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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Fremdstoffmetabolismus und M utagenese

Durch das fremdstoffmetabolisierende System soll mdglichst jeder beliebige
Fremdstoff in eine inaktive, wasserlésliche und gut ausscheidbare Form Uberfihrt werden.
Diese Biotransformation wird in zwel Phasen unterteilt: In der ersten Phase wird ene
funktionelle Gruppe neu eingefiihrt oder eine vorhandene zugénglich gemacht. Diese wird in
der zweiten Phase mit einer die Wasserl6slichkeit erhthenden, polaren Gruppe konjugiert.
Gelegentlich wird als dritte Phase der aktive Transport der Konjugate bezeichnet, welche je
nach GrofRe mit dem Han oder der Galle ausgeschieden werden. Die chemischen
Modifikationen des Fremdstoffmetabolismus finden sich im endogenen Stoffwechsel wieder,
und die sie katalysierenden Enzyme sind miteinander verwandt. Wéhrend Enzyme des
endogenen Stoffwechsels auf ein oder wenige Substrate optimiert sind, haben fremdstoff-
metabolisierende Enzyme eine sehr breite Substratspezifitét, was der enorm grof3en Anzahl an
Fremdstoffen und den vergleichsweise wenigen Varianten an Phase-l und Phase-ll
Biotransformationen und fremdstoffmetabolisierenden Enzymen entspricht. Dies bedingt, dafi3
in seltenen Fallen eine bestimmte Biotransformation ungeeignet ist, einen Fremdstoff zu
inaktivieren: So ist z.B. das nur noch selten verabreichte Antihypertonikum Minoxidil erst
nach Metabolisierung zum Sulfatkonjugat pharmakologisch aktiv. Gefdhrliche Ausnahmen
sind die Fremdstoffe, deren Metabolite instabil und kurzlebig sind, mit Molekilen in ihrem
Umfeld reagieren und somit zytotoxisch oder mutagen wirken kénnen. Hat solch ein reaktiver
Metabolit ein elektrophiles Zentrum, so ist Wasser der naheliegende Reaktionspartner, jedoch
kann auch eine Reaktion mit DNA, Proteinen oder Membranlipiden stattfinden. Der Schaden
an zelluldren Strukturen kann zum Zelltod fihren, was je nach Funktion und Anzahl der
betroffenen Zellen Auswirkungen auf den gesamten Organismus hat: Stirbt aufgrund einer
neurotoxischen Substanz eine Nervenzelle, wird diese in der Regel nicht ersetzt, wahrend
abgestorbene Leberzellen nachgebildet werden. Manche Proteinaddukte kénnen Immun-
reaktionen hervorrufen. Wird ein Schaden an der DNA bis zur folgenden Replikation nicht
korrekt repariert, ist die Folge eine Mutation, die auf die Tochterzellen vererbt wird. Diese
befindet sich im ginstigen Fall an einer Position, an der sie keinen weiteren Einflul auf das
Geschehen in der Zelle hat. Im unginstigen Fall ist sie jedoch in einer fur die
Tumorentstehung kritischen Sequenz lokalisiert, weshalb man diese Zellen als initiiert
bezeichnet. Durch Akkumulation weiterer Mutationen und den Einflu3 von Tumor-

promotoren kommt es zur Tumorprogression (Abb. 1).
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Abbildung 1: DNA-schédigende Substanzen verursachen Mutationen und veréndern damit
die Eigenschaften der betroffenen Zelle. Durch Akkumulation von Mutationen, die zu
beschleunigtem Wachstum, Immortalitédt und fehlender Kontakthemmung fuhren, wird aus
einer initilerten Zelle eine Tumorzelle. Dieser Prozess wird durch Substanzen mit
promovierender Wirkung beschleunigt.

Bel der Aktivierung von Promutagenen durch fremdstoffmetabolisierende Enzyme
sind die folgenden drei Aspekte wichtig: Fremdstoffmetabolisierende Enzyme werden organ-,
bzw. zelltypspezifisch exprimiert, wobei in vielen Féllen die Enzymmenge durch
induzierende Substanzen reguliert wird. Da es mest mehrere Mdoglichkeiten der
Metabolisierung gibt, beeinfluf die Enzyminduktion Menge und Art der Metaboliten. Des
weiteren sind fur viele fremdstoffmetabolisierende Enzyme genetische Polymorphismen
bekannt, die sich auf Substratspezifitét, Enzymaktivitét, Stabilitdt oder Induzierbarkeit
auswirken und auf diese Weise die Empfindlichkeit eines Individuums beeinflussen kdnnen.
Die Assoziation zwischen genetischen Polymorphismen und Krebserkrankungen ist das
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Objekt vieler Untersuchungen (Brockmdller et al., 1998; Kiss et al., 2000; McWilliams et al.,
1995; Welfare et al., 1999; Wormhoudt et al., 1999). Es ist zu vermuten, dal3 sich die
mutagene Wirkung von reaktiven Metaboliten auf die Zellen konzentriert, in denen die
Bioaktivierung stattfindet. Inwieweit diese Mutation eine Gefahrdung darstellt, hangt davon
ab, wie gut die betroffene Zelle DNA-Schaden reparieren kann, wie stark sie proliferiert und

wielange sie | ebt.
1.2 Enzymatische Sulfonierung
1.2.1 Sulfotransferasen

Sulfotransferasen (EC 2.8.2) katalysieren die Sulfonierung von Hydroxyl-, Amino-,
Thiol- und N-Oxid-Gruppen von endogenen und exogenen Verbindungen unter Verwendung
des Kosubstrats 3"-Phosphoadenosin-5"-phosphosulfat  (PAPS), welches dabei zu 3'-
Phosphoadenosin-5"-phosphat (PAP) umgesetzt wird (Abb. 2). Substrate der zytosolischen
Formen sind Hormone, Neurotransmitter und Fremdstoffe, wahrend die mit dem Golgi-
Apparat assoziierten Formen Zuckerreste von Glykoproteinen und Glykosaminglykanen
sowie Tyrosinreste in Proteinen sulfonieren (Bowman and Bertozzi, 1999; Falany, 1997,
Huttner, 1987). Die Bioaktivierung von benzylischen Verbindungen durch enzymatische
Sulfonierung wurde erstmals 1968 fur das N-Hydroxyacetylaminofluoren (DeBaun et al.,
1968) beschrieben.

Fir den Phase-11 Fremdstoff metabolismus und die Bildung reaktiver Sulfatester (Glatt,
1997) sind die im Zytosol lokalisierten Enzyme von Bedeutung. Diese bilden ene
Superfamilie mit der 1996 eingefiihrten Bezeichnung , SULT* (3 International Sulphation
Workshop in Drymen, Schottland). Es wurde ebenfalls eine systematische Nomenklatur in
Anlehnung an die der Cytochrome P450 (Nelson et al., 1996) geplant, bei der eine Einteillung
in Familien und Subfamilien entsprechend der Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen erfolgt
und homologe Formen von Mensch und Ratte den gleichen Namen erhalten. Sie werden bei
Bedarf durch das Préfix ,h* oder ,r* unterschieden. Diese Nomenklatur wird bislang
hauptsachlich bel den humanen Formen angewendet (Tabelle 1); bei der Ratte ist noch die
Nomenklatur nach Yamazoe weit verbreitet, die ,ST* as Bezeichnung fur die Superfamilie
verwendet und Formen einer Subfamilie unabhéngig von der Spezies in Reihenfolge der

Entdeckung mit Nummern versieht (Tabelle 2). Dementsprechend erhalten orthologen
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Formen im Gegensatz zur SULT-Nomenklatur eine unterschiedliche Nummer. In dieser
Arbeit werden, soweit es sie gibt, die Bezeichnungen der SUL T-Nomenklatur verwendet.

In Vertebraten sind zur Zeit 5 SULT-Familien mit 44 verschiedenen Genen bekannt
(Nagata and Yamazoe, 2000). Die meisten dieser Enzyme wurden als Homodimere aus
Monomeren von 290 — 300 Aminosauren mit je einer Substrat- und Kosubstratbindungsstelle
nachgewiesen; aus der Leber der Ratte wurden auch Monomere (r1B1 (Sakakibara et al.,
1995) und r1lE1 (Borthwick et al., 1993)) und ein Heterodimer (Kiehlbauch et al., 1995)
isoliert. Die Expression ist vom Zell- und Gewebetyp sowie vom Entwicklungsstadium
abhangig (Dunn et al., 1999; Dunn and Klaassen, 1998; Homma et al., 1992; Runge-Morris,
1997). Fur einige Formen und Gewebe wurde eine Regulation durch Hormone beschrieben
(Falany et al., 1998; McAllister and Hornsby, 1988; Schauss et al., 1995).

Das Expressionsmuster und die Substratspezifitdten unterscheiden sich z.T. deutlich
zwischen verschiedenen Spezies. Bei der Ratte ist die Expression in der Leber
geschlechtsabhangig (Tabelle 2), wahrend beim Menschen in nur wenigen Féllen
geringfugige Unterschiede gefunden wurden (Britelli et al., 1999; Pacifici et al., 1997a;
Pacifici et al., 1997b). AulRerdem werden in der Ratte alle bekannten Formen mit Ausnahme
der r1C2 (Tabelle 2) und einer spezifisch im Gehirn exprimierten Form, deren Funktion und
Substrate man noch nicht kennt (Falany et al., 2000), hauptséchlich in der Leber exprimiert.
Im Gegensatz dazu konnten beim Menschen mehrere Formen (h1A3, h1C1, h1C2 und h2B1)
in der Leber nicht oder fast nicht nachgewiesen werden (Tabelle 1). Aus der Leber des
Kaninchens als bisang einziger Sauger-Spezies wurde die fur Alkylamine selektive Form
rb3A1 kloniert (Y oshinari et al., 1998).
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Abbildung 2: Reaktion der Sulfotransferasen (SULT) und Neubildung des Kosubstrats
3’-Phosphoadenosin-5"-phosphosulfat (PAPS) aus Sulfat und ATP

Die Substrate tragen an der Position X Sauerstoff, Stickstoff oder Schwefel; als Grundgertist
R kommen Aryl-, Alkyl- und Arakylreste vor.
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Tabelle 1: Fremdstoffmetabolisierende SULT des Menschen?

systematische ST-Nomenklatur und Gewebe Substrate
Bezeichnung andere
Bezeichnungen
SULT1A1° ST1A3, Phenol- L eber>> Blutpléattchen, Phenol, p-Nitrophenal,
sulfatierende Darm, Hoden, a-Naphthol, Minoxidil,
Phenol-SULT (P-PST; Endometrium, Lunge, Paracetamol
P-PST-I), thermostabile  Gehirn
Phenol-SULT (TS-PST)
SULT1A2" ST1A2, P-PST-II, MRNA in der Leber p-Nitrophenol,
Aryl-SULT (HAST4) (Zhu et al., 1996) a-Naphthol
SULT 1A3 ST1A5, Monoamin- Jejunum, Gehirn> Dopamin, Adrenalin,
sulfatierende Thrombozyten >> Leber Vanillin, Serotonin,
Phenol-SULT (M-PST) p-Nitrophenol,
Thermolabile Phenol- a-Naphthol,
SULT (TL-PST), Paracetamol,
HAST3, STM, HASTS Triiodthyronin
SULT1B1 ST1B2 Leber, Darm, Milz, p-Nitrophenol,
Schilddrtisenhormon-ST¢  Leukozyten a-Naphthol, Vanillin,
(Wang et al., 1998) Triiodthyronine
SULTIC1 ST1C2 MRNA in p-Nitrophenol,
Hydroxyarylamin-ST Niere, Magen, Schilddriise N-Hydroxy-2-acetyl-
(Her etal., 1997) aminofluoren
SULT1C2 ST1C3 MRNA in fétaler Niere p-Nitrophenol,
und Lunge N-Hydroxy-2-acetyl-
(Sakakibaraet al., 1998)  aminofluoren
SULT1E1 ST1E4 L eber, Jgjunum, 17b-Ostradiol, Ostron,
Ostrogen-SULT, hEST ~ Endometrium Pregnenolon,
(Falany et al., 1998) 17a-Ethinylostradiol,
a-Naphthol,
Phytoostrogene
SULT2A1° ST2A3 Nebenniere, Leber Dehydroepiandrosteron,
Hydroxysteroid-SULT,  (Comer and Falany, 1992), Androsteron,
hHST, DHEA-SULT, Jejunum Testosteron,
hST, (Her et al., 1996) Pregnenolon,
Lithocholsaure,
Cholesterol
SULT2Blalb MRNA in Prostata, Dehydroepiandrosteron
(Splicevarianten, mit unter- Plazenta, Trachea
schiedlichem Transkriptionsanfang) (Her et al., 1998)
SULT4A1  ST5A2 Gehirn (Falany et al ., unbekannt
2000)

2 Soweit nicht anders vermerkt, stammen die Angaben aus den Ubersichtsarbeiten von Falany
(1997b) und Nagata und Y amazoe (2000).

Ppolymorph,  ‘Unzweckméfig, da andere Formen auch Schilddrilsenhormone umsetzen
(Kester et al., 1999)
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Tabelle 2: Fremdstoffmetabolisierende SULT der Ratte

. Geschlechts-
systematische  andere Gewebe abhangigkeit Substrate
Bezeichnung®  Bezeichnungen der
Expression
SULT1A1 Phenol-SULT MRNA inmannl. Leber M >W p-Nitrophenoal,
(ST1A1)  (rP-PST), (auch Protein), Hirn, (Matsui and  a-Naphthol,
Minoxidil-SULT  Lunge, Herz, Darm, Watanabe, b-Ostradial,
(rMx-ST), ASTIV, Niere, Nebenniere, 1982) Minoxidil
PST-1 Hoden, Milz® (Ozawa
et al., 1993)
SULT1B1 Dopa/Tyrosin Leber, Niere (Arakiet M =W?" p-Nitrophenol,
(ST1B1)  -SULT al., 1997), mRNA auch a-Naphthal,
(Sakakibaraet al., imDarm® L- und D-Dopa,
1995) Triiodthyronine
(Sakakibaraet al.,
1995)
SULTI1C1 HAST-1(Nagata mRNA in Leber, Niere, M >>W " a-Naphthol,
(STIC1)  etal., 1993) Milz® N-hydroxy-2-
acetylaminofluoren
SULT1C2 rSULT1C2 MRNA und Proteinin  unbekannt  p-Nitrophenol
(ST1C6) (Xiangrong etal., Niere, Leber und
2000) Magen (Xiangrong et
al., 2000)
- rSULT1C2A MRNA und Proteinin  unbekannt  p-Nitrophenol
(ST1C7)  (Xiangrong et al., Niere, Leber und
2000) Magen (Xiangrong et
al., 2000)
SULT1D1 Tyrosinester- Niere unbekannt  unbekannt
(STID2)  SULT,
(AAC99890;
unverdoffentlicht)
SULT1E1 Ostrogen-SULT,  Leber, mRNA auchim M >>W 17b-Ostradiol,
(STIE2)  EST-1und-3 mannl. Herz® (Demyanet  Ostron, Pregnenolon,
al., 1992) 17a-Ethinyl-
Ostradiol
SULT2A¢ Leber (Watabeetal., M<W? Gallensauren,
(ST20, ST21) 1994), mRNA auch Hydroxysteroide
Nebenniere”
SULT2A" rST. Leber (Oguraet al., M<<W?  Gallensauren,
(ST40, ST41) 1994) Hydroxysteroide
SULT2A" Leber (Watabeetal, M<<W?3  Gallensiuren,
(ST60) 1994), mRNA auch Hydroxysteroide
Nebenniere”

# Dadie SULT-Nomenklatur noch nicht in endgtiltiger Form vorliegt, wird zusétzlich die ST-
Nomenklatur von Y amazoe (Nagata and Y amazoe, 2000) angegeben.
® (Dunn and Klaassen, 1998)
° kein Name bekannt, ¢ Noch nicht weiter klassifizierte Formen der Subfamilie SULT2A
3 (Runge-Morris and Wilusz, 1991)
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1.2.2 Mutagenitétstests zur Erfassung der metabolischen Aktivierung durch Sulfotransferasen

Die Beteiligung von Sulfotransferasen an der metabolischen Aktivierung
verschiedener benzylischer Verbindungen wurde zunéachst in bakteriellen Mutagenitétstests
nachgewiesen, die in Gegenwart von mit PAPS angereichertem L eberhomogenat von Mensch
und Ratte durchgefiihrt wurden (Glatt et al., 1994d; Surh et al., 1993). Anstelle des
L eberhomogenats wurden daraufhin partiell gereinigte Sulfotransferasen eingesetzt, wodurch
sich der Effekt auf einzelne Formen zurlckfuhren lief3 (Glatt et al., 1995). Dies war besonders
hilfreich, um die bel der Ratte beobachtete geschlechtsabhangige Aktivierung einiger
Promutagene (Glatt et al., 1994a) zu erkldren. Dieser Ansatz erlaubt aul3erdem den Vergleich
von homologen Formen verschiedener Spezies und hilft hierdurch bei der Interpretation von
in-vivo-Daten aus Tierversuchen in Hinblick auf den Menschen.

Fur die Untersuchung der metabolischen Aktivierung durch humane Enzyme fehlt es
an gesundem Gewebe, das man in grélerem Malstab in bakteriellen Mutagenitétstests
einsetzen konnte. Inwieweit eine Aktivierung durch Sulfotransferasen des Menschen erfolgt,
kann daher besser mit rekombinanten Enzymen untersucht werden. Auf3erdem zeigen sich
sowohl bei Proben von Menschen als auch von Ratten z.T. erhebliche Unterschiede zwischen
Homogenaten verschiedener Préparationen.

Testsysteme mit externer metabolischer Aktivierung haben den Nachteil, dal3 die
aul3erhalb der Zelle gebildeten reaktiven Metabolite aufgrund ihrer Kurzlebigkeit oder ihres
ionischen Charakters moglicherweise nicht oder nur schlecht in der Lage sind, die
Zellmembran zu passieren und die DNA zu schéadigen. Die reaktiven Metabolite reagieren
zudem zunédchst mit Komponeneten des Kulturmediums. Der Einflul3 des Kulturmediums
wurde besonders aufféllig bel der erhdhten Mutagenitét von 1-Hydroxymethylpyren und
4-Hydroxycyclopentadef|chrysen in KCl-haltigem Medium (Glatt et al., 1993). Durch
Reaktion mit Chloridionen wurde ein ungeladener und besser membrangéngiger Metabolit
gebildet (Glatt et al., 1993; Glatt et al., 1990).

In Systemen mit metabolisch kompetenten Indikatorzellen wird die Wechselwirkung
zwischen reaktiven Metaboliten und Bestandteilen des Mediums unterbunden. Durch
Konstruktion SULT-exprimierender Indikatorstéamme fir den Ames Test wurde die
Moglichkeit geschaffen, einzelne Formen verschiedener Spezies mit erhdhter Sensitivitédt zu
untersuchen (Glatt et al., 1996).

Den physiologischen Bedingungen in humanen Zellen néher sind Saugerzellen als
Indikatorzellen. Besonders héufig verwendet werden V79-Lungenfibroblasten des
Chinesischen Hamsters, CHO-Ovarzellen des Chinesischen Hamsters und L5178Y-
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Lymphoblastomzellen der Maus. Diese Zdlinien sind fir ihre kurze Populations
verdopplungszeit, den stabilen Karyotyp und die hohe Klonierungseffizienz bekannt,
alerdings ist ihre metabolische Kapazitdt eingeschrénkt (Glatt et al., 1987). V79-Zellen
exprimieren weder Sulfotransferasen noch mit ihnen um Substrate konkurrierende UDP-
Glucuronyltransferasen (Glatt et al., 1987) und eignen sich daher fir die heterologe
Expression dieser Enzyme. Eine die Hydroxysteroid-SULT der Ratte (rST,) exprimierende
Zellinie wurde bereits beschrieben und erfolgreich in Mutagenitétsexperimenten angewendet
(Czich et al., 1994; Glatt et al., 1994c)

1.3 Fremdstoffmetabolisierende Enzyme und Darmkrebs

1.3.1 Inzidenz von Darmkrebs

Betrachtet man die Organe, die in Deutschland am haufigsten von Krebs betroffen
sind, so sind dies bei Mannern Lunge und Prostata und bei Frauen die Brustdrise, gefolgt
vom Dickdarm (Colon und Rektum) bel beiden Geschlechtern (Arbeitsgemeinschaft
Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 1999). Bel der Mortalitétsrate gilt die
gleiche Reihenfolge, auRer dald sich das Kolorektalkarzinom hier auch bel Mannern an
zweiter Position befindet. Dickdarmkrebs ist somit die haufigste Krebserkrankung, an der

Méanner und Frauen gleichermalen erkranken und auch sterben.

1.3.2 Aufnahme und Zufuhr von Fremdstoffen

Fremdstoffe gelangen Uber die Speiserdhre in den Gastrointestinaltrakt oder werden
durch die Mikroflora im Dickdarm gebildet. Aul3erdem gelangen in gewissem Umfang
eingeatmete Partikel, die durch die Zilien des Epithels der Atemwege soweit herausbewegt
werden, dal? sie verschluckt werden, in den Darm. Zusétzlich werden Stoffwechsel produkte
der Leber, zu denen u.a. Fremdstoffkonjugate zéhlen, mit der Galle in das Duodenum geleitet.
Die Konjugate kénnen im Dickdarm durch bakterielle Enzyme hydrolysiert werden, ebenso
wie Pflanzenglykoside, die im allgemeinen as solche weder gut resorbiert noch durch die
menschlichen Enzyme metabolisiert werden. Obwohl die Resorption von Nahrstoffen im
Dinndarm stattfindet und dem Colon hauptséchlich die Funktion der Rickgewinnung von
Wasser und Elektrolyten zukommt, gelangen hier die durch die Mikroflora in nicht

unerheblichen Mengen gebildeten Vitamine K, B12, Thiamin und Riboflavin in den



Einleitung 10

Organismus. Fur ale im Darmlumen befindlichen Stoffe stellt die Darmmukosa nicht nur eine
physische Barriere sondern auch eine ,, metabolische” dar. Da die aktiv oder passiv in das
Epithel aufgenommenen Substanzen potentiell eine biologische Wirkung haben kénnten und

weiter transportiert werden mussen, finden in der Mukosa Biotransformationsreaktionen statt.

1.3.3 Kolonkanzerogene

Obwohl Dickdarmkrebs neben dem Lungen- und dem Brustkrebs die haufigste
Krebsart in den westlichen Landern ist, ist die Frage nach den Substanzen, die genetische
Verénderungen beim Dickdarmkrebs des Menschen verursachen, ungekléart. Zur
Beantwortung dieser Frage tragen tierexperimentelle Befunde erstaunlich wenig bei, denn es
sind nur wenige Substanzen mit kolonkanzerogener Wirkung bekannt. Der Grof3teil von ihnen
kommt zudem entweder nicht in der Natur vor oder ist nicht Bestandteil der menschlichen
Nahrung. Es handelt sich hierbel zundchst um Nitrosoharnstoffderivate wie N-Methyl-N-
Nitrosoharnstoff, die as direkte Kanzerogene ohne metabolische Aktivierung alkylierend
wirken und instilliert werden mussen. Des weiteren verursachen 1,2-Dimethylhydrazin
(DMH), Azoxymethan (AOM) und Methylazoxymethanol (MAM) nach Injektion
Colontumore. Das gleiche gilt fir einige aromatische Amine, wobel zusétzlich Tumore in
Leber und Niere auftreten. DMH, AOM und die aromatischen Amine entfalten ihre mutagene
Wirkung erst nach metabolischer Aktivierung. Dies ist insofern bedeutsam, als dal3 es die
Beteiligung von Biotransformationsreaktionen bel der Entstehung des Kolonkarzinoms zeigt.
AOM und DMH werden durch Monooxygenasen zu MAM metabolisiert, das spontan unter
Bildung eines reaktiven Methylkations zerféllt. Im Fall der aromatischen Amine entstehen
durch enzymatische Hydroxylierung der priméren Aminogruppe N-Hydroxyderivate, die
Substrate fur N-Acetyltransferasen (NAT) und SULT sein kénnen (Y amazoe et al., 1993). Da
3,2 -Dimethyl-4-aminobiphenyl in Ratten und Hamstern mit schnellem Acetylierer-Phanotyp
eine hthere Anzahl Foci abberanter Krypten in Rektum und Colon verursacht als in Tieren
mit dem langsamen Acetylierer-Phanotyp, wird die metabolische Aktivierung dieses
aromatischen Amins in vivo auf die N-Acetyltransferasen zuriickgefihrt (Feng et al., 1997,
Paulsen et al., 1996). Fir das N-Hydroxyderivat von 4-Aminobiphenyl wurde in vitro eine
Aktivierung durch mit PAPS angereichertes humanes Gewebehomogenat aus Leber und
Colon beobachtet (Chou et al., 1995). Ein Beispiel dafur, da’ auch die Mikroflora an der
Bioaktivierung beteiligt sein kann, ist das in der Cycadnul? vorkommende Cycasin (Lagueur
and Spatz, 1968), bei dem es sich um das 3-Glycosid des MAM handelt. Die Spaltung der
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glycosidischen Bindung durch die Darmbakterien ist fur die kanzerogene Wirkung essentiell,
da Cycasin nur in konventionell, nicht jedoch in keimfrel gehaltenen Ratten Kolontumore
verursacht (Laqueur, 1965).

Tatsachlich in der Natur vorkommende und mit der Nahrung aufgenommene
Substanzen mit kolonkanzerogener Wirkung im Tierversuch sind das 1-Hydroxyanthrachinon
(Mori et al., 1992) und die heterozyklischen aromatischen Amine (HAA) (Nagao, 1999). 1-
Hydroxyanthrachinon wurde in manchen Heilpflanzen gefunden und ist genotoxisch (Tanaka
et al., 2000). Im Hinblick auf den Menschen und die Aktivierung durch SULT ist die
Substanzgruppe der HAA interessanter. HAA werden in der Literatur auch als,, Cooked Food
Mutagens® bezeichnet, da sie beim Erhitzen von Fleisch gebildet werden. Die meisten dieser
Verbindungen verursachen in mehreren Organen Tumore (Sugimura, 1997; Sugimura, 2000),
alerdings waren in bisherigen Versuchen die verfitterten Mengen ein Vielfaches von dem,
was vom Menschen mit der Nahrung verzehrt wird. Kolontumore traten nach Gabe von
2-Amino-6-methyldipyrido[1,2-a:3",2"-d]imidazol (Glu-P-1), 2-Aminodipyrido[1,2-a:3",2"-d]
-imidazol (Glu-P-2), 2-Amino-3,8-dimethylimidazo [4,5-flquinoxain (MelQx), 2-Amino-3-
methylimidazo[4,5-f]chinolin  (1Q) und 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin
(PhIP) auf, wobei letzteres in den mannlichen Ratten Kolon-, in den weiblichen jedoch
Mammatumore auslost (Ito et al., 1991). Wie anhand von in vitro Studien gezeigt wurde,
erfordert die metabolische Aktivierung von HAA zundchst die N-Hydroxylierung der
primaren Aminogruppe, katalysiert durch CYP1A2 (Turesky et al., 1991), CYP1B1 (Crofts et
al., 1997) und eventuell auch CYP1A1 (Crofts et al., 1998). Das N-Hydroxyderivat kann im
folgenden durch SULT (r1A1 (Ozawa et al., 1995), h1A1 (Wu et al., 2000), r1E1 (Lewis et
al., 1998)) oder NAT (Hein et al., 1994; Turesky et al., 1991) zu reaktiven Estern umgesetzt
werden. Der erste Schritt der Aktivierung wurde auch durch die PGHS beschrieben
(Flammang et al., 1989; Wild and Degen, 1987).

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dal3 auch von der Mikroflora Substanzen mit
genotoxischer Wirkung produziert werden. Hierbei handelt es sich um unter aeroben
Bedingungen instabile Lipidether, die als Fecapentaene bezeichnet werden (Gupta et al.,
1984; Hira et al., 1982). Die mutagene Wirkung wird sowohl auf die akylierenden
Eigenschaften (Gupta et al., 1984) als auf die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies nach
Oxidation durch die Prostaglandin H Synthase (de Kok et al., 1994; Plummer et al., 1995)
zurlckgefuhrt. Jedoch wurde im Tierexperiment keine kanzerogene Wirkung festgestellt
(Weisburger et al., 1990), auch wenn spéter tumorpromovierende Eigenschaften beschrieben

wurden (Zarkovic et al.,, 1993). Ob und in welcher Beziehung Fecapentaene im
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Zusammenhang mit Dickdarmkrebs stehen, ist nicht geklart. Sie sind ein Beispiel dafir, dal3
ein in vitro beobachteter mutagener Effekt nicht zwingend zu einer kanzerogenen Wirkung in
vivo fihrt.

Zusammenfassend ergibt sich, dal3 Phase-I-Metabolite von Substanzen, die im
Tierversuch Kolonkrebs verursachen, in in-vitro-Testsystemen durch SULT und NAT zu
mutagenen Verbindungen umgesetzt werden. Das Ausmal3 der durch aromatische Amine oder
HAA verursachten Primérlasionen im Darm, wie z.B. die Bildung von DNA-Addukten oder
Foci abberanter Krypten (Feng et al., 1997; Paulsen et al., 1996; Steffensen et al., 2000), wird
durch den NAT-Phéanotyp beeinflulét. Daher kénnte die in vitro gezeigte Mutagenitét auch in
Vvivo von Bedeutung sein.

Inwieweit der Verzehr von gebratenem Fleisch und anderer HAA-haltiger Nahrung
oder der NAT-Phanotyp fur den Menschen ein Darmkrebsrisiko darstellen, ist unklar. Aus
den ersten epidemiologischen Studien wurde gefolgert, dal3 reichhaltiger Verzehr von rotem
Fleisch und schneller Acetylierer-Phanotyp das Darmkrebsrisiko erhthen (Giovannucci et al.,
1994; llett et al., 1987). In jungeren Arbeiten konnte dies nicht bestétigt werden (Augustsson
et al., 1999; Brockton et al., 2000; Kampman et al., 1999), oder es wurde lediglich bei
Kombination von NAT-Status und Fleischkonsum bel Mé&nnern ab einem Alter von 60 Jahren
ein Effekt gefunden (Chen et al., 1998). In einer weiteren Studie wurde eine Erhdhung des
Darmkrebsrisikos fur Personen gezeigt, die sowohl fir CYPLA2 als auch fir NAT den
Phénotyp des schnellen Metabolisierers haben und viel HAA verzehren (Lang et al., 1994).

1.3.4 Ausstattung mit fremdstoff metabolisierenden Enzymen

Da die Leber als das zentrale Organ des Fremdstoffmetabolismus gilt, wurde der
Ausstattung anderer Organe wie dem Gastrointestinaltrakt weniger Aufmerksamkeit
geschenkt. Haufig findet sich in Publikationen nur die Angabe ,Intestinum® ohne
Unterscheidung der einzelnen Darmabschnitte. Von gesundem Gewebe des Menschen gibt es
aufgrund des limitierenden Probenmaterials nur wenige Daten. Jedoch wurden Proteine oder
MRNA der meisten am Fremdstoffmetabolismus beteiligten Enzymfamilien nachgewiesen,
(Tabelle 3). Zum Tell handelt es sich um Formen, die nicht oder nur wenig in der Leber
exprimiert werden. Hieraus wird ersichtlich, dal3 der Darm Uber ein eigenstandiges
fremdstoffmetabolisierendes System verfiigt. Dessen Kapazitdt wurde fir das Colon als
»Kritisch niedrig” gegentiber dem DiUnndarm bezeichnet (Peters et al., 1991). Der intestinale
First-Pass Effekt kann jedoch bei einigen Verbindungen erheblich sein, im Fal von
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Ethinylostradiol und Cyclosporin A wurden mehr als 40 % der Substanzen in metabolisierter
Form im Pfortaderblut gefunden (Back et al., 1990; Kolars et al., 1991).

Bel Fitterungsversuchen mit Ratten wurde beobachtet, dal3 verschiedene Enzyme, u.a
Glutathiontransferasen (Patel et al., 1998; Sattar et al., 1999; van Lieshout et al., 1998; van
Lieshout et al., 1996), Prostaglandin-H-Synthetase (Rao et al., 1995), Cytochrom-P450-
Reduktase (Baijal et al., 1997; Baijal et al., 1998) sowie Cytochrome P450 (CYP1A1l
(Larsen-Su and Williams, 1996; Rosenberg, 1991; Traber et al., 1992; Vang et al., 1990),
CYP1A2 (Xu et al., 1997), CYP2E1l und CYP2C7 (Hakkak et al., 1996)) im Dickdarm
induziert werden koénnen. Im Fall des Menschen wurden Untersuchungen zur Induktion im
Darm an Kulturen humaner Kolonkarzinom-Zellinien und auch an Patienten, denen aufgrund
eines hohen Darmkrebsrisikos Biopsien entnommen werden muf3ten, durchgefihrt: Gezeigt
wurde die Induzierbarkeit von CYP1A1l und CYP1A2 (Fontana et al., 1999), UGT1AG6,
UGT1A9 und UGT2B7 (Munzel et al., 1999) sowie GSTM1-1 (Odwyer et al., 1996). Die
Induzierbarkeit der einzelnen Formen in Darm und Leber kann unterschiedlich sein; wie z.B.
beobachtet in der Ratte bei den Glutathion-S-Transferasen (Catania et al., 1998) und CY P2C7
(Hakkak et al., 1996).

Tabelle 3: Fremdstoffmetabolisierende Enzymeim Darm des M enschen®

Super- Form toxikologisch oder L okalisation
- phar makologisch
familie relevante Substrate
CYP 1A1 B[a]P, AA Im DUnndarm vorhanden (Zhang et al., 1999) und
(hauptsachlich induzierbar (Fontanaet al., 1999); mRNA in Colon
Ringoxidation) und Rektum (Mercurio et al., 1995)
1A2 Theophyllin, AA Leber, nicht Colon (Massaad et al., 1992), mRNA in
(N-Oxidation), Colon und Rektum (Mercurio et al., 1995)
b-Naphthylamin

1B1 diverse PAH und HAA  Im Tumor, nicht im normalen Colon (Murray et al.,
(Shimadaet al., 1996) 1997), mRNA, nicht aber Protein im Dinndarm
17b-Ostradiol (Zhang et al., 1999)
(Shimadaet al., 1999)

2B6 Benzyloxoresor uf Leber und Intestinum (Gervot et al., 1999)
in

2C Tolbutamid, Dunndarm (Zhang et al., 1999)
Hexobarbital, NSAID

2D6 Debrisoquin, Spartein  Duodenum, Jejunum und lleum, aber viel weniger als
und zahlreicheandere  inder Leber (Madani et al., 1999), mRNA im
Arzneimittel Dunndarm (Zhang et al., 1999)

2E1 Ethanol, Chloroform, MRNA im Dinndarm (Zhang et al., 1999)
Tetrachlorkohlenstoff
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3A Cyclosporin A, Nifedipin  Im gesamten GI-Trakt (Kolarset al., 1994b), im
und weitere Arzneimittel  Dinndarm (Zhang et al., 1999) (Paine et al., 1997),
3A3 mMRNA im Colon und Dinndarm (Mercurio et
al., 1995)
4B1 2-Acetylamino- einige Colonproben, nicht Leber oder Dinndarm
fluoren (Windmill et al., 1997)
NAD(P)H Chinone, L eber, Lunge und Colon (in Tumoren mehr Protein
Chinon- Bioaktivierung von asin gesundem Gewebe) (Belinsky and Jaiswal,
reduktase 1 Mitomycin C und 1993)

(DT-Diaphorase)

Diaziquon

FMO FMO1 weiche Nukleophile, Intestinum (Y eung et al., 2000)
Oxidationvon S, N und
anderen Heteroatomen in
Xenobiotika

FMO3 Tyramin, N-Oxidation  Leber, nicht Intestinum (Lang et al., 1998)
von priméaren Aminen
und Hydroxylaminen
(Linetal., 1996),
Amphetamin (Cashman
et al., 1999)

MAO oxidative Desaminierung  MAO-A und MAO-B im Duodenum (Saura et al.,
biogener Amine 1996)

ALDH Ethanol, Benzylalkohol ~ ADH-Aktivitét in Leber und Colon (Delker et al.,

1998), mRNA vonKlassel und Il Isoformenim
Colon (Engeland and Maret, 1993)
ADH Aldehyde Colon (Hengstler et al., 1998)
EH mEH  Epoxide von PAK Colon und lleum (Aktiviét beider Formen) (Pacifici
sEH et al., 1989),
Colon (mEH 10 % des Gehalts der Leber) (Massaad
et al., 1992)

GST A Elektrophile z.B. B(a)P- Dick- und Diinndarm (Peters et al., 1991), Colon
dihydrodiolepoxid (Massaad et al., 1992) (Hengstler et al., 1998)
(Hayes and Pulford,

1995)
P1-1 Dick- und Diinndarm (Peters et al., 1991), Colon
(Massaad et al., 1992) (Hengstler et al., 1998)
M1-1 L eber, nicht Colon (Massaad et al., 1992)

NAT NAT1 N-Hydroxy-AA, MRNA in Leber, Dinndarm, Colon, Lunge, Niere,
(Kadlubar, 1994) Magen, Osophagus (Windmill et al., 2000)
p-Aminobenzoeséure,
p-Aminosalicylsdure

NAT2 N-Hydroxy-AA MRNA in Leber, Dinndarm, Colon, Lunge, Niere,

(Kadlubar, 1994)

| soniazid, Sulfonamide,
Aromatasehemmer,
Coffein, Hydrylazin

Magen, Osophagus (Windmill et al., 2000)
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UGT 1A Bilirubin, Paracetamol, = Mehr 1A im Dinndarm asim Dickdarm (Peters et
Morphin, Gallensduren,  al., 1991), 1A im Colon und in der Leber sowie
fettlodliche Vitamine, 1A1, 1A3, 1A4, 1A6 mRNA in Colon und Leber
N-Hydroxy-HAA (Strassburg et al., 1999),
(Orzechowski et al., 1A8 und 1A 10 mRNA im Colon, aber nicht in der
1994) Leber (Mojarrabi and Mackenzie, 1998),
1A10 mRNA im Colon, Dinndarm und Magen, aber
nicht in der Leber (Mojarrabi and Mackenzie, 1998;
Strassburg et al., 1998)
2B4 Steroide und 2B4 in der Leber, nicht im Colon; 2B7 in der Leber
2B7 Gallensduren und allen Darmabschnitten (Radominska-Pandya et

al., 1998)

-Glucuronidase Umbelliferon-4- Enzymaktivitét im Colon (Massaad et al., 1992)
glucuronid
SULT 1A1 N-OH-AAF MRNA in Leber, Dinndarm, Colon (Bernier et al.,
1996)
1A3 Katecholamine MRNA in Leber und Dinndarm (Aksoy and
Weinshilboum, 1995)
1B1 Schilddriisen- Leber und Darm (Sakakibara et al., 1995; Wang et
hormone al., 1998)
1E1 Estrogene Leber und Jgunum (Her et al., 1996)
2A1 Hydroxysteroide Leber und Jgunum (Her et al., 1996)
ARS ARSC, Steroidsulfate MRNA im Colon und Duodenum (Dooley et al.,
ARSD 2000); Enzymaktivitat mit 4-

Methylumbelliferonsulfat im Colon (Massaad et al .,
1992)

&falls nicht anders spezifiziert, beziehen sich die Angaben auf Protein
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1.4 Aufgabenstellung

Im ersten Teil der Arbeit sollte die Expression von SULT-Formen in den
verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltrakt von Mensch und Ratte untersucht
werden. Hierzu mufdten zundchst die einzelnen Formen durch Immunblotting und
Bestimmung von Enzymaktivitaten identifiziert werden. Die Expression der detektierten und
maoglichst auch identifizierten Formen sollte im folgenden zwischen den verschiedenen
Darmabschnitten verglichen werden. Bei den humanen Proben sollte auch die
interindividuelle Variabilitét betrachtet werden, was die Bestimmung der Verteilung der
Allele h1A1*R und h1A1*H beinhaltete. Die Befunde sollten einen Vergleich der intestinalen
Expression von SULT zwischen Mensch und Ratte erlauben. Zur Charakterisierung gehorte
ebenfalls die Untersuchung der Lokalisation im Gewebe mittels Immunhistochemie.

Im zweiten Teil sollten die im Colon identifizierten Formen in Indikatorzellen fir
M utagenitétsexperimente exprimiert werden. Da fur diese Formen mit Ausnahme der 1B1
schon im Rahmen anderer Arbeiten in der Arbeitsgruppe rekombinante Indikatorzellen
hergestellt wurden, beschrénkte sich der zweite Teil auf die 1B1. Fur die heterologe
Expression wurden der im Ames-Test verwendete Stamm Salmonella typhimurium TA1538
und die u.a. im HPRT-Test eingesetzten V 79-Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters
verwendet. Mit den rekombinanten Bakterien sollten im Ames-Test Promutagene gefunden
werden, die durch die im humanen Darm exprimierten SULT-Formen aktiviert werden. Diein
TA1538-h1B1 mutagen wirkenden Substanzen sollten im HPRT-Test mit V79-1B1-Zellen
getestet werden. Die hierfir konstruierten Zellinien muf3ten zuvor beziglich ihrer Stabilitét,
1B1-Expression im Vergleich zum Gewebe und Wachstumseigenschaften charakterisiert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréte

Blotting Apparatur: Pharmacia Nova Blot (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
DNA-Sequenziergerat: Pharmacia LKB A.L.F. DNA-Sequencer (Amersham Pharmacia
Biotech Europe GmbH, Freiburg)
Elektrophorese Gerdte: Multiphor |1 mit Stromquelle MultiDrive XL (Amersham Pharmacia
Biotech Europe GmbH, Freiburg)
Elektrophorese-System: Hoefer SE 600 Series (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
Geschlossener Einbettautomat: Hypocenter XP (Shandon, Frankfurt)
Flachbettel ektrophorese - Kammer: Agagel Mini (Biometra, Gottingen)
Mikrophotographie: Videokamera Progressive 3CCD (Sony) mit True Colour Analysis
System Lucia G (Nikon, Duisseldorf)
Mikroskope: Axiovert 25 (Carl Zeiss, Jena)
Standard KF2 (Carl Zeiss, Jena)
Eclipse E1000 (Nikon, Disseldorf) mit folgenden Objektiven:
Plan Apo 20x DIC, Plan Apo 40x DIC und Plan Fluor 10x Phl
Microphot-SA (Nikon, Dusseldorf) mit folgenden Objektiven:
Plan 20x DIC und Plan 40x DIC
Paraffinausgief3system: Histocentre 2 (Shandon, Frankfurt)
Rotationsmikrotom: HM 350 (Microm, Heidelberg)
Spektralphotometer zur Nukleinsdure-Bestimmung: Gene Quant Il (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg)
Szintillationszéhler: LS6500 (Beckman, Fullerton, USA)
Ultraschallsonde: Vibra Cell (Bioblock Scientific, Frankreich)
UV-Detektion: Eagle Eye Il (Stratagene, Heidel berg)
Zellzéhlgerdt: Casy 1 TT (Schérfe, Reutlingen)
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2.1.2 Chemikalien, Enzyme und Kulturmedien

Fir die Herstellung von Puffern fir proteinbiochemische Experimente wurde
ausschliefdlich  dedtilliertes Wasser verwendet. Losungen und Medien far die
Molekularbiologie und die Zellkultur wurden ebenfalls mit destilliertem Wasser hergestellt
und vor Verwendung autoklaviert oder durch Filtration mit Filtern einer Porengrof3e von 0,2
pm sterilisiert.

Anorganische Sauren, Basen und Salze sowie organische Losemittel wurden in einer
fur die Biochemie geeigneten Qualitdt von Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen) oder
Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.1.2.1 Feinchemikalien

Agarose | (Amresco, Solon OH, USA)

Ampicillin Na-Salz (Biomol, Hamburg)

Bovines Serum Albumin Fraktion V (Biomol, Hamburg)

CNBr-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech, Braunschweig)

3,3 -Diaminobenzidin (Boehringer Mannheim, Mannheim)

Dehydroepiandrosteron (DHEA) (Sigma, Deisenhofen)

[1,2,6,7->H(N)]-DHEA 2,2 Thg/mmol (NEN-DuPont, Bad Homburg)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium mit 4500 mg D-Glucose/l und L-Glutamin,
ohne Natriumpyruvat (Gibco BRL, Eggenstein)

DNA Léangenstandard (DNA des | -Phagen, EcoRI/Hindlll) (MBI Fermentas, Vilnius,
L ettland)

ECL Western Blotting Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Braunschweig)

Farbeautomat Cadenza (Shandon, Frankfurt)

Folin & Ciocalteu Phenol Reagent (Sigma, Deisenhofen)

Fotales Kaberserum (Eurobio, Ulis, Frankreich)

Histoplast (Shandon, Frankfurt)

4-Hydroxycyclopenta[deflchrysen und  6-Hydroxymethylbenzo[a]pyren wurden von A.
Seidel (Biochemisches Institut fur Umweltkarzinogene, Grofthansdorf) zur Verfligung
gestellt.

Kanamycin (Sigma, Deisenhofen)

LB- Medium (Sigma, Deisenhofen)
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LuriaAgar (Sigma, Deisenhofen)

17b-Ostradiol [50-28-2] (Sigma, Deisenhofen)

[6,7-°H(N)]-17b-Ostradiol 1480 Gb/mmol (NEN-DuPont, Bad Homburg)

PAPS [102029-54-9] (S.Singer, University of Dayton, USA)

[**S]-PAPS (NEN-DuPont, Bad Homburg)

Penicillin (Gibco BRL, Eggenstein)

Protease-Inhibitor Completed Protease Inhibitor Cocktail (Boehringer Mannheim,
Mannheim)

Puromycin und Streptomycin (Gibco BRL, Eggenstein)

SzintillationsflUssigkeit Rotiszint 2200 (Roth, Karlsruhe)

2.1.2.2 Verbrauchsmaterial

Steriles Einwegmaterial fur zell- und molekularbiol ogische Arbeiten wie Petrischalen,
Gewebekulturschalen, Gewebekulturflaschen, Pipetten und Zentrifugenréhrchen wurden von
den Firmen Nunc (Wiesbaden) und Greiner (Frickenhausen) erworben, Einfrierrdhrchen und
Sterilfiltereinheiten waren von Nalgene (Rochester, USA). Alle weiteren Produkte wurden

von den Firmen Roth (Karlsruhe) oder Eppendorf (Hamburg) bezogen.
2.1.2.3 Antikorper

Anti-Kaninchen-1gG- Peroxidase-Konjugat aus Ziege (Sigma, Deisenhofen)
Anti-Schaf-1gG-Peroxidase-K onjugat aus Esel (Sigma, Deisenhofen)

Vectastain ABC-Kit mit biotinyliertem Anti-Kaninchen-IlgG aus Schwein und Avidin-
M eerrettich-Peroxidase-K onjugat (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA)
h1B1-Antiserum (auch 1gG-Fraktion): C. N. Falany, University of Alabama, Birmingham,
USA

h1A1-Peptid-, h1A3-Peptid-, h2A1- (Sharp et al., 1993), rlE1l- (Forbes-Bamforth and
Coughtrie, 1994), r1A1- und h1A3-Antiseren: M. H. C. Coughtrie, Dundee, Schottland
h1A1l-Antiserum: C. E. Engelke, DIfE, Rehbriicke



Material und Methoden 20

2.1.2.4 Plasmidvektoren

pCR-Script Amp SK(+) (Stratagene, Heidelberg)

pPET-24a(+) (Novagen, Madison, USA)

pET-28a(+) (Novagen, Madison, USA)

pKK233-2 und pKK233-3 (Clontech, Palo Alto, USA)

pT7Blue(R) (Novagen, Madison, USA)

Folgende Plasmide wurden freundlicherwel se von anderen Forschern zur Verfligung gestellt:
pBSpacDp (de laLuna et al., 1988) (A. Jiménez, Centro de Biologia Molecular, Universidad
Auténoma Cantoblanco, Madrid, Spanien), pMPSV (E/H) und (H/E) (Artelt et al., 1988) (H.
Hauser, GBF Braunschweig), pKK233-2-h1B1 (Wang et al., 1998) (C. Falany, University of
Alabama, Birmingham, USA) und pMP-r1B1 und pKNeo-r1B1 mit cDNA entsprechend
Genebank acc. No. D89375 (W. Meinl, DIfE, Bergholz-Rehbriicke).

2.1.2.5 Oligonukleotide

Die in Berlin anséssigen Firmen BioTeZ Berlin-Buch GmbH oder InViTek sowie
MWG Biotech (Ebersberg) wurden mit der Oligonukleotidsynthese beauftragt. Die fur die
Sequenzierung von pT7-Blue(R)-Konstrukten verwendeten Oligonukleotide wurden von der

Firma Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH (Freiburg) bezogen.

2.1.2.6 Enzyme

Cloned Pfu DNA Polymerase (Stratagene, Heidelberg)

Combi Pol DNA Polymerase (InViTek, Berlin)

Pwo DNA Polymerase (Boehringer Mannheim, Mannheim)

Superscripta 11 RNase H” Reverse Transkriptase (Gibco BRL, Eggenstein)
T4 DNA Ligase (Gibco BRL, Eggenstein)

Restriktionsenzyme (MBI Fermentas, Vilnius, Lettland)
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2.1.2.7 Biologisches Material

a) Bakterienstamme
Epicurian ColiO XL1-Blue wurden as kompetente Zellen von Stratagene (Heidelberg)
erworben.
Escherichia coli BL21(DE3) (Studier and Moffatt, 1986)
Salmonella typhimurium LB5000 (Bullas and Ryu, 1983)
Salmonella typhimurium TA1538 wurde von B. Ames (University of California, Berkley,
USA) zur Verfiigung gestellt.
Die Stamme Salmonella typhimurium TA1538-SULT wurden in der Arbeitsgruppe
hergestellt; sie enthalten die Plasmide pKK-233-2 - SULT:
TA1538-h1A1 (Glatt et al., 1998)
TA1538-h1A2* 1 (HAST4v) und TA1538-h1A2*2 (HAST4) (W. Meinl)
TA1538-h1A3 (Glatt et al., 1998)
TA1538-h1C1 (W. Meinl)
TA1538-h1E1 (Hagen et al., 1998)
TA1538-h2A1 (Hagen et al., 1998)
TA1538-h2B1 (W. Meinl)
TA1538-r1A1 (Glatt et al., 1998)
TA1538-r1B1 (W. Meinl)
TA1538-r1C1 (W. Meinl)
TA1538-r1E1 (W. Meinl)
TA1538-rSTa (Glatt et al., 1998)

b) Zellen

V79: Bel dieser Zellinie handelt es sich um die in Mainz etablierte Sublinie V79 Mz der aus
Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters gewonnenen Zellinie V79 (Wolfel et al.,
1991).

V79p: Die fur Kontrollexperimente verwendete Zellinie trégt den Puromycin-
Resistenzmarker und wurde aus der V79 Mz Sublinie durch stabile Transfektion mit dem
Plasmid pBSpacDp (2.1.2.4) hergestellt (Czich et al., 1994).
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Die zytosolische Fraktion aus V79-r1E1-Zellen wurde von U. Pabel (DIfE) zur Verflgung
gestellt.

¢) humane Proben

Bei den analysierten Darmproben handelte es sich um Gewebe, das aufgrund einer
Krankheit (siehe Tabelle 4) operativ entfernt werden muldte. Die Grof3e variierte von Stiicken
mit einer Oberflache von 8 cn? bis zu einer Darmschlinge von 20 cm Lange. Die Gewebe
wurden fir diese Arbeit von Dr. M. Kretzschmar von der Klinik fir Anasthesiologie und
Intensivmedizin in Gera gesammelt. Nach der Entnahme wurden sie bis zur weiteren
Aufarbeitung am DIfE bei -80°C gelagert. Die Probe S-1 wurde von der Abteilung PML des
DIfE zur Verfigung gestellt. Es handelte sich um eine in Formalin fixierte und in Paraffin
eingebettete Colonbiopsie, die am Benjamin Franklin Krankenhaus entnommen und als “ohne

Befund” diagnostiziert worden war.

Tabelle 4: Humane Gewebeproben

Bezeichnung Gewebe Geschlecht  Alter bei OP Diagnose
R1 Rektum m 42 Rektum-Karzinom
R2 Rektum w 46 Rektum-Karzinom
R3 Rektum w 73 Rektum-Karzinom
R4 Rektum w 74 Rektum-Karzinom
R5 Rektum w 69 Rektum-Karzinom
R6 Rektum w 70 Rektum-Karzinom
R7 Rektum m 69 Rektum-Karzinom
R8 Rektum w 37 Rektum-Karzinom
R9 Rektum w 56 Rektum-Karzinom
R10 Rektum m ? Rektum-Karzinom
R11 Rektum w 75 Rektum-Karzinom
C1 Colon m 58 stenos. Colon-Karzinom
mit lleus

C2 Colon m 70 stenos. Sigma-Karzinom
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Adenokarzinom des

C3 Colon w 64 Septum rectovaginale
C4 Colon w 60 Sigma-Karzinom
C5 Colon w 36 Colitis Ulcerosa
C6 Colon (Sigma) m 61 Sigma-Karzinom
C7 Colon (Sigma) w 61 Sigma-Karzinom
C8 Colon m 72 Colon-Karzinom
C9 Colon (Sigma) m 39 Sigma-Divertikulitis
C10 Colon (Sigma) m 75 Sigma-Neoplasie
Ci11 Colon (Sigma) m 74 Sigma-Divertikulitis
C12 Colon (Transversum) w 66 Transversum-Karzinom
C13 Colon m 72 Sigma-Neoplasie
Cl14 Colon m 71 Sigma-Neoplasie
C15 Colon (Sigma) w 65 Sigma-Karzinom
C16 Colon w 74 Sigma-Divertikulitis
C17 Colon m 65 Sigma-Divertikulitis
C18 Colon w 67 Colon-Karzinom
C19 Colon w 50 Colon-Karzinom
C20 Colon m 57 Colon-Karzinom
C21 Colon m 68 Colon-Karzinom
C22 Colon m 57 Colon-Karzinom
C23 Colon w 59 Colon-Karzinom
C24 Colon (Sigma) w 66 Sigma-Karzinom
C25 Colon m 60 Colon-Karzinom
C26 Colon (Sigma) w 60 Sigma-Neoplasie
C27 (+14) Colon m 76 Colon-Karzinom
C28 Colon m 68 Colon-Karzinom
C29 Colon (Sigma) w 68 Sigma-Karzinom

Coe Coecum m 68 Colon-Karzinom
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lla+b [leum w 59 Rektum-Karzinom
12 lleum m 71 Rektum-Karzinom
13 lleum m 75 Rektum-Karzinom
14 (+ C27) lleum w 76 Colon-Karzinom
Jg Jgjunum m 33 Pankreas-Karzinom
andere Proben:
M Magen ? ? ohne Befund
S1 Colon desc m ? ohne Befund
L(m) L eber m 55 ?
L(w) L eber w 44 ?

d) Gewebeproben von Ratten

10 Wochen alte méannliche und weibliche Ratten vom Stamm Shoe:WIST wurden von
der Tierzucht Schonwalde als SPF-Tiere gekauft. Sie wurden vor der Tétung durch
Dekapitation fur 2 bis 3 Wochen im SPF-Bereich gehalten.

2.2 Molekularbiologische M ethoden

2.2.1 Allgemeine Methoden

Fir die Anzucht von Bakterien wurden LB-Medium und Luria Agar verwendet. Das
Anlegen von Stockkulturen, die Herstellung kompetenter Bakterien nach der CaCl,-Methode,
die Transformation kompetenter Bakterien und andere Standardmethoden wie die DNA-
Falung mit Natriumacetat wurden nach den Vorschriften beschrieben in Sambrook et al.
(1989) durchgefuihrt.

2.2.2 Isolierung, Reinigung und Quantifizierung von Nukleinsduren
DNA und RNA wurden mit den entsprechenden Kits von Qiagen aus PCR-

Reaktionsansatzen, Agarose-Gelen, Bakterien, Zellkulturen oder Geweben isoliert. Die

Quantifizierung erfolgte photometrisch im “ Gene Quant” RNA/DNA calculator.
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2.2.3 Enzymatische Modifikation von DNA

Restriktionsenzyme, Polymerasen sowie die T4 Ligase wurden inklusive ihrer
Reaktionspuffer von den Herstellern geliefert (2.1.2.6). Die Enzyme wurden geméald den
Empfehlungen der Hersteller eingesetzt.

2.2.4 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzenzierung erfolgte nach der Didesoxykettenabbruchmethode nach
Sanger (1977). Sie wurde bis Ma 1998 mit dem Pharmacia LKB A.L.F. im Labor selbst
durchgefiihrt, danach wurde die Firma InViTek (Berlin) mit der DNA-Sequenzierung
beauftragt. Die Sequenzen der Oligonukleotide waren bel beiden Varianten identisch, jedoch
wurden fir die Sequenzierung mit dem Pharmacia-Gerdt fluoreszenzmarkierte Oligo-
nukleotide verwendet. Da die Firma InViTek fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide
einsetzt, konnten in diesem Fall unmodifizierte Oligonukleotide verwendet werden.

Oligonukleotide fur die Sequenzierung der h1B1 cDNA aus pMP-h1B1:
Vorwartsprimer 5" -FITC-GTG GTT TGT CCA AACTCA TC-3
Rickwartsprimer 5" -FITC-GTT AACTGG TAA GTT TAG TC-3
interner Primer 5"-FITC-AAA GTT CCA ATG TTG GAA-3

Oligonukleotide fur die Sequenzierung der h1B1 cDNA aus pCR-h1B1:
Vorwartsprimer 5" -FITC-GCT TGA TAT CGA ATT CTT GC-3
Rickwartsprimer 5"-FITC-AAC AAA AGC TGG AGG AGC TCC AC-3
interner Primer 5°-FITC-AAA GTT CCA ATG TTG GAA-3

Oligonukleotide fur die Sequenzierung der h1B1 cDNA aus pT7-h1B1:
Vorwértsprimer 5°- FITC-CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3
Ruckwaértsprimer 5°- FITC-CAG GAA ACA GCT ATCAC -3

interner Primer 5-FITC-AAA GTT CCA ATG TTG GAA-3
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2.2.5 Elektrophorese von Nukleinsduren

TAE-Puffer (40 mM Tris/HCI , 20 mM NaCH3;COO, 1 mM EDTA pH 7,5)
Agarose (1 % (w/v) in TAE mit 0,04 % (w/v) Ethidiumbromid)
Proben-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7,4, 50 % Glycerin mit 0,5 % Bromphenol blau)

Fur die Elektrophorese im Flachbettsystem wurden Gele aus 1 % (w/v) Agarose mit
Ethidiumbromid (0,04 %) in TAE-Puffer verwendet. Die Auftrennung erfolgte bel einer
Stromstéarke von 60 mA in TAE-Puffer. Zur Abschdtzung von Lange und Menge der
untersuchten Nukleinsduren wurden 500 ng mit EcoRl und Hindlll restringierte DNA
(2.1.2.1) desPhagen | a's Standard eingesetzt.

Durch Interkalation des Ethidiumbromids in die DNA-Doppelstrénge konnten die
DNA-Fragmente bei Bestrahlung mit UV-Licht (312 nm) durch Fluoresenz sichtbar gemacht

werden. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe der digitalen Kamerades “Eagle Eye”.

2.2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR diente zum einen der Amplifikation von cDNAs aus gentechnisch
veranderten V79 Zdlen (2.4.3) sowie aus Geweben und zum andern der gezielten
Mutagenese, um Erkennungssequenzen fir Restriktionsenzyme zu Klonierungszwecken
einzuflgen.

Bei allen PCRs wurde anfangs der DNA-Doppelstrang durch finfminttiges Erhitzen
auf 94 °C aufgeschmolzen, dann folgten 25 - 30 Vermehrungszyklen bestehend aus
Aufschmelzen der DNA-Doppelstrange fir 1 min bei 94 °C, Hybridiserung der
Oligonukleotide an die Einzelstréange fir 1 min bel der geeigneten Temperatur und
Polymerasereaktion fur 0,5 -3 min je nach Lange des PCR-Produkts bei 72 °C. Abschlief3end
wurde 10 min bel 72 °C inkubiert, um angefangene DNA-Strange zu komplettieren. Ein
Ansatiz von 50 pl enthielt 1 U Polymerase (2.1.2.6), 100 ng DNA, 10 pmol jedes
Oligonukleotids, 25 nmol dNTPs und 1,5 mM MgCl,. Die bel den einzelnen Amplifikationen
verwendeten Polymerasen, Oligonukleotide und Hybridisierungstemperaturen sind bei den
jeweiligen Anwendungen aufgefihrt. Die PCR-Produkte wurden durch Agarose-

Gelelektrophorese (2.2.5) nachgewiesen.
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2.2.7 Nachweis von h1B1- und h1C1-mRNA durch RT-PCR

Als Ausgangsmaterial diente humane Mucosa aus dem Rektum (Probe R3, Tabelle 4).
Die gesamte RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Kits von Qiagen gewonnen. Die Gewinnung
der cDNA erfolgte unter Verwendung der Reversen Transkriptase Superscript™ 11 (Gibco
BRL, Eggenstein) entsprechend dem Herstellerprotokoll. Es wurden zwei Ansédize
durchgefiihrt: Zum einen wurde zundchst die gesamte mMRNA (2.2.2) unter Verwendung des

Oligonukleotids 5°-TTT TTT TTT TTT TTT TTT-3" in cDNA umgeschrieben, und zum
anderen wurde nur die h1B1 cDNA mit einem spezifischen Oligonukleotid (5-ACC TTT
TAA GCT TAT TTA CAT CTT GCT CAG-3’) hergestellt. Die Konstrukte dienten als
Ausgangsmaterial fur Amplifikationen (2.2.6) mit fur h1B1 und hlCl spezifischen
Oligonukleotiden. Letzere sind im folgenden gemeinsam mit den verwendeten Polymerasen

aufgefihrt:

a) h1B1

Vorwartsprimer 5°-AAT CGA ATT CAA AAT GCT TTC CCC AAA AGA TAT TC-3
Rickwartsprimer 5-GAA TTC AAG CTT TAA ATC TCT GTG CGG-3
Hybridisierungstemperatur: 55 °C, Tag Polymerase, Combi-Pol Polymerase

b) h1C1

Vorwartsprimer 5-GAC CAC GAA TTC TGA GACACT ATGGCCCTGAC-3
Rickwartsprimer 5-ACC TTT TAA GCT TAT TTA CAT CTT GCT CAG-3
Hybridisierungstemperatur: 50 °C und 55 °C, Pwo Polymerase und Combi-Pol Polymerase

Die Identitét der h1B1 - PCR-Produkte wurde zundchst durch Restringieren (2.2.3) mit
den Enzymen Xbal, Xmnl und Ncol und elektrophoretischer Auftrennung der Fragmente
(2.2.5) Uberpruft. Um die PCR-Produkte in ausreichender Menge fur die Sequenzierung zu
gewinnen, wurde der mit der Combi-Pol hergestellte Ansatz in das Plasmid pCRScript
(2.1.2.4) und der andere in das Plasmid pT7Blue (2.1.2.4) insertiert. Da es sich in beiden
Falen um “Blunt-End” Klonierungen an der Sfl-, bzw. EcoRV-Restriktionsschnittstelle
handelte und die verwendeten Polymerasen keine glatten Enden produzieren, mufiten diese
durch Behandlung mit Pfu DNA Polymerase poliert werden. Das entsprechende Protokoll
ebenso wie das zur weiteren Ligation und Transformation von kompetenten Epicurian Colia

XL1-Blue wurde aus dem Handbuch zum pCRScript-Plasmid der Firma Stratagene
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entnommen. Ob die transformierten Bakterien tatséchlich das Plasmid mit insertierter h1B1
cDNA aufgenommen hatten, wurde durch Restringieren (2.2.3) des aus diesen Bakterien
isolierten Plasmids (2.2.2) mit Pvull und anschlief3ender Agarose-Gelelektrophorese (2.2.5)
Uberprift. Die Orientierung der insertierten cDNA wurde durch Analyse der Fragmentgrof3e
nach Restringieren (2.2.3) mit Xbal (pT7Blue), bzw. Xmnl (pCRScript) bestimmt. Fir die
Sequenzierung (2.2.4) wurden ein Klon pT7Blue-h1B1 und zwei Klone pCRScript-h1B1 mit
korrekter Orientierung ausgewahlt.

Des weiteren wurde die durch Restringieren mit EcoRI und Hindlll (2.2.3) erhaltene
h1B1 cDNA aus pT7-Blue-h1B1 in den ebenso restringierten Expressionsvektor pKK233-3
(2.1.2.4) ligiert (2.2.3). Mit pKK233-3-h1B1 wurden kompetente Epicurian Colia XL1
transformiert; der resultierende Stamm wurde E. coli XL1- h1B1 (RT-PCR) genannt.

2.2.8 Konstruktion von pMP-h1B1

Um die h1B1 cDNA zwischen die EcoRI und die Hindlll Restriktionschnittstellen des
Vektors pMPSV (E/H) ligieren zu konnen, wurde die cDNA Sequenz aus dem Plasmid
pKK233-2-h1B1 (2.1.2.4) mit Combi-Pol Polymerase amplifiziert (2.2.6). Durch die
gewdhlten Oligonukleotide wurden an der Sequenz zwei Modifikationen vorgenommen:
Erstens wurde die Wildtypsequenz im Bereich des Trandationsstartkodons, die im
Ausgangsplasmid verandert worden war (Wang et al., 1998), wieder hergestellt und zweitens
wurde die Erkennungssequenz fur EcoRI vor dem Startcodon eingefugt. Hierfir wurden

folgende Oligonukleotide mit einer Hybridisierungstemperatur von 57 °C verwendet:

Vorwértsprimer 5 -AAT CGA ATT CAA AAT GCT TTC CCC AAA AGA TAT TC-3
Ruckwaértsprimer 5-CTT CTC TCA TCC GCC AAA ACA GCC-3

Kompetente Epicurian ColiO XL1-Blue wurden mit pMP-h1B1 entsprechend dem
Herstellerprotokoll transformiert, und die aus den transformierten Bakterien isolierten
Plasmide (2.2.2) wurden durch Restringieren (2.2.3) mit Xbal und Auftrennung der
Spaltprodukte durch Agarose-Gelelektrophorese (2.2.5) auf Vorhandensein der h1B1 cDNA
Uberpruft.

Um eventuell bei der PCR entstandene Mutationen auszuschlief3en, wurde die Sequenz
der h1B1 cDNA im pMP-h1B1 Plasmid bestimmt (2.2.4).
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2.2.9 Konstruktion von pET-SULT

Fir die Uberexpression im pET-System der Firma Novagen wurden die gewtinschten
cDNAs in ein Plasmid aus der pET-Serie insertiert. In diesen Konstrukten unterliegt die
Expression der Kontrolle des T7 Promoters. E. coli BL21 (DE3) (2.1.2.7) wurden mit den
Plasmiden pET-SULT transformiert (2.2.1), um die entsprechenden Stamme E. coli BL21-
SULT zu erhalten. Diese exprimieren nach Induktion mit IPTG die T7 RNA Polymerase, so

dal3 induzierte Bakterien fast ausschliefdich das entsprechende Protein produzieren.

a) pET24a(+)-h1B1

Die h1B1 cDNA wurde zwischen die Ndel und die Hindlll Restriktionsschnittstellen
des Plasmids pET24a(+) insertiert (2.2.3). Die hierfur erforderlichen Restriktionsschnittstellen
wurden durch PCR (2.2.6) mit folgenden Oligonukleotiden eingefihrt:
Vorwartsprimer 5-GAA TTC CAT ATG CTT TCC CCA AAA G-3
Rickwartsprimer 5-GAA TTC AAG CTT TAA ATC TCT GTG CGG-3
Als Ausgangsmaterial diente das Plasmid pKK233-2-h1B1 (2.1.2.4). Die Amplifikation
wurde durch die Pfu turbo Polymerase katalysiert, die Hybridisierungstemperatur betrug
60 °C.

b) pET28a(+)-r1B1

Zur Insertion in pET28 wurde eine cDNA mit Schnittstellen fir Ncol am 5" -Ende und
Hindlll am 3"-Ende bendtigt. Diese wurde aus dem von W. Meinl zur Verfligung gestellten
Konstrukt pKNeo-r1B1 durch Restringieren (2.2.3) mit Ncol und Hindlll erhaten. Wie bei
pKK233-h1B1 ist die Restriktionsschnittstelle fir Ncol in der r1B1 cDNA durch einen

konservativen Basenaustausch entfernt worden.

c) pET28b(+)-h1A1 und - 1A3

Die cDNAs wurden entsprechend der h1B1-cDNA aus den Plasmiden pKK-233-h1A1
und -h1A3, die aus den Stammen S. typhimurium TA1538-h1A1 und -h1A3 (2.1.2.4) isoliert
worden waren (2.2.2), durch Restringieren (2.2.3) mit Ncol und Hindlll gewonnen. Sie
wurden in das ebenfalls mit Ncol und Hindlll restringierte Plasmid pET28b(+) (2.1.2.4)
ligiert (2.2.3).
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2.2.10 Bestimmung des h1A1 Polymorphismus

Die Untersuchung der Darmproben beziglich des Polymorphismus der h1A1 (Allele
h1A1*R und h1lA1*H) (Raftogianis et al., 1997) wurde nach der von C. Engelke etablierten
Methode durchgefuhrt (Engelke et al., 2000).

2.3 Proteinbiochemische M ethoden

Bei der Durchfiihrung von Prozessen, bei denen der Erhalt des nativen Proteins
wichtig war, wurden die Proben im Eisbad gekuhlt, oder es wurde im Kuhlraum bei 4 °C
gearbeitet. Von solchen Proben wurden Aliquots in flissigem Stickstoff eingefroren und bei
-80 °C gelagert.

2.3.1 Préparation von subzellul&ren Fraktionen

2.3.1.1 Pr8paration der subzelluléren Fraktionen aus Colonmucosa von Mensch und Ratte

PBS (140 mM NaCl, 10 mM NaHPO,, 3 mM K;HPO, pH 7,4)
Homogeni sationspuffer (150 mM KCl, 1 mM EDTA, 10 mM NaHPO,/NaH,PO, pH 7,4 und

Completed Protease Inhibitor Cocktail entsprechend der Herstellervorschrift)

Die bel -80 °C gelagerten Proben wurden langsam aufgetaut, indem sie erst fir sechs
Stunden bei -20 °C gehalten und anschlief?end Uber Nacht in Eis gelegt wurden. Die
aufgetauten Gewebestlicke wurden mit eisgekihlitem PBS gespult, um grobe Reste an
Darminhalt und Blut zu entfernen. Bei den humanen Proben mufiten die Wucherungen des
Tumors mit der Schere entfernt werden, danach wurde das aufgeschnittene Darmstlick mit der
Muskelschicht auf einer eisgekuhlten Glasplatte ausgebreitet. Es folgte eine Reinigung der
Mucosa durch kréaftiges Spilen mit PBS und Abtupfen mit Papiertiichern. Die Mucosa wurde
mit einem Plastikspatel abgeschabt und in einem Potter-Elvehjem Homogenisator mit 3 ml
Puffer pro g Mucosa homogenisiert. Das Homogenat wurde 20 min bel 12 000 rpm und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und auf Eis gelagert. Das Sediment wurde mit 2 mi
Homogenisationspuffer pro g Gewebe resuspendiert und unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Beide Uberstdnde wurden vereinigt und 1 h bei 100 000 x g und 4 °C
ultrazentrifugiert. Der Uberstand enthielt die zytosolische Fraktion, das Sediment die
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mikrosomale Fraktion. Letztere wurde zum Waschen mit 5 ml Homogenisationspuffer
resuspendiert und erneut sedimentiert. Anschliefiend wurde sie mit 0,5 ml/g Gewebe in

Homogenisationspuffer resuspendiert, 10 s sonifiziert und eingefroren.

2.3.1.2 Pr8paration der subzellul&ren Fraktion aus Leber

Das Gewebe (Tabelle 4) wurde mit einem Skalpell zerkleinert und mit 5 ml/g Gewebe
Homogenisationspuffer analog zum Protokoll fur die Darmproben homogenisiert und in
subzellul&re Fraktionen aufgetrennt (2.3.1.1).

2.3.2 Zytosol aus Bakterien

LB-Medium mit Ampicillin (100 mg/l); falls erforderlich ohne Antibiotikum
KCP-Puffer (150 mM KCI , 10 mM Na;HPO,/NaH,PO4 pH 7,4)

Pro Ansatz wurden 100 ml Medium mit 100 ul einer tiefgefrorenen Stockkultur
(2.2.1) inokuliert und fur 8 h bel 37 °C und 200 Upm inkubiert. Die Bakterien wurden fir
5 min bei 3000 x g und 4 °C sedimentiert, mit 25 ml KCP-Puffer resuspendiert und unter den
gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Zu den gewaschenen Bakterien wurden 800 pl
KCP-Puffer pipettiert. Die zytosolische Fraktion wurde durch Sonifizieren und
Ultrazentrifugation gewonnen: Hierfir wurde die Suspension drei Zyklen aus je 10 s
Behandlung mit Ultraschall und 30 s Kiihlung im Eisbad unterzogen. Anschlief3end wurde die
zytosolische Fraktion durch einstiindige Ultrazentrifugation bei 100 000 x g und 4 °C
erhalten.

2.3.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Lowry (1951). Zur Herstellung

der Eichreihe wurde BSA verwendet.

2.3.4 SDS-Polyacrylamidgel elektrophorese (SDS-PAGE)

Solubilisierungspuffer (62,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerin,
5 % (v/v) Mercaptoethanol und 0,1 % (w/v) Bromphenolblau)
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Zur Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde die
Methode nach Lammli (1970) mit einem 3%igen Sammelgel und einem 11%igen Trenngel
verwendet. Die Proben wurden zur Denaturierung fur 5 min mit Solubilisierungs-puffer
gekocht.

2.3.5 Nachweis von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgel en durch Coomassie-Farbung

Farbeldsung (0,1 % (w/v) Servablau R-250, 10 % (v/v) Essigsaure und 40 % (v/v) Methanol)
Entfarbel 6sung (10 % (v/v) Essigsaure, 40 % (v/v) Methanol)

Die Gele wurden zunéchst fir 20 min mit der Farbel6sung und anschlief3end bis zur
Entfarbung des Hintergrundes mit der Entfarbelosung inkubiert. Gefarbte Gele wurden mit

der digitalen Kamera des Eagle Eye (2.1.1) fotografiert.

2.3.6 Western Blotting und Immundetektion von Sulfotransferasen

TBS-T (50 mM Tris/HCI pH 9, 150 mM NaCl und 0,1 % (v/v) Tween 20)
Blockierungslésung (1 % BSA (w/v) in TBS-T, bzw. 1 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T
im Fall des h1A1-Antiserums)
Primarantikorper: h1B1-Antiserum (1: 10 000) aus Kaninchen (Serum)
rlE1-Antiserum (1: 2500) aus Kaninchen
h1A1- und h1A3-Peptid-Antiserum (1: 2000) aus Kaninchen
h1A1-Antiserum (1: 20 000) aus Kaninchen
h2A1-Antiserum (1: 2500) aus Kaninchen
h1A3-Antiserum (1: 10 000) aus Schaf
r1A1-Antiserum (1: 2000) aus Kaninchen
Sekundérantikorper:  Anti-Kaninchen-1gG-Peroxidasekonjugat aus Ziege (1: 2000)
Anti-Schaf-1gG-Peroxidasekonjugat aus Esel (1:2000)

Nach Auftrennung der Proteine im Polyacrylamidgel (2.3.4) wurden sie durch das
halbtrockene Elektroblotverfahren von Kyhse-Andersen (1984) auf eine Nitrozellulose-
membran transferiert. Zum immunologischen Nachweis von Proteinen wurden zunéchst alle
frelen Bindungsstellen auf der Membran durch enstindige Inkubation mit der

Blockierungsldsung abgeséttigt. Anschlief3end wurde die Blockierungslésung gegen den in
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der Blockierungsldsung verdiunnten Primérantikorper ausgetauscht und die Membran eine
weitere Stunde unter Schitteln inkubiert. Danach wurde sie funfmal fir 5 min mit TBS-T
gewaschen. Als Sekundérantikdrper wurde ein Anti-Kaninchen-, bzw. Anti-Schaf-1gG-
Peroxidasekonjugat verwendet. Die Peroxidase katalysiert die Luminol-Wasserstoffperoxid-
Reaktion, wodurch Chemoluminszenz erzeugt wird, die mit einem Film detektiert werden
kann. Inkubation und Detektion erfolgten nach der Vorschrift des ECL Western Blotting Kits
(2.1.2).

2.3.7 Sulfotransferase-Aktivitdtsmessungen
2.3.7.1 Messung der Umsatzraten von [*H]-markierten Substraten

[*H]b-Ostradiol: 20 nM und 20 pM in 15 % (v/v) Ethanol; je 2000 cpm/pl
[*H]DHEA: 3 uM und 15 pM in 15 % (v /v) Ethanol; je 2000 cpm/pl
Tris-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 7,4)

MgCl,-Stammldsung (175 mM)

PAPS-Stammldsung (250 pM)

Stoppldsung (100 mM Tris/HCI pH 8,7)

Chloroform

Szintillationscocktail

b-Ostradiol und DHEA sind Substrate der hlE1 und h2Al1. Da sich
Ausgangsverbindung und Sulfatester in ihrer Verteilung zwischen einer organischen und
waldrigen Phase stark unterscheiden, kdnnen sie durch Ausschiitteln der waldrigen Phase mit
Chloroform voneinander getrennt werden.

Ein Inkubationsansatz von 250 pl enthielt neben der Enzymquelle 50 mM Tris/HCI
pH 7,4, 7 mM MgCl,, 20 pM PAPS sowie 3 pM [ °H]DHEA oder 20 pM [*H]b-Ostradiol fiir
h2A1 und 30 uM [3H] DHEA oder 20 nM [*H]b-Ostradiol fiir h1EL.

Die Enzymreaktion wurde fir 10 min bei 37 °C durchgeftihrt, durch die Zugabe von
PAPS gestartet und durch Zugabe von 250 ul Stoppldsung und 3 ml Chloroform beendet. Die
Bestimmung des Blindwerts erfolgte in einem Ansatz ohne PAPS. Die Phasen wurden 2 min
lang ausgeschuttelt und durch Zentrifugation fir 2 min bei 3000 rpm getrennt. 200 ul der
wassrigen Phase wurden zu 4 ml Szintillationscocktail pipettiert und im Szintillationszahler
gezahit.
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Der 100%-Wert wurde aus einem Ansatz ohne Protein und ohne Chloroform ermittelt
und der Umsatz (U) entsprechend Formel (1) berechnet.

U € pmol U_ (CPMp g = CPMgiinert) msubstrat[meI] )
Substrat € . - [ . ] [ ]
emgxming CPMy 5006 wrt X{min Mp 460 LMY

2.3.7.2 Messung der [*S]PAPS -Umsatzrate mit a-Naphthol

K P-Puffer (10 mM K,HPOL/KH,PO, pH 7,4)

K osubstrat-Stammlésungen: 4 pM PAPS und 1 pM [ *S]PAPS in Wasser
Substrat-Stammldsung: 7,5 uM a-Naphthol in Wasser

Falungsreagenzien: 0, 1 M Ba(OH),, 0,1 M Ba(CH3COO), und 0,1 M Zn(OH) »

Szintillationscocktail

Der Umsatz von Substanzen, die nicht in radioaktiv markierter Form zur Verfligung
standen, wurde radiometrisch mit [*°S]PAPS nach der Methode von Foldes und Meek (1973)
bestimmt. Hierbei wird im Verlauf der enzymatischen Sulfonierung **S in das Substrat
eingebaut. AnschlieBend werden nicht umgesetztes [*S]PAPS und freies [*°S]Sulfat durch
Ba®* gefdlt. Die im Uberstand verbleibende Aktivitét ist ein MaR fir die Menge an
gebildetem Sulfatester.

Ein Inkubationsansatz von 150 pl enthielt 50 pmol PAPS/[**S]PAPS (ca. 20 000 cpm),
KP-Puffer, 1 uM a-Naphthol sowie die Probe mit zu bestimmender SULT-Aktivitét. Die
eingesetzte Proteinmenge der Probe wurde so gewahlt, dald wahrend der Inkubation nicht
mehr als 15 % des Kosubstrats verbraucht wurden. Nach 10 min bei 37 °C wurde die
Reaktion durch Zugabe von je 200 pl der Fallungsreagenzien beendet. Die Sulfatsalze wurden
fur 2 min in der Tischzentrifuge sedimentiert und 500 pl des Uberstandes zu 4 ml
Szintillationscocktail gegeben. Aus dem Vergleich mit der Radioaktivitét in einer Probe, die
Wasser anstelle von Protein und Fallungsreagenzien enthielt (“100 %-Wert”), wurde der
Umsatz (U) des Kosubstrats entsprechend Formel (2) berechnet.

U ? pm0| l;'_ (Cmerobe B CmeIind\Nert) mPAPS[meI] 2
PAPS € - = . ( )
emg>xming CPMy 000 wert ><t[m| n] merotein [mg]
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2.3.8 Uberexpression von SULT

Kanamycin-Medium (L B-Medium mit 30 mg/l Kanamycin)
| sopropylthiogal actos d-Stamml ésung (100 mM IPTG)
KCP-Puffer (150 mM KCI, 10 mM NaHPO,/NaH,PO, pH 7,4)

Da die E. coli BL21-SULT (2.2.9) das pET-Plasmid beim Lagern verlieren, wurden
die Kulturen aus Einzelkolonien der Selektionsplatte eines frischen Transformationsansatzes
angeimpft. Die weiteren Schritte wurden entsprechend der Vorschrift fir das pET-System
durchgefiihrt: Zundchst wurde die Einzelkolonie fir 2 bis 3 h in 3 ml Medium bei 37 °C und
200 Upm in einem Schiittelinkubator vermehrt, anschliefRend wurde die gesamte Vorkultur in
100 ml Medium gegeben und bis zu einer ODgo; Von 0,6 - 0,8 (ca. 3 h) weiter inkubiert. Dann
wurde die Induktion durch Zugabe von 100 pl IPTG-LOsung gestartet. Nach weiteren 4 h
konnten die Bakterien aufgearbeitet werden.

Die starke Uberexpression eines Proteins kann fiir die Bakterien ungiinstig sein und
fuhrt dazu, dal3 die Proteine in Form von sogenannten “Inclusion Bodies’ abgelagert werden.
Auf diese Weise erhdt man unldsliches, aber weitestgehend reines Protein. Vor der
Aufarbeitung eines Ansatzes wurde daher untersucht, inwieweit das Uberexprimierte Protein
in lésiicher oder unldslicher Form vorlag. Hierfir wurde ein Aliquot von 10 ml der
induzierten Kultur wie unter (2.3.1.3) beschrieben zentrifugiert, gewaschen und sonifiziert.
Anschlief3end wurde fir 20 min bei 12 000 x g und 4 °C zentrifugiert, um die |6sliche und die
unlésliche Fraktion zu trennen. Beide Fraktionen wurden durch SDS-Gelelektrophorese
(2.3.4) und Coomassie-Féarbung (2.3.5) auf das Vorhandensein von tberexprimiertem Protein
untersucht.

2.3.8.1 Aufarbeitung der l6slichen Fraktion

Die Aufarbeitung erfolgte nach dem fir Bakterien beschriebenen Protokoll (2.3.1.3).
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2.3.8.2 Aufarbeitung der “Inclusion Bodies’ aus E. coli BL21-SULT

Lysepuffer: 5% (w/v) Saccharose, 50 mM Tri/HCI pH 8, 1 mM EDTA

Lysozym-L 6sung (10 mg/ml)

MgCl,-L6sung (1 M)

MnCl,-L6sung (100 mM)

DNase I-Ldsung (10 mg/ml)

Detergenz-Puffer (1 % (w/v) Deoxycholsdure, 1 % Nonidet P40, 2 mM EDTA, 200 mM
NaCl, 20 mM Tris/HCI pH 7,5)

Triton-Puffer (0,5 % (w/v) Triton X-100, 1 mM EDTA, 20 mM Trig/HCI pH 7,5)

Tris-Puffer (1 mM EDTA, 50 mM Tris/HCI pH 8)

Die aus 50 ml Kultur sedimentierten Bakterien wurden in 1 ml Lysepuffer und 250 pl
Lysozym-L 6sung resuspendiert und fur 30 min auf Eis gestellt. Dann wurden je 26 pl MgCl ,-
und MnCl,- sowie 11 pl DNase I-Ldsung hinzugegeben und wieder 30 min auf Eis inkubiert.
Die Suspension wurde anschliefiend mit 3 ml Detergenzpuffer versetzt und kréftig mit dem
Vortexer durchmischt. Durch Zentrifugation bei 10 000 x g fur 10 min bei 4 °C wurde die
unlésliche Fraktion sedimentiert und danach in 3 ml Triton-Puffer resuspendiert und
zentrifugiert. Die Waschschritte mit Detergenz- und Triton-Puffer wurden wiederholt und
dann zweimal mit Tris-Puffer durchgefihrt. Die “Inclusion Bodies’ wurden schliefdich in

1ml 0,1 % (w/v) SDS gel6st und fur weitere Verwendungen bei - 80 °C eingefroren.

2.3.9 Depletion von Antiseren mit SUL T-Sepharose

Kopplungspuffer: 50 mM NaHCO3; pH 8,3
Blockierungspuffer: 0,1 M TriHCI pH 8,0
Waschpuffer 1: 0,1 M Tris/HCI pH 8,0 mit 0,5M NaCl
Waschpuffer 2: 0,1 M NaAc pH 4,0 mit 0,5 M NaCl
PBS-T: PBSpH 7,4 mit 0,1 % (v/v) Triton X-100

Da von den verwendeten Antiseren keine Prammunseren zur Verfigung standen,
wurden zur Erstellung von Kontrollfraktionen fir die Immunhistochemie die spezifischen
Antikdrper mit immobilisierten Antigenen aus den Antiseren bzw. der 1gG-Fraktion entfernt.

Hierfir wurden die im pET-System Uberexprimierten |6slichen Proteine h1B1, h1A1 und
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h1A3 an CNBr-Sepharosereste auf Agarosekiigelchen (d = 4 pum) gekoppelt. Bel der
Préparation der zu diesem Zweck verwendeten |6slichen Fraktion von E. coli BL21-SULT
(2.3.8.1) wurden die Bakterien in Kopplungspuffer anstelle von KCP-Puffer aufgenommen
und sonifiziert. Die Reinheit dieser Fraktion wurde durch SDS-Gelelektrophorese (2.3.4) und
Farbung des Gels mit Coomassie-Brilliant Blue (2.3.5) tberpriift. Die Kopplung wurde nach
dem Protokoll des Herstellers durchgefihrt: 0,6 g CNBr-Sepharose-Pulver wurden mit 500 ml
1 mM HCI gewaschen und dann mit 15 mg Protein in 1,78 ml Kopplungspuffer versetzt.
Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Uberstand abgenommen und
die Sepharose funfmal mit 10 ml Kopplungspuffer gewaschen. Anschlief3end wurden 10 mi
Blockierungspuffer hinzugefigt und 72 h im Kihlraum inkubiert. Danach wurde die SULT-
Sepharose dreimal abwechselnd mit 10 ml Waschpuffer 1 und 10 ml Waschpuffer 2
gewaschen und vor der Inkubation mit Antiserum einmal mit 10 ml PBS-T gesplilt.

Zur Entfernung der spezifischen Antikorper aus den Antiseren, bzw. der |gG-Fraktion
wurden 20 gl Serum oder 1gG-Fraktion zu 400 yl SULT-Sepharose in PBS-T gegeben und
1 h bel Raumtemperatur unter leichtem Schitteln inkubiert. Anschlief?end wurde der
Uberstand abgenommen und die Sepharose viermal mit 40 pl PBS-T eluiert, wobei sie fir
jeweils 10 min auf dem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Nach der Vereinigung
der Eluate wurde die Proteinkonzentration bestimmt, um die Verdinnung gegentiber der
Ausgangsl 6sung berechnen zu kdnnen. Anschlief3end wurde das Eluat mit 180 pl 2 % BSA in
PBS-T pH 7,4 versetzt, um das verdinnte Protein beim Einfrieren zu stabilisieren.

Das h1B1-Antiserum und die 1gG-Fraktion sowie das h1A1-Antiserum wurden jeweils
mit hlA3-Sepharose und hl1lB1-Sepharose vorbehandelt. Das gegen h1A3-Sepharose
depletierte h1B1-Antiserum sollte reagieren wie die Ausgangsfraktion, wahrend das gegen
h1B1-Sepharose depletierte h1B1-Antiserum keine spezifischen Signale mehr ergeben sollte.
Das umgekehrte gilt fur das h1A1l-Antiserum. Die Antiseren und 1gG-Fraktionen, die gegen
Peptide von h1A1l, bzw. h1A3 gerichtet sind, wurden mit hlA1l-, bzw. h1lA3-Sepharose
vorbehandelt.
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2.4 Z€llbiologische M ethoden

2.4.1 Allgemeine Methoden

2.4.1.1 Kultur von V79-Zellen

Die Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit Zusatz von
5 % fotalem Kalberserum (FCS), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bel 37 °C
und 85 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank gehalten. Der CO, -Anteil betrug 5 %. Fir die
Stammhaltung wurden die Zellen in Gewebekulturflaschen von 25 cm? mit 5 ml Medium

kultiviert.

2.4.1.2 Ablosen von Zéllen

Nach dem Abpipettieren des Mediums wurde der Zellrasen mit PBS gespllt.
Anschlief3end wurden die Zellen mit einer Losung aus 0,05 % Trypsin und 0,5 M EDTA in
Ca/Mg-freier Dulbeccos Phosphat-gepufferter Salzlosung benetzt und 5 min in den
Brutschrank gestellt. Die hiernach abgelosten Zellen wurden zur Beendigung der
proteolytischen Aktivitat in 5 ml Kulturmedium fir die erneute Einsaat oder im Fall der
Zellerntein 10 % FKSin PBS resuspendiert.

2.4.1.3 Bestimmung der Zellzahl

100 pl der Zellsuspension wurden in 10 ml Casyton verdinnt und im Zellzahlgerét
“Casy 1 TT” gemessen.

2.4.1.4 Passagieren von Zellen

Das Passagieren erfolgte bel Erreichen der Konfluenz nach 2 - 3 Tagen. Die Zellen
wurden abgel6st (2.4.1.2) und in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Von der Suspension
wurden fiir die Kultivierung in 25 cm?-Gewebekulturflaschen 0,5 ml (ca. 10° Zellen) in eine
neue Gewebekulturflasche mit 4,5 ml frischem Medium gegeben und welter kultiviert
(2.4.1.1). Ba Verwendung von 75 cn?-Gewebekulturflaschen wurden die dreifache Mengen
an Zellen und Medium eingesetzt.
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2.4.1.5 Kryokonservierung von Zellen

HierfUr wurde zunéchst die Zellzahl der unter Standardbedingungen kultivierten
Zellen bestimmt (2.4.1.3), so dal3 sie nach funfmindtiger Zentrifugation bei 800 rpm mit einer
Dichte von 1 x 10° Zelle/ml in der Kryolésung aus 90 % FCS und 10 % DMSO
aufgenommen werden konnten. Aliquots von je 1 ml wurden im Kryostat auf -196 °C
abgekuhlt und in flissigem Stickstoff gelagert.

Das Auftauen wurde bei 37 °C im Wasserbad durchgefiihrt, wonach die
Zellsuspension maoglichst schnell in Medium verdinnt und far 5 min bei 800 rpm
abzentrifugiert wurde, um das DM SO zu entfernen. Anschlief3end wurden die Zellen in 5 ml -
Gewebekulturflaschen mit Medium Gberfihrt. Zur Entfernung nicht angewachsener Zellen

wurde nach 4 h das alte Kulturmedium gegen frisches ausgetauscht.
2.4.2 Préparation der zytosolischen Fraktion aus Zellen

Die abgel6sten und resuspendierten Zellen (2.4.1.2) wurden fir 5 min bel 800 x g und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 10 ml PBS pro
Kulturschale resuspendiert. Anschlief3end wurden sie erneut zentrifugiert und ein zweites Mal
mit PBS gewaschen. Die sedimentierten Zellen wurden in 200 pul KCP-Puffer je Kulturschlale
(ca. 10" Zellen) resuspendiert, um durch Sonifizieren und Ultrazentrifugation wie fir die
Bakterien beschrieben (2.3.1.3) die zytosolische Fraktion zu erhalten.

2.4.3 Herstellung der Zellinien V79-h1B1, V79-r1B1/A und -/B
2.4.3.1 Transfektion

TE-Puffer: 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI pH 8,0

Transfektionspuffer: 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,7 mM NaHPO,, 0,1 % Glucose und
130 mM HEPES pH 7,07 — 7,10 (eingestellt mit NaOH)

CaCl, — Losung: 2,5 M CaCl,

V79-Zellen wurden nach der von Doehmer (1988) beschriebenen Methode mit den
Plasmiden pMP-h1B1 (2.2.8) bzw. pMP-r1B1 (2.1.2.4) und pBSpacDp (de la Luna et al.,

1988) kotransfiziert, wobei letzteres das Gen fur die Puromycin-Acetyltransferase als
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Selektionsmarker tragt. 7,5 x 10° V79-Zellen einer moglichst frithen Passage wurden in einer
9 cm?-Petrischale ausgesét und vor der Behandlung mit der DNA fir 24 h kultiviert. Die
Plasmide pMP-SULT und pBSpacDp wurden im Verhdtnis 20 : 1 gemischt, durch
Ethanolféllung konzentriert und sterilisiert und in TE-Puffer in einer Konzentration von
1 pg/l aufgenommen. 20 pl der DNA-L6sung wurden zunéchst mit 1 ml Transfektionspuffer
und dann mit mit 54 I CaCl,-Ldsung versetzt. Aus diesem Gemisch bildete sich innerhalb
von 25 min ein Koprézipitat mit feinen Kristallen aus DNA, Calcium- und Phosphat-lonen,
das auf die Zellen aufgetropft wurde. Dieses wurde nach 4 h durch einen Medienwechsel
entfernt. Einen Tag spdter wurden die Zellen auf 15 Gewebekulturschalen verteilt. Am
darauffolgenden Tag wurde das Medium durch Selektionsmedium mit 5 pg/ml Puromycin
ersetzt. Nach 10 bis 14 Tagen waren Kolonien auf dem Boden der Kulturschalen zu erkennen,

die mit Hilfe von Klonierungsringen abgel 6st und in Sechslochplatten tberfihrt wurden.
2.4.3.2 Selektion von Sulfotransferase-exprimierenden Zellklonen

Die Zellklone (2.4.3.1) wurden vermehrt, bis 6 — 7 x 10° Zellen vorhanden waren.
Hieraus wurden drei Aliquots fir die Kryokonservierung (2.4.1.5) angefertigt und zwei bis
drei 150 cm2Gewebekulturschalen mit je 1,5 x 10° Zellen eingesét. Nach 44 - 48 h wurden
diese Zellen abgel6st und die zytosolische Fraktion hergestellt (2.4.2). Die Expression der
h1B1, bzw. r1B1 wurde durch Immunoblotting (2.3.6) unter Verwendung des h1B1-
Antiserums und durch Bestimmung der Enzymaktivitdt mit 1 uM a-Naphthol (2.3.7.1)
nachgewiesen. Von exprimierenden Klonen wurden weitere Kryokonserven angefertigt

(2.4.1.5), die restlichen wurden verworfen.
2.4.4 Bestimmung der Popul ationsverdopplungszeit

Um genugend Zellen zur Verfiigung zu haben, wurden konfluent wachsende Zellen
aus drei 75 cm?Gewebekulturflaschen abgeltst (2.4.1.2) und in je 10 ml Kulturmedium
resuspendiert. Es wurden zwei Ansétze durchgefiihrt, wobei entweder 1,5 x 10° oder 3 x 10°
Zéellen pro 150 cm?-Petrischale eingesét wurden. Nach 24, 48 und 72 h Kultivierung (2.4.1.1)
wurden die Zellen aus zwei Schalen pro Ansatz abgel6st (2.4.1.2) und die Zellzahl bestimmt
(2.4.1.3); im Fall des Ansatzes mit 1,5 x 10° Zellen wurden furr die Ermittlung des 24 h-Werts

vier Schalen verwendet.
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Die Verdopplungszeit ty wurde durch Auftragung des natlrlichen Logarithmus der Zellzahl
gegen die Inkubationszeit ermittelt, indem die Steigung m des linearen Bereichs (22 - 49 h)
bestimmt wurde. Die Berechnung erfolgte entsprechend Formel (3).

ty=In2/m )
2.4.5 Bestimmung der SUL T-Expression in Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer

Hierfir wurden die aus dem Experiment zur Bestimmung der Verdopplungszeit
abgel0sten Zellen verwendet (2.4.4), d.h. die Expression wurde 24, 48 und 72 h nach Einsaat
bestimmt, wobei der Einflud der Zelldichte durch Verwendung zweier Ansdize mit
unterschiedlicher Zellzahl berlicksichtigt wurde. Die zytosolischen Fraktionen (2.4.2) dieser
Zellen wurden nach der Proteinbestimmung (2.3.3) fUr die radiometrische Bestimmung der
SULT-Aktivitét (2.3.7) verwendet.

2.4.6. Uberpriifung der Stabilitat der Sulfotransferase-Expression

Im Abstand von zwei bis drei Passagen wurden je 1,5 x 10° Zellen in drei 150 cm?-
Petrischalen eingesdt und fur 68 - 72 h kultiviert. Anschlief3end wurden die Zellen abgel st
(2.4.1.2) und die zytosolische Fraktion prapariert (2.4.2). In ihr wurde durch Enzymaktivitéts-
messung mit 1 uM a-Naphthol als Substrat (2.3.7.1) und Immunoblotting mit dem h1B1-
Antiserum (2.3.6) die SULT-Expression charakterisiert. Die Enzymaktivitdt wurde bis
mindestens zur 20. Passage bestimmt.

2.4.7 Anzucht und Fixieren von Zellen fir die Immunférbung

Fir die Immunféarbung wurden die Zellen auf sterilen Objekttrégern in
Quadripermschalen kultiviert. Um Kolonien aus 8 - 16 Zellen zu erhalten, wurden 5 x 10*
Zellen pro Objekttrager (20 cm?) eingesét und firr 72 h kultiviert. AnschlieRend wurde das
M edium abgenommen und der Objekttréger zweimal mit vorgewarmtem PBS gewaschen. Die
Zellen wurden durch siebenmintitiges Eintauchen des Objekttrégersin -20 °C kaltes Methanol
fixiert. Der Objekttrager wurde anschlief3end an der Luft getrocknet. Die Immunfarbung mit
dem h1B1-Antiserum in einer Verdinnung von 1:1500 in BSA erfolgte wie unter 2.5.2

beschrieben.
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2.5 Immunhistochemie

2.5.1 Vorbereitung der Proben

Formalin 4 % nach Lillie (1954) (4 g/| NaH,PO4- H»0 und 6,5 g/l NaoHPO,4 pH 7,0)
PBS-T: PBS pH 7,4 mit 0,1 % (v/v)Triton X-100
Ethanol

Bei den Proben C27, C28 und [4 handelte es sich um Teile von grof3eren
Gewebestiicken, die aufgrund von Krankheit operativ entfernt werden muféten (Tabelle 4). Sie
wurden nach Entnahme fur die Immunhistochemie fixiert, wahrend das restliche Gewebe zur
Herstellung subzelluldrer Fraktionen verwendet wurde. Bel der Colonprobe mit der
Bezeichnung S-1, die bereits in Wachs eingebettet von der Abteilung Préventivmedizinische
Lebensmittelforschung  (PML) des Deutschen Instituts fur  Erndhrungsforschung
freundlicherweise zur Verfigung gestellt wurde, handelte es sich um eine Biopsie, die am
Benjamin Franklin Krankenhaus in Berlin entnommen und als “ohne Befund” diagnostiziert
worden war.

Die Gewebe wurden nach der Entnahme fur mindestens 24 h in 4 % Formalin gelegt
und anschliefend 24 h mit Leitungswasser gewéssert. Das Wasser wurde im
Entwasserungsautomaten gegen Toluol ausgetauscht und die Proben in Paraffin
eingeschmolzen. Aus den Wachsbl 6cken wurden mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms Schnitte
von 2 - 4 pym Dicke angefertigt. Diese wurden durch Trocknen bei 37 °C auf den
Objekttragern fixiert. Die Gewebeschnitte wurden durch Eintauchen des Objekttrégers in
Toluol vom Paraffin befreit. L etzteres wurde anschlief3end gegen Ethanol ausgetauscht, indem
der Objekttrdger zweimal unter sanftem Schitteln fur 10 min in Ethanol getaucht wurde.
Danach wurde er fur jeweils 5 min in Gefal3en mit absteigenden Konzentrationen an Ethanol
(90 %, 80 %, 75 %, 50 %) und fur 10 min in Wasser bewegt, um das Gewebe zu rehydrieren.
AbschliefRend wurde der Objekttréger in PBS-T Uberfuhrt. Im Falle der Proben S-1 und S-2
wurden die Objekttrager mit dem rehydrierten Gewebe fir 5 min in 10 mM Natriumcitrat-
Puffer pH 6,0 gekocht, und nach 15 minitiger AbkUhldauer in PBS-T gestellt.
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2.5.2 Immunfarbung

Waschpuffer (PBS-T): PBS pH 7,4 mit 0,1 % (v/v) Triton X-100
Blockierungsldsung: 1 % (w/v) BSA in PBS-T oder 1 % (w/v) Magermilchpulver in PBS-T
im Fall des h1A1-Antiserums

Zunéachst wurde mit einem Wachsstift ein Kreis um die Gewebeschnitte gezogen, so dal3 von
den zur Immunféarbung verwendeten Lésungen nur jeweils 40 - 80 pl eingesetzt werden
mufdten. Bei der Farbung von auf Objekttragern fixierten Zellen wurde die im folgenden
beschriebene Prozedur im Automaten durchgefiihrt. Da der Nachweis letztlich Uber die
Peroxidase-Aktivitat des Sekundérantikorpers, bzw. des Avidinkonjugats erfolgte, wurden
zuné&chst die endogenen Peroxidasen durch 5 - 10 mindtige Inkubation mit 3 % (v/v) H20,
inaktiviert. Der Schnitt, bzw. die Zellen wurden anschlief3end dreimal fir 5 min mit PBS-T
inkubiert, bevor die Blockierungslésung fir 20 min aufgetropft wurde. Danach wurde die
Losung mit dem Primérantikorper (Tabelle 5) aufgetragen und Uber Nacht im Kihlschrank
einwirken gelassen. Die Priméarantikérper wurden hierzu mit der Blockierungsl6sung
verdinnt und die optimalen Verdinnungen aus Immunfé&rbungen mit verschiedenen

Konzentrationen ermittelt.

Tabelle 5: Verdinnungen der Priméarantikorper fur die I mmunhistochemie

Antikorper Fraktion Vorbehandiung Verdinnung behandelte Proben

gerichtet gegen (2.3.9)

hiB1 Serum - 1:1000inBSA  S$1,C27,C28, 14

hiB1 Serum - 1:1500inBSA  V79-SULT1B1, V79p

hiB1 1gG h1A3-Sepharose  1:1500inBSA  C27,C28, 14

hiB1 1gG h1B1-Sepharose  1:1500in BSA C27,C28, 14

hiAl Serum - 1:1500in S1,C27,C28, 14
Milchpulver

hlA1l Serum  hlA3-Sepharose  1:1500in C27,C28, 14
Milchpulver

h1Al Serum  hlB1-Sepharose  1:1500in C27,C28, 14
Milchpulver

h2A1 Serum - 1:800 in BSA C27,C28, 14
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Am folgenden Tag wurde das Antiserum abgenommen und der Schnitt dreimal fir
5 min mit PBS-T gewaschen. Fir die Detektion des spezifischen Antikorpers wurde das
ABC-Kit der Firma Vectastain (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) entsprechend
dem Protokoll des Herstellers verwendet. Bel diesem System ist der gegen 1gG aus Kaninchen
gerichtete Sekundérantikorper biotinyliert und wird in einem weiteren Schritt von einem
Avidin-Meerrettich-Peroxidasekonjugat gebunden. Dies erlaubt den Nachweis durch die von
der Peroxidase katalysierte Farbreaktion des 3,3"-Diaminobenzidins. Die Substanz wurde
entsprechend der Herstellervorschrift verdinnt, fir 1 — 2 min auf das Gewebe aufgetragen und
anschlief3end mit Wasser abgespult. Diese Methode wurde fir die Untersuchungen an den
Schnitten aus den Proben C27, C28 und 14 sowie fur die Immunférbung der Zellen verwendet.
Bel der Probe S-1 wurde der spezifische Antikorper durch ein Anti-Kaninchen-1gG-
Peroxidase-Konjugat gebunden, indem dieses fir 30 min bei 37 °C in einer Verdinnung von
1:400 in Blockierungsl 6sung auf das Gewebe aufgetropft wurde.

Anschlieffend wurden Uberschissige und unspezifisch gebundene Antikérper durch
dreimalige Inkubation fur 5 min mit PBS-T bei Raumtemperatur entfernt. Die Detektion der
Peroxidase-Aktivitét erfolgte ebenfalls mit 3,3"-Diaminobenzidin.

Abschlief3end wurde als Gegenfarbung eine Chromatinfarbung mit Methylgrtin nach
Pappenheim (1908) durchgefiihrt. Die Farbelésung (0,8 % (w/v) Methylgrin in 20 %
Ethanol) wurde auf 65 °C erwé&rmt und fir 1 bis 2 min auf das Gewebe gegeben. Die
Differenzierung erfolgte mit 0,05 % Essigsaure in Aceton. Anschliefend wurden die
Objekttrager erst in Ethanol und dann in Toluol tberfihrt. Schliefdlich wurde das Gewebe mit
Entellan versetzt und mit einem Deckgléschen versehen.

2.5.3 Mikroskopie und Mikrophotographie

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden im Fall der Probe S1 mit dem
Mikroskop Microphot-SA, bei allen anderen Proben mit dem Mikroskop Eclipse E1000
(2.1.1) durchgefihrt. Die Proben wurden bel Verwendung der Objektive mit 20- und 40facher
VergrolRerung mit dem Differentialinterferenzkontrast, bel geringerer Vergrof3erung mit dem
Phasenkontrast dargestellt. Die Dokumentation erfolgte mit der Videokamera Progressive
3CCD und der Software Lucia G (2.1.1).
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2.6. Toxikologische Testmethoden
2.6.1. Salmonella M utagenitatstest

Der in diesem Testsystem verwendete Indikatorstamm Salmonella typhimurium
TA1538 ist aufgrund einer Leseraster-Mutation im Histidin-Operon (hisD3052) Histidin-
auxotroph und kann nur auf Histidin-supplementiertem Agar wachsen. Wird unter
Einwirkung eines Mutagens der korrekte Leserahmen wiederhergestellt, ist auch ein von
Histidin unabhangiges Wachstum moglich. Diese Eigenschaft ermdglicht die Selektion von
Mutanten durch Ausplattieren der Bakterien auf Minimalnahrbdden. Substanzen wurden in
TA1538 und in den die verschiedenen Sulfotransferasen exprimierenden Stammen TA1538-
SULT nach der 20 min-Pré nkubationsmethode von Maron und Ames (1983) getestet, wobel
die Sengitivitét durch die Verwendung der funffachen Bakteriendichte gesteigert wurde. Die
Testsubstanzen wurden frisch eingewogen und so in DM SO gel6st, daf3 pro Inkubation 10 pl
zugesetzt wurden.

Die Spontanmutationsrate wurde in Inkubationen mit 10 pl Losungsmittel bestimmt. Die
Inkubationen erfolgten in dreifacher Bestimmung, die spezifische Mutagenitét wurde aus dem

linearen Bereich der Dosis-Wirkungs-Kurve berechnet.
2.6.2 HPRT-Genmutationstest mit V79-1B1- und V79p-Zellen

Der HPRT-Test wurde entsprechend dem fir V79-Zellen publizierten Protokoll (Glatt,
1993) durchgefuhrt. Die gentoxische Wirkung einer Testsubstanz wird durch den
Funktionsverlust der Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) angezeigt. Dieser
schitzt Zellen mit Mutationen im HPRT-Gen vor dem Einbau des Guaninanalogons 6-Thio-
guanin, wahrend normale Zellen sterben. Fir diesen Test wurden die Zelllinien V79p sowie
die Sulfotransferase-exprimierenden Zellinien V79-h1B1 und V79-r1BY/A und -/B
eingesetzt.

Am ersten Tag wurden pro getestete Konzentration in zwel Petrischalen mit einem
Durchmesser von 14 cm je 1,5 x 10° Zellen eingesét. 18 h spéter wurden die Testsubstanzen
in 60 W DMSO gelost und dem Medium der Testkulturen fir 24 h zugesetzt. Der
Volumenanteil des Lésemittels im Kulturmedium betrug 0,2 %. Als Positivkontrolle wurde
anti-Chrysen-1,2-dihydrodiol-3,4-oxid in einer Konzentration von 5 pM verwendet. Die

mutagene Wirkung dieser Substanz bedarf keiner metabolischen Aktivierung.
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Nach der Exposition wurden die Zellen 48 h in frischem Medium kultiviert, um fir die
Selektion den Abbau der noch vorhandenen HPRT abzuwarten. Anschliefiend wurden die
Zellen zur Erfassung der zytoxischen Wirkung abgeldst (2.4.1.2) und die Zellzahlen in den
Kulturen von Testsubstanz und L 6semittelkontrolle gemessen (2.4.1.3). 3 x 10° dieser Zellen
wurden zu 30 ml Medium in eine Petrischale (d = 14 cm) gegeben und fir 72 Stunden
kultiviert. AnschlieRend wurden aus jeder Petrischale zum einen je 10° Zellen in sechs
Petrischalen (d = 14 cm) mit Selektionsmedium und zum anderen je 10° Zellen in drei
Petrischalen (d = 5 cm) mit DMEM Medium eingesét. Letzteres diente der Bestimmung der
Klonierungseffizienz. Die Kolonien konnten zwischen dem 17. und 20. Tag gezahlt werden.
Die Mutantenfrequenz (Mf) einer Kultur i berechnet sich wiefolgt aus den mittleren
Kolonienzahlen:

. Kolonien,,. _
M F(l) — : Selektionsplatten(i)
Kolonien

4
x10000 )

Klonierungseffizienzplatten(i)

Die Mutantenfrequenz wird pro 10° Zellen angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Sulfotransferasen im Gastrointestinaltrakt des M enschen

3.1.1 Identifizierung

3.1.1.1 Identifizierung der SULT-Formen im Gastrointestinaltrakt durch Immunblot-Anayse

Alle bekannten Sulfotransferasen des Menschen, die zur Zeit der Durchfthrung dieser
Studie bekannt waren, standen in rekombinanter Form, exprimiert in Salmonella typhimurium
TA1538, zur Verfugung. AuBerdem wurden die Formen hlB1, hlAl und h1A3 durch
Uberexpression (2.3.8) as losliche Proteine und in Form von , Inclusion Bodies' gewonnen,
wobei es sich insbesondere bei den letzteren um nahezu reine Sulfotransferasen handelt
(Anhang Al). Die zytosolischen Fraktionen aus Kulturen der verschiedenen Bakterienstamme
sowie humaner Leber dienten als Referenzen fir die immunologische Detektion. Zudem
wurden die Fraktionen der ,, Inclusion Bodies* als Mengenstandard eingesetzt.

Fir die ldentifizierung der SULT-Formen durch Immunblot-Analyse wurden die
Fraktionen durch SDS-PAGE getrennt, auf eine Blotmembran transferiert und mit den
spezifischen Antiseren inkubiert. Die Detektion erfolgte unter Verwendung eines mit
Peroxidase gekoppelten Sekundérantikorpers. Die hierfir verwendeten Mengen an
zytosolischem Protein wurden so ausgewdhlt, dal3 sie Signale vergleichbarer Intensitét
ergaben.

Durch die Verwendung von Antiseren, die fir eine oder wenige Formen selektiv
waren, konnte untersucht werden, ob Migrationsverhalten und Immunreaktivitét der heterolog
und im humanen Gewebe exprimierten Sulfotransferasen Ubereinstimmen (Anhang A3). Im
Rahmen dieser Experimente wurde gleichzeitig die Selektivitat der Antiseren Uberprift. Bei
den Formen h1lAl, h1lA3, h1B1 und h2A1l, die unter Verwendung von fir diese Formen
selektiven Antiseren  (2.1.2.3, Anhang A3) nachgewiesen wurden, war das
Migrationsverhalten unabhangig davon, ob die einzelne Form in TA1538-SULT oder im
Gewebe exprimiert wurde. Im Fall von h1lE1, die nur durch das rlE1-Antiserum detektiert
werden konnte, fanden sich Banden mit vergleichbarem M 4, von 33,5kD in den Spuren von
TA1538-h1E1, Leber und Ileum (Abb. 3 und 4). Da von anderen Autoren die Expression von
h1E1 in der Leber und im Jejunum schon beschrieben wurde (Falany et al., 1995) (Her et al.,
1996), ist davon auszugehen, dal3 die detektierten Proteine tatschlich h1E1 darstellen und

rekombinante h1E1 das gleiche Mgy, hat wie die im humanen Gewebe exprimierte. Schwache



Ergebnisse 48

Signale, die auf die h1E1 zurlickzufthren sein kdnnten, wurden in den Spuren von Coecum
und Jejunum detektiert (Abb. 4 und 7).

Die Detektion von h1C1 war ebenfalls ausschliefdich mit diesem Antiserum maoglich:
Eine mit der h1C1-Referenz komigrierende Bande ist in der Fraktion aus der Mucosa des
Magens zu sehen (Abb. 3). Die mRNA der h1C1 wurde in diesem Organ nachgewiesen
(Her et al., 1997).

Das rlE1-Antiserum erkannte, wie in Abbildung 3 zu erkennen ist, ale zu diesem
Zeitpunkt bekannten humanen Sulfotransferasen der Familie 1 sowie die Form h2A1. Das
apparente Molekulargewicht (M4yp) der einzelnen Formen lag in einem Bereich von 32 -
34kDa. Manche von ihnen, wie z.B. h1A1 und h1A3 wurden sehr viel besser voneinander
getrennt, als es aufgrund des aus der Aminosauresequenz berechneten Molekulargewichts zu
erwarten gewesen ware und konnten daher gut unterschieden werden. Im Gegensatz hierzu
kénnte eine Bande mit einem Mg, von 32,5kDa sowohl der h1B1 als auch der hlA2
zugeordnet werden. Bei Verwendung weiterer Antiseren, die fur h1B1, bzw. h1lA-Formen
selektiv sind (Anhang A3, Abb. 4), konnte gezeigt werden, dal3 das Protein von 32,5kD
lediglich durch das h1B1- Antiserum detektiert wurde.

Die weiteren Untersuchungen mit den fir einzelne Formen selektiven Antiseren sind
in Tabelle 6 zusammengefal¥. Die Formen h1lAl, h1lA3 und hl1B1l wurden in den

zytosolischen Fraktionen aller Darmabschnitte sowie des Magens nachgewiesen.
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Abbildung 3: Immundetektion von SULT in zytosolischen Fraktionen aus TA1538-

hSULT und humanem Gewebe unter Verwendung des gegen rlE1 gerichteten
Antiserums

Die Proben wurden in den angegebenen Proteinmengen durch SDS-PAGE aufgetrennt und
auf eine Nitrozellulosemembran Uberfiihrt Die Immunkonjugate wurden durch einen mit

Peroxidase gekoppelten Sekundarantikdrper in Kombination mit der Luminol-Peroxidase-
Reaktion nachgewiesen.
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Abbildung 4: Detektion von SULT in verschiedenen Abschnitten des Gastro-
intestinaltrakts und in TA1538-h1A2, -1E1 und -2A1 (1A2, 1E1 und 2A1l) unter
Verwendung der angegebenen Antiseren

Die Proben wurden in den angegebenen Mengen durch SDS-PAGE getrennt und auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Als Standards (S1 - $4) wurden die ,, Inclusion Bodies*
von h1A1, h1A3 und h1B1 eingesetzt. Die fur Colon und Ileum eingesetzten Proben C27 und
|4 stammen von demselben Patienten; fur Rektum wurde die Probe R10 verwendet.
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3.1.1.2 Nachweisvon SULT im GI-Trakt durch Enzymaktivitétsmessungen

Aufgrund der Uberlappenden Substratspezifitdt war der spezifische Nachweis einer
bestimmten Form durch Enzymaktivitéismessungen lediglich in zwel Fallen moglich: b-
Ostradiol ist bei einer Konzentration von 20 nM nur fiir die h1E1 ein gutes Substrat, wahrend
Dehydroepiandrosteron (DHEA) bei einer Konzentration von 3 uM bevorzugt durch die h2A1
umgesetzt wird. Um das Ausmal? der nicht auf diese beiden Formen zurlckzufihrenden
Produktbildung im Colon zu erfassen, wurden die Messungen mit einem Gemisch (SULT-
Referenz) aus den Formen h1A1, h1A3 und h1B1 durchgefthrt. Hierflr wurden zu 100 pg
zytosolischem Protein aus V79-Zellen die Mengen an Uberexprimierter h1A1*R, h1A3 und
h1B1 gegeben, wie sie in 100 pg zytosolischem Protein aus einem Gemisch aus fur h1A1*R
homozygoten Colonproben (Colon-Pool) durch Immunodetektion zu finden sind (Anhang
A2).

Tabelle 6: Nachweis der Enzymaktivitaten von hl1E1 und h2A1l in verschiedenen
Abschnitten des Gastrointestinaltrakts

Als SULT-Referenz diente ein Gemisch aus Uberexprimierter h1A1*R, h1A3 und h1B1
(2.3.8) sowie der zytosolischen Fraktion aus V79-Zellen. Es zeigte bei der Immunblot-
Analyse sehr dhnliche Signale wie ein Gemisch zytosolischer Fraktionen aus humanen
Colonproben, die homozygot fur h1A1*R sind (Colon-Pool, Anhang A2). Die Werte sind
Mittelwerte £ SE aus zwei Enzymaktivitétsmessungen (2.3.7.2).

Enzymaktivitét in der zytosolischen Fraktion

[pmol/mg/min]

b-Ostradiol (20 nM) DHEA (3 uM)
(h1E1-Aktivitat) (h2A1-Aktivitét)

SULT-Referenz (h1A1, -1A3 0,11 + 0,04 14+03

und -1B1) ’ ’
Rektum (R8) 0,07 + 0,01 09+0,1
Colon (Colon-Pool) 0,04 + 0,01 1,8+0,1
Coecum’ 06+0,1 10+ 4
lleum (14) 8,6+ 0,7 35+2
Jejunum* 20+0,2 81+ 13
Magen® 0,13+ 0,03 27+11
Leber (L (w)) 8,7+0,1 372+9

'V on diesem Gewebe stand nur eine Probe zur Verfligung.
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Vergleicht man die gemessenen Enzymaktivitéten (Tabelle 6) mit den Signalstarken
der Banden von h1E1 (33kD), beziehungsweise h2A1 (34kD) in Abbildung 4, findet man
insbesondere fur die h2A1 eine gute Korrelation. In 50 pg der zytosolischen Fraktion der
Leber ist die zwei- bis dreifache Menge an Immunreaktivitét enthalten wie in 100 pg des
Jeglunums, woraus sich ein Unterschied um den Faktor von 4 - 6 ergibt. In der mit DHEA
bestimmten Enzymaktivitét unterscheiden sich die beiden Proben um den Faktor 4,6. Eine
ahnlich gute Ubereingtimmung findet man beim weiteren Vergleich: Jejunum und Ileum
unterscheiden sich in der Immunreaktivitdt um den Faktor 2 - 4, bei der Enzymaktivitat
betragt er 2,3. Die Probe aus dem lleum enthélt die 2 - 4fache Menge an Immunreaktivitat
und die 3,5fache Menge an Enzymaktivitéat im Vergleich zur Probe aus dem Coecum.

Bel der h1E1 ist diese Art von Vergleich aufgrund der schwachen Immunreaktivitét
und der zusétzlichen Banden nur bedingt durchfthrbar. Die Intensitét der h1E1-Bande ist in
den Spuren von Leber und Ileum bei gleicher Proteinmenge dhnlich. Dies stimmt damit
Uberein, dal? die mit b-Ostradiol bestimmte Enzymaktivitét (Tabelle 6) keinen Unterschied
zwischen Leber und Ileum zeigt. Im Gegensatz dazu ist die Immunreaktivitét im Coecum um
den Faktor 8 - 16 schwécher, die Enzymaktiviét betrégt ein Vierzehntel.

3.1.1.3 Nachweisvon SULT durch RT-PCR

Aus der aus Probe R5 isolierten RNA wurde durch RT-PCR mit fir h1B1 spezifischen
Oligonukleotiden (2.2.7) ein Produkt erhalten, dessen Sequenz mit der von Wang et a.
publizierten (1998) (GenBank-Nr. U95726) tbereinstimmt. Im Gegensatz zu der von Fujita et
a. publizierten (1997) (GenBank-Nr. D89479) kodiert Codon 186 fir Glu anstelle von Gly.

Mit fur h1C1l spezifischen Oligonukleotiden konnte aus der gleichen Probe kein
Produkt amplifiziert werden.
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Tabelle 8  Expresson von SULT in verschiedenen Abschnitten des
Gastrointestinaltrakts

(Abkurzungen fur die Antiseren: r1E1 = AS1, h1A1 = ASI, h1Al- Peptid = AS-II, h1A3-
Peptid = AS-IV, h1B1=ASV und h2A1 = AS-VI)

Die Immunblotanalyse mit AS-I, -11, -V und —=VI wurde mit allen zur Verfligung stehenden
Proben (n) mit qualitativ gleichem Ergebnis durchgefthrt. Fir die Bestimmung der
Enzymaktivitdt und die Immunblot-Analyse mit AS-11l1 und -1V wurden einzelne Proben
verwendet (vgl. Tabelle 6).

hl1A1 hlA2 hl1A3 hiB1 hiCl1 hlEl h2A1l

M app 32kD 32,5kD 34kD 32,5kD 33kD 33,5kD 34kD
Nachweis ASH, -Il ASI, -l ASH, -l AS ASH
und -1l und -Il1 und -1V und -V AS| AS| und -VI
Enzymaktivitét

Gewebe

Rektum + - + + -2 - -
n=38

Colon + - + + - - -
n=23"

Coecum + - + + - + +
n=1

lleum + - + + (-)° + +
n=>5

Jegjunum (-)¢ - + + - + +
n=1

Magen + - + + + - -
n=1

®Durch RT-PCR mit fir h1C1 spezifischen Oligonukleotiden konnte keine h1C1 mRNA
nachgewiesen werden.

®|n einer weiteren, as einzige von einem Patienten mit Colitis Ulcerosa stammenden Probe
konnten keine SULT detektiert werden.

“Aus der Immunblot-Analyse ist keine eindeutige Aussage abzuleiten (Abb. 4)
YEnzymaktivitét der h1A1 wurde im Jejunum beschrieben (Sundaram et al., 1989).
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3.1.2 Expression von Sulfotransferasen in verschiedenen Individuen
3.1.2.1 Vergleich des Expressionsniveaus in verschiedenen Dickdarmproben

Die zytosolischen Fraktionen aller Darmproben wurden durch SDS-Gel el ektrophorese
mit anschliefendem Western Blotting und Immunodetektion auf die Expression von
Sulfotransferasen untersucht. Hierfr wurden die Proben gemeinsam mit einem Standard aus
den , Inclusion Bodies’-Fraktionen von h1A1l und h1A3 (30, 40, 50 und 60 ng) sowie h1B1
(100, 120, 140 und 160 ng) aufgetragen. Die von den Gewebeproben eingesetzten
Proteinmengen wurden so gewdhlt, dal3 die Intensitdten der Chemolumineszenz-Signale mit
denen der Standards vergleichbar waren (Abb. 5 und 6 sowie Anhang A4 - A7). In alen
Proben mit Ausnahme von Probe C5, die a's einzige von einem Patienten mit Colitis Ulcerosa
stammt, wurden die bereits identifizierten Formen (Abb. 3) gefunden. Anhand der Standards
lakt sich abschédtzen, in welcher Menge die SULT-Formen im zytosolischen Protein
vorliegen. Um mit den Standardproben vergleichbare Signale zu erhalten, mufdten von den
Colonproben zwischen 100 pg und 400 pg und von den Rektumproben 200 pg an
zytosolischem Protein aufgetragen werden. Bei zwel Drittel der Dickdarmproben wurden 200
Mg Protein verwendet, deren SULT-Menge wurde auf 0,15 - 0,3 Promille fur die h1A1 und
h1A3 sowie 0,6 - 0,8 Promille fur die h1B1 berechnet. Die restlichen Proben hatten etwa die
doppelte Menge an immunoreaktivem Protein (C8, C9, C11, C13 und R8) oder ein Viertel bis
ein Drittel (C16, C17, C21, C25 und C15). Wéhrend der Gehalt zwischen den verschiedenen
zytosolischen Fraktionen bis zu einem Faktor von 8 - 10 schwankte, war das Verhéltnis der
einzelnen Formen innerhalb einer Fraktion viel @nlicher. Ausnahmen sind die Proben R3 und
R9, in denen die h1B1 im Vergleich zu den anderen Proben nur halb so stark exprimiert war.
AulRerdem war die h1A1 im Verhétnis zu den anderen Formen in mehreren Proben (R3, C11,
C14, C17, C18, C20, C24, C26) um die Hélfte erniedrigt.

Der grofte Anteil an Darmproben stammt von Patienten, die aufgrund einer
Neoplasien operiert werden mufdten. Bel den restlichen Proben waren chronisch entziindliche
Prozesse der Grund fur die Entnahme: Sigma-Divertikulitis (C9, C11, C16 und C17) und
Colitis Ulcerosa (C5). Der Gehdt an SULT in den Dickdarmproben von
Divertikulitispatienten, Krebspatienten, von im Alter von 33 - 50 oder 56 - 76 Jahren
operierten Patienten, Mannern oder Frauen variierte gleichermal?en innrhalb dieser Gruppen
(Abb. 5und 6, Anhang A4 - A7).
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34kD
-  32kD

Abbildung 5: Immundetektion von h1A1l, h1A3 und h1B1 in Rektumproben von
verschiedenen Patienten (w = weiblich, m = mannlich, Tabelle 4) mit dem rl1E1-
Antiserum

Die Proben wurden in den angegebenen Mengen durch SDS-PAGE getrennt und auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert.

Als Standards (S1 - $4) wurden die Inclusion Bodies von h1A1 und h1A3 (je 30 ng, 40 ng, 50
ng und 60 ng) sowievon h1B1 (100 ng, 120 ng, 140 ng und 160 ng) eingesetzt.
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Abbildung 6: Immundetektion von h1Al, h1A3 und h1B1 in Colonproben von

ver schiedenen Patienten (Tabelle 4) mit dem r 1E1-Antiserum

Die Proben wurden in den angegebenen Mengen durch SDS-PAGE getrennt und auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Die Anordnung der Proben erfolgte nach Geschlecht
(w, m) und hlA1-Genotyp (1A1*H, 1A1*R sowie 1A1*R/H). Als Standards (S1 - $4)
wurden die Inclusion Bodies von h1A1l und h1A3 (je 30 ng, 40 ng, 50 ng und 60 ng) sowie
von h1B1 (100 ng, 120 ng, 140 ng und 160 ng) eingesetzt. Im obersten Teil sind zusétzlich
die zytosolischen Fraktionen von TA1538-h2A1 und -h1A2 aufgetragen, da dieser Blot mit

weiteren Antiseren untersucht wurde (Anhang A5 - A7).
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3.1.2.2 Vergleich des Expressionsniveaus in verschiedenen Dinndarmproben

In vier von funf Proben aus dem lleum wurden durch Immunodetektion mit 50 pg
zytosolischem Protein mit den Standardproben vergleichbare Mengen an Sulfotransferasen
detektiert (Abb. 7). Die relativen Intensitéten der einzelnen Signale war dhnlich wie bei den
Dickdarmproben, wobel mit dem verwendeten Antiserum en zusdtzliches Protein von
33,5 kD, bei dem es sich mit groRer Wahrscheinlichkeit um die h1E1 handelt, detektiert
wurde. Bel den Dickdarmproben wurden beim Grofdteil der Proben 200 pg fur die
Immundetektion in Kombination mit den Standardproben verwendet, woraus geschlossen
wird, dal3 in den Proben aus dem lleum in etwa die vierfache Menge der Formen h1A1, h1A3
(0,6 — 1,2 Promille) und h1B1 (2,4 — 3,2 Promille) enthalten ist. Die flnfte Probe aus Ileum
(I1a), die nur ein Viertel der Immunreaktivitét aufwies, stammt zwar von demselben Patienten
wie Probe |1b, jedoch fiel sie bei der Aufarbeitung durch eine sehr , verwasserte® und diinne
Mucosa auf. Sie wird daher nicht al's représentativ betrachtet.

Die h2Al1 konnte in alen Proben aus dem Illeum durch Immunblotanalyse

nachgewiesen werden (Anhang A8).

34kD

- o

- A -

Abbildung 7: Immundetektion von h1A1, h1A3, h1B1 und h1E1 in Dinndarmproben
von verschiedenen Patienten (w = weiblich, m = mannlich, Tabelle 4) mit dem r1E1-
Antiserum

Die Proben wurden in den angegebenen Mengen durch SDS-PAGE getrennt und auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Als Standards (S1 - $4) wurden die Inclusion Bodies
von h1lA1l und h1A3 (je 30 ng, 40 ng, 50 ng und 60 ng) eingesetzt. Die verschiedenen
Abschnitte des Dinndarms sind mit | (Ileum), Jg (Jgunum) und Coe (Coecum) abgekirzt.
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3.1.2.3 Expression und Verteilung der Allele h1A1*R und h1A1*H

Der h1A1-Genotyp wurde bestimmt, um eine mdglicherweise unterschiedliche h1A1-
Expression in den einzelnen Darmproben erkldren zu kénnen und um zu sehen, ob die
Verteilung in einem Kollektiv aus Darmkrebspatienten verandert ist. Hinweise fir einen
maoglichen Einfluld liefert eine Studie von Raftogianis et a. (1997), in der Thermostabilitét
und Enzymaktivitédt von hlA1l in Kombination mit dem hlA1-Genotyp in Blutpl&tchen
untersucht wurden. Proben mit niedriger Thermostabilitdt waren homozygot fur h1A1*H.
Proben mit hoher Thermostabilitét waren homozygot fir h1A1*R und zeigten eine im Mittel
7,7fach erhohte Enzymaktivitét (Raftogianis et al., 1997).

Aus den Gewebeproben wurde DNA isoliert (2.2.2), dann wurde die Verteilung der
Allele h1A1*R und h1A1*H untersucht (2.2.10). Von den 39 Proben von Darmkrebspatienten
waren 17 (43,6%) heterozygot, 16 (41,0%) homozygot fir h1A1* R und 6 (15,4%) homozygot
fur h1A1*H (Tabelle 9 und 10). Daraus berechnet sich eine Allelhdufigkeit von 0,64 fur
h1A1*R und 0,36 fiir h1A1*H. Ahnliche Daten wurden in einer groRRer angelegten Studie mit
gesunden Personen (0,63 und 0,3 (Engelke et al., 2000)) gefunden. Bel der geringen Anzahl
der Darmproben ist die Aussagekraft der berechneten Allelhaufigkeit vergleichsweise gering.

Wie bereits unter 3.1.2.1 beschrieben, ist die relative Intensitdt des h1A1-Signals im
Vergleich zu den anderen SULT-Formen in einigen Colonproben um die Halfte erniedrigt. Zu
ihnen gehodren auch, aber nicht ausschliefdlich die fir h1A1*H homozygoten Proben (C11.
C14, C17, C18, C20, C24, C25 und C26).

Tabelle 9: h1A1-Genotyp in Proben von Patienten mit Rektum-Karzinom

h1A1l-Genotyp Proben Anzahl
homozygot *R R2, R4, R7, R10, R11 5
homozygot *H RG6 1

heterozygot R1, R5, RS, R9, 11, 12, 13 7




Ergebnisse 59

Tabelle 10: h1A1-Genotyp in Proben von Patienten mit Colon-Karzinom

h1A1-Genotyp Proben Anzahl

homozygot *R  C1, C4, C6, C7, C10, C12, C19, C21, C23, C26, C28 11
homozygot *H  C11, C14, C20, C25, C27 5

heterozygot C2, C8, C9, C13, C15, C19,C22, C24, C29, Coe 10

3.1.3 Immunhistochemischer Nachweis von SULT im Colon und Ileum des Mensch

3. 1.3.1 Nachweis der h1B1 im Colon und lleum

Der immunhistochemische Nachweis der h1B1 erfolgte unter Verwendung des bereits
fUr die Untersuchung der Western Blots eingesetzten Antiserums sowie der mit h1B1- und
h1A3-Sepharose vorbehandelten |gG-Fraktionen (2.3.9). Das h1B1-Antiserum detektierte in
den zytosolischen Fraktionen der Proben C27, 14 und C28, von denen die
immunhistochemisch untersuchten Gewebe stammten, jeweils ein Protein mit einem
apparenten Molekulargewicht von 32,5kD, was dem der h1B1 entspricht (Abb. 4). Das h1B1-
Antiserum zeigt eine geringe Kreuzreaktivitét mit der h1E1 (Anhang A3), die jedoch nicht flr
die Detektion der hlE1l in den zytosolischen Fraktionen der Dunndarmproben ausreicht
(Abb. 4). Um die Spezifitdt des hlBl-Antiserums auch fur die Bedingungen bel der
Immunhistochemie zeigen zu kdnnen, wurden in paralelen Ansatzen Immunférbungen mit
den vorbehandelten 1gG-Fraktionen durchgefihrt. Eine positive Reaktion zeigte sich mit der
unbehandelten (Probe S-1, Abb. 9) und der mit h1A3-Sepharose vorinkubierten 1gG-Fraktion
(Abb. 8,10 - 11), nicht aber mit der, aus der die spezifischen Antikorper durch Bindung an
h1B1-Sepharose entfernt worden waren (Abb. 8).

Im lleum (Probe 14, Abb. 10) ist die Expression der h1B1, die durch die braune Farbe
angezeigt wird, auf die Epithelzellen der Zotten (Villi) beschrankt. Die Zellkerne erscheinen
aufgrund der Chromatinfarbung mit Methylgriin tirkisgrin. Unter diesen Bedingungen
binden auch Mucine den Farbstoff, so dafl3 die Taschen der Becherzellen ebenfalls schwach
grun geférbt sind.

Im Colon, das keine Zotten besitzt, ist die Expression in den Epithelzellen am
stérksten und nimmt in Richtung Kryptengrund ab. An den tiefsten Stellen der Krypten tritt
keine Farbung auf (Abb. 8 - 10). Im lleum ist die Expression von h1B1 auf die Enterozyten
der Villi beschrankt, in den Zellen der Krypten ist keine Farbung zu erkennen (Abb. 11).
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Abbildung 8: Nachweis von h1B1 im humanen Colon (Probe C28) mit h1B1-Antiserum,
das mit h1A3-Sepharose (A) oder h1B1-Sephar ose (B) vorbehandelt wurde.

Die Detektion der Immunkonjugate wurde unter Verwendung eines biotinylierten Sekundérantikorpers
und eines Avidin-Peroxidase-Konjugats durchgefihrt (braune Farbe). Als Gegenfarbung wurde
die Chromatinfarbung mit Methylgrin verwendet.
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Abbildung 9: Nachweisvon h1B1 im Colon eines Dar mkrebspatienten (Probe C28, A)
und eines gesunden Patienten (Probe S-1, B) mit h1B1-Antiserum

Im Fall von (A) erfolgte der Nachweis mit einem biotinylierten Sekundarantikorper und
einem Avidin-Peroxidase-Konjugat.

Fir die Herstellung von (B) wurde der Gewebeschnitt durch Aufkochen vorbehandelt und ein
mit Peroxidase gekoppelter Sekundérantikorper verwendet.

Die Immunkonjugate werden durch die braune Farbe angezeigt. Als Gegenfarbung wurde die
Chromatinférbung mit Methylgriin verwendet.
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Abbildung 10: Nachweisvon h1B1im humanen Ileum (Probe 14) mit h1B1-Antiserum

Die Detektion der Immunkonjugate wurde unter Verwendung eines biotinylierten Sekundar-
antikorpers und eines Avidin-Peroxidase-K onjugats durchgefihrt (braune Farbe).
Als Gegenférbung wurde die Chromatinfarbung mit Methylgriin verwendet.
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3.1.3.2 Nachweis der h1A1 und h1A3 im Colon und lleum

Beide Formen wurden unter Verwendung des h1A1-Antiserums nachgewiesen, das
auf Western Blots die Formen h1A1, h1A2 und h1A3 erkennt, wahrend mit anderen Formen
keine Kreuzreaktivitdt beobachtet wurde (Anhang A3, A4, A6). Ebenso wie beim hl1B1-
Antiserum wurden durch Inkubation mit h1B1-Sepharose und hlA1-Sepharose Fraktionen
gewonnen, die fir die Formen h1Al, h1A2 und h1A3 selektive Antikorper enthielten oder
nicht enthielten. Positive Reaktionen wurden sowohl mit dem nicht vorbehandelten as auch
mit dem gegen hlB1-Sepharose depletierten Antiserum erhalten (Abb 12 - 15). Keine
Immunférbung wurde mit dem mit h1lA1-Sepharose vorbehandelten Antiserum erzielt
(Abb. 14). Die gleiche Prozedur wurde auch mit den gegen Peptide aus h1A1l und h1A3
gerichteten Antiseren und 1gG-Fraktionen durchgefuihrt. Hierbel zeigte sich, dal diese fir die
Immunhistochemie ungeeignet sind, da trotz Vorinkubation mit den entsprechenden SULT-
Sepharosen Farbungen auftraten.

Die Vertellung von hlAl und h1A3 war &hnlich der bereits fur die hlB1
beobachteten: Im Ileum wurde das Zytoplasma der Epithelzellen der Zotten geféarbt, wahrend
die Krypten frei erschienen. Im Colon nahm die Expression von lumina in Richtung
Kryptengrund ab. Zusétzlich wurden im Ileum deutlich die Endothelzellen der Gefél3e in der
Submucosa gefarbt. Im Colon war dies in vergleichbarer Intensitdt nur in den Gefél3en in
Lymphfollikeln zu sehen.
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Abbildung 11: Nachweis von h1Al und h1A3 im humanen lleum (Probe 14) mit h1Al-
Antiserum, das mit h1B1-Sephar ose vor bhandelt wurde

Die Immunkonjugate wurden unter Verwendung eines biotinylierten Sekundérantikorpers und eines
Avidin-Peroxidase-Konjugats detektiert (braune Farbe). Als Gegenfarbung wurde die
Chromatinférbung mit Methylgriin durchgefthrt.
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Abbildung 12: Nachweis von h1A1 und hl1A3 im humanen Ileum (Probe 14) mit h1A1-
Antiserum, das mit h1A3-Sephar ose vor bhandelt wurde

Die Immunkonjugate wurden unter Verwendung eines biotinylierten Sekundarantikdrpers und eines
Avidin-Peroxidase-Konjugats detektiert (braune Farbe). Als Gegenfarbung wurde die
Chromatinfarbung mit Methylgrin durchgefihrt.
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Abbildung 13: Nachweis von h1A1 und h1A3 im humanen Colon (Probe C27, A) und
[leum (Probel4, B) mit h1A1-Antiserum

Die Detektion der Immunkonjugate wurden unter Verwendung eines biotinylierten
Sekundérantikdrpers und eines Avidin-Peroxidase-K onjugats durchgefihrt (braune Farbe).
Als Gegenférbung wurde die Chromatinférbung mit Methylgriin verwendet.
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Abbildung 14: Nachweis von h1A1 und h1A3 im humanen Ileum (Probe I4) mit h1A1-
Antiserum, das mit h1B1-Sepharose (A) oder h1A3-Sepharose (B) vorbehandelt wurde

Die Detektion der Immunkonjugate wurde unter VVerwendung eines biotinylierten Sekundér-
antikorpers und eines Avidin-Peroxidase-K onjugats durchgefihrt (braune Farbe).
Als Gegenférbung wurde die Chromatinfarbung mit Methylgriin verwendet.
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Abbildung 15: Nachweis von h1A1 und h1A3 im humanen Ileum (Probe I4) mit h1A1-
Antiserum

Die Detektion der Immunkonjugate wurde unter Verwendung eines biotinylierten Sekundar-
antikorpers und eines Avidin-Peroxidase-K onjugats durchgefhrt (braune Farbe).
Als Gegenférbung wurde die Chromatinfarbung mit Methylgriin verwendet.
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3.1.3.3 Nachweis der h2A1 im Colon und Ileum

Dieses Enzym wurde durch das h2Al-Antiserum nachgewiesen, das bei der
Immunblot-Analyse neben der h2A1 keine weitere humane SULT erkennt (Anhang A3, A4,
A7). Dieses Serum wurde keiner Vorbehandlung unterzogen, da im Colon weder
Immunreaktivitét noch Enzymaktivitét der h2A1 nachgewiesen wurden (Abb. 4, Tabelle 6)
und daher Immunférbungen mit einer Probe aus dem Colon as Negativkontrolle dienten
(Abb. 16). Tatsachlich wurde in parallel und mit dem gleichen Protokoll durchgefthrten
Immunférbungen nur in Gewebeschnitten aus dem Ileum eine Farbreaktionen erhalten
(Abb. 16 und 17). Es zeigte sich die gleiche Verteilung wie bei der h1B1.
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Abbildung 16: Nachweisvon h2A1im lleum (A) im Vergleich zum Colon (B)

Die Proben 14 (lleum) und C27 (Colon) stammen von demselben Patienten. Verwendet wurde
das h2A1-Antiserum. Die Detektion der Immunkonjugate erfolgte unter Verwendung eines
biotinylierten Sekundéarantikorpers und eines Avidin-Peroxidase-K onjugats (braune Farbe).
Als Gegenfarbung wurde die Chromatinfarbung mit Methylgriin verwendet.
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Abbildung 17: Nachweisder h2A1im humanen Ileum (Probe [4) mit h2A1-Antiserum

Die Detektion der Immunkonjugate wurde unter Verwendung eines biotinylierten Sekundér-
antikorpers und eines Avidin-Peroxidase-K onjugats durchgefihrt (braune Farbe).
Als Gegenféarbung wurde die Chromatinférbung mit Methylgriin verwendet.



Ergebnisse 71

3.2. ldentifikation von Sulfotransferasen im Gastrointestinaltrakt der Ratte

Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dal3 die Expression von SULT in der Ratte
weitgehend auf die Leber beschrankt ist, und dementsprechend gut ist dieses Organ beztiglich
seiner Ausstattung an SULT untersucht. Die zytosolischen Fraktionen aus Leber von
weiblichen und mannlichen Ratten wurden zusétzlich zu denen aus TA1538-rSULT als
Referenzen fir die Immunodetektion verwendet. Im Fall von r1E1 wurde von den Bakterien
zusétzlich ein verkirztes rlE1-Protein gebildet. In Abbildung 18 sind daher in der
entsprechenden Spur zwei Banden zu sehen. Als Referenz fir die rlB1 wurde die
zytosolische Fraktion aus V79-r1B1/A verwendet.

Fur den immunologischen Nachweis standen die funf gegen h1A3, h1B1, h2A1 und
rlA1 gerichteten Antiseren zur Verflugung. Die enzelnen mit ihnen hergestellten
Abbildungen sind im Anhang (A9 - A1l) aufgefuhrt. Unter Verwendung des hlA3-
Antiserums konnten drei Proteine von 33kD, 34,7kD und 35kD im Darm der Ratte detektiert
werden (Abb. 18), wobei das Protein von 33kD mit der r1B1 und das von 34,7kD mit der
r1Al komigrierte. Beide Proteine inklusive der Referenzen wurden auch durch das h1B1-,
bzw. r1Al-Antiserum erkannt. Lediglich Signale in den Referenzen, nicht jedoch in den
Darmproben, wurden mit dem r1E1- (ohne Abbildung) und dem h2A1-Antiserum (Anhang
A11l) erhalten. Die Identitét des Proteins von 35kD, bei dem es sich aufgrund der Grof3e des
apparenten Molekulargewichts und einer mit der rlB1 vergleichbaren Signalintensitét
durchaus um eine Sulfotransferase handeln konnte, ist ungeklart. Ein Protein von ca. 40kD
wurde mit @hnlicher Intensitét im Magen detektiert, eine SULT-Form dieser Grof3e ist jedoch
nicht bekannt, so dal3 die Bedeutung dieser Bande fraglich ist. Die mit den verschiedenen
Antiseren erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 11 zusammengefal3t.

Es zeigte sich, da’ die Expression von Sulfotransferasen weitestgehend auf den
Dickdarm (Rektum, Colon und Coecum) und auf den Drisenmagen beschrankt ist. Der
Gehalt an Sulfotransferasen im Vergleich zur Leber war sehr gering: 3% bel der r1A1 und
20 - 30% bei der r1B1. Die nicht identifizierte Bande von ca. 35kD fand sich auch in der
Leber, wo sie von der starken Bande der r1A1 tberlagert wurde.

Die Untersuchungen wurden mit Gewebe von je zwei weiblichen und mannlichen
jungen Tieren durchgefihrt. Im Gegensatz zur Leber war ein Unterschied in der Expression
zwischen den Geschlechtern nicht auffallig (Anhang A9 - 11).

Versuche, die zur Immunblot-Analyse verwendeten Antiseren auch fir immunhisto-
chemische Untersuchungen von Rattengewebe anzuwenden, zeigten je nach Konzentration

der Antikorper eine sehr schwache oder starke gleichmaldige Farbung des gesamten Préparats.
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Da auf¥erdem bei der Immunblot-Anayse sehr viel mehr Kreuzreaktivitét auftrat als bel den
humanen Proben (Anhang A9, A10, Abb. 18), waren diese Antiseren im Fall der Ratte fur die
Immunhistochemie nicht geeignet.
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Abbildung 18: Detektion von Sulfotransferasen im Gastrointestinaltrakt einer
mannlichen Ratte mit dem h1A3-Antiserum

Zytosolische Fraktionen von TA1538-SULT und Leber (in den angegebenen Mengen)
sowie von Mukosa aus verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts (je 300 Q)
wurden elektrophoretisch getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.
Immunkonjugate wurden durch Katalyse der Luminol-Peroxidase-Reaktion durch den
Sekundarantikdrper nachgewiesen.
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Tabelle 11: Nachweisvon SULT im Gastrointestinaltrakt der Ratte

Verwendet wurden die gegen rlAl, hlA3, hiB1 und h2A1 gerichteten Antiseren. Sie
erkennen die Formen r1A1 (r1A1- und h1A3-Antiserum), r1B1, r1C1 und r1E1 (h1A3- und
h1B1-Antiserum) sowie r2A (h2A1-Antiserum). Das 35kD-Protein wurde durch die r1A1-
und h1lA3-Antiseren erkannt. Untersucht wurden Proben von zwei mannlichen und zwei
weiblichen Tieren.

SULT-Expression

Gewebe riAl riB1 riC1l riel r2A 35kD-
Protein
Rektum + + - - - +
Colon + + - - - +
Coecum + + - - - +
lleum - - - - - (+)1
dist. Jejunum - - - - - (+)1
prox. Jejunum - + - - - -
Duodenum - (+)* - - - i
Driisenmagen - + + - - +
Vormagen + - - - - -

! Signal nur in Proben von ein oder zwel Tieren

3.3 Heterologe Expression von SULT1B1 in Indikatorzellen fir Mutagenitatstests

Die Form h1B1 war zu Beginn der Studie die einzige im humanen Darm identifizierte
Form, fur die in der Arbeitsgruppe kein von Salmonella typhimurium TA1538 abgeleiteter
Stamm zur Verfigung stand. Der Stamm Salmonella typhimurium TA1538-h1B1, im
folgenden abgekirzt durch ,TA1538-h1B1, wurde daher im Rahmen dieser Studie
hergestellt. Durch seine Verwendung als Indikatorstamm im Ames-Test konnten Promutagene
auf ihre Bioaktivierbarkeit durch h1lB1 Uberprift werden (Tabelle 14). In diesen
Vorversuchen positiv getestete Substanzen wurden im Folgenden im viel aufwendigeren
HPRT-Genmutationstest mit den V79-SULT1B1-Zellen eingesetzt.
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3.3.1 TA1538-h1B1

3.3.1.1. Konstruktion von TA1538-h1B1

Das Plasmid pKK233-2-h1B1 (Wang et al., 1998) wurde in Salmonella typhimurium
LB5000 transfiziert und vermehrt, um das Methylierungsmuster des Plasmids an das von
Salmonella  typhimurium  anzupassen. Salmonella  typhimurium  LB5000 ist ein
restriktionsdefizienter, aber methylierungsprofizienter Abkdmmling von Salmonella
typhimurium LT2 (Bullas and Ryu, 1983). Das aus Salmonella typhimurium LB5000-h1B1
isolierte Plasmid wurde zur Transformation von S. typhimurium TA1538 verwendet, um den
Stamm TA1538-h1B1 zu erhalten.

3.3.1.2 Expression von h1B1in TA1538-h1B1

Die Sulfotransferase konnte in der zytosolischen Fraktion von TA1538-h1B1 im
Gegensatz zu der vom Ausgangsstamm TA1538 durch radiometrische Bestimmung der
Enzymaktivitdt mit a-Naphthol detektiert werden. Aus zwei Prdparationen wurde eine
Aktivitéat (x SE) von 1886 + 166 pmol/mg/min ermittelt. Die Nachweisgrenze fir den
Ausgangsstamm lag bel 3 pmol/mg/min.

Bel der Immunblot-Analyse zytosolischer Fraktionen von TA1538 und TA1538-SULT unter
Verwendung des h1lBl-Antiserums wurde nur im Stamm TA1538-h1B1 ein Protein mit
einem Mgy, von 32,5kD  detektiert (Anhang A3).

3.3.2V79-h1B1

3.3.2.1 Konstruktion der Z€llinie

Fur die Expression der h1B1-cDNA in V79-Hamsterlungenfibroblasten wurde diese in
den fur die Expression in Sdugerzellen hergestellten Vektor pMPSV (E/H) (Artelt et al.,
1988) eingefiugt. Als Quelle fur die cDNA diente das Plasmid pKK233-2-h1B1. Die fir die
Klonierung notwendigen Restriktionsschnittstellen fir EcoRI und Hindll11 wurden mit Hilfe
der PCR (2.2.8) eingefuhrt. Hierdurch wurde auch der von Wang et al. (1998) eingefigte
Basenaustausch an Position 4 rickgangig gemacht, so dal3 die cDNA-Sequenz im Plasmid
pMP-h1B1 vollstandig mit der publizierten Wildtypsequenz (Wang et al., 1998)
Ubereinstimmt. Es besteht jedoch folgender Unterschied zu der von Fujita et al. (Genebanc
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acc. No. D89479, 1997) publizierten Sequenz: Bei Fujita et al. (1997) ist Codon 186 GAA
(Glu) und bel Wang et al. (1998) GGA (Gly).

V79-Zellen wurden mit pMP-h1B1 und dem das Gen fir den Selektionsmarker
Puromycin-Acetyltransferase tragenden Plasmid pBSpacDp kotransfiziert. 82 Puromycin-
resistente Klone wurden aus funf Transfektionsexperimenten gewonnen. Die Zellklone
wurden vermehrt, bis gentigend Material flr die Prgparation von zytosolischen Fraktionen zur
Verfligung stand. Der Nachweis der Expression von h1B1 erfolgte durch Immunblot-Analyse
und Enzymaktivitatsmessungen. In den zytosolischen Fraktionen aus 72 Klonen war keine
Enzymaktivitdt zu detektieren (Nachweisgrenze 0,8 pmol/mg/min), sieben wiesen eine
Enzymaktivitédt von 1 - 5 pmol/mg/min auf und je eine enthielt 7, 20, 39 und 46 pmol/
mg/min. Die vier zuletzt genannten Klone wurden weiter kultiviert und bezlglich ihrer
Expression von h1B1 untersucht. Der Klon mit der hdchsten Enzymaktivitét verlor diese
innerhalb der néchsten vier Passagen vollstandig. Die Klone mit urspringlich 39 und
20 pmol/mg/min verloren innerhalb der nachsten Passage die Halfte ihrer Enzymaktivitdt und
blieben auf diesem Niveau. Aus Kulturen mit unterschiedlichen Passagenzahlen zwischen
4 und 20 wurden folgende mittlere Aktivitéten (+ SE) berechnet: 10,2 + 4,5 (n = 5) und
19,3 £ 4,7 (n = 9) pmol/mg/min. Der Klon mit einer Enzymaktivitat von 7 pmol/mg/min
erwies sich bis zur 6. Passage als stabil, wurde dann aber aufgrund eines bei der
Sequenzierung identifizierten Aminossureaustausches (**°K nach *®R) verworfen. Der Klon
mit der héchsten Enzymaktivitét wurde fir die Etablierung der V79-h1B1 Zellinie verwendet.

3.3.2.2. Charakterisierung der Zellinie

Sulfotransferase-Aktivitét wurde konstitutiv exprimiert; sie war 24 h, 48 h und 72 h
nach der Einsaat nachzuweisen (Abb. 19). Sie war unabhangig davon, ob die Zellen mit einer
Dichte von 1,5 x 10° oder 3 x 10° Zellen/ 150 cm? eingesét worden waren.

Die Bestimmung der Enzymaktivitdten in zytosolischen Fraktionen aus Kulturen
unterschiedlicher Passagenzahl zeigte, dal’ die Expression weitgehend stabil war (Abb. 19). In
einzelnen Kulturen nahm sie mit der Passagenzahl ab.
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Abbildung 19: Abhangigkeit der h1B1-Aktivitét in zytosolischen Fraktionen aus V79-
h1B1in Abhangigkeit von der Dauer der Kultivierung (A) und der Anzahl der Passagen

(B).

A: Um den Einflul3 der Zelldichte bei unterschiedlichen Kultivierungszeiten zu erfassen,
wurden Kulturen mit einer initialen Zelldichte von 1,5 x 10° (Kreise) oder 3 x 10° (Quadrate)
Zellen/150 cm? verwendet. Dargestellt sind Doppelwerte + SE von zwe unabhangigen
Experimenten.

B: Fir die Stabilitatsuntersuchungen wurden 1,5 x 10° Zellen/150 cm? eingesét und fiir 68 —
75 h kultiviert. Mef3punkte mit gleichen Symbolen wurden aus Kulturen der gleichen
Ricklage gewonnen. Angegeben ist der Standardfehler der Doppelbestimmung der
Enzymaktivitdtsmessung.

Die Anzahl an V79-h1B1 Zellen verdoppelte sich wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase ale 13,1 £ 0,6 h (n = 4), womit sie sich etwas langsamer teilten alsdie V79-
Zellen, die eine Verdopplungszeit von 12,3 £ 3,7 h (n = 3) aufwiesen. Neben der
Enzymaktivitdt konnte auch das gegeniiber dem h1B1-Antiserum immunoreaktive Protein in
V79-h1B1, nicht aber in V79p nachgewiesen werden (Abb. 20). Aus der Abbildung geht
hervor, dal3 in 60 pg zytosolischem Protein der Zellinie, das 1,16 = 0,28 pmol/min
a-Naphthol umsetzen kann, in etwa 70 ng h1B1l mit einer rechnerischen Aktivitdt von

0,94 £ 0,02 pmol/min enthalten sind.
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Abbildung 20 : Nachweisvon h1B1 unter Verwendung des gegen h1B1 gerichteten
Antiserums in V79p-Zellen, V79-h1B1-Zellen und humanem Geweben

Jeweils 60 pg an zytosolischem Protein von V79p, V79-h1B1 und Geweben von mannlichen
(m) und weiblichen (w) Personen sowie 70 ng h1B1 wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt
und auf eine Nitrozellulose-Membran Uberfihrt. Die Immunkonjugate wurden nach
Behandlung mit einem an Peroxidase gekoppelten Sekundérantikorper durch die Luminol-
Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.

3.3.2.3 Vegleich der Expression von h1B1in V79-h1B1 und in humanem Gewebe

Der Vergleich der Expression von h1B1 in der neuen Zellinie und im menschlichen
Gewebe erfolgte mittels Immunblot-Analyse (Abb. 20). Die Menge an immunoreaktivem
Protein in V79-h1B1 ist mit der im Dickdarm vergleichbar, héher as in der Leber und im
Magen und niedriger alsim Dinndarm.

3.3.3V79-riB1

3.3.3.1. Konstruktion und Charakterisierung der Zellinien V79-r1B1/A und -/B

Fir die Transfektion von V79-Zellen wurden die Plasmide pMP-r1B1 und pBSpacDp
(2.1.2.4) im Verhdtnis 10:1 gemischt und mit Hilfe der Calcium-Prazipitationsmethode in die
Zellen eingefiihrt. Die Integration von pBSpacDp fuhrt zur Expression der Puromycin-
Acetyltransferase und erlaubt die Selektion von Puromycin-resistenten Klonen.

Aus zwel Transfektionen wurden 20 Zellklone erhalten, von denen zunéchst zehn
durch Bestimmung der SULT-Aktivitét auf r1B1-Expression hin untersucht wurden.

In zwei Klonen war keine Sulfonierung von a-Naphthol zu detektieren, in drei Klonen
betrug die Aktivitdt zwischen 0,1 und 2 pmol/mg/min und in zwei weiteren 5 und 6

pmol/mg/min; die letzten beiden Klone zeigten mehr als 10 pmol/mg/min und wurden unter
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den Bezeichnungen V79-r1B1/A und -/B weiter charakterisert. Um die Sequenz der
integrierten DNA zu Uberprifen, wurde die genomische DNA prépariert und die r1B1 cDNA
mit Hilfe der PCR amplifiziert (11.7.3). Die Sequenz des PCR-Produkts wurde bestimmt und
erwies sich as identisch mit derjenigen in pMP-r1B1, bzw. der von Fujita et a (1997)
beschriebenen.

Die Expression von r1B1 wurde tber 20 Passagen verfolgt, wobei in Abstanden von
zwel bis drel Passagen die Enzymaktivitét in der zytosolischen Fraktion bestimmt wurde
(Abb. 21). Aus den Daten von Kulturen, deren Alter zwischen 6 und 16 Passagen betrug,
wurde eine durchschnittliche Aktivitét von 1019 + 224 pmol/mg/min (n = 8) fur V79-r1B1/A
und 57 £ 9 pmol/mg/min (n = 6) fur V79-r1B1/B berechnet. Die Expression war unabhangig
davon, ob die Zellen fir 24, 48 oder 72 h kultiviert wurden (Abb. 21).

Beide Zdllinien unterschieden sich in der SULT-Aktivitét im Mittel um den Faktor 18.
Betrachtet man die Menge an immunreaktivem Protein (Abb. 22), so finden sich
vergleichbare Signale in 3 pg zytosolischem Protein von Klon A und in 100 pg von Klon B,
wobel sich die fur die Herstellung des Western Blots verwendeten zytosolischen Fraktionen in
ihrer Aktivitdt um den Faktor 24 unterschieden. In der zytosolischen Fraktion von V79p-
Zéellen konnte keine spezifische Immunreaktivitét nachgewiesen werden.

Die Verdopplungszeiten der neu etablierten Zellinien und der Ausgangszellinie sind in
Tabelle 12 dargestellt.
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Abbildung 21: Abhéngigkeit der r1B1-Aktivitat in zytosolischen Fraktionen aus V79-
r1B1/A (geschlossene Symbole) und -/B (offene Symbole) in Abh&ngigkeit von der Dauer
der Kultivierung (A) und der Anzahl der Passagen (B).

A: Um den Einflul3 der Zelldichte bei unterschiedlichen Kultivierungszeiten zu erfassen,
wurden Kulturen mit einer initialen Zelldichte von 1,5 x 10° (Kreise) oder 3 x 10° (Quadrate)
Zellen/150 cm? verwendet. Dargestellt sind Doppelwerte + SE von zwei unabhangigen
Experimenten.

B: Fiir die Stabilitatsuntersuchungen wurden 1,5 x 10° Zellen/150 cm? eingesét und fir
68 - 75 h kultiviert. Mel3punkte mit gleichen Symbolen wurden aus Kulturen der gleichen
Ricklage gewonnen. Angegeben ist der Standardfehler der Doppelbestimmung der
Enzymaktivitdtsmessung.

Tabelle 12: Verdopplungszeiten der Zellinien

Verdopplungszeit + SE Zahl der Experimente
[hi [hi
V79 12,3 3,7
V79-r1iB1/A 14,1 1,3

V79-r1B1/B 14,1 1,7 3
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Abbildung 22: Nachweis von r1B1 Protein in V79-riB1, Leber und Colon der Ratte
sowie Salmonella typhimurium TA1538-r 1B1 mit dem h1B1-Antiserum

Die zytosolischen Fraktionen von V79p-, V79-riB1/A- und V79-r1B1/B-Zellen und
Geweben einer weiblichen (w) und mannlichen (m) Ratte sowie von TA1538-r1B1 wurden
durch SDS-PAGE getrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran Uberfihrt. Die
Immunkonjugate wurden nach Behandlung mit dem mit Peroxidase gekoppelten
Sekundéarantikorper durch die Luminol-Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.

3.3.3.2 Immunférbung von V79-SULT1B1

Kulturen der drel SULT1B1 exprimierenden Zellinien sowie von V79p wurden auf
Objekttrégern angelegt und nach drei Tagen mit auf -20 °C vorgekihltem Methanol fixiert.
Fur den Nachweis von r1B1 und hiB1 wurden verschiedene Konzentrationen an h1lB1-
Antiserum getestet, wobei die V79p-Zellen als Negativkontrolle dienten. Lediglich in den
hoch exprimierenden V79-riB1/A-Zellen war eine deutliche Farbung von Zellen zu
erkennen, wahrend sich V79-r1B1/B- und V79-h1B1-Zellen kaum von den V79p-Zellen
unterschieden. Es wurden nicht ale V79-r1B1/A-Zellen geférbt; allerdings war die Farbung
in jedem positivem Fall gleichmédliig auf das Zytosol verteilt (Abb. 23).
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Abbildung 23: Detektion von r1B1 in fixierten V79-r1BY/A- und -/B-Zellen mit dem
h1B1-Antiserum

Die Zellen wurden fur 72 h auf Objekttragern kultiviert und mit Methanol fixiert. Die weitere
Behandlung erfolgte wie bei der Immunhistochemie der humanen Darmproben.

3.3.3.3 Vegleich der Expression von r1B1in V79-r1B1 und in Colon und Leber der Ratte

Die Untersuchung der verschiedenen Abschnitte des Gastrointestinaltrakts zeigte, dal’
r1B1 hauptséachlich im Dickdarm und in der Leber exprimiert wird (Abb. 18). Daher wurden
diese Organe fur den Vergleich mit den Zellinien ausgewéhlt. In Abbildung 22 ist zu
erkennen dal3 die in V79-r1B1/B vorhandene Menge an Sulfotransferase in etwa dem Gehalt
in der Leber entspricht. Im Colon wird dagegen die dreifache Menge an Protein bendtigt, um
ein schwacheres Signal zu erzeugen. Wahrend der V79-r1B1-Klon mit der niedrigeren SULT-
Aktivitét sich anlich den Geweben verhdlt, ist der Unterschied zu V79-rIBL/A mit der im
Mittel 18fach hoheren Enzymaktivitat dementsprechend grofier.

3.3.4 Vergleich der Zellinien V79-h1B1, V79-r1B1/A und V79-r1B1/B

Da die Uberexpression von riB1 in E. coli BL21-r1B1 nicht gelang, bzw. die
Expression nicht starker war alsin TA1538-r1B1, gab es keinen Mengenstandard wie im Fall
der h1B1l. Der Umsatz von a-Naphthol und die Immunreaktivitdt mit dem h1B1-Antiserum
erlauben nur einen groben Vergleich, da die kinetischen Eigenschaften beztglich a-Naphthol
unterschiedlich sein kénnen und zu erwarten ist, dal3 ein gegen die humane Form gerichteter
Antikorper weniger gut mit der Form der Ratte reagiert. Aus den zur Verfiigung stehenden
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Eigenschaften (Tabelle 13) geht hervor, dal3 V79-h1B1 am ehesten mit V79-r1B1/B zu

vergleichen ist.

Tabelle 13: Zusammenfassung der wichtigsten Char akteristika der V79-SUL T-Zédllinien

Eigenschaft V79-h1B1 V79-r1BU/A V79-r1B1/B
Enzymaktivitét mit 1 M a-Naphthol 19,3+4,7 1019 + 224 57+9
[pmol/mg/min]
pg SULT/mg zytosolisches Protein 1,17 nicht bestimmt  nicht bestimmt
Popul ationsverdopplungszeit [h] 13,1+ 0,6 141+1,3 141+17
Proteinmenge fur vergleichbare 20 4 70

Immunreaktivitét mit h1B1-
Antiserum [ug]

Expression im Vergleich zur Leber 2—-3ma hoher ca 20x hoher  vergleichbar
Expression im Vergleich zum Colon vergleichbar  ca 60 x hther  ca. 3 x hoher

Immunférbung von Zellen negativ positiv negativ
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3.4. Mutagenitats- und Zytotoxizitatsunter suchungen

3.4.1. Mutagenitét benzylischer und allylischer Alkoholeim Ames Test

Die aus dem Ames Teststamm TA1538 abgeleiteten Stdmme TA1538-h1A1, -h1A3
und -h1B1, die die im humanen Colon identifizierten Sulfotransferasen exprimieren, wurden
as Indikatorstémme im Ames Mutagenitétstest eingesetzt. Die Ergebnisse dieser Experimente
sind in Tabelle 15 aufgefiihrt. Es zeigte sich, dal3 sich die einzelnen SULT-Formen deutlich in
ihrer Fahigkeit zur Bioaktivierung der Testsubstanzen unterscheiden. Der neu etablierte
Stamm TA1538-h1B1 aktivierte die benzylischen Alkohole 6-Hydroxymethylbenzo[a]pyren
(6-HMBP) und 4H-Cyclopentd def]chrysen-4-ol (4-OH-CPC) besonders effizient. Wéahrend
4-OH-CPC in keinem der anderen Stdmmen mutagen war, wurde im Fall von 6-HMBP ein
schwacher, SULT-unabhangiger Effekt beobachtet. Beide Substanzen wurden daraufhin im
HPRT-Genmutationstest mit SULT1B1-exprimierenden V79-Zellen eingesetzt.

Tabelle 14: Mutagenitat benzylischer und allylischer Alkoholeim Ames Test

Revertanten pro nmol

Substanz TA1538" TA1538- TA1538- TA1538-
h1A1* h1A3® hiB1

1-Hydroxymethylpyren <05 4200 30 70
(-)-(9)-1-Hydroxyethylpyren <05 600 6 70
(+)-(R)-1-Hydroxyethylpyren <05 50 40 40
7-Hydroxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a] pyren ~0.7 150 ~0.3 ~0.9
6-Hydroxymethylbenzo[a]pyren 15 18 12 2700
1-Hydroxy-3-methylcholanthren <0.2 7 <0.2 <0.2
4H-Cyclopentg] def] chrysen-4-ol <1 <1 <1 2100
N-Hydroxy-2-acetylaminofluoren 15 120 19 12
2-Acetylamino-4-hydroxylaminotoluol ~0.1 6 ~0.1 ~0.1
1'-Hydroxysafrol” <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
a-Hydroxytamoxifen” <02 <02 <02 <02

qUnveroffentlichte Daten aus der Abteilung Ernahrungstoxikologie des DIfE
PAktivierung zu Mutagenen durch andere Sulfotransferasen der Ratte oder des Menschen
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3.4.2 Mutagenitét und Zytotoxizitét von 6-HMBPin V79-1B1-Zellen

Die Mutagenité von 6-HMBP in den aus V79-Zellen abgeleiteten Zellinien
V79-h1B1, V79-r1BJ/A und -/B sowie V79p wurde im HPRT-Genmutationstest
bestimmt. Im gleichen Ansatz wurde auch die Zytotoxizitat erfald. Die Ergebnisse der
einzelnen HPRT-Tests sind in Abb. 24 zusammengefal®. 6-HMBP war im
Konzentrationsbereich von 0,3 - 1 uM weder mutagen noch zytotoxisch in den lediglich
mit dem Selektionsmarker transfizierten V79p-Zellen. Die 1B1-exprimierenden
Zdllinien hingegen reagierten mit einer Erhéhung der Mutantenfrequenz und z.T. auch
der Zytotoxizitdt, wobei das Ausmald und die Konzentrationsabhangigkeit davon
abhingen, wie hoch die SULT-Expression war und ob die Form des Menschen oder
Ratte exprimiert wurde. Hieraus folgt, daf3 in diesem System die Menge an reaktiven
Metaboliten nicht alein durch die Verfligbarkeit von Substrat (6-HMBP) oder
Kosubstrat (PAPS) limitiert wurde, sondern durch die Menge und die kinetischen
Eigenschaften der exprimierten Sulfotransferase. Wahrend mit 6-HMBP in den hoch
exprimierenden V79-r1B1/A-Zellen bereits bel einer Konzentration von 10 nM die Zahl
der Mutanten gegentiber der Kontrollzellinie erhoht war, trat dies bei den ca. 25fach
niedriger exprimierenden V79-r1B1/B Zellen erst bei der hdchsten getesteten
Konzentration (1 uM) auf. Die die humane Form exprimierenden V79-h1B1 Zellen
zeigten einen vergleichbaren Anstieg der Mutantenfrequenz bei einer Konzentration von
100 nM, obwohl ihr Gehalt an 1B1 niedriger ist alsin V79-r1B1/B. Im Gegensatz zu
V79-r1B1/A stieg die Mutantenfrequenz in V79-h1B1 oberhalb von 100 nM weiter an
und wurde hoher als die in der Zellinie mit der Form der Ratte. Starke zytotoxische

Effekte wurden lediglichin V79-r1B1/A beobachtet.
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Abbildung 24: Mutagenitdt am hprt-Lokus (oben) und Zytotoxizitat (unten) von 6-
HMBP inV79-1B1-Zellen im Vergleich zu den SULT defizienten V79p-Zellen

6-HMBP wurde in DM SO geldst und fur 24 h dem Kulturmedium zugeftigt. Aus der Zahl der
hiernach geernteten Zellen wurde die Zytotoxizitat berechnet. Fur die Selektion der Mutanten
wurden die Zellen in 6-Thioguanin-haltigem Medium kultiviert, wobe fir jede Kultur
zusétzlich die Klonierungseffizienz bestimmt wurde. Angegeben sind die Mittelwerte + SE
aus zwel Kulturen. Wo kein Fehlerbalken zu erkennen ist, wird dieser vom Symbol Uberdeckt.
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3.4.3 Mutagenitét und Zytotoxizitét von 4-OH-CPC in V79-1B1

Analog zu den HPRT-Genmutationstests mit 6-HMBP wurde die Fahigkeit der aus V79
abgeleiteten Zellen zur Bioaktivierung von 4-OH-CPC untersucht (Abb. 25). 4-OH-CPC
wurde in einem Konzentrationsbereich von 3 nM bis 6,25 pM eingesetzt. Wie im Fall von 6-
HMBP war die hoch exprimierende Zelinie V79-rIBI/A am sensitivsten beziglich
Mutagenitdt und Zytotoxizitéat, wobel hdhere Mutantenfrequenzen auftraten als bei 6-HMBP
und die Mutantenfrequenz ab 10 nM kontinuierlich zunahm. Weder in V79-r1B1/B- noch in
V79p-Zellen wurden mutagene Effekte beobachtet. Ein moderater Effekt war in der Zellinie
mit der humanen Form zu erkennen: 4-OH-CPC erhohte im Bereich von 0,1 — 1 uM die

Mutantenfrequenz mit einem Maximum bei 0,3 uM.
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Abbildung 25: Mutagenitat am hprt-Lokus (oben) und Zytotoxizitat (unten)
von 4-OH-CPC in V79-1B1-Zellen im Vergleich zu den SULT defizienten
V79p-Zellen

4-OH-CPC wurde in DM SO geldst und fur 24 h dem Kulturmedium zugeftigt. Aus
der Zahl der hiernach geernteten Zellen wurde die Zytotoxizitét berechnet. Fur die
Selektion der Mutanten wurden die Zellen in 6-Thioguanin-haltigem Medium
kultiviert, wobei fur jede Kultur zusétzlich die Klonierungseffizienz bestimmt
wurde. Angegeben sind die Mittelwerte + SE aus zwel Kulturen. Wo kein
Fehlerbalken zu erkennen ist, wird dieser vom Symbol Uberdeckt.
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4 Diskussion

In dieser Studie wurde zum ersten Ma umfassend die Expression von
Sulfotransferasen in verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts von Mensch und
Ratte untersucht. Mit Ausnahme der Formen, bei denen es sich vermutlich um h1C1, r1C2
und h2B1 handelt, konnten alle gefundenen Formen eindeutig identifiziert werden. Es zeigte
sich ein deutlicher Unterschied in der Ausstattung von Dickdarm und DUnndarm, der beim
Menschen und der Ratte anders ausgeprégt war. Wahrend beim Menschen die Expression im
Dunndarm in etwa viermal stéarker war und mehr Formen gefunden wurden als im Colon,
wurden in der Ratte nur wenige Formen im Dickdarm schlecht exprimiert; im Dinndarm
waren sie kaum nachwelsbar.

Die Fahigkeit von humanem intestinalen Gewebe zur enzymatischen Sulfonierung ist
von diversen Autoren beschrieben worden, z.B. wurden (+) und (-) Terbutalin durch humane
Proben aus dem Duodenum, Ileum und Colon umgesetzt (Pacifici et al., 1993). Diese
Aktivitét wurde einer as ,, Katechol-Sulfotransferase” bezeichneten Form zugeordnet, bel der
es sich vermutlich um die h1A3 handelt, da sie auch a's thermolabile Phenol-Sulfotransferase
bezeichnet wurde. Die Sulfonierung der b-Adrenorezeptor-Agonisten (S)-lsoproterenol und
(S)-Albuterol durch humane Darmproben wurde ebenfals auf die h1lA3 zuriickgefihrt
(Hartman et al.,, 1998). Im Colon und Dinndarm einzelner Proben wurden
Arylsulfotransferasen ohne Differenzierung einzelner Formen (Windmill et al., 1997), die
MRNA der hlAl (Bernier et al., 1996) und das Protein der h1B1 (Wang et al., 1998)
gefunden. Die im humanen lleum, Jgjunum und Coecum identifizierten Formen h2A1 und
h1E1 (Tabelle 8) wurden von Her et al. (1996) im Jgunum von 62 Patienten immunchemisch
detektiert. Diese Befunde stimmen gut mit den in dieser Arbeit prasentierten Ergebnissen zur
Expression von SULT im Darm des Menschen Uberein.

Bel bisherigen Untersuchungen zur Expression von SULT im Darm der Ratte wurde
die MmRNA von r1A1 und r1B1 (Dunn and Klaassen, 1998) gefunden, wobel das Protein der
r1B1 in einer friheren Arbeit nur in Leber und Niere, nicht jedoch im Darm detektiert werden
konnte (Araki et al., 1997). Dain keiner der beiden Arbeiten der Darmabschnitt spezifiziert
wurde, besteht die Moglichkeit, dald in der zuerst erwdhnten der Dickdarm, in der anderen
aber der Dunndarm untersucht wurde, in dessen Mukosa auch hier keine Expression der r1B1
gefunden wurde (Abb. 18). In dieser Arbeit wurden r1A1 und r1B1 im Rektum, Colon und
Coecum in Mengen detektiert, die deutlich niedriger waren als in der Leber (3% und 20-30%,
Anhang A9 und A10). Das beobachtete Verhdtnis zur Leber war vergleichbar mit dem, was
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fur die mRNA beschrieben wurde: 15 - 25% fur die r1B1 und 0,4% fir die r1A1 (Dunn and
Klaassen, 1998). Im Gegensatz zum Dinndarm ist der Magen der Ratte reichhaltiger mit
Sulfotransferasen ausgestattet (Tabelle 11). Bel den Untersuchungen zur Gewebeverteilung
der SULT wurde der Magen selten erfaldt: Zu r1B1 und r1A1 gibt es keine Angaben, lediglich
die r1C2 wurde als Protein von 34kD in den Lysosomen der Mukosa des Magens beschrieben
(Xiangrong et al., 2000). Gerade fur diese Form stand als einziger der Ratte keine Referenz
zur Verfugung. Gleichzeitig wurde ein Protein von 35kD mit dem h1B1-Antiserum detektiert,
das nicht mit einer der anderen Referenzen komigrierte und am stérksten im Drisenmagen der
Ratte, schwécher in der Leber sowie deutlich schwéacher im Dickdarm exprimiert wurde (Abb.
18). Dies pald insofern mit der fir die mRNA der r1C2 beschriebenen Gewebeverteilung
Uberein, als dald diese in grof3er Menge in der Niere und in geringeren Mengen im Magen und
der Leber gefunden wurde (Xiangrong et al., 2000). Zwar wurde im Gegensatz zur
Immunblotanalyse keine mRNA im Darm nachgewiesen, jedoch wurde auch in dieser Arbeit
nicht zwischen Dinn- und Dickdarm unterschieden. Es konnte sich daher durchaus bel dem
35kD-Protein um die r1C2 handeln.

Die immunhistochemische Lokalisation der Sulfotransferasen gelang nur bel den
humanen Proben, da die Sensitivitét der Antiseren fur die Gewebe der Ratte nicht ausreichend
war. Die Formen h1lAl und/oder h1A3, h1B1 und h2A1l wurden in den differenzierten
Epithelzellen der Mukosa exprimiert. Im Ileum waren die Darmzotten geférbt, im Colon, das
keine Zotten besitzt, die Zellen am luminalen Ende der Krypten. Diese Verteilung wurde auch
fur die mRNA anderer fremdstoffmetabolisierender Enzyme wie z.B. CYP3A (McKinnon et
al., 1995) oder NAT (Debiec-Rychter et al., 1996) beschrieben. Die Zellen, in denen die
Sulfotransferasen detektiert wurden, teilen sich nicht mehr, weshalb DNA-Addukte nicht
mehr zu Mutationen fihren kénnen. Zudem werden Zellen mit den in ihnen gefangenen
Mutagenen innerhalb von wenigen Tagen in das Darmlumen abgeschilfert und ausgeschieden.
Dort allerdings unterliegen sie wieder dem Stoffwechsel der Mikroflora. In diesem Sinne
wére der humane Dinndarm aufgrund seiner grof3eren Vielfalt an SULT und der starkeren
Expression von h1A1l und h1A3 besser geschitzt als der Dickdarm. Bel der Ratte ist das
Umgekehrte der Fall, weshab die Ratte zur Untersuchung der intestinalen SUL T-abhangigen
Aktivierung von Promutagenen ein wenig geeignetes Modell ist.

In rédumlicher Néhe zum Epithel, am Grund der ca. 0,5 mm tiefen Einfaltungen
(Krypten), befinden sich die Stammzellen, aus denen die Enterozyten nachgebildet werden.
Um aus der proliferativen Zone am unteren Ende einer Krypte des Rattencolons zur
Oberflache zu wandern, braucht eine Zelle 60 — 72 h (Rijke et al., 1979). Untersuchungen am
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absteigenden Colon der Ratte zeigten, dal3 eine Krypte aus circa 625 Zellen besteht und der
Umfang von ungefahr 19 Zellen gebildet wird (Rijke et al., 1979). In den Stammzellen bleibt
eine Mutation ein Leben lang erhalten, und fir sie stellen reaktive Metabolite ein extrem
hohes Risiko dar. Ob es Mdglichkeiten gibt, daf in differenzierten Epithelzellen gebildete
ultimale Mutagene in die Stammzellen gelangen und dort Mutationen verursachen, ist
entscheidend fir die Frage, ob die Generierung reaktiver Metabolite im Epithel der Mukosa
ein Risko oder enen Schutz darstellt. DNA-Addukte von Aflatoxin B1 wurden
ausschliefdlich in den differenzierten Enterozyten und nicht in den Zellen der Krypten
gefunden (Kolars et al., 1994a). Dies spricht fur den protektiven Effekt der Bioaktivierung in
den Epithelzellen. Es besteht jedoch die Moglichkeit, dald Adduktmengen unterhalb des
Detektionslimits in den Stammzellen auftreten. Trotzdem ist das Zielorgan fur Aflatoxin B1
die Leber und nicht der Darm, was wiederum fUr einen ausreichenden Schutz spricht.
Theoretisch ist es auch mdglich, dal’ die fur die genetischen Veranderungen verantwortlichen
Substanzen durch die Blutbahn zu den Stammzellen gelangen. Hinweise dafur liefert eine
Arbeit von Kaderlik et al. (1994), in der gezeigt wurde, dal’ intravends verabreichtes N-OH-
PhIP und N-Acetoxy-PhlP DNA-Addukte in allen Organen verursachten, in denen auch nach
Fatterung von PhIP Addukte gefunden wurden. Zusétzlich zeigten Ratten, denen der
Gallengang abgebunden und damit der enterohepatische Kreislauf unterbrochen wurde, das
gleiche DNA-Adduktmuster wie die normalen Ratten.

Mit dem h1A1-Antiserum wurden neben den Enterozyten auch die Endothelzellen der
Kapillaren in der Mukosa des lleums und in den Lymphfollikeln des Colons geférbt (Abb.
11). Endothel zellen wurden bisher sowohl mit positiven al's auch mit negativen Resultaten auf
die Expression von ,, Arylsulfotransferasen” hin untersucht, womit in der Literatur sehr haufig
h1A1l und h1A3, bzw. Formen mit Aktivita gegenlber a- oder b-Naphthol gemeint sind.
Positiv waren Endothelzellen der Aorta des Affen (Yang et al., 1986) und der Blut-Hirn-
Schranke des Rindes (Baranczyk-Kuzma et al., 1989); in Endothelzellen von Bronchiolen des
Menschen und des Rindes konnten keine Sulfotransferasen detektiert werden (Beckmann et
al., 1993). Es scheint, as ob die Expression von Sulfotransferasen in Endothelzellen vom
Organ abhangig ist. Ein Grund fir die unterschiedliche Expression im Endothel von
Dunndarm und Dickdarm konnte sein, dald im Dunndarm sehr viel mehr Stoffe resorbiert
werden.

Nach Konstruktion des Stammes S typhimurium TA1538-h1B1 gab es in der
Arbeitsgruppe fir jede im humanen Colon identfizierte Sulfotransferase einen entsprechenden
Stamm TA1538-SULT. Durch Verwendung dieser Stdmme im Ames-Test mit verschiedenen
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benzylischen und allylischen Verbindungen wurde ersichtlich, dal3 sich die einzelnen SULT-
Formen in ihrer Fahigkeit zur Bioaktivierung von Promutagenen deutlich unterscheiden.
Wahrend (+)-(R)-1-Hydroxyethylpyren in alen drei Stammen gleichermal3en schwach
mutagen war, wurde (-)-(S)-1-Hydroxyethylpyren sehr viel stéarker durch die h1A1 as durch
die h1A3 oder h1B1 aktiviert. 4-OH-CPC und 6-HMBP waren starke Mutagene in TA1538-
hiB1. 4-OH-CPC konnte weder im Ausgangsstamm TA1538 noch in den anderen SULT-
profizienten Stdmmen einen detektierbaren Effekt erzeugen. 6-HMBP hingegen besal3 auch
ohne SUL T-abhangige Aktivierung einen schwachen Effekt, der in den anderen Teststdmmen
ebenfalls auftrat. Insgesamt wurden fast alle der getesteten benzylischen Alkohole durch eine
der im humanen Colon exprimierten Sulfotransferasen aktiviert.

Benzylische Alkohole sind potentielle Metabolite von polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAK), akylierten PAK und polyzyklischen aromatischen Ketonen.
PAK entstehen bel der unvollstandigen Verbrennung von organischem Material und wurden
nachgewiesen in Autoabgasen (insbesondere von Dieselmotoren (Rogge et al., 1993)),
Abgasen von mit Braunkohle gefeuerten Ofen (Knobloch and Engewald, 1993), stadtischen
Aerosolen (Durant et al., 1996; Ramdahl, 1985) und Zigarettenrauch (Grimmer, 1979).
Methylierte PAK werden auf3erdem geochemisch aus Terpenoiden gebildet und kommen
dementsprechend in Kohle und Mineradl vor (Radke, 1987). Eine enzymatische
Methylierung von PAK wurde ebenfalls beschrieben (Flesher et al., 1986). Methylierte PAK
kénnen bei Temperaturen oberhalb von 700°C Methylenbriicken aushilden (Adams et al.,
1982). PAK, als deren Leitsubstanz Benzo[a]pyren (B[a]P) verwendet wird, lagern sich
durch die Luft in der Kutikularschicht von Grinpflanzen (Grinkohl, Salat und anderem
Blattgemuise) ab, oder sie gelangen Uber die Luft- und Rauchtrocknung von Lebensmitteln in
die Nahrung. Eine Zusammenstellung verschiedener Bestimmungen des Gehalts von B[a]P in
Lebensmitteln (bis 100 pg B[a]P/kg) findet sich bei Grimmer et al. (Grimmer, 1988). Der
Gehalt von Cyclopentg]def]chrysen (CPC) und B[a]P in 1 g Luftpartikel aus St. Louis, MO
(USA) wurde mit 1,2 pg und 3,1 pg bestimmt (Wise et al., 1986).

Das effizient durch die h1B1 aktivierte 6-HMBP wurde als Metabolit von B[a]P in
Rattenleberhomogenat identifiziert (Flesher et al., 1982; Flesher and Sydnor, 1973), wahrend
die Bildung von 4-OH-CPC aus Cyclopenta]def]chrysen (CPC) nicht untersucht ist. B[a]P, 6-
Methylbenzo[a]pyren (6-MBP) (Flesher and Sydnor, 1973; Rogan et al., 1983), 6-HMBP
(Flesher and Sydnor, 1973), CPC und 4H-Cyclopenta]def]chrysene-4-on (Rice et al., 1985)
zeigten beim Aufpinseln auf Méusehaut tumorinitiierende Wirkung. 6-MBP verursachte
L ebertumore (Surh et al., 1989). Die hydroxylierten Derivate 4-OH-CPC und 6-HMBP waren
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im Ames Test ohne metabolische Aktivierung nur schwach mutagen (Glatt et al., 1993; Glatt
et al., 1995; Glatt et al., 1994a). Wurde dem Testansatz jedoch die mit PAPS versetzte
zytosolische Fraktion aus Rattenleber als metabolisches System hinzugefiigt, zeigten beide
benzylische Alkohole eine mutagene Wirkung (Glatt et al., 1993; Surh et al., 1989), wobel
das Ausmal3 vom Geschlecht der Ratte abhing: Wahrend 6-HMBP bel Verwendung der Leber
eines weiblichen Tieres sehr viel starkere Effekte zeigte, wurde 4-OH-CPC durch
L eberhomogenat eines méannlichen Tieres effizienter aktiviert (Glatt et al., 19944a). Dies l&fdt
sich dadurch erklaren, dal3 unterschiedliche, geschlechtsspezifisch exprimierte SULT-Formen
fur die Bioaktivierung verantwortlich sind. 6-HMBP wurde als Substrat fur die in der
weiblichen Ratte dominante Hydroxysteroid-SULT (rST,) beschrieben (Glatt et al., 1994b),
wéhrend 4-OH-CPC durch die im Méannchen dominante Form r1A1l (rAST-1V) und in
geringerem Ausmald auch durch die Hydroxysteroid-SULT umgesetzt wurde (Glatt et al.,
1995). Obwohl Mutagenitétsexperimente mit Bakterien kostengiinstiger und weniger
zeitaufwendig sind, stellen Sdugetierzellen in Hinblick auf den Menschen das bessere Modell
dar. Die Form 1B1, die sowohl im Colon des Menschen as auch der Ratte vorkommt
(Tabellen 8 und 11), wurde ausgewdahlt, um die Bioaktivierung von Promutagenen durch die
beiden Formen zu vergleichen. Hierfir wurden die aus V79 Lungenfibroblasten des
Chinesischen Hamsters abgeleiteten Zellinien V79-h1B1, V79-r1BY/A und V79-r1B1/B
hergestellt. Da die Mutagenitét der benzylischen Alkohole 4-OH-CPC und 6-HMBP in
TA1538-h1B1 bekannt war (3.4.1), standen zwei Substanzen fir die Validierung der Zellinien
im HPRT-Test zur Verfligung. Fir die Mutagenitdts-untersuchungen war es wunschenswert,
eine Zelinie mit einer SULT-Expression dhnlich dem Gewebe und eine viel stérker
exprimierende Zellinie zu erhalten. Letztere diente der Erhdhung der Sensitivitét und der
Beantwortung der Frage, ob anstelle der Enzymmenge nicht auch die Verflgbarkeit des
Kosubstrats limitierend wirken konnte. Das dies nicht der Fall war, zeigte sich anhand der
Zdlinien V79-r1BLU/A und -/B: Die in etwa die zwanzigfache Menge an Sulfotransferase
exprimierende Zellline V79-rAB1/A zeigte einen sehr viel stérkeren und von der
Konzentration des Promutagens abhangigen Effekt als die Zellinie mit der niedrigen
Expression, V79-r1B1/B. Die Mutagenité wurde daher in diesem System durch die Menge
an Sulfotransferase limitiert. In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, wie
gleichméfdig die Sulfotransferase-Expression innerhab einer Kultur war und ob ale Zellen
gleichermal3en sensitiv gegentiber den benzylischen Alkoholen waren. Hierfir wurden die
Zellen in Kolonien auf Objekttrédgern gezlchtet und mit dem h1B1-Antiserum

immunchemisch untersucht. Nur in der stark exprimierenden Zellinie V79-r1B1/A reichte die
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Enzymmenge fir den Nachwels aus. Wie im humanen Darmepithel wurde die r1B1 im
Zytoplasmader V79-r1B1/A-Zellen gefunden (Abb. 23). Allerdings wurde ein Tell der Zellen
nicht geférbt, wofUr eine plausible Erkl&rung noch aussteht. Da die Zellen nicht synchronisiert
wurden, wére ein Einfluld vom Zellzyklus denkbar. Ob dieser sich jedoch in diesem Ausmal3
bemerkbar machen wiirde, ist fraglich. Da die Enzymaktivitét in den zytosolischen Fraktionen
aus den rekombinanten Zellinien unabhangig von der Dauer der Kultivierung war (Abb. 21),
sollte das Verhdltnis von stark und schwach exprimierenden Zellen innerhalb einer Kultur
konstant sein.

Der Vergleich der Immunoreaktivitdt in den zytosolischen Fraktionen der Zellinien
und der Mukosaproben zeigte, dal3 die Menge an Sulfotransferase in V79-r1B1/B und V79-
h1B1 dhnlich der in der zytosolischen Fraktionen aus den Geweben war. Jedoch ist dieser
Vergleich so nicht korrekt, denn die zytosolischen Fraktionen wurden aus der gesamten
Mukosa und nicht nur dem einschichtigen Epithel, in dem die 1B1 nachgewiesen wurde (Abb.
9 und 10), hergestellt. Dies erklart, warum immunchemisch die h1B1 zwar in histologischen
Préparaten, nicht aber in fixierten V79-h1B1-Zellen nachzuweisen war. Der in den Zellinien
beobachtete gentoxische Effekt sollte daher im Epithel der Mukosa stérker sein. Die beiden
dem Colon der Ratte und des Menschen dhnlichen Zellinien V79-riB1/B und V79-h1B1
zeigten grof3e Unterschiede in ihrer Sensitividt gegeniber den benzylischen Alkoholen.
Wahrend in der die humane Form exprimierenden Zellinie die Zahl der Mutanten stark erhéht
war, zeigte sich in der anderen Zellinie nur bei den héchsten Konzentrationen ein schwacher
Effekt (Abb. 24 und 25). Es ist folglich zu erwarten, dal3 bei Exposition mit den getesteten
Promutagenen die Mukosa des Menschen starker mit reaktiven Metaboliten belastet werden
wirde. Ob dies letztendlich bedeutet, dal3 der Mensch besser oder schlechter geschitzt ist,
hangt von dem bereits erwédhnten Punkt ab, ob die reaktiven Metabolite zu den Stammzellen
gelangen und dort Mutationen verursachen konnen.

Obwohl fur die Etablierung der die humane Form exprimierenden Zellinie die
achtfache Anzahl an Zellklonen untersucht wurde, konnte kein Klon gefunden werden, der
mehr als die in der zytosolischen Fraktion aus humanem Colon detektierte Menge an h1B1
enthielt. Das Expressionsniveau in den einzelnen stabilen Zellklonen wird u. a. durch den
Integrationsort der cDNA im Genom der Zelle und die Anzahl der integrierten Kopien
bestimmt. Allerdings ist es auch denkbar, dal3 durch das fremde Protein toxische Prozesse,
wie z.B. die Sulfatierung und die damit verbundene Inaktivierung von essentiellen
Komponenten des Kulturmediums, verursacht werden und Transfektanten mit hoher

Expression absterben. Ob dies der Grund dafUr ist, dal3 keine stérker exprimierenden V79-
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h1B1-Klone gefunden werden konnten oder ob die Anzahl der untersuchten Klone zu gering
war, bleibt eine Vermutung. Da die Plasmide pMP-r1B1 und pMP-h1B1 bis auf 6 zusétzliche
Basen zwischen LTR-Promoter und Startkodon in pMP-h1B1 identisch sind, ist es
unwahrscheinlich, dal3 der Grund fir die schlechte Ausbeute an stark exprimierenden Klonen
beim Plasmid zu suchen ist.

Durch die Verwendung der rekombinanten Zellinien V79-riBL/A und -/B wurde die
Bioaktivierung von 6-HMBP und 4-OH-CPC durch die in der mannlichen und weiblichen
Ratte gleichermalien exprimierte r1B1 gezeigt (Abb. 23 und 24). Hierdurch kann die bislang
nicht erklarbare PAPS-abhangige Aktivierung von 6-HMBP durch Leberhomogenat einer
mannlichen Ratte auf die Anwesenheit von r1B1 zurtickgefihrt werden. Bel 4-OH-CPC, das
sowohl bei Zusatz von weiblichem als auch von ménnlichem Rattenleberhomogenat im Ames
Test mutagen war (Glatt et al., 1994a), ist neben der r1A1 im Mannchen und der rSTa im
Weibchen (Glatt et al., 1995) ebenfalls die r1B1 beteiligt.

Die im Rahmen dieser und anderer Studien durchgefihrten in-vitro Mutagenitéts-
experimente belegen, dal ein breites Spektrum hydroxylierter Derivate von PAK durch SULT
aktiviert wird. In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls gezeigt, dal3 diese Enzyme in
bedeutender Menge in Zellen des Gastrointestinaltrakts exprimiert werden, in denen die
Bildung reaktiver Metabolite keine Gefahr bedeutet. Tatsachlich ist eine Beteiligung von
PAK bei der Entstehung des kolorektalen Karzinoms lediglich bei einem Inzuchtstamm des
Syrischen Hamsters bekannt (Homburger et al., 1972). Allerdings wird diskutiert, inwieweit
das Rauchen ein Riskofaktor fur die Darmkrebsentstehung beim Menschen ist.
Epidemiologische Studien zeigen eine Erh6hung des Risikos fur Adenome im Darm, aber ob
dies auch fur Karzinome zutrifft, ist strittig (Heineman et al., 1995; Neugut and Terry, 2000;
Terry and Neugut, 1998). Zumindest stellt der Zigarettenrauch eine Quelle fir PAK und
damit B[a]P dar. Dessen mutagene Wirkung wird hauptséchlich auf die Bildung der
diastereoisomeren Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epoxide zurtickgefuhrt, die kovalent an die
DNA binden kdnnen. DNA-Addukte eines dieser Diastereoisomeren wurden in vier von
sieben humanen Colonmucosaproben aus operativ entferntem Gewebe untersucht
(Alexandrov et al., 1996). Die Autoren vermuten, dal die gefundenen Adduktemengen (0,2 -
1 Addukte pro 10® Nukleotide) eine relevante Belastung der Darmmukosa durch PAK
darstellen. Die Werte waren jedoch niedriger als die in weil3en Blutkdrperchen von gesunden
Arbeitern einer Aluminiumfabrik (4 — 10 Addukte pro 10°® Nukleotide) und in nicht
tumordsem Lungenparenchym von Lungenkrebspatienten (0,6 — 9,9 Addukte pro 108
Nukleotide) (Alexandrov et al., 1992). Bei stark rauchenden Lungenkrebspatienten wurden in
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den weiRen Blutkorperchen sehr viel hohere Werte gefunden (62 — 533 Addukte pro 10°
Nukleotide) (Rojas et al., 1994). Ein Vergleich der DNA-Adduktmengen in Colonmukosa
von Patienten mit und ohne Tumoren im Darm zeigte eine Korrelation zwischen hohen
Adduktmengen und Dickdarmkrebs (Pfohl-Leszkowicz et al., 1995).

Trotz DNA-Addukten in der Colonmucosa zeigen funktionelle Varianten
fremdstoffmetabolisierender Enzyme in epidemiologischen Untersuchungen erstaunlich
wenig Einflul auf das Darmkrebsrisiko. Es wurde beschrieben, dal3 Raucher mit dem
Nullallel der Glutathiontransferase M1-1 (GSTM1-1) ein moderat erhdhtes Risiko haben, an
Lungenkrebs zu erkranken (McWilliams et al., 1995). Dies wurde auf die Detoxifizierung von
u.a (+)-anti- Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epoxid durch GSTM1-1 zurtickgefuhrt. Auf die
Entstehung von Darmkrebs jedoch zeigte der Polymorphismus der GSTM1-1 keinen Einflul3
(Gertig et al., 1998; Lin, 1995). Auch fur eine andere Glutathiontransferase mit Nullalel
(GST-T1) wurde keine Assoziation gefunden (Gertig et al., 1998). Da die GSTM1-1 im
humanen Colon im Vergleich zur Leber nur in geringen Mengen vorkommt, konnte sie im
Darm eine untergeordnete Rolle spielen, selbst wenn sie dort induzierbar ist (Massaad et al.,
1992; Odwyer et al., 1996). Die Studien zu den bel den N-Acetyltransferasen bekannten
Phénotypen des schnellen und langsamen Acetylieres zeigten keine konsistenten
Assioziationen zur Inzidenz des kolorektalen Karzinoms (Brockton et al., 2000).

Bel den Sulfotransferasen liegen Untersuchungen zu den Zusammenhangen zwischen
polymorphen Formen und dem Risiko fir maligne Entartungen nicht vor. Fir die in alen
Abschnitten des Gastrointestinaltrakts detektierte Form h1A1 gibt es 13 verschiedene Allele
(Raftogianis et al., 1997), von denen vier zu einem Aminosaureaustausch fihren. Von diesen
kommt das Allel, das eine Substitution von R durch H an Position 213 bewirkt, am haufigsten
vor. Zudem wurde gezeigt, dal3 sowohl die h1A1-Aktivitat als auch die Thermostabilitét in
Thromobozyten aus fur h1A1*H homozygoten Personen erniedrigt sind (Raftogianis et al.,
1997). Eine Reihe von Promutagenen werden durch h1A1*H schlechter aktiviert as durch
h1A1*R (Glatt et al., 2000), jedoch ist nicht bekannt, ob sich die polymorphen Formen der
h1A1 in ihrer Fahigkeit zur Bioaktivierung der im Zusammenhang mit Colonkrebs
diskutierten N-Hydroxyderivate der ,, Cooked Food Mutagens* unterscheiden.

In dieser Arbeit wurde gefunden, dal3 sich die Allelhaufigkeit von hlA1*R und
h1A1*H in 38 Probanden mit Darmkrebs nicht von der in einem Kollektiv aus gesunden oder
zufdlig ausgwahlten Personen unterscheidet (3.1.2.2.1). Einen EinfluR dieses

Polymorphismus wirde man am ehesten bel den fir eine Variante homozygoten Personen
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erwarten. Aufgrund deren geringen Anteils reicht die Anzahl der in diesem Rahmen
untersuchten Proben nicht aus, um ein statistisch abgesichertes Ergebnis zu erhalten.

Um ein moglicherweise veradndertes Expressionsmuster der Sulfotransferasen bei
Darmkrebspatienten zu erfassen, wurde das Verhdltnis der einzelnen im Colon und Rektum
vorkommenden SULT (h1A1, h1A3 und h1B1) unter Verwendung eines Antiserums, das mit
allen Formen reagiert, untersucht (Abb. 5 und 6). Die Formen wurden in jeder Probe in einem
ahnlichen Verhdltnis detektiert. Weder die fir die hlAl-Varianten beschriebene
unterschiedliche Stabilitdt war zu erkennen, noch fiel eine der anderen Formen durch
besonders starke oder schwache Expression auf, was einen Hinweis auf einen veranderten
Status der Sulfotransferasen bei Darmkrebspatienten hétte liefern kénnen. Unterschiede, die
die Stabilitét von Varianten einer Form beeinflussen, konnten sich vielleicht aufgrund der
Kurzlebigkeit der Epithelzellen nicht auf die im Immunblot detektierbare Enzymmenge
auswirken. Die Probe von dem Patienten mit Colitis Ulcerosa zeigte insofern einen
Unterschied, als dal3 gar keine Sulfotransferasen nachzuweisen waren. Da es nur diese eine
Probe gab, kann lediglich vermutet werden, dal3 ein Zusammenhang zur Art der Erkrankung
besteht.

Zur Aufklarung der Rolle der Sulfotransferasen bei der Darmkrebsentstehung ist die
Ratte ein ungeeignetes Modell, da sie sich in ihrer Ausstattung mit SULT im
Gastrointestinaltrakt sowohl beziiglich der Anzahl as auch der Menge der Formen vom
Menschen stark unterscheidet. Dies zeigt sich besonders daran, dal3 beim Menschen einige
Formen (h1A3, h1B1) in héherem Mald im Darm alsin der Leber exprimiert werden, wahrend
im Darm der Ratte keine Form zu mehr als 30 % im Vergleich zur Leber gefunden wurde.
Zusétzlich zeigte sich die humane Variante der 1B1 viel aktiver bei der Toxifizierung von
benzylischen Alkoholen als die der Ratte. In der Abteilung ist daher die Herstellung einer
transgenen Maus geplant, die die humane 1B1 im Darm exprimiert. Des weiteren konnten
zukinftige Studien zur Assoziation des h1lA1* R/H-Polymorphismus und der Inzidenz von
Darmkrebs zeigen, ob die Sulfotransferase-vermittelte Bioaktivierung hierbei eine Rolle
spielt. Dies konnte sich insbesondere bei hohem Verzehr von heterozyklischen aromatischen
Aminen auswirken, falls sich herausstellen sollte, dal3 sich die allelischen Varianten in ihrer

Fahigkeit zur Aktivierung dieser Substanzklasse unterscheiden.
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5 Zusammenfassung

Die Ausstattung der gastrointestinalen Mukosa des Menschen und der Ratte mit
Sulfotransferasen wurde mit Hilfe von Immunodetektion und Enzymaktivitdtsmessungen
untersucht. In Proben aus Colon und Rektum von 39 Personen wurden die Formen hl1Al,
h1A3 und h1B1 identifiziert, wobei in einer weiteren Probe, die as einzige von einem an
Calitis Ulcerosa erkrankten Patienten stammite, keine Sulfotransferasen nachgewiesen werden
konnten. Bei der Immunblot-Analyse war das Expressionsmuster der einzelnen Formen in
alen Proben &hnlich. In wenigen Proben waren die relativen Signalintensitaten der h1A1 und
der h1B1 um die Hélfte erniedrigt. Der Gehalt von SULT an zytosolischem Protein zeigte
einen bis zu 8 — 10fachen Unterschied, er betrug jedoch bel zwei Dritteln der Proben
zwischen 0,15 und 0,3 (h1A1 und h1A3) bzw. 0,6 und 0,8 Promille (h1B1). Die Variation
konnte nicht auf Alter, Geschlecht oder Krankheitsbild der Patienten zurtickgefthrt werden.
Auch der fir die alelischen Varianten der h1A1 beschriebene Effekt auf die Enzymaktiviat
bzw. Stabilitét konnte in der Menge an immunreaktivem Protein nicht in diesem Ausmal3
detektiert werden. Die Allelhdufigkeit von h1A1* R und h1A1*H war gegentber der gesunden
Bevolkerung nicht verandert.

In den sieben Proben aus dem Dunndarm (Coecum, viermal 1leum, Jgjunum) konnten
zusétzlich die Formen h1E1 und h2A1 identifiziert werden. Ein moglicherweise der Form
h1C1 entsprechendes Protein wurde im Magen detektiert.

Im Vergleich zum Menschen war die Expression in der Ratte starker auf die Leber
konzentriert. Wahrend beim Menschen in allen untersuchten Abschnitten Sulfotransferasen in
Mengen detektiert wurden, diein zwei Féllen (h1B1 und h1A3) sogar den Gehalt in der Leber
Uberstiegen, beschrankte sich die Expression in der Ratte auf im Vergleich zur Leber geringe
Mengen im Magen und Dickdarm. Nachgewiesen wurden die r1B1, r1A1 sowie eine nicht
identifizierte Form von 35kD, bei der es sich vermutlich um die r1C2 handelt. Im Vergleich
zur Leber enthielt der Dickdarm der Ratte 20 — 30 % an r1B1 und 3 % an r1A1, wéhrend im
Dickdarm des Menschen die 3 — 5fache Menge an h1B1 und 25 — 50 % an h1A1 gefunden
wurden. Die nicht identifizierte Form verhielt sich wie die r1B1. Die fir die Leber der Ratte
bekannte geschlechtsabhangige Expression wurde im Gastrointestinaltrakt nicht beobachtet.

Die Verteilung der Sulfotransferasen im Colon und Ileum des Menschen wurde
immunhistochemisch untersucht; for die Gewebe der Ratte war die Spezifitdt der zur
Verfigung stehenden Antiseren nicht ausreichend. Im Colon traten hl1B1-spezifische
Farbungen in den differenzierten Enterozyten am oberen Ende der Krypten auf, im Dinndarm

wurden die Epithelzellen der Zotten gefarbt. Die Farbung konzentrierte sich auf das
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Zytoplasma. Eine dhnliche Verteilung zeigte sich fur h1A1 und h1A3, aul3er dald zusétzlich
eine intensive Farbung der Endothelzellen der Kapillaren in der Submukosa des Ileums
auftrat. Im Dickdarm war dies nur bei den Kapillaren in den Lymphfollikeln zu erkennen. Die
h2A1 war lediglich im Zytoplasma der Epithelzellen der Zotten des lleums nachzuweisen,
wahrend im Colon keine Farbreaktion auftrat.

Durch die Verwendung der rekombinanten Indikatorstamme TA1538-h1A1, -h1A3
und -h1B1 und des Ausgangsstammes Salmonella typhimurium TA1538 im Ames-Test wurde
gezeigt, dal3 verschiedene benzylische und allylische Alkohole durch im humanen Colon
exprimierte Sulfotransferasen zu Mutagenen aktiviert werden. In den meisten Féllen erwies
sich eine der drei Sulfotransferasen als besonders effizient in der Bioaktivierung, wahrend
durch die anderen Formen kein oder nur ein schwacher Effekt verursacht wurde.

Die Bioaktivierung von Promutagenen durch Sulfotransferasen im Colon muf3 im
Zusammenhang mit der Lokalisation diskutiert werden. Die Zellen im Darm, in denen
immunhistochemisch Sulfotransferasen detektiert wurden, haben mit Ausnahme des
Endothels je nach Abschnitt eine Lebensdauer von maximal funf Tagen und machen keine
weiteren Zellteilungen mehr durch. Daher sind DNA-Sch&den in diesen Zellen ein sehr
geringes Risiko fur den Organismus. Soweit die reaktiven Metabolite in diesen Zellen
gefangen bleiben, kann die Bioaktivierung in diesen Zellen und die Bildung von Addukten als
protektiv betrachten werden, da letztere nach wenigen Tagen mit den toten Zellen in das
Darmlumen abgegeben werden.

Fir den Vergleich der Bioaktiverung von Promutagenen durch die Form 1B1 des
Menschen und der Ratte wurden aus V79 Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters
abgeleitete Zellinien hergestellt, die je eine der beiden Formen stabil exprimieren. Damit
standen 1B1-profiziente Indikatorzellen fir den HPRT-Genmutationstest zur Verfiigung, und
die 1B1-abhangige Bioaktivierung konnte in einem System untersucht werden, die dem
eukaryontischen Organismus nédher steht als die fir die Ames-Tests verwendeten Bakterien.
So war z.B. die Sulfotransferase wie im Gewebe im Zytoplasma lokalisiert. Als
Modellsubstanzen wurden hierbei die bereits in TA1538-h1B1 mutagen wirkenden
benzylischen  Alkohole 6-Hydroxymethylbenzo[a]pyren und 4-Hydroxycyclopenta
[def]chrysen getestet.

Da die Sengitivitét einer Sulfotransferase-exprimierenden V79-Zellinie sowohl durch
die Menge an Sulfotransferase als auch durch die Verflgbarkeit des Sulfodonors limitiert sein
konnte, wurden die Mutagenitétsexperimente mit V79-r1B1-Zellinien durchgefihrt, die sich
in ihrer Enzymaktivitdt um das Zwanzigfache unterschieden: V79-rilB1/A und -/B. Eine
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starke Erhéhung der Mutantenfrequenz wurde nur in der hoch exprimierenden Zellinie V79-
riBL/A (1019 £ 224 pmol/mg/min) beobachtet, so dal3 eine gravierende Beeintrachtigung der
Sensitivitdt durch einen Mangel an Kosubstrat ausgeschlossen wurde. In der niedriger
exprimierenden Zellinie V79-riBLYB (57 = 9 pmol/mg/min) war nur mit 6-
Hydroxymethylbenzo[a]pyren ein schwacher Anstieg der Mutantenfrequenz zu erkennen, der
mit 0,3 UM bei einer in etwa 100fach htheren Konzentration begann alsbei V79-r1B1/A. Die
zytosolische Fraktion aus V79-r1B1/B-Zellen enthielt in etwa die dreifache Menge an r1B1-
Protein wie die aus Colonmucosa der Ratte. Da zumindest fUr die humane Mukosa gezeigt
wurde, dal3 die 1B1 nur im einschichtigen Epithel, nicht aber in alen Zellen der Mukosa
exprimiert wird, représentiert die zytosolische Fraktion aus der Mukosa nur bedingt die
Expression in den Epithelzellen und der Vergleich mit den V79-1B1-Zellen ist grob.

Im Gegensatz zu V79-r1B1/B war die Zellinie V79-h1B1, die ebenfalls nur mit Darm
und Leber vergleichbare Mengen an h1B1 exprimierte, in der Lage, beide benzylischen
Alkohole zu aktivieren. Der Erhohung der Mutantenfrequenz im Vergleich zur
KontrollZellinie war dhnlich wie bei der stark exprimierenden Zellinie V79-riB1/A,
erforderte aber 10fach hohere Konzentrationen.

Somit unterscheiden sich Mensch und Ratte nicht nur insgesamt in ihrer Ausstattung
des Gastrointestinaltrakts mit Sulfotransferasen, auch bei Betrachtung einer einzelnen Form
zeigten sich deutliche Unterschiede in der Aktivierung von zwei Promutagenen. Die Ratte ist
daher ein ungeeignetes Modell, um die Rolle von Sulfotransferasen bei tumorinitiierenden
Prozessen im Darm zu untersuchen. Dies unterstreicht die Bedeutung von rekombinanten in-
vitro-Systemen fir die Erfassung des humanen Metabolismus von Fremdstoffen.

Insgesamt kennt man nur eine geringe Anzahl von Substanzen, die im Tierexperiment
Colontumore erzeugen, und mit Ausnahme der heterozyklischen aromatischen Amine sind
diese lediglich von experimenteller Bedeutung. Dies spricht fur effiziente
Schutzmechanismen der Darmmukosa gegeniiber Mutagenen und 18/% die Frage nach der
hohen Inzidenz des Kol orektal karzinoms offen.
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Abkirzungen

7 Abkurzungen

AA
ADH
ALDH
ARS
B[a]P
BSA
COX
>NF
CPC
CYP
DMSO
EH
FKS
FMO
GST
HAA
6-HMBP
HPRT
IPTG
6-MBP
mEH
MF
NAT
NSAID
4-OH-CPC
PAK
PAPS
PBS
PGHS
PHIP
SDS
SDS-PAGE
SE

aromatische Amine
Aldehyddehydrogenase
Alkoholdehydrogenase
Arylsulfatase

Benzo[a]pyren

Bovines Serumalbumin
Cyclooxygenase

[3-Naphtoflavon

Cyclopentd] def]chrysen

Cytochrom P450

Dimethylsulfoxid

Epoxidhydrolase

fotales Kalberserum
Flavinmonooxygenase
Glutathiontransferase
heterozyklische aromatische Amine
6-Hydroxymethylpyren
Hypoxanthin-phosphoribosyltransferase
| sopropylthiogal aktosid
6-Methylbenzo[a] pyren
mikrosomale Epoxidhydrolase

M utantenfrequenz
N-Acetyltransferase

»hon-steroid antiinflammatory drugs"

4-Hydroxycyclopenta] def] chrysen

polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

3’ -Phosphoadenosin-5"-phosphosulfat
phosphatgepufferte Salzl6sung
Prostaglandin-H-synthetase

2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b] pyridin

Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese
Standardfehler
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SULT
TA1538
TA1538-h1B1
UGT

Sulfotransferase

Salmonella typhimurium TA1538
Salmonella typhimurium TA1538-h1B1
UDP-Glucuronosyltransferase



Danksagung 115

Danksagung

Mein Dank gilt zunéchst Prof. Glatt fur die Bereitstellung des Themas, die
wissenschaftliche Betreung und die Forderung meiner toxikologischen Weiterbildung.

Aullerdem danke ich dem Deutschen Institut fur Erndhrungsforschung, unter dessen
Dach diese Arbeit angefertigt wurde, und der DFG fur die finanzielle Unterstiitzung.

Ich danke Dr. Water Meinl und Dr. Eva Muckel fur die Hilfe bel den
molekularbiologischen Fragestellungen, die Diskussionen und die kritische Durchsicht der
Manuskripte.

Des weiteren danke ich Sabine Braune fur ihre Hilfsbereitschaft und umfangreiche
Erfahrung in der Kunst des Western Blottings. Ebenso danke ich Andrea Katschak und Jutta
Schwenk fir die Durchfihrung der Ames- und HPRT-Tests. Die Immunhistochemie habe ich
in der Abteilung PML des DIfE gelernt, hier danke ich Prof. G. Jacobasch, Dr. Kathrin
Schmehl, Simone Florian und Morana Marinovic. Im Folgenden hat Elisabeth Meyer
wundervolle immunhistochemische Préparate hergestellt.

Dr. Michael Kretzschmar von der Klinik fur Intensivmedizin und Anéasthesiologie in
Geradankeich fur die Bereitstellung der humanen Gewebeproben.

Meinen Mitstreitern Christina Engelke, Heli Hollnagel, Andeas Kuhlow, Ma Lan,
Robert Landsiedel und Ulrike Pabel sowie allen anderen Mitarbeitern der Abteilung
Erndhrungstoxikologie danke ich fir den guten Zusammenhalt im und auf3erhalb des Labors.

Das gleiche gilt fur die Abteilung Ernghrungstoxikologie der Universitdt Potsdam, die

mich wahrend des Schrelbens unterstiitzt hat.

Schliefdich danke ich meinen Eltern, die mich in jeglicher Hinsicht unterstiitzt haben,
meinen Bridern fur den technischen Notdienst bei Computerabstiirzen und meiner WG fir

die moralische Unterstiitzung.



Anhang 116

d O
X7 QN
S AR
X0 900 0 0 &@&@o‘@ &
& & OGP O O PSS
< &é\ & & EST @S $ K 0(3;.0(37 \&é‘\
@F\ \@ \(@ \C@ '\@ \C@ '\@ \C@ '\@ \09 \0 \0‘3 Q’@k\
W@ @ P FF & &E SO 2
F oY o oXLT (VN &KL\
- o -L ey
94kD
67kD
43kD
__30kD
_20,1kD
_144kD

e
—_— — i —

Abbildung Al: Analyse der I6dichen Fraktion und der ,Inclusion Bodies® von BL21-h1A1, -
h1A3 und -h1B1: SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Farbung

Einzelkolonien von BL21-SULT wurden bis zu einer ODgg; von 0,6 — 0,8 vermehrt, mit IPTG (100
MM Endkonzentration) versetzt, falls nicht anders spezifiziert, und weitere 4 h im Schuttelinkubator
bewegt. Die lodliche Fraktion wurde durch Sonifizieren und Ultrazentrifugation, die , Inclusion
Baodies* durch Behandlung mit Lysozym und Waschen mit Detergenzien erhalten. Es wurde ein 11
%iges Trenngel verwendet.

S S L S
ST S’ o | |
& Q/@ PSP S Abbildung A2: Vergleich des SULT-
$ o 58587 48 N Gehaltsim Colon-Pool und der SULT-
& 00900 KL LD Referenz

D D & Zu 10 mg zytosolischem Protein aus V79-Zellen
T | | | wurden folgende Mengen der ldslichen
i Fraktionen von BL21-SULT gegeben: 25,4 g
u e v (h1A3), 14,6 pg (h1A1) und 152 pg (h1BY).
Dieses Gemisch wurde as SULT-Referenz
p— bezeichnet, wahrend der Colon-Pool aus
- verschiedenen fir hlA1*R  homozygoten

Colonproben besteht. Die Proben wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose
transferiert. Die Immundetektion erfolgte unter
Verwendung des rlE1-Antiserums als Primér-
und des  Anti-Kaninchen-1gG-Peroxidase-
Konjugats als  Sekundérantikorper.  Die
Immunkonjugate wurden durch die Luminol-
Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.
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Abbildung A3: Immundetektion von humanen SULT unter Verwendung der
angegebenen Antiseren

Die zytosolischen Fraktionen von TA1538-SULT und den humanen Geweben wurden in den
angegebenen Mengen durch SDS-PA GE getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
Uberfuhrt. Die mit den Priméarantikérpern erhaltenen |mmunkonjugate wurden durch ein Anti-

Kaninchen-1gG-Peroxidase-Konjugat gebunden und durch die Luminol-Peroxidase-Reaktion
nachgewiesen.
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Abbildung A4: Immundetektion von SULT in zytosolischen Fraktionen aus dem humanen
Rektum (m = mannlich, w = weiblich, Tabelle 4) unter Verwendung von gegen r1E1, h1B1, h1A1l
und h2A1 gerichteten Antiseren

Die zytosolischen Fraktionen und Referenzen aus ,, Inclusion Bodies* (S1,S2,S3 und $4 enthielten 30,
40, 50 und 60 ng h1A1 und h1A3 sowie 100,120, 140 und 160 ng h1B1) wurden durch SDS-PAGE
getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran Gberfihrt. Die mit den Priméarantikdrpern erhaltenen
Immunkonjugate wurden durch ein Anti-Kaninchen-1gG-Peroxidase-K onjugat gebunden und durch
die Luminol-Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.
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Abbildung A5: Immundetektion von h1B1 in zytosolischen Fraktionen aus dem
humanen Colon (m= mannlich, w = weiblich, Tabelle 4) unter Verwendung des Anti-
h1B1-Antiserums

Die zytosolischen Fraktionen und Referenzen aus ,, Inclusion Bodies* (S1,S2,S3 und $4
enthielten 30, 40, 50 und 60 ng h1A1 und h1A3 sowie 100,120, 140 und 160 ng h1B1) und
TA1538-h1A2 und -h2A 1 wurden durch SDS-PAGE getrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Uberfihrt. Die mit den Primérantikdrpern erhaltenen mmunkonjugate
wurden durch ein Anti-Kaninchen-1gG-Peroxidase-K onjugat gebunden und durch die

L umi nol-Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.
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Abbildung A6: Immundetektion von h1A in zytosolischen Fraktionen aus dem humanen Colon
(m =mannlich, w = welblich, Tabelle 4) unter Verwendung deshlAl-Antiserums

Die zytosolischen Fraktionen und Referenzen aus ,, Inclusion Bodies* (S1,S2,S3 und $4 enthielten 30,
40, 50 und 60 ng h1A1 und h1A3 sowie 100,120, 140 und 160 ng h1B1) und TA1538-h1A2 und -
h2A 1 wurden durch SDS-PAGE getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran tberfihrt. Die mit den
Primérantikorpern erhaltenen Immunkonjugate wurden durch ein Anti-Kaninchen-1gG-Peroxidase-
Konjugat gebunden und durch die L uminol-Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.
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Abbildung A7: Immundetektion von h2A 1 in zytosolischen Fraktionen aus dem humanen Colon
(m =mannlich, w = weiblich, Tabelle 4) unter Verwendung des h2A1-Antiserums

Die zytosolischen Fraktionen und Referenzen aus,, Inclusion Bodies* (S1,52,S3 und $4 enthielten 30,
40, 50 und 60 ng h1A1 und h1A3 sowie 100,120, 140 und 160 ng h1B1) und TA1538-h1A2 und -
h2A1 wurden durch SDS-PAGE getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran tberfiihrt. Die mit den
Primérantikorpern erhaltenen |mmunkonjugate wurden durch ein Anti-Kaninchen-1gG-Peroxidase-
Konjugat gebunden und durch die Luminol-Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.
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Abbildung A8: Immundetektion von SULT in zytosolischen Fraktionen aus dem humanen
Dunndarm (Tabelle 4) unter Verwendung von gegen h1B1, h2A1 und h1A1 gerichteten
Antiseren

Die zytosolischen Fraktionen der Gewebe, TA1538-h1A2 und -h2A1 sowie der Referenzen aus
»Inclusion Bodies* (S1 - S3 enthielten 30 - 50 hg h1A1 und h1A3 sowie 80 - 100 ng h1B1) wurden
durch SDS-PAGE getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran Uberfiihrt. Die mit den
Primérantikorpern erhaltenen Immunkonjugate wurden durch ein Anti-Kaninchen-1gG-Peroxidase-
Konjugat gebunden und durch die L uminol-Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.
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Abbildung A9: Immundetektion von SULT in zytosolischen Fraktionen aus Mukosa der
ver schiedenen Abschnitte des Gastrointestinaltrakts einer weiblichen (oben) und einer
mannlichen Ratte (unten) unter Verwendung des gegen h1B1 gerichteten Antiserums
Die zytosolischen Fraktionen der Mucosaproben (je 300 pg) sowievon TA1538-rSULT,
V79-r1BL/A und Leber in den angegebenen Mengen wurden durch SDS-PAGE getrennt und
auf eine Nitrozellulosemembran Uberfihrt. Die mit dem Priméarantikorper erhaltenen
Immunkonjugate wurden durch ein Anti-Kaninchen-1gG-Peroxidase-K onjugat gebunden und
mit der Luminol-Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.
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Abbildung A10: Immundetektion von SULT in zytosolischen Fraktionen aus Mukosa
der verschiedenen Abschnitte des Gastrointestinaltrakts einer weiblichen (oben) und
einer mannlichen Ratte (unten) unter Verwendung des gegen r 1A1 gerichteten
Antiserums

Die zytosolischen Fraktionen der Mucosaproben (je 300 pg) sowievon TA1538-rSULT,
V79-riBV/A, V79-r1E1 und Leber eines weiblichen und mannlichen Tieresin den
angegebenen Mengen wurden durch SDS-PAGE getrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Uberfihrt. Die mit dem Primarantikorper erhaltenen |mmunkonjugate

wurden durch ein Anti-Kaninchen-1gG-Peroxidase-Konjugat gebunden mit der Luminol-
Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.
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Abbildung A11l: Immundetektion von SULT in zytosolischen Fraktionen aus Mukosa
der verschiedenen Abschnitte des Gastrointestinaltrakts einer weiblichen (oben) und
einer mannlichen Ratte (unten) unter Verwendung des gegen h2A1l gerichteten
Antiserums

Die zytosolischen Fraktionen der Mucosaproben (je 300 pg) sowie von TA1538-rSULT,
V79-riBVA, V79-rlE1 und Leber eines weiblichen und mannlichen Tieres in den
angegebenen Mengen wurden durch SDSPAGE getrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Gberfihrt. Die mit dem Priméarantikorper erhaltenen Immunkonjugate
wurden durch ein Anti-Kaninchen-1gG-Peroxidase-Konjugat gebunden und mit der Luminol-
Peroxidase-Reaktion nachgewiesen.
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