAT2*4, *5B, *6A und *13 ins V79MZ Genom und deren Expression
wurde sowohl auf molekularbiologischer Ebene, als auch biokatalytisch eingehend
charakterisiert. Unter Verwendung des pcDNA3.1(+)-Vektorsystems gelang es fiir hCYP1A2
und die polymorphen Formen der hNAT2 ein vergleichbares Expressionsniveau
sicherzustellen. Die Verifikation der Substratspezifitit rekombinanter hNAT2 aus V79MZ-
Zellen bei Umsetzung des Markersubstrates Sulfamethazin gelang {iber einen Vergleich mit
enzymkinetischen Parametern heterolog exprimerter hNAT1 und hNAT2 aus Baculovirus-
transfizierten Insektenzellen. Um die Enzymaktivititen der verschiedenen Allele des ANAT2-
Gens miteinander vergleichen zu konnen, wurde ein standardisiertes, HPLC-UV basiertes
Auswahlverfahren fiir hNAT2-Klone beziiglich der Umsetzung von 2-Aminofluoren zu
N-Acetylaminofluoren entwickelt. Die Validitit dieses Verfahrens konnte {iber einen
Vergleich des Wildtyps hNAT2*4 mit der allelischen Variante hNAT*13 bestétigt werden, da
diese Enzymvariante geméss in vivo-Ergebnissen aufgrund ihrer gegeniiber dem Wildtyp
unverdnderten Aktivitdt, als interne Kontrolle fungierte. Desweiteren lagen die fiir die
N-Acetylierung von 2-Aminofluoren und Sulfamethazin ermittelten kinetischen Parameter im
physiologischen Bereich und spiegeln damit die fiir die kaukasische Population typische
bimordale Verteilung von langsamen und schnellen Acetylierer-Phénotypen wider. Dariiber
hinaus konnte in Ubereinstimmung mit in vivo- und in vitro-Ergebnissen gezeigt werden, dass
die Aminosduren-Substitutionen Ile114Tyr, Lys268Arg und Arg197GIn mit einem Verlust an

enzymatischer Aktivitdt verbunden sind, welche allerdings nicht auf Proteininstabilititen
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sondern auf verringerte Substrataffinititen zurlickzufiihren sind. Aufgrund der
genotoxikologischen Untersuchungen ist fiir hNAT2 auf eine Schutzfunktion bei der
Umsetzung des 2-Aminofluorens zu schliessen, da es in der Interaktion mit hCYP1A2 die
Mutationsfrequenz deutlich senkt. Als Nebenbefund konnte fiir eine Reihe von
unterschiedlich substituierten Aminophenolen gezeigt werden, dass deren Cytotoxizitidt von
der relativen Ringposition ihrer Amino- und Hydroxylgruppe abhéngig ist.

Insgesamt gelang es also die V79 Cell Battery' ™ formell um das Phase II-Enzym hNAT2 zu
erweitern, enzymkinetische Unterschiede fiir die in der kaukasischen Population am
hiufigsten vorkommenden NAT2-Varianten in vitro zu verifizieren, sowie die toxikologische
Relevanz der Interaktion von CYP1A2 und NAT2 zu demonstrieren. Aufgrund der
Beriicksichtigung mechanistischer und pharmakogenetischer Aspekte, konnte der Einsatz der
nunmehr erweiterten V79 Cell Battery'™, sowohl bei der Neuausrichtung der europdischen
Chemikalienpolitk (REACH) als auch im Zusammenhang mit der préklinischen

Arzneimittelentwicklung einen wichtigen Beitrag liefern.
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