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A Einleitung

1. Systeme fur Gentoxizitatsuntersuchungen in vitro

1.1 Kanzerogenese und Gentoxizitat

Fremdstoffen und ihren reaktiven Metaboliten wird eine entscheidende Rolle bei
der Auslésung von Krebserkrankungen zugeschrieben. Die Aufklarung der individuellen
Ursachen von Krebserkrankungen ist bis heute jedoch nur in wenigen Fallen gelungen.
Das gilt auch fur die Krebsausldésung durch die Substanzgruppe der aromatischen Amide
und Amine (aAA). Viele von ihnen haben sich in Tierversuchen als kanzerogen erwiesen.
Die Ubertragbarkeit von Tierversuchen auf den Menschen ist aber aufgrund von
Unterschieden in den Ingestionswegen, der Dauer und der H6he der Exposition und vor
allem der Metabolisierung der potenziell schadlichen Stoffe limitiert. Obwohl aAA in der
anthropogenen Umwelt weit verbreitet sind und von einer alltaglichen Exposition
auszugehen ist (Grimmer et al., 2000), konnte ihre kanzerogene Wirkung fur den
Menschen nur bei wenigen Substanzen aufgrund epidemiologischer Studien nachgewiesen
werden. In diesen Fallen erfolgte eine berufsbedingte Exposition gegentber definierten
Arylaminen (Tabelle 1). Dadurch konnte die Exposition gegenuber 2-Naphthylamin,
4-Aminobiphenyl, Benzidin, und N,N-Bis(2-chlorethyl)-2-naphthylamin mit einem erhdhten
Risiko flr Blasenkrebs in Zusammenhang gebracht werden (IARC, 1987a). Als
wahrscheinlich humankanzerogen (Einstufung durch die IARC in Gruppe 2A) oder
moglicherweise humankanzerogen (Gruppe 2B) wird eine betrachtliche Zahl von aAA
klassifiziert (Tabelle 1), bei denen nur begrenzt Hinweise (Gruppe 2A) oder keine Daten
(Gruppe 2B) bezuglich des humankanzerogenen Potenzials vorliegen, und die
Kanzerogenitat im Versuchstier als ausreichend nachgewiesen gilt. Fur die Uberwiegende
Zahl der aAA ist keine Beurteilung ihres kanzerogenen Potenzials fiur den Menschen
moglich (Einstufung durch die IARC in Gruppe 3; Datenlage im Bezug auf die
Kanzerogenitat fur den Menschen ist unzureichend / fur Versuchstiere unzureichend oder
eingeschrankt) (Tabelle 1). Diese liickenhafte Informationslage hangt mit der Vielfalt der
Expositionsquellen fir den Menschen (Arbeitsplatz, Erndhrung, Tabak, Medikamente, Luft-
und Wasserverunreinigung) und der Tatsache zusammen, dass die Exposition fast immer
gegenuber Stoffgemischen erfolgt. Zudem wird die Krebsentstehung durch viele Faktoren,
wie die genetische Disposition, Hormone sowie Erndhrungs- und Rauchgewohnheiten,

beeinflusst (Doll und Peto, 1981). Nach dem heutigen Verstandnis ist die Kanzerogenese



2 A Einleitung

ein mehrstufiger Prozess (Barrett, 1993). Nach dieser Theorie durchlaufen Zellen bis zur
Entwicklung eines bdsartigen Tumors mehrere Stadien, wobei nicht nur die auslésenden
Faktoren fiir einzelne Stadien unterschiedlich sein konnen, sondern auch mehrere
Ereignisse zur Auslésung eines Fortschrittes der Tumorentwicklung nétig sind. Aus diesen
Grinden ist es nur selten mdglich, Tumoren aufgrund retrospektiver epidemiologischer
Studien auf eine eindeutige Schadensquelle zurlickzufiihren. Schwache Kanzerogene, die
einen ohnehin haufigen Tumor ausldsen, sind auch bei weit gestreuter Exposition auf
epidemiologischem Weg nicht zu ermitteln.

Darlber hinaus wird die Zurickfihrung eines Tumors auf seine ausldsenden
Faktoren durch die lange Latenzzeit der Krebserkrankungen erschwert. Zur Aufklarung der
Fahigkeit einer Substanz, Krebs auszulésen, haben sich deswegen Methoden
durchgesetzt, bei denen anstelle des Auftretens von Tumoren friihe Ereignisse in der
Entstehung von Krebs, die auch in vitro nachweisbar sind, untersucht werden. Es sind
schadigende Wirkungen auf die DNA, die, wenn sie zu vererbbaren DNA-Veranderungen
fuhren, fur die fremdstoffinduzierte Tumorinitiation verantwortlich sind (Burdette, 1955;
Shelby, 1988). Daraus ergibt sich die Moglichkeit, Substanzen auf diese als gentoxisch
bezeichneten schadigenden Einflisse hin zu untersuchen und daraus Ruckschlisse auf ihr
kanzerogenes Potenzial zu ziehen. In den letzten Jahrzehnten wurde eine Vielzahl von
Kurzzeittests fir die Erfassung von Gentoxizitat entwickelt. Wichtige Komponenten dieser
Tests sind die untersuchten Endpunkte der gentoxischen Wirkung sowie die eingesetzten

Indikatorzellen und Metabolisierungssysteme.
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Tabelle 1: Einstufung von aAA durch die IARC

Die Informationen sind aus den Monographien der [|ARC entnommen
(http://monographs.iarc.fr/monoeval/allmonos.de).

Substanz Gruppe Mutagenitat Kanzerogenitat

(nur positive Ergebnisse)

Bakterien Sauger- Mensch Ratte Maus

zellen
4-Aminobiphenyl 1 + + B Br, | HS, L,
B, v
Benzidin 1 + k. D. B Br, Z L
N, N-Bis(2-chlorethyl)-2- 1 + + B lok Sark Lu
naphthylamin
(Chlornaphazin)
2-Naphthylamin 1 + +/- B B L, Lu
4-Chlor-ortho-toluidin 2A +/- k. D. (B) - Hs
1Q 2A + + (I, V) ,Z,L, L, Lu,l
H, K, Br
MOCA 2A + + (B) L, Lu, L
Br, Z
ortho-Toluidin 2A +/- +/- (B) v,B,Br L,Hs
AaC 2B + + k. D. k. D. L
4-Aminoazobenzol 2B +2 k. D. k.D L, H L
ortho-Aminoazotoluol 2B +2 k. D. k. D. L, Gb, L, Gb,
Lu, B Lu, B
ortho-Anisidin 2B - + k.D B B
Auramin 2B + k. D. k. D. lok L
Sark, L
para-Chloranilin 2B - + k. D. M HS, L
4-Chlor-ortho-phenylendiamin 2B + k. D. k. D. B L
N,N '-Diacetylbenzidin 2B k. D. k. D. k. D. Br,O,L k.D.
2,4-Diaminoanisol 2B + - k. D. S, H K, S
Z, Pr
4,4'-Diaminodiphenylether 2B + k. D. k. D. S, L L, HD

Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung Tabelle 1

Substanz Gruppe Mutagenitat Kanzerogenitat

Bakterien Sauger- Mensch Ratte Maus

zellen
2,6-Diamino-3- 2B - k. D. k. D. I L
(phenylazo)pyridin
2,4-Diaminotoluol 2B + k. D. k. D. L, lok k. D.
Sark
3,3-Dichlorbenzidin 2B + k. D. k. D. Br, Z, L, Leuk
Leuk
3,3'-Dimethylbenzidin (ortho- 2B k. D. k. D. k. D. % k. D.
Tolidin)
3,3'-Dimethoxybenzidin 2B + k. D. k. D. B,Z,H, k.D.
(ortho-Dianisid) I, v
4-Dimethylaminoazobenzol 2B +/- k. D. k. D. L, H L, Lu
2,6-Dimethylanilin (Xylidin) 2B - + k. D. Na k. D.
Glu-P-1 2B + + k. D. L,I,Z K L, HS
Glu-P-2 2B + + k. D. L,I,Z K I,HS
MeAaC 2B + k. D. k. D. k. D. HS
MelQ 2B +/- +/- k. D. Z, H, I, L
Mu, Br,
I, v
MelQx 2B +/- +/- k. D. K,Z, H, L,Lu,
L Leuk
4,4'-Methylenbis(2- 2B k. D. k. D. k. D. L k. D.
methylanilin)
4,4'-Methylendianilin 2B + k. D. k. D. S S, L
PhIP 2B + + k. D. Br, | Ly
4,4'-Thiodianilin 2B + k. D. k. D. L,S,0, LS
U
Trp-P-1 2B + k. D. k. D. lok Sark L
Trp-P-2 2B + + k. D. L L
1-Amino-2- 3 k. D. k. D. k. D. L, N k. D.
methylanthrachinon
4-Amino-2-nitrophenol 3 +/- + k. D. k. D. k. D.
2-Amino-4-nitrophenol 3 + + k. D. - -
2-Amino-5-nitrophenol 3 + + k. D. P -

Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung Tabelle 1
Substanz Gruppe Mutagenitat Kanzerogenitat
Bakterien Sauger Mensch Ratte Maus
-zellen
5-Aminoacenaphthen 3 k. D. k. D. k. D. k. D. B, Leuk
2-Aminoanthrachinon 3 - k. D. k. D. L L
para-Aminobenzoesaure 3 - k. D. k. D. k. D. -
Anilin 3 - k. D. k. D. HS,M -
para-Anisidin 3 - k. D. k. D. k. D. -
4-Chlor-meta-phenylendiamin 3 k. D. k.D. k. D. - k. D.
5-Chlor-ortho-toluidin 3 - k. D. k. D. - HS, L
Cinnamylanthranilat 3 k. D. k. D. k. D. k. D. Lu
meta-Cresidin 3 - k. D. k. D. B k. D.
para-Cresidin 3 + k. D. k. D. B,Na,L B, Na,L
Diacetylaminoazotoluol 3 k. D. k. D. k. D. k. D. k. D.
1,4-Diamino-2-nitrobenzol 3 + +° k. D. - L
1,2-Diamino-4-nitrobenzol 3 +° + k. D. k. D. k. D.
2,5-Diaminotoluol 3 + k. D. k. D. k. D. k. D.
2,6-Dichlor-phenylendiamin 3 + k. D. k. D. - L
2,4-Dimethylanilin (2,4- 3 k. D. k. D. k. D. k. D. k. D.
Xylidin)
N,N-Dimethylanilin - + k. D. M k. D.
2,4'-Diphenyldiamin k. D. k. D. . D. k. D. k. D.
4,4'-Methylen-bis-(N,N- + k. D. k. D. S L
dimethyl)benzamin
N-Methyl-N-4-dinitrosoanilin 3 k. D. k. D. k. D. k. D. k. D.
1,5-Naphthalindiamin 3 + k. D. k. D. k. D. S, Ly, L
1-Naphthylamin 3 + k. D. k. D. k. D. k. D.
5-Nitro-ortho-anisidin 3 + k. D. k. D. H, Z, Br, k.D.
K, O, Pr

5-Nitro-ortho-toluidin 3 + k. D. k. D. L L
N-Nitroso-diphenylamin 3 - - k. D. +/-, B -
para-Nitroso-diphenylamin 3 k. D. k. D. k. D. +/- k. D.
N-Phenyl-2-naphthylamin 3 - . D. k. D. +/- L, N,

HS, Lu
meta-Phenylendiamin + k. D. k. D. k. D. k. D.
para-Phenylendiamin + k. D. k. D. k. D. k. D.

Fortsetzung nachste Seite



6 A Einleitung

Fortsetzung Tabelle 1

Substanz Gruppe Mutagenitat Kanzerogenitat

Bakterien Sauger Mensch Ratte Maus

-zellen
Pyrimethamin 3 k. D. k. D. k. D. k. D. Lu
2,2'.5,5'-Tetrachlorbenzidin 3 + k. D. k. D. k. D. k. D.
2,4,5-Trimethylanilin 3 + k. D. k. D. L, Lu L
3

2,4,6-Trimethylanilin - k. D. k. D. k. D. k. D.

 unreine Substanz (im bakteriellen Mutagenitatstest gepriift)

® negativ bei der Zugabe externer Metabolisierungssysteme

¢ nach Hautapplikation

Gruppe 1: kanzerogen fir den Menschen

Gruppe 2A: wahrscheinlich kanzerogen fur den Menschen

Gruppe 2B: moglicherweise kanzerogen fir den Menschen

Gruppe 3: nicht klassifizierbar in Bezug auf die Kanzerogenitat fur den Menschen

k. D.: keine Daten in den Monographien der IARC oder Daten inadaquat fur die
Evaluierung

+, positiv; -, negativ, (), geringer oder unklarer Effekt; +/-, sowohl positive als auch negative
Ergebnisse (lagen stark Uberwiegend positive oder negative Ergebnisse vor, wurden nur
diese aufgefihrt)

B, Harnblase; Br, Brustdrise; G, Gehirn; Gb, Gallenblase; H, Haut; HD, Hardersche Drise;
HS, Hamangiosarkom; |, Intestinaltrakt; K, Klitoris; L, Leber; Leuk, Leukamie; Lu, Lunge;
lok Sark, lokale Sarkome; Ly, Lymphknoten; M, Milz; Mu, Mundhoéhle; N, Niere; Na,
Nasenhohle; O, Gehdérgang; P, Pankreas; Pr, Praputialdrise; S, Schilddrise; sc,
subcutane Tumoren; U, Uterus; v, verschiedene Tumoren; Z, Zymbaldrise

AaC, 2-Amino-9-H-pyrido[2,3-blindole ; 1Q, 2-Amino-3-methylimidazo[4,5-flquinolin; Glu-P-
1, 2-Amino-6-methyldipyrido[1,2-a:3',2'-d]imidazol; Glu-P-2, 2-Aminodipyrido[1,2-a:3',2"-d]-
imidazol; MeAoC, 2-Amino-3-methyl-9H-pyrido[2,3-b]indol; MelQ, 2-Amino-3,4-
dimethylimidazo[4,5-flquinolin; MelQx, 2-Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-flquinoxalin;
MOCA, 4,4'-Methylen-bis(2-chloranilin); PhIP, 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-
blpyridin;

Trp-P-1,  3-Amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indol;  Trp-P-2,  3-Amino-1-methyl-5H-
pyrido[4,3-b]indol

1.2 Komponenten von Gentoxizitatstests
1.2.1 Endpunkte in der Gentoxizitatspriifung

Zu den Endpunkten gentoxischer Wirkungen, die in vitro prifbar sind, gehdéren
Genmutationen  (Prufung auf biochemische oder zellphysiologische vererbbare
Funktionsanderungen, die nachweislich die Folge von Mutationen in bestimmten Genen
sind) (Ames et al., 1973), Chromosomen- (lichtmikroskopisch erkennbare Veranderungen
der Chromosomenstruktur) und Genommutationen (Veranderungen der Chromosomen-
zahl) (Preston et al, 1983), Mikrokerne (Chromosomenfragmente oder ganze

Chromosomen, die nicht in die Tochterkerne aufgenommen wurden) (Kalweit et al., 1999),
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Schwesterchromatidaustausche (SCE) (reziproke Austausche zwischen
Schwesterchromatiden eines Chromosomes) (Speit, 1993), die Erhéhung der
aulerplanmaliigen DNA-Reparatursynthese (UDS) (Rossberger und Andrae, 1985), die
kovalente Bindung an DNA (Randerath et al., 1981; Lutz, 1986) und die Auslésung von
DNA-Strangbrichen (Singh et al., 1988).

Verschiedene kanzerogene Substanzen sind nicht an allen gentoxischen
Endpunkten gleichermalien wirksam. Deswegen ist es von Vorteil, mit einem Testsystem
zu arbeiten, an dem mehrere gentoxische Endpunkte untersuchbar sind. Oft sind aus den
Endpunkten, an denen eine Substanz wirksam ist, Rickschlisse auf die Mechanismen, die

der kanzerogenen Wirkung der untersuchten Substanz zugrunde liegen, mdglich.

1.2.2 Indikatorzellen fiir die Gentoxizitatsprifung

Da gentoxische Vorgange prinzipiell an Zellen gebunden sind, nicht aber an
Organe oder Tiere, sind Kurzzeittests nicht nur im Tierversuch (z.B. Romagna und
Staniforth, 1989), sondern auch an Bakterien (z.B. Ames et al., 1973; Oda et al., 1985),
Hefen oder Saugerzellen in Kultur durchfihrbar (z.B. Bradley et al., 1981; Zimmermann et
al., 1984). Abgesehen von ethischen Argumenten (Kanzerogenitatsstudien am
Versuchstier bendtigen sehr hohe Tierzahlen, um statistisch auswertbare Ergebnisse zu
erzielen) spricht fur die in vitro-Testsysteme, dass mit relativ wenig Aufwand ausreichende
Zahlen von homogenen Indikatorzellen verfigbar gemacht werden kénnen.

Da sie einfacher zu handhaben sind als Saugerzellkulturen, sind bakterielle
Testsysteme gut als Basistestsysteme flr gentoxische Wirkungen geeignet. In
Saugerzellen entsprechen hingegen die Bedingungen in Bezug auf die Aufnahme der
Testsubstanzen, den zellularen Metabolismus, die Verpackung und die Reparatur der DNA
eher denen im menschlichen Organismus.

Im bakteriellen Testsystem sind Genommutationen oder Chromosomenmutationen
sowie gentoxische Wirkungen von Substanzen, die mit nur in Sdugerzellen vorkommenden
Enzymen (z.B. Topoisomeraseinhibitoren) reagieren, nicht erfassbar. Auf3erdem sind an
Zellkulturen zahlreichere Endpunkte gentoxischer Wirkungen nachvollziehbar als an
bakteriellen Testsystemen.

Die in dieser Arbeit als Indikatorzellen eingesetzten V79-Zellen des Chinesischen
Hamsters (Cricetulus griseus) eignen sich zum Nachweis verschiedener gentoxischer
Endpunkte, z.B. zum Nachweis der Mutagenitdt durch Verlust der Hypoxanthin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT) (Chu et al., 1968; Bradley et al., 1981) oder der
Na'/K*-ATPase (Muriel et al., 1987) sowie zur Prifung auf Mikrokerne (Kalweit et al.,
1999), Chromosomenaberrationen (Preston et al., 1983), SCE (Speit, 1993), UDS
(Rossberger und Andrae, 1985; Swierenga et al., 1991) und DNA-Strangbriiche (Singh et
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al., 1988). Fur Genmutationstests sind eine kurze Populationsverdoppelungszeit und eine
hohe Kloniereffizienz wichtig, fir den Nachweis von Veranderungen auf chromosomaler
Ebene eine stabile und nicht zu hohe Anzahl morphologisch gut unterscheidbarer
Chromosomen. V79-Zellen besitzen einen stabilen, quasi-diploiden Satz von 22
morphologisch gut unterscheidbaren individuellen Chromosomen (Ford und Yerganian,
1958; Hsu und Zenzes, 1964). Fur ihre Eignung als permanente Zelllinie ist zudem wichtig,
dass die wiederholte Herstellung von Gefrierkulturen mdoglich ist, um hohe Viabilitat und die
Uniformitat des Zelltyps zu erhalten. Von Vorteil ist auRerdem die Grélie der vorhandenen
Datenbasis flr Mutagenitatstests mit der V79-Zelllinie im Vergleich zu weniger gut
etablierten Zelllinien (Bradley et al., 1981; Glatt, 1993b).

1.2.3 Metabolisierungssysteme in der Gentoxizitatspriifung

Ein gemeinsames Problem der in vitro-Systeme ist das eines unvollstandigen,
fehlenden oder vom humanen Metabolismus abweichenden Fremdstoffmetabolismus. Bei
der Adaptation an Kulturbedingungen entdifferenzieren Saugerzellen in Kultur und stellen
neben anderen Funktionen auch die Expression vieler fremdstoff-metabolisierender
Enzyme ein (Glatt et al., 1987; McGregor et al, 1991). Die Uberwiegende Zahl
kanzerogener Stoffe wirkt aber nicht in der Form gentoxisch, in der sie in der Umwelt oder
im Organismus vorkommt, sondern wird erst durch Enzyme des Fremdstoffmetabolismus
zu reaktiven Metaboliten "gegiftet” (Miller, 1978). Deswegen ist die genaue Kenntnis der
metabolischen Kompetenz der Zielzellen und die Einbeziehung fehlender Enzyme des
Fremdstoffmetabolismus in das Testsystem notwendig (Glatt et al., 1987; 1990a; Glatt,
1993a, b). Der in dieser Arbeit eingesetzte Subklon der V79-Zelllinie, V79-Mz, exprimiert
weder Cytochrom P450 (CYP), noch Chinon-Oxidoreduktase, UDP-
Glucuronosyltransferase, Sulfotransferase (SULT) oder N-Acetyltransferase (NAT) (Wiebel
et al., 1980; Glatt et al., 1990b; McGregor et al., 1991). Die Aktivitat anderer Enzyme
(CYP-Reduktase, mikrosomale Epoxidhydrolase, Glutathiontransferase, N-Deacetylase
und Nitroreduktase) wurde von verschiedenen Autoren nachgewiesen (Wiebel et al., 1980;
Salmeen et al., 1983; Wiebel et al., 1984; Glatt et al., 1986; 1987; McGregor et al., 1991).
Die Expression kann in Sublinien, die in unterschiedlichen Laboratorien gehalten werden,
unterschiedlich sein und die einzelnen Enzymaktivitdten koénnen in verschiedenen
Wachstumsstadien einer Kultur variieren. Gut bekannt ist die Expression einer endogenen
NAT in der Sublinie V79-NH (Wiebel et al., 1984).

Deswegen wird bei in vitro-Gentoxizitatsuntersuchungen Ublicherweise der
postmitochondriale Uberstand (S9-Fraktion) aus Gewebehomogenat von Versuchstieren
(Ames et al., 1973; Kuroki, 1979) als externes Metabolisierungssystem zugesetzt. Einige

Arbeitsgruppen verwenden auch metabolisch kompetente Zellen als aktivierendes System
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in Kokulturen mit Indikatorzellen (Kasper et al., 1988; Oglesby et al., 1989). Bei der Arbeit
mit S9-Fraktion kann die Metabolisierung durch einzelne Enzymklassen oder Enzymformen
verstarkt oder vermindert werden, indem einzelne Enzymklassen im Versuchstier induziert
werden, Kofaktoren oder Inhibitoren flr fremdstoffmetabolisierende Enzyme zugesetzt
werden oder die S9-Fraktion weiter fraktioniert wird. Dies ist aber nur in einem begrenzten
Rahmen mdglich, so dass eine exakte Aufklarung der an der Metabolisierung beteiligten
Enzyme auf diesem Weg nicht moglich ist.

Die Gewebeverteilung und die Substratspezifitat der einzelnen Enzymformen sind
selbst zwischen Saugetieren stark speziesabhangig. Um verlassliche Aussagen Uber das
gentoxische Potenzial einer Substanz im Menschen zu erhalten, ware also die
Verwendung menschlicher Enzyme im Gentoxizitatstest glinstig. Humanes Material fur die
S9-Herstellung ist jedoch selten verfligbar. Die Gewebeproben stammen zudem meist von
kranken Personen, deren Fremdstoffmetabolismus mdglicherweise von dem gesunder
Individuen abweicht.

Bei allen externen Aktivierungssystemen ist nicht gesichert, ob die aktiven
Metabolite fir die Indikatorzellen verfligbar sind. Viele gentoxische Metabolite sind
kurzlebige, geladene Elektrophile, welche die Membran- oder Zellwandbarriere der
Indikatorzellen nicht oder nur in geringem Ausmal passieren kénnen. Wenn sie extern
erzeugt werden, erreichen sie demnach oft nicht den Zellkern der Indikatorzellen, der die
Zielstruktur fir den Nachweis gentoxischer Wirkungen darstellt. Durch die Zugabe
nukleophiler Medienkomponenten wie Chloridanionen konnten in einigen Fallen sekundare
reaktive Spezies erzeugt werden, die in groRerem Ausmal} in die Indikatorzellen gelangen
(Glatt et al., 1990b).

Einige der dargestellten Probleme kdnnen durch den Einsatz von Primarzellen
oder metabolisch kompetenten Zelllinien geldst werden (Glatt et al., 1987). Die humane
Leberzelllinie Hep G2, bei der die Expression vieler fremdstoffmetabolisierender Enzyme in
Kultur — wenn auch auf reduziertem Niveau — erhalten bleibt (Alexander und Bey, 1976),
wurde sowohl als externes Bioaktivierungssystem im Salmonella-Mutagenitatstest (Zhuo et
al., 1986) als auch in Gentoxizitatstests mit einer Zelllinie aus dem Ovar des Chinesischen
Hamsters (CHO-Zellen) (Natarajan und Darroudi, 1991) und als Indikatorsystem mit der
Fahigkeit zu interner Bioaktivierung eingesetzt (Dearfield et al., 1983). Primarzellen kénnen
nach der Praparation noch eine Zeit lang ihr zelltypspezifisches Expressionsmuster
fremdstoffmetabolisierender Enzyme beibehalten und sind dadurch ebenfalls zur internen
Aktivierung von Testsubstanzen in der Lage (Brambilla und Martelli, 1990). Die
aktivierenden Eigenschaften sind jedoch nur flr das praparierte Gewebe reprasentativ,
wobei im Falle von Hepatocyten auch eine starke Entgiftungskapazitat vorhanden ist.
Auler der aufwandigen Praparation und der schlechten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

durch die unterschiedliche Qualitat der Praparate ist die geringe Zellteilungsrate der
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Primarzellen und die lange Populationsverdoppelungszeit einiger metabolisch kompetenter
Zelllinien problematisch. Sie fiihrt zu einer starken Begrenzung der durchfiihrbaren
Gentoxizitatstests, da diese in vielen Fallen auf kurze Populationsverdoppelungszeiten

angewiesen sind.

1.3 Korrelation Gentoxizitat / Kanzerogenitat

Endpunkte in der in vitro-Gentoxizitatsprifung sind spezifischer als beispielsweise
die in der Cytotoxizitatsprifung. Ein positives Ergebnis in einem Gentoxizitatstest bedeutet
jedoch nicht, dass zwingend auch eine kanzerogene Wirkung der gepriften Substanz
vorhanden ist. Korrelationsstudien zu Kanzerogenitat und Gentoxizitat beziehen sich fast
ausschlieBBlich auf Genmutationstests in Bakterien und die Kanzerogenitatsprifung im
Versuchstier. Ein Problem bakterieller Testsysteme ist, dass sie auch einige
krebsirrelevante Mutationen detektieren (Prival und Dunkel, 1989). Grinde hierfur sind
beispielsweise die Aktivierung der Testsubstanz durch bakterienspezifische Enzyme oder
Unterschiede zwischen bakteriellen DNA-Reparatursystemen und zu denen von
Saugerzellen. Von den im Tierversuch mit Nagern nicht-kanzerogenen Substanzen sind
70-90% auch im bakteriellen Genmutationstest negativ (Prival und Dunkel, 1989).
Andererseits  werden  einige = Substanzen  wegen  fehlender  aktivierender
fremdstoffmetabolisierender Enzyme nicht detektiert. Verschiedenen Autoren zufolge sind
in Abhangigkeit von der untersuchten Substanzklasse 60-90% der kanzerogenen
Chemikalien bakterielle Mutagene (Tennant et al., 1987; Shelby, 1988; Ashby und
Tennant, 1991). Die Sensitivitat in Bezug auf die Entdeckung humaner Kanzerogene kann
moglicherweise durch den Einsatz rekombinanter Testsysteme, die humane

fremdstoffmetabolisierende Enzyme exprimieren, erhéht werden.

1.4 Rekombinante Systeme fiir die Gentoxizitatspriifung

Die Identifikation und Klonierung der cDNA vieler fremdstoffmetabolisierender
Enzyme in den letzten Jahren ermdglichte die Etablierung rekombinanter Indikatorzellen,
die zur internen Bioaktivierung von Testsubstanzen in der Lage sind. Solche Indikatorzellen
sind gentechnisch so verandert, dass sie einzelne fremdstoffmetabolisierende Enzyme des
Menschen oder von Versuchstieren heterolog exprimieren. Als Zielzellen sind hier gerade
diejenigen  geeignet, die eine geringe  Hintergrundexpression  endogener
fremdstoffmetabolisierender Enzyme haben.

In Bakterien fur Mutagenitatstests wurden viele fremdstoffmetabolisierende
Enzyme des Menschen und von Versuchstieren exprimiert, darunter SULT (Glatt et al.,
1995), Glutathion-S-transferasen (Thier et al., 1993), NAT (Grant et al., 1992) und CYP
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(Josephy et al., 1995). Die Expression von intrinsischen Membranproteinen wie CYP und
UDP-Glucuronosyltransferasen in  funktionaler Form ist schwierig. Geeignetere
Expressionssysteme sind in diesen Fallen eukaryotische Zellen. Eine Reihe von
V79-Zelllinien, die Doehmer et al. (1999) fur die Expression humaner CYP etablierten,
wurde vielfach in mechanistischen Studien und Gentoxizitatsuntersuchungen eingesetzt
(Glatt et al., 1993; Engst et al., 1999). Auch UDP-Glucuronosyltransferasen (Fournel-
Gigleux et al., 1991), mikrosomale Epoxidhydrolase (Friedberg et al., 1994) und Glutathion-
S-transferasen (Jernstrom et al., 1996) wurden in eukaryotischen Zellen fur toxikologische
Untersuchungen heterolog exprimiert. Mittlerweile existieren zudem Testsysteme, in denen
mehrere humane fremdstoffmetabolisierende Enzyme gemeinsam zur Expression gebracht
wurden: CYP2A6 und mikrosomale Epoxidhydrolase (Davies et al., 1989), CYP1A2,
CYP3A4, CYP2A6, CYP2E1 und mikrosomale Epoxidhydrolase (Crespi et al., 1991a;
1991b), NAT und CYP (Yanagawa et al., 1994), SULT und CYP in CHO-Zellen (Wu, 2000).

Homogene Kulturen stabil exprimierender rekombinanter Zielzellen sind weniger
stark biologischen Schwankungen unterworfen als Versuchstiere bzw. deren
Gewebepraparationen. Aufgrund der selektiven Expression einzelner, auch humaner
Enzymformen kénnen gentechnisch veranderte in vitro-Systeme Erkenntnisse liefern, die in

vivo nicht abzuklaren sind.

2. Sulfotransferasen

Cytosolische Sulfotransferasen (SULT) (E.C.2.8.2) Ubertragen die Sulfonylgruppe
von ihrem Kosubstrat 3'-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS) (Robbins und
Lipmann, 1957) auf nukleophile Gruppen kleiner endogener Molekile wie Steroide und
Catecholamine sowie exogener Substrate (Abb. 1). Bekannte Akzeptorgruppen sind -C-OH
(phenolisch oder alkoholisch), -N-OH und -NH (Mulder und Jakoby, 1990). Aufgrund ihrer
Sequenzahnlichkeiten werden SULT zu einer Enzymsuperfamilie zusammengefasst
(Yamazoe et al., 1994). Die systematische Bezeichnung fir humane SULT besteht aus
einer Ziffer fur die Familie, einem GrofRRbuchstaben fur die Subfamilie und einer weiteren
Ziffer fir das individuelle Enzym. Enzyme, deren Aminosauresequenzen zu 45%
Ubereinstimmen, werden zu Familien zusammengefasst und erhalten die gleiche erste
Ziffer. Die Subfamilien besitzen mindestens 60% Sequenzidentitit (3™ International
Sulphation Workshop in Drymen, Schottland, 1996). Diese Nomenklatur wurde in der
vorliegenden Arbeit auch fur die SULT der Ratte angewendet, wobei in Tabelle 2 zusatzlich
die Bezeichnungen aufgefuhrt sind, die in der Literatur am haufigsten verwendet werden.
Ein Prafix vor dem systematischen Namen gibt die Spezies an (h fir human, r flr Ratte).

Die Bindungsstelle fur das Kosubstrat ist bei allen fremdstoffmetabolisierenden SULT
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hochkonserviert und hat die Aminosauresequenz RKGxxGGDWKxxFT (Komatsu et al.,
1994). Die bisher klonierten SULT des Menschen und der Ratte sind in Tabelle 2
zusammengestellt. Alle gereinigten humanen SULT sind Homodimere, wahrend aus der
Ratte auch ein Monomer, rSULT1E1 (Borthwick et al., 1993), und ein Heterodimer aus
rSULT1A1 und rSULT1C1 gereinigt wurden (Kiehlbauch et al., 1995). Die Enzymformen
besitzen Uberlappende Substratspezifitdten, unterscheiden sich in ihren K,-Werten fur
einzelne Substrate zum Teil aber betrachtlich. Schon sehr wenige Unterschiede in der
Aminosauresequenz kbénnen, wie bei hSULT1A1 und hSULT1A3, verschiedene
Substratspezifitdten zur Folge haben (Brix et al., 1999; Dajani et al., 1999). Auch als
ortholog bezeichnete SULT verschiedener Spezies mussen nicht die gleiche
Substratspezifitat zeigen. Typische endogene und exogene Substrate fur die individuellen
SULT sind in Tabelle 2 aufgefuhrt.

Mit der Einfihrung einer negativen Ladung durch die Ubertragung der
Sulfonylgruppe geht in der Regel eine Erhdhung der Wasserldslichkeit und damit eine
Verbesserung der Ausscheidbarkeit einher. AuRer der Elimination von Fremdstoffen und
endogenen Stoffwechselprodukten besitzt die Sulfokonjugation Funktionen bei der
Inaktivierung von Hormonen, Neurotransmittern und Pharmaka (Weinshilboum, 1986;
Ratge et al,, 1991; Roy, 1992). Durch Sulfatasen kdénnen die inaktivierten Metabolite
wieder desulfoniert werden, so dass Sulfokonjugate Transport- und Speicherfunktionen
Ubernehmen kénnen (Dooley et al., 2000). Andere endogene Substrate und Pharmaka

werden durch Sulfonierung in ihre metabolisch aktive Form gebracht (Glatt, 2002).
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Abb. 1: Sulfonierung von 4-Nitrophenol

SULT dbertragen die Sulfonylgruppe von
phosphosulfat (PAPS).

Tabelle 2: SULT des Menschen und der Ratte

ihrem Kosubstrat 3'-Phosphoadenosyl-5'-

SULT des Referenz Nukleotidsequenzen Substrate®
Menschen
1A1 (Jones et al., 1995; Raftogianis  4-Nitrophenol, Minoxidil, 4-OH-
et al., 1997) Tamoxifen, OH-PhIP®, 1-HMP®
1A2 (Zhu et al., 1996) 4-Nitrophenol, 2-Naphthol, OH-PhIP®
1A3 (Aksoy et al., 1994; Jones et Dopamin, Vanillin
al., 1995)
1B1 (Fujita et al., 1997; Wang et 4-Nitrophenol, 1-Naphthol,
al., 1998) lodthyronine, OH-CPC®, 6-HMBP®
1E1 (Falany et al., 1995) B-Ostradiol, Ostron, lodthyronine,
(-)-1-HEP®, 1-HMP®
1C1 (Her et al., 1997) 4-Nitrophenol
1C2 (Sakakibara et al., 1998) 4-Nitrophenol, 1-HMP®
2A1 (Comer und Falany, 1992; Dehydroepiandrosteron,
Otterness et al., 1995) 1-HMP®, 6-HMBP®
2B1a/b° (Her et al., 1998) Dehydroepiandrosteron, Cholesterol,
Pregnenolon (Fuda et al., 2002)
4A1 (Walther et al., 1999; Falany et unbekannt

al., 2000)

Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung Tabelle 2

SULT der Ratte®  Referenz Substrate®
Nukleotidsequenzen

ST1A1 (Ozawa et al., 1992) Minoxidil (Hirshey und Falany, 1990),

(rSULT1A1) 4-Nitrophenol (Sekura und Jakoby, 1981),
1-HMP” (Rao und Duffel, 1991; Glatt et
al., 1995)

ST1B1 (Sakakibara et al., 1995;  Tyrosin, L- und D-Dopa, Thyroidhormone,

(rSULT1B1) Fujita et al., 1997) 4-Nitrophenol (Sakakibara et al., 1995),
OH-CPCP, 6-HMBP® (Teubner, 2001)

ST1C1 (Nagata et al., 1993) 2-Naphthol, N-OH-2-AAF® (Nagata et al.,

(rSULT1C1) 1993)

ratSULT1C2 (Xiangrong et al., 2000)  4-Nitrophenol

(rSULT1C2)

ratSULT1C2A (Xiangrong et al., 2000) 4-Nitrophenol

(rSULT1C2A)

rat EST (Demyan et al., 1992) B-Ostradiol, Ostron, Pregnenolon

(rSULT1E1) (Borthwick et al., 1993),

rSTa®(rSULT2A1) (Ogura et al., 1994) Gallensauren, Dehydroepiandrosteron

N-OH-2-AAF, N-Hydroxy-2-acetylaminofluoren; (-)-1-HEP, (-)-1-(a-Hydroxyethyl)pyren;
1-HMP, 1-Hydroxymethylpyren; 6-HMBP, 6-Hydroxymethylbenzo[a]pyren; OH-CPC,
4-Hydroxycyclopenta[deflchrysen; OH-PhIP, N-Hydroxy-2-amino-1-methyl-6-
phenylimidazo-[4,5-b]pyridin

2 Soweit nicht anders vermerkt stammen die Angaben aus den Ubersichtsartikeln Glatt et
al. (2001) und Nagata und Yamazoe (2000).

® Sulfonierungsprodukt ist instabil

¢ Splicevarianten mit unterschiedlichem N-Terminus

9 Bezeichnung von Autoren (ibernommen, in Klammern die Bezeichnung in der
vorliegenden Arbeit

¢ Es wurden zwei Sequenzen aus cDNA-Banken isoliert, deren Genprodukte (ST40, ST41)
sich in einer Aminosaure unterscheiden (als rSULT2A1 wird in dieser Arbeit ST40
bezeichnet). Es existieren mehrere weitere, nicht ndher charakterisierte SULT der Ratte,
die Hydroxysteroide als Substrate haben, z.B. ST60, ST20, ST21 (Watabe et al., 1994).

Fir die Diskussion moéglicher organotroper Wirkungen von Substanzen, die durch
Sulfonierung toxifiziert werden, ist die ausgepragte Gewebespezifitdt der Expression der
einzelnen SULT-Formen wichtig. In der Ratte ist die Expression vieler SULT auf die Leber
konzentriert (Dunn und Klaassen, 1998). Beim Menschen zeigen nur wenige SULT, wie die
hSULT1A1, ihr héchstes Expressionsniveau in der Leber. Diese SULT kommt zudem noch
in zahlreichen extrahepatischen Geweben vor. Fir andere SULT sind extrahepatische
Gewebe diejenigen, die das hochste Expressionsniveau aufweisen. Die hSULT2A1 wird
stark in der Nebenniere exprimiert und kommt auRerdem im Jejunum und im lleum vor. Die
hSULT1B1 ist eine wichtige Form im Intestinaltrakt (Teubner, 2001). Auch hSULT1A3 wird
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in sdmtlichen untersuchten Abschnitten des Intestinaltraktes exprimiert und kommt in vielen
anderen Geweben, jedoch nicht in der adulten Leber vor (Teubner et al., 1998). Die
hSULT1E1 wird im Endometrium, im lleum, Jejunum und Coecum und auch in der Leber
exprimiert (Falany et al., 1998; Teubner, 2001). Uber die Gewebespezifitat der
Proteinexpression der hSULT2B1- und hSULT1C-Formen sowie der hSULT1A2 ist bisher
praktisch nichts bekannt. RNA der Form hSULT1A2 wurde in Gehirn, Lunge, Niere und
Darm gefunden, RNA der 2B-Formen in Haut, Plazenta, Vagina und Prostata (Dooley et
al., 2000). RNA beider 1C-Formen wurde in Niere, Gehirn und Ovarien gefunden, RNA der
hSULT1C1 auch in Magen und Schilddriise (Her et al., 1997; Sakakibara et al., 1998).
Proteinexpression der hSULT4A1 wurde nur im Gehirn gefunden (Falany et al., 2000).

Polymorphismen in Genen von fremdstoffmetabolisierenden Enzymen konnen
sowohl die Pradisposition fir bestimmte Krankheiten beeinflussen als auch interindividuelle
Unterschiede in der Wirksamkeit von Pharmaka erklaren. Definitionsgemaf spricht man
von einem genetischen Polymorphismus, wenn allelische Variationen (alternative Formen
des gleichen Genlocus) in einer Population mit einer Haufigkeit von mehr als 1% auftreten.
Fur viele SULT wurden Einzelnukleotidaustausche im kodierenden Sequenzbereich
beschrieben, von denen einige bei den folgenden SULT zu Variationen in der
Aminosauresequenz (Alloenzyme) fuhren: hSULT1A1 (Tabelle 3), hSULT1A2 (Tabelle 3),
hSULT2A1 (Thomae et al., 2002), hSULT2B1, hSULT1C2 und hSULT1B2 (lida et al.,
2001). Bei der hSULT1A1 fuhrt der Arg213His Austausch (hSULT1A1*2) zu leicht
veranderten kinetischen Eigenschaften des exprimierten Proteins gegenlber
Standardsubstraten (Raftogianis et al., 1999). Er beruht auf dem Einzelnukleotidaustausch
G®*®¥ A, Eine Korrelation dieses Genotypes mit geringerer Enzymaktivitit wurde fiir
Thrombocyten, nicht aber fir die Leber gezeigt (Raftogianis et al., 1997; Raftogianis et al.,
1999).

Fir die hSULT1A2 wurden 13 unterschiedliche Allele gefunden, die fir sechs
Alloenzyme kodieren (Raftogianis et al., 1999). Alle allelischen Varianten, deren Sequenz
an der Stelle 235 fur Thr kodiert, besitzen deutlich erhohte K.,-Werte gegenuber dem
Standardsubstrat 4-Nitrophenol.

Von toxikologischer Relevanz kdnnten diese Polymorphismen sowohl aufgrund
unterschiedlicher Substratspezifitaten, Substrataffinitaten oder Affinitaten zum Kosubstrat
PAPS oder aufgrund einer unterschiedlichen Enzymexpression oder Stabilitit des

Enzymes sein.
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Tabelle 3: Alloenzyme der hSULT1A-Formen®

Bezeichnung Variation der Aminosauresequenz® Frequenz®
SULT1A1*1 e 0,674
SULT1A1*2 Arg213His 0,313
SULT1A1*3 Met223Val 0,01
SULT1A1*4 Arg37Gly 0,003
SULT1A1*V® Ala147Thr, Glu181Gly, Arg213His nicht untersucht
SULT1A1*VI° Pro90Leu, Val234Ala nicht untersucht
SULT1A2*1 e 0,508
SULT1A2*2 lle7Thr, Asn235Thr 0,287
SULT1A2*3 Pro19Leu 0,180
SULT1A2*4 lle7Thr, Arg184Cys, Asn235Thr 0,008
SULT1A2*5 lle7Thr 0,008
SULT1A2*6 Asn235Thr 0,008

dvollstandige Darstellung z.B. in Glatt (2002)

®im Vergleich zur jeweiligen *1-Form

°Daten fir die Allelfrequenzen in Kaukasiern aus Raftogianis et al. (1997; 1999)

dnur als Einzelsequenz berichtet (Hwang et al., 1995; Jones et al., 1995); Klonier- oder
Sequenzierfehler nicht ausgeschlossen

3. Aromatische Amine und Amide

Aromatische Amine und Amide (aAA) sind seit etlichen Jahrzehnten wegen ihres
kanzerogenen Potenzials von groRem toxikologischem Interesse. Zu ihnen gehdren sowohl
industrielle Intermediate als auch Substanzen, die heterozyklischen aromatischen Amine,
die beim Zufuhren hoher Temperaturen wahrend der Zubereitung von Fleischmahlzeiten
durch die Reaktion von Kreatin und Protein entstehen (Skog et al., 1998). Die aAA
industriellen Ursprungs werden in bedeutenden Mengen bei der Herstellung von Farben,
Harzen, Arzneimitteln, Pestiziden, Kunststoffen und Antioxidantien gebildet. Menschen
kommen mit diesen Verbindungen an ihren Arbeitsplatzen in der Industrie, der
Landwirtschaft, in Kiichen und Backereien (Combes und Haveland-Smith, 1982; Haugen et
al., 1982; Council on Scientific Affairs, 1988; Carstensen et al., 1988), durch Produkte, die
Derivate von Azofarben enthalten, wie Nahrungsmittel, Papier, Leder, Textilien,
Kunststoffe, Lacke, Druckfarben, Pharmazeutika und Kosmetika (Combes und Haveland-
Smith, 1982; Lin und Solodar, 1988; Dubach et al., 1991), sowie bei der
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Tabakrauchexposition und durch Luftverschmutzung (Patrianakos und Hoffman, 1979;
Nielsen, 1983) in Berlhrung. Arylamine koénnen aus Azoverbindungen und
nitroaromatischen Kohlenwasserstoffen durch kérpereigene Enzyme oder
Mikroorganismen des Intestinaltraktes und des Bodens reduktiv freigesetzt werden (Rickert
et al., 1984; Levine, 1991; Chung und Stevens, 1993).

Arylamine sind schlecht wasserldslich, chemisch stabil und werden in der Umwelt
langsam abgebaut (Anliker, 1979; Chung und Stevens, 1993). Auch nach oraler oder
inhalativer Aufnahme oder nach der Resorption Uber die Haut sind mehrere
Metabolisierungsschritte notwendig, um ihre Ausscheidung zu erméglichen. Die Tatsache,
dass Arylamine in Abhangigkeit von der Spezies Tumore in unterschiedlichen Zielgeweben
erzeugen, die weit vom Applikationsort entfernt liegen kdnnen (Schulte et al., 1987), legt
nahe, dass der Metabolismus bei der Toxifizierung der Arylamine eine wichtige Rolle spielt.
Beim Menschen ist das prominenteste Organ fur arylamininduzierte Kanzerogenese die
Harnblase. Der IARC zufolge gibt es ’limitierte Evidenz”, dass weitere mogliche
Zielstrukturen beim Menschen der Intestinaltrakt [bei 1Q (IARC, 1993)] und die Prostata [bei
Auramin, (IARC, 1987b)] sind. In Versuchen an Ratten und Mausen sind auch die Leber,
die Schilddrise, die Zymbaldrise, die Brustdrise, die Milz und verschiedene andere
Zielorgane fur die arylamininduzierte = Kanzerogenese, wobei auch hier
Speziesunterschiede in der Organotropie einzelner Substanzen bestehen (Tabelle 1)
(Miller et al., 1964; Irving et al., 1967).

Der kritische erste Metabolisierungsschritt, der zur Aktivierung von aAA flhrt, ist in
den meisten Fallen eine N-Hydroxylierung (Abb. 2) (Kadlubar und Hammons, 1987; Kato
und Yamazoe, 1987). Diese wird bei den meisten Vertretern dieser Substanzklasse durch
Enzyme der CYP1A-Familie, insbesondere CYP1A2, katalysiert (Butler, et al., 1989;
Guengerich and Shimada, 1991). Zu einem geringeren Anteil sind auch andere CYP-
Formen, wie CYP1A1 und CYP3A4 (Guengerich und Shimada, 1991; Kadlubar et al.,
1992), Flavinmonooxygenasen (Kimura et al, 1984; Windmill et al., 1997) die
Prostaglandin-H-synthetase (Kadlubar et al., 1982; Kulkarni und Murthy, 1995) an der
initialen  Metabolisierung homozyklischer Amine beteiligt. Hydroxylierungen des
aromatischen Ringes stellen in der Regel Inaktivierungsreaktionen dar.
N-Hydroxyarylamine kdnnen dahingegen in vitro an DNA binden und sind im Tiermodell
starkere Kanzerogene als Arylamine (Miller und Miller, 1981). Bei neutralem pH ist die
DNA-Reaktivitat von N-Hydroxylarylaminen allerdings nur gering, was schon frih auf
weitere Metabolisierungsschritte, die zu ultimalen Kanzerogenen flihren, schlielen liel3
(Kriek, 1965).
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Abb. 2: Wichtige Aktivierungswege aAA zu gentoxischen Metaboliten

Glc: Glucuronid; DeAc: Deacetylase; UGT: UDP-Glucuronosyltransferasen

°Bei pH«7 oder durch Glucuronidasen koénnen aus den N-Glucuroniden und den
O-Glucuroniden Arylamine und Arylhydroxylamine freigesetzt werden, die dann weiteren
Aktivierungsschritten unterliegen konnen.

®Die Hydroxylierung des Arylamids verlauft in der Regel langsamer als die des Arylamins.
°(Jin et al., 1993)
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Wichtige weitere Reaktionen der N-Hydroxylamine und N-Hydroxylamide sind
N-Acetylierungen, N-Deacetylierungen und O-Konjugationsreaktionen (Abb. 2). Die
Veresterung durch SULT oder NAT fihrt zu Produkten, die aufgrund der stark
elektronenziehenden Eigenschaften der Sulfoxy- und der Acetoxygruppe leicht
heterolytisch zerfallen (Abb. 2). Dabei bilden sie hochreaktive, elektrophile Nitreniumionen
aus, deren positive Ladung durch den aromatischen Ring resonanzstabilisiert ist. Diese
stellen ultimale DNA-reaktive Metabolite dar (Miller et al., 1985). Glucuronide sind im
Gegensatz dazu wenig reaktive Transportformen der Arylamine, Hydroxylamine und
Hydroxamsauren, aus denen durch mikrobielle Glucuronidasen im Darm (Zenser et al.,
1999), bei niedrigen pH-Werten in der Harnblase oder durch Glucuronidasen in
extrahepatischen Geweben (Ciotti et al, 1999) Arylhydroxylamine freigesetzt werden
konnen. Welche der beschriebenen enzymatischen Vorgange bei einem spezifischen
Arylamin fur seine Aktivierung oder Detoxifizierung verantwortlich sind, ist bisher in den
meisten Fallen ungeklart. N-Sulfoxy- und N-Acetoxyarylamine sind in der Regel zu instabil
fur einen Nachweis, und die daraus gebildeten Nitreniumionen und Reaktionsprodukte mit
Nukleophilen besitzen identische Strukturen.

Viele der am Metabolismus der Arylamine beteiligten Enzyme sind im Menschen
genetisch polymorph. Das fuhrt potenziell zu einer unterschiedlichen Pradisposition von
Individuen fur die Entwicklung von arylamininduzierten Tumoren, die teilweise an
epidemiologischen Studien nachvollziehbar ist (Kadlubar et al., 1992; Hirvonen, 1999). Im
Menschen wird CYP1A2 vor allem in der Leber exprimiert. Die Starke der Expression und
die Metabolisierungsrate veschiedener CYP1A2-Substrate zeigen im Menschen grolde
interindividuelle Unterschiede (lkeya et al., 1989; Lang, 1991; Butler et al., 1992). Die
genetische Grundlage dieser Unterschiede ist noch nicht vollstadndig geklart (Sachse et al.,
1999; Huang et al.,, 1999; Josephy et al., 2000). Das hCYP1A2 wird durch ein grol3es
Spektrum von Umwelteinflissen, darunter Kaffee und Zigarettenrauch induziert (Lang,
1991; Schrenk et al., 1998). Der Polymorphismus der Enzyme aus der Familie humaner
NAT flhrt zu Phanotypen mit hoher und niedriger Acetylierungskapazitat. Diese
polymorphe Expression wird mit einem unterschiedlichen Risiko flr Harnblasenkrebs bei
arylaminexponierten Personen und fir Colonkrebs nach der Exposition gegenuber
heterozyklischen aromatischen Aminen in Verbindung gebracht (Evans et al., 1983; Risch
et al., 1995; Golka et al., 1996; Chen et al., 1998).

Der Einfluss der Polymorphismen humaner SULT auf die Metabolisierung von aAA
wurde bisher kaum untersucht und soll Gegenstand der vorliegenden Studie sein. Die

folgenden vier aAA wurden in dieser Studie untersucht (Abb. 3).
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2-Acetylaminofluoren 3'-Methyl-4-dimethylaminoazobenzol
CH,
NH,

2-Aminoanthracen 2,4-Toluoldiamin

Abb. 3: Strukturformeln der untersuchten aAA

Das aromatische Amid 2-Acetylaminofluoren (2-AAF) wurde 1941 als sehr
potentes Insektizid entdeckt, kam aber als solches nie auf den Markt, da seine starke
tumorauslésende Wirkung in Tierversuchen rasch erkannt wurde (Wilson et al., 1941;
Weisburger und Weisburger, 1958). Seitdem werden 2-AAF und seine Metabolite in der
Krebsforschung intensiv als Modellsubstanzen eingesetzt (Kriek, 1992).

Nach der Inkubation von 2-AAF mit humanen Hepatocyten traten bei geringen
2-AAF Konzentrationen vor allem an der 7- und 9-Position ringhydroxylierte Metabolite auf.
Bei hdheren Konzentrationen traten vermehrt das Deacetylierungsprodukt 2-AF und
N-OH-2-AAF auf (Monteith et al., 1988). Die Metabolitenspektren von Ratte und Mensch
unterschieden sich qualitativ nicht, aber menschliche Hepatocyten und Nierenzellkulturen
metabolisierten 2-AAF in starkerem Ausmal} zu einem im bakteriellen Mutagenitatstest
detektierbaren Mutagen (Monteith et al., 1988; Rudo et al., 1989). Einige Autoren
postulierten die DNA-Bindung des N-OH-2-AAF nach Deacetylierung (Grantham et al.,
1965; Irving, 1966) und anschlieRender Protonierung (Kriek, 1965). Des Weiteren kdnnen
SULT (DeBaun et al., 1970; Weisburger et al., 1972), Deacetylasen, (lrving, 1966) und
UDP-Glucuronosyltransferasen (Irving et al., 1969) N-OH-2-AAF metabolisieren. Miller et.
al (1985) zeigten, dass in mannlichen B6C3F;-Mausen nach der Hemmung von SULT
durch Pentachlorphenol sowie in brachymorphen Mausen (limitierte PAPS-Synthese) auch
die Ausbildung von Hepatomen gehemmt war. Verschiedene spatere Veréffentlichungen
zeigten, dass 4-Nitrophenol sulfonierende Enzyme N-OH-2-AAF zu einem DNA-bindenden
Metaboliten bioaktivieren kdnnen (Abu-Zeid et al., 1992; Gilissen et al., 1994; Chou et al.,

1995). Aullerdem konnte in Primarkulturen von Rattenleberhepatocyten die DNA-Bindung
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von 2-AAF durch die Zugabe des SULT-Inhibitors Pentachlorphenol vermindert werden
(Loretz und Pariza, 1984).

Fir die Generierung eines gentoxischen Metaboliten des aromatischen Amins
2-Aminoanthracen wurden dahingegen bisher keine SULT verantwortlich gemacht. In
vielen Kurzzeittestsystemen wurde gezeigt, dass 2-Aminoanthracen durch die Zugabe von
S9, Mikrosomen oder gereinigter CYP verschiedener Spezies aus unterschiedlichen
Geweben [(Drosophila (Hallstrdm und Grafstrém, 1981), Nasengewebe von Ratten (Bond
und Li, 1983), CYP der Ratte (Norman et al., 1979) sowie des Kaninchens (Norman et al.,
1982)] zu einem gentoxischen Metaboliten aktiviert wird. Fur die Prifung der Gentoxizitat
von 2-Aminoanthracen wurden auch gentechnisch veranderte Indikatorzellen eingesetzt,
welche CYP der Ratte oder des Menschen exprimieren [E. coli (Josephy et al., 1998),
Salmonella typhimurium (Oda et al., 2001) und V79-Zellen (Ellard et al., 1991; Kiefer et al.,
1994; Rodrigues et al., 1994)]. Bei einigen genetischen Endpunkten war die
Metabolisierung durch hCYP1A2 ausreichend (Norman et al., 1979; Ellard et al., 1991;
Rodrigues et al., 1994), bei anderen war die zusatzliche Anwesenheit einer NAT notwendig
(Rodrigues et al., 1994). Das legt die Vermutung nahe, dass verschiedene Metabolite des
2-Aminoanthracen fur die gentoxische Wirkung an unterschiedlichen genetischen
Endpunkten verantwortlich sind.

2,4-Diaminotoluol (2,4-TDA) ist ebenfalls ein Arylamin, besitzt aber im Unterschied
zu 2-Aminoanthracen nur einen aromatischen Ring. Es ist eine Industriechemikalie, die bei
der Produktion von Polyurethanschdumen und Elastomeren in grolen Mengen erzeugt
wird. Bis 1971 kam 2,4-TDA auch in einigen Haarfarbemitteln vor und ist heute noch ein
Intermediat bei der Farbproduktion (Coppinger et al., 1984). Aulerdem kann es in situ aus
Urethankapseln von Silikonimplantaten freigesetzt werden (Pan et al, 1992). In
Fatterungsversuchen an Ratten wurde 2,4-TDA als kanzerogen erkannt (lto et al., 1969). In
Salmonellen erzeugte es unter Zusatz der S9-Fraktion der Leber arochlor- oder
phenobarbitalinduzierter Ratten Mutationen (Ames, 1975).

3'-Methyl-4-dimethylaminoazobenzol  (3'-M-DAB) ist eine Azoverbindung.
Azoverbindungen werden zur Farbgebung in Nahrungsmitteln, Getranken, Textilien,
Lacken und Druckertinte eingesetzt, kommen aber auch in Arzneimitteln, Holzschutzmitteln
und Kosmetika vor (Combes und Haveland-Smith, 1982). 4-Dimethylaminoazobenzol
(DAB), auch ,Buttergelb genannt, war der erste Lebensmittelzusatzstoff, der als
Hepatokanzerogen erkannt und 1937 verboten wurde. Die Kanzerogenitat der
ringmethylierten DAB-Derivate ist von der Stellung der Methylgruppe abhangig. Durch die
EinfUhrung einer Methylgruppe in 3'-Position von DAB wird die Kanzerogenitat deutlich
verstarkt (Mori et al., 1980). 2'- und 4'-Methyl-DAB sind in der Ratte weniger kanzerogen
als 3'-M-DAB (Levine, 1991, Mori et al., 1984).
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Abb. 4: Mogliche metabolische Aktivierung von 3'-M-DAB

Das Schema wurde in Anlehnung an Miller (1985), Levine (1991) und Delclos (1986)
erstellt.

°In B6C3F1 Mausen wurde auch ein N-(Deoxyguano-8-yl)-AB Addukt gefunden, das
ebenfalls durch die Aktivierung durch CYP und SULT gebildet werden koénnte (Delclos et
al., 1986).

Azoverbindungen kdénnen sowohl reduktiv als auch oxidativ metabolisiert werden.
Bei der reduktiven Spaltung der Azobindung werden Arylamine freigesetzt, die durch
weiteren Metabolismus zu Kanzerogenen aktiviert werden kdnnen. Fir die kanzerogene
Wirkung von DAB ist allerdings eine intakte Azogruppe erforderlich. Seine Azoreduktion
durch Lebermikrosomen und Bakterien ist zwar in vitro nachweisbar (Elliott, 1984; Levine,
1985), die dabei entstehenden Arylamine, Anilin und N,N-Dimethyl-p-phenylendiamin, sind
aber in der Ratte weniger tumorigen als die Ausgangsverbindung (Levine, 1991; Case et
al., 1993). Fur die initialen Schritte der Aktivierung des DAB kommt daher nur der oxidative
Metabolismus in Frage. An diesem sind bei Azoverbindungen verschiedene Mitglieder der
CYP-Familie beteiligt. DAB kann schrittweise demethyliert (Miller et al., 1945; Levine,
1991) und N-hydroxyliert werden (Kadlubar et al., 1976a; Kimura et al., 1984) (Abb. 4).
Sowohl die N-methylierten als auch die N-hydroxylierten Derivate induzieren starker die
UDS in Primarkulturen von Ratten und Mausen als Aminoazobenzol selbst (Watanabe und
Hashimoto, 1981). Sowohl ein Sulfat (Delclos et al., 1986) als auch ein Acetat (Kadlubar et
al., 1976b; Degawa et al., 1978) des N-hydroxylierten DAB-Metaboliten konnten in vitro
Nitreniumionen als ultimale gentoxische Metabolite erzeugen und DNA-Addukte ausbilden
(Abb. 4).
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4, Zielstellung

Die aAA stellen eine Klasse in der Umwelt weit verbreiteter Substanzen
anthropogenen Ursprungs dar. Toxikologisch sind sie aufgrund ihrer cytotoxischen und
kanzerogenen Eigenschaften von erheblicher Bedeutung. Toxisches Potenzial entfalten die
aAA erst nach ihrer metabolischen Aktivierung, an der sowohl CYP als auch konjugierende
Enzyme beteiligt sind. Dabei kommen bei den einzelnen Vertretern der strukturell
heterogenen Substanzklasse unterschiedliche Enzymformen in Frage. Kleine
Strukturanderungen kdénnen starke Unterschiede im Wirkungsspektrum nach sich ziehen.
Die Wirkung einzelner aAA kann dadurch in Abhangigkeit von der Spezies, der
enzymatischen Ausstattung des Zielgewebes und moglicherweise vom untersuchten
gentoxischen Endpunkt unterschiedlich sein. Herkdmmliche toxikologische in vitro-
Testsysteme sprechen nicht auf aAA an oder sind nicht in der Lage, die Wirkung
differenziert genug nachzuweisen, um Ruckschlisse auf ihre Bedeutung fir den Menschen
zu ziehen.

Ziel dieser Arbeit war deswegen die Etablierung sensitiver rekombinanter
Saugerzelllinien fur die Untersuchung der Gentoxizitat von aAA. Insbesondere interessierte
der Einfluss humaner SULT auf die Mutagenitat der aAA. Zu Beginn der Arbeit existierten
Informationen Uber den Nachweis gentoxischer Wirkungen von aAA in gentechnisch
veranderten V79-Zellen lediglich fur die SULT1C1 der Ratte. Da unklar war, ob im
Menschen die gleichen Enzymformen fir die Aktivierung verantwortlich sind wie in der
Ratte, wurden neben hSULT1C1 auch andere SULT-Formen in V79-Zellen exprimiert. Das
Ziel war die Etablierung einer Serie von SULT-exprimierenden V79-Zellen, wobei
besonderer Wert auf die Expression der hSULT1A-Formen gelegt wurde, da fir diese
bereits Hinweise auf die Aktivierung aromatischer Amine vorlagen. Diese Formen sind
genetisch  polymorph. Die  moglichen toxikologischen  Auswirkungen  dieser
Polymorphismen wurden bisher kaum untersucht. Um dies im Saugerzellsystem zu
ermoglichen, sollten die cDNAs der haufigsten allelischen Varianten, SULT1A1*1 und
SULT1A1*2 sowie SULT1A2*1 und SULT1A2*2, in Expressionsvektoren kloniert und
heterolog in V79-Zellen exprimiert werden.

Als Testsysteme eignen sich nur stabile, homogene Indikatorzellen. Deswegen
sollten das Expressionsniveau der rekombinanten V79-Zellen, die Stabilitdt der Expression
und die Entwicklung der Expression in verschiedenen Phasen einer Kultur charakterisiert
werden.

Um ein breites Spektrum an Grundstrukturen der aAA abzudecken, wurden in
Mutagenitatsexperimenten ein monozyklisches aromatisches Amin, 2,4-TDA, ein
aromatisches Amin mit mehreren kondensierten aromatischen Ringen, 2-Aminoanthracen,

ein tertidres aromatisches Amin, 3'-M-DAB, und ein aromatisches Amid, 2-AAF, eingesetzt.
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Es ist ein CYP1A2-abhangig gebildeter, N-hydroxylierter Metabolit, der bei vielen
aAA das Substrat fiir nachfolgende Konjugationsreaktionen darstellt. Um das Problem der
geringen Stabilitdt und der schlechten Penetration der Zielzellmembran auch dieses
Metaboliten zu umgehen, und auch, weil seine Struktur oft nicht genau bekannt ist oder er
nicht kauflich zu erwerben ist, wurde die Konstruktion von Koexpressionszelllinien
angestrebt. Diese sollten sowohl zur oxidativen Metabolisierung als auch zur Sulfonierung
aromatischer Amine und somit zur internen Generierung ultimaler reaktiver Metabolite in
der Lage sein.

Fur die Validierung der V79-SULT-Indikatorzellen wurden auch Substanzen
eingesetzt, bei denen die Aktivierung durch SULT bereits eingehend untersucht oder fur
SULT anderer Spezies nachgewiesen worden war. Dazu gehdren die benzylischen
Alkohole 1-Hydroxymethylpyren (1-HMP) und 1-Hydroxyethylpyren (1-HEP). In dem
Zusammenhang sollte bei den benzylischen Alkoholen ebenfalls untersucht werden, ob
SULT-Polymorphismen einen Einfluss auf ihre Aktivierung haben. Da fir 1-HEP im
bakteriellen System, in dem es interessanterweise enantioselektiv aktiviert wurde, die
hSULT1E1 eine wichtige Rolle bei der Aktivierung spielte (Hagen et al., 1998), sollte seine
Mutagenitat auch in rekombinanten hSULT1E1-exprimierenden Saugerzellen untersucht
werden.

Bei einigen Verbindungen ist die Mutagenitatsprifung in Bakterien ungeeignet,
weil letztere diese Uber bakterienspezifische Stoffwechselwege toxifizieren oder
detoxifizieren. Dazu gehdrt das Nitroalkan 2-Nitropropan, fur das ein SULT-abhangiger
Aktivierungsweg postuliert wurde, der bisher nicht fur humane Enzyme nachweisbar war.
Am rekombinanten Saugerzellsystem sollten humane SULT-Formen, die an der
Aktivierung des Nitropropan beteiligt sind, sowie ein mdglicher Unterschied in der

Aktivierung durch verschiedene allelische Varianten ermittelt werden.
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B Material und Methoden

1. Material

1.1 Gerate

Blot-Apparatur: Multiphor Il (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

DNA-Sequenzierer: LKB A.L.F. (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

Dunkelkammer: Luminescent analyser LAS 1000 (FujiFilm, Tokio, Japan) mit der Software
Advanced image data analyser (AIDA) (Raytest, Straubenhardt)
Flachbettelektrophoresekammer: Agagel Mini (Biometra, Géttingen)

Koloniezahlstift: Colony Counter (BIO, Kobe, Japan)

Szintillationszahler: LS6500 (Beckmann, Fullerton, USA)

Thermocycler: TRIO-Thermoblock (Biometra, Géttingen)

Ultraschallsonde: Vibra Cell (Bioblock Scientific, Lyon)

UV-Detektion: Eagle Eye Il (Stratagene, Heidelberg)

Vertikales Elektrophoresesystem: Hoefer SE 600 Series (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg)

Zellgefriergerat: Cryobad FC60 (Consarctic, Schollkrippen)

Zellzahlgerat: Casy 1 TT (Scharfe, Reutlingen)

1.2 Einwegmaterial

Reaktionsgefalle und Pipettenspitzen wurden von der Firma Eppendorf, Hamburg,
bezogen und, wenn nétig, autoklaviert. Weiteres Einwegmaterial wurde bei den folgenden
Firmen erworben:

Blotmembran: Hybond ECL Nitrocellulosemembran (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg)

Elektrodenpapier: Filterpapier Novablot (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
Petrischalen: & 10 cm (Greiner, Frickenhausen)

Reaktionsgefalie: fur die Ultrazentrifuge (Beckman, Palo Alto, USA), chloroformbestandige
(Sarstedt, Nimbrecht)

Schraubdeckelgefalle flr die Kryokonservierung (Nalgene, Rochester, USA)
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steriles Einwegmaterial fir die Zell- und Bakterienkultur: Zellkulturschalen mit Nocken:
@ 5cm, @10 cm und & 15 cm (Nunc, Wiesbaden), Zellkulturflaschen mit Filterdeckel: T75
und T25 (Biochrom, Berlin)

Sterilfilter: PorengréfRe 0,2 um (Millipore, Eschborn)

1.3 Chemikalien, Medien und Fertiglosungen

Anorganische Sauren, Basen und Salze sowie organische Losungsmittel wurden
in p.a. Qualitat von Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Deisenhofen) oder Roth (Karlsruhe)
bezogen. Fur die Herstellung von Puffern fur die proteinbiochemischen Experimente wurde
destilliertes Wasser verwendet. Medien und Ldsungen fir die Zellkultur wurden in
bidestillietem Wasser hergestellt. Ldsungen fur die molekularbiologischen oder
zellbiologischen Arbeiten wurden vor der Verwendung autoklaviert oder durch Filtration
sterilisiert. Flr die Reinigung und Isolierung von DNA wurden folgende Systeme der Firma
Qiagen (Hilden) eingesetzt: QIAEX Il Gelextraktions-System, Qiagen Plasmid Purification
System, QlAquick PCR Purification Kit.

Weitere Chemikalien wurden von den folgenden Firmen bezogen:
2-Acetylaminofluoren (Sigma-Aldrich, Deisenhofen und A. Seidel, Mainz)
N-OH-2-Acetylaminofluoren (A. Seidel, Mainz)
2-Aminoanthracen (EGA-Chemie, Steinheim)

Acrylamidlésung: 30% (w/v) Acrylamid / 0,8% (w/v) Bisacrylamid (Gibco, Eggenstein)
Agarose | (Amresco, Solon, Ohio, USA)

Ampicillin Natriumsalz (Biomol, Hamburg)

2,4-Diaminotoluol (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Roth, Karlsruhe)

DNA-Langenstandard: DNA des Phagen A, Eco RI/ Hindlll (MBI Fermentas, Vilnius,
Lettland)

dNTPs: 100 mM Mix (Eurobio, Le Ulis, Frankreich)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) mit 4500 mg /| D-Glukose und L-Glutamin,
ohne Natriumpyruvat (Gibco BRL, Eggenstein)

ECL Western Blotting Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

fotales Kalberserum: 1070-703-c (Cell Concepts, Umkirch), seit Juni 2002 548 B
(Biochrom, Berlin)

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

(-)-S- und (+)-R-1-Hydroxyethylpyren (R. Landsiedel, Abteilung Erndhrungstoxikologie des
DIfE)

1-Hydroxymethylpyren (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Luria broth (LB)-Agar in Pulverform (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
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LB-Medium in Pulverform (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
3'-Methyl-4-dimethylaminoazobenzol (K&K Laboratories, Cleveland, Ohio, USA)
4-Nitrophenol (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

2-Nitropropan (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

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

17B-Ostradiol (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

PBS: Ca"" / Mg"*-freie phosphatgepufferte Salzlosung (Biochrom, Berlin)

Penicillin / Streptomycin: 5000 Einheiten / ml  Penicilin G (Na-Salz), 5000 pg/ ml
Streptomycin-Sulfat (Gibco BRL, Eggenstein)

3'-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (S. Singer, University of Dayton, USA, oder H.R.
Glatt, DIfE, Rehbrticke)

[*°S]-3'-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat: Chargen variieren von 0,4 bis 0,45 mM,
37-111 GBq / mmol (NEN-DuPont, Bad Homburg)

Puromycin (Gibco BRL, Eggenstein)

Rinderserumalbumin (BSA) Fraktion V (Biomol, Hamburg)

Szintillationsfllissigkeit: Rotiszint 2200 (Roth, Karlsruhe)

6-Thioguanin: 2-Amino-6-Mercaptopurin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Trypsin: 0,05% Trypsin in 0,53 mM EDTA x 4Na (Invitrogen, Karlsruhe)

Tween®20 (Roth, Karlsruhe)

14 Antiseren und Proteinstandards

Bakteriell Uberexprimierte, gereinigte hSULT1A1, die als Standard fir quantitative
Immunblotanalysen diente, wurde von W. Teubner (Abteilung Ernahrungstoxikologie des
DIfE, jetzt Universitat Potsdam) zur Verfigung gestellt (Teubner, 2001). Fir den gleichen
Zweck stellte C. Falany freundlicherweise ein gereinigtes Fusionsprotein der hSULT1E1
(mbp-hSULT1E1) zur Verfugung (Falany et al., 1995). Anti-Kaninchen-lgG-Peroxidase-
Konjugat aus Ziege und anti-Schaf-lgG-Peroxidase-Konjugat aus Esel wurden von der
Firma Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen. Weitere Antiseren wurden von den folgenden
Forschern freundlicherweise zur Verfigung gestellt:
hSULT1A1-Peptid-Antiserum aus Kaninchen (Sharp et al., 1993)
hSULT1E1-Antiserum aus Kaninchen (Falany et al., 1995)
rSULT1E1-Antiserum aus Kaninchen (Forbes-Bamforth und Coughtrie, 1994)
hCYP1A2-Antiserum aus Kaninchen (E. Muckel, Abteilung Erndhrungstoxikologie des
DIfE)
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1.5 Enzyme

Cloned Pfu DNA Polymerase (Stratagene, Heidelberg)
Faktor Xa Protease (Promega, Mannheim)

Pwo DNA Polymerase (InViTek, Berlin)
Restriktionsenzyme (MBI Fermentas, Vilnius, Lettland)
T4 DNA Ligase (Gibco BRL, Eggenstein)

1.6 Plasmide

pKK233-2 (Clontech, Palo Alto, USA)

Weitere Plasmide wurden freundlicherweise von folgenden Forschern zur Verfligung
gestellt:

pBSpacAp (de la Luna, 1988, A. Jiménez, Centro de Biologia Molecular, Universidad
Auténomia Cantoblanco, Madrid, Spanien)

pKK233-2-hSULT1A1*1 (Falany et al., 1994)

phSULT1A1*V (Jones et al., 1995)

pMPSV E / H und H/ E (Artelt et al., 1988)

pMPSV-rSULT1A1 (M. Hagen, Abteilung Erndhrungstoxikologie des DIfE)
pMPSV-hSULT1A2*1 (W. Meinl, Abteilung Ernahrungstoxikologie des DIfE)
pMPSV-hSULT1A2*2 (W. Meinl, Abteilung Ernahrungstoxikologie des DIfE)
pMPSV-hSULT1C1 (W. Meinl, Abteilung Ernahrungstoxikologie des DIfE)
pMPSV-rSULT1E1 (W. Meinl, Abteilung Erndhrungstoxikologie des DIfE)
pKK233-2-hSULT1E1 (Falany et al., 1995)

1.7 Oligonukleotide

Die Firmen InViTek, Berlin, und MWG Biotech, Ebersberg, wurden mit der
Oligonukleotidsynthese beauftragt. Die Sequenzen der Oligonukleotide sind im
Methodenteil bei der Beschreibung der Konstruktion der pMPSV-SULT Plasmide
aufgeflhrt.

1.8 Biologisches Material

Epicurian Coli® XL1-Blue: kompetente Zellen (Stratagene, Heidelberg)

V79-Mz: Sublinie (Glatt et al., 1987) der etablierten V79-Lungenfibroblastenzelllinie aus
einem mannlichen Chinesischen Hamster (Ford und Yerganian, 1958), zur Verfiigung
gestellt von C.F. Arlett (MRC Cell Mutation Unit, University of Sussex, England)
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V79p: Sublinie der V79-Mz-Zelllinie, die das Plasmid pBSpacAp tragt (Czich et al., 1994)
V79-hCYP1A2: Rekombinante V79-Mz-Zelllinie, welche die Plasmide pSV450h1A1 fir die
Expression von hCYP1A2 und LK444 (Gunning et al., 1987) fur die Expression einer
Phosphotransferase tragt, die Resistenz gegentber G418 verleint (Wolfel et al., 1992).

2. Methoden

21 Molekularbiologische Methoden
211 Isolierung, Reinigung und Quantifizierung von Nukleinsaduren

Plasmid-DNA wurde nach Standardmethoden mit den entsprechenden Systemen
der Firma Qiagen isoliert und gereinigt (Sambrook et al., 1989). Zur Praparation geringer
Mengen Plasmid-DNA zu Analysezwecken wurde eine Kolonie von einer Luria broth (LB)-
Agarplatte mit Selektionsmarker Uber Nacht bei 37°C und 200 upm in 3 ml LB-Medium mit
100 ug / ml Ampicillin angezlichtet. Fir die Transfektion in V79-Zellen wurden 100 pl einer
solchen Vorkultur oder 100 yl einer Kryokonserve (B 2.1.6) in 100 ml LB-Medium unter den
gleichen Bedingungen Uber Nacht angezichtet. Die Bakterien wurden bei 4100 x g und
4°C fir 10 min zentrifugiert und der Uberstand dekantiert.

Die weitere Vorgehensweise folgte dem Protokoll der Firma Qiagen. Fur die
Transfektion in V79-Zellen und fur die Sequenzierung wurde die DNA Uber Qiagen-
Anionenaustauschersaulen gereinigt. Fir die Sequenzierung oder die Ligation von PCR-
Produkten wurden diese Uber Agarosegele gereinigt. Dazu wurden die entsprechenden
Banden aus den Agarosegelen ausgeschnitten und eingeschmolzen. Die DNA wurde nach
dem QIEX-II-Agarose-Gel-Extraktions-Protokol durch die Bindung an Silikatgelpartikel
extrahiert. Die DNA wurde bei -20°C in Tris/ EDTA (TE)-Puffer (1 mM EDTA, 10 mM
Tris / HCI pH 8,0) aufbewahrt. Die Ausbeute wurde photometrisch im Gene Quant Il

bestimmt.

21.2 Elektrophorese von Nukleinsauren

TAE-Puffer: 40 mM Tris / HCI, 20 mM NaCH;COO, 1 mM EDTA pH 7,5

Agarosegele: 1% Agarose in TAE-Puffer (w/v) mit 0,004% (v/v)
Ethidiumbromidlésung

Probenpuffer: 50% Glycerin in 10 mM Tris / HCI, Spatelspitze

Bromphenolblau / 10 ml Probenpuffer
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Reinheit und GréRe von PCR-Produkten und Proben aus Restriktionsanalysen
wurden mittels Flachbettgelelektrophorese Uberprift (Sambrook, 1989). Zur Auftrennung
der 0,5 bis 1,5 kb langen DNA Fragmente wurden 1% (w/v) Agarosegele verwendet. Die
Proben wurden 5:1 (v/v) mit Probenpuffer versetzt und bei 70 mA in TAE-Puffer
aufgetrennt. Das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid konnte im UV-Licht (312 nm)
sichtbar gemacht werden. Auswertung und Dokumentation erfolgten mit Hilfe des Eagle

Eye Systems.

21.3 Polymerasekettenreaktion

Mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden SULT-cDNAs aus zwei
Quellen amplifiziert. Die Amplifikation aus genomischer DNA der V79-SULT-Zellen diente
der Uberpriifung der Sequenz, die aus dem bakteriellen Plasmid pKK233-2-SULT diente
der Gewinnung ausreichender cDNA-Mengen zur Klonierung in den eukaryotischen
Expressionsvektor pMPSV. Hierbei wurden an den Enden der PCR-Produkte durch die
Wanhl der  Oligonukleotide Restriktionsstellen zur Klonierung eingefugt.
Oligonukleotidsequenzen und Einzelheiten der PCR-Bedingungen sind unter B 2.1.8 bis
2.1.11 dargestellt.

PCR-Ansatz: 100 ng DNA, 10 pmol je Oligonukleotid, 25 nmol dNTPs, 1,5 mM
MgCl,, 1 U Polymerase, Gesamtvolumen 50 pl

PCR-Bedingungen: 5 min 94°C, {1 min 94°C, 1 min Hybridisierungstemperatur®, 2 min
72°C} 30 oder 35 Zyklen, 72°C, 2 min

®Die optimalen Hybridisierungstemperaturen sind unter B 2.1.8 bis B 2.1.11 beschrieben.

2.1.4 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme wurden zur Herstellungen ligierbarer Enden an PCR-
Produkten und in Plasmiden und zur Analyse von Vektorkonstrukten eingesetzt. Die
Enzyme wurden in den vom Hersteller empfohlenen Reaktionspuffern und Konzentrationen

eingesetzt und fur 2 h mit der zu verdauenden DNA bei 37°C inkubiert.

21.5 Ligation

Fir Ligationen wurden die einzufigende cDNA und das Plasmid in einem molaren
Verhaltnis von 3:1 gemischt und fur eine Stunde mit Ligase in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffer bei Raumtemperatur inkubiert. Inkubationsansatze von 20 ul enthielten
0,5 U Ligase.



B Material und Methoden 31

2.1.6 Transformation von E. coli

100 ul kompetente E. coli wurden mit 1 ul auf 10 ng / pl verdinnter Plasmid-DNA
oder 30 ul eines 1:5 (v/v) verdlinnten Ligationsansatzes vorsichtig gemischt, fir 10 min auf
Eis gestellt und anschlieRend in ein auf 42°C vorgeheiztes Wasserbad Uberflhrt. Nach
45 s wurden sie mit je 1 ml ampicillinfreiem LB-Medium versetzt und fir 30 min bei
200 upm und 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden 100 pl der Ansatze und 100 ul aus
einer 1:10 (v/v) Verdinnung der Ansatze auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert und
uber Nacht bei 37°C inkubiert. Von erfolgreich transfizierten Klonen wurden Kryokonserven
angelegt. Dazu wurde eine Bakteriensuspension mit 10% (v/v) DMSO versetzt, in

flissigem N, eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.1.7 Uberpriifung der SULT-Sequenz in V79-Zellen

Fir die Préparation genomischer DNA aus V79-Zellen wurden 5 x 10° Zellen
trypsiniert (B 2.2.2), in PBS gewaschen und anschlief3end in 200 yl PBS aufgenommen.
Danach wurden die Proben mit 20 ul Qiagen Protease K fiir 10 min bei 56°C inkubiert. Das
Lysat wurde mit 200 pl absolutem Ethanol versetzt, grindlich gemischt und auf eine
QIAamp-Saule aus dem QIAamp DNA Blood Mini Kit geladen. AnschlieRend wurde die
Saule entsprechend dem Protokoll der Firma Qiagen zweimal gewaschen und die DNA
wurde in 200 yl HyOgeqt eluiert. Die SULT-cDNA wurde mit einer Annealingtemperatur von
55°C und 35 Zyklen mittels PCR amplifiziert. Dabei konnten die gleichen Oligonukleotide
verwendet werden wie fur die Sequenzierung der pMPSV-hSULT-Konstrukte (B 2.1.8). Die

PCR-Produkte wurden sequenziert wie unter B 2.1.8 beschrieben.

2.1.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzen der SULT cDNAs wurden sowohl nach der Klonierung in den
Expressionsvektor pMPSV als auch nach der Transfektion in V79-Zellen an PCR-
Produkten aus genomischer DNA Uberpruft. Bis Mai 1998 wurden die Sequenzierungen im
eigenen Labor nach der Didesoxykettenabbruchmethode nach Sanger (1977) mit dem
Sequenziergerat A.L.F durchgefihrt. Danach wurde die Firma InViTek mit den
Sequenzierungen beauftragt. Fur die Sequenzierung im eigenen Labor wurden
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide eingesetzt. Fir die Auftragssequenzierungen
konnten unmodifizierte  Oligonukleotide = verwendet werden, da die Firma
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide einsetzt.

Primersequenz vorwarts: 5'-GTT AAC TGG TAA GTT TAG TC-3'
Primersequenz rickwarts: 5-GTG GTT TGT CCA AAC TCA TC-3'
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2.1.9 Konstruktion von pMPSV-hSULT1E1

Fir die Insertion der hSULT1E1 zwischen die Restriktionsschnittstellen Sall und
Hin dlll des Vektors pMPSV (E/H) wurde die cDNA aus dem Plasmid pKK233-2-
hSULT1E1 mittels PCR (B 2.1.3) amplifiziert. Durch die Wahl der Oligonukleotide wurde
die Erkennungssequenz flr Sal | vor dem Startkodon und flir Hin dlll eingeflhrt. Fir die

PCR war eine Hybridisierungstemperatur von 55°C optimal.

Primersequenz vorwarts: 5-GGA AGT CGA CAATGA ATT CTG AAC TTG AC-3'
Primersequenz rickwarts: 5'-GTA AAG AAA AAG CTT CTT AGA TCT CAG-3'

Das gereinigte PCR-Produkt wurde in den mit Sall und Hindlll restringierten
Vektor pMPSV (H/E) ligiert (B 1.6). AnschlieRend wurden kompetente Epicurian® Coli
XL1-blue mit dem Ligationsansatz transformiert (B 2.1.6). Aus den transformierten
Bakterien isolierte Plasmide wurden mithilfe des Restriktionsenzyms Eco RI, flr das zwei
Schnittstellen innerhalb der cDNA der hSULT1E1 und eine Schnittstelle im Vektor
vorhanden waren, auf die Insertion der hSULT1E1 hin Uberprift und anschlieRend

sequenziert (B 2.1.8).

2.1.10 Konstruktion von pMPSV-hSULT1A1*1

Die cDNA fir die Konstruktion des pMPSV-hSULT1A1*1-Plasmides wurde
ebenfalls mittels PCR aus dem Plasmid pKK233-2-hSULT1A1*1 gewonnen. Dabei wurden
Restriktionsschnittstellen fir Eco Rl und Hin dlll eingeflgt, die fur die Klonierung in den
Vektor pMPSV (E / H) genutzt wurden.

Primersequenz vorwarts: 5'-CCC CGA ATT CAG GAA CAT GGA GCA GCT GAT-3
Primersequenz rickwarts: 5'-CCG GGG ATAAGC TTC CTC TCA CAG-3'

Die korrekte Insertion wurde durch Restriktionsanalysen mit den Enzymen Eco R,
Hin dlll und Bam HI, flr das es zwei Schnittstellen innerhalb der hSULT1A1*1-cDNA gibt,
durchgeflhrt. AnschlieBend wurden mdgliche PCR-bedingte Mutationen durch
Sequenzierung des pMPSV-hSULT1A1*1-Konstruktes ausgeschlossen.

2.1.11 Konstruktion von pMPSV-hSULT1A1*V

Fur die Konstruktion des Plasmides pMPSV-hSULT1A1*V stand ein Konstrukt zur
Verfligung, bei dem die hSULT1A1*V-cDNA bereits in Schnittstellen fir Hin dlll und Eco RI
eingefugt war (Jones et al., 1995). Aus einer gereinigten Plasmidpraparation dieses
Ausgangskonstruktes  wurde  die hSULT1A1*V-cDNA  mit  den besagten
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Restriktionsenzymen herausgeschnitten. Der Restriktionsansatz wurde in einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (B 2.1.2). AnschlieRend wurde die hSULT1A1-
cDNA aus dem Gel isoliert, gereinigt (B 2.1.1) und in den Vektor pMPSV ligiert (B 2.1.5).
Das Konstrukt wurde nach dem gleichen Verfahren wie unter B 2.1.10 beschrieben auf die

korrekte Insertion und Sequenz hin Uberprift.

2.2 Zellbiologische Methoden
2.21 Kulturbedingungen

Komplettmedium: Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) mit 4500 mg
D-Glukose und L-Glutamin ohne Natriumpyruvat, 5% FKS,
100 U / ml Penicillin, 100 pg / ml Streptomycin

Alle V79-Zelllinien wurden in Komplettmedium bei 37°C, 8% CO, und 85%
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Zellkulturschalen und Flaschen wurden mit
folgenden Mengen Komplettmedium bestiickt: 25 cm?-Flasche mit 5 ml, 75 cm?-Flasche mit
20 ml, 21 cm®-Schale mit 5 ml, 58 cm?-Schale mit 10 ml, 145¢cm?-Schale mit 30 ml.

2.2.2 Subkultivierung

Trypsinlésung: 0,05% Trypsin, 0,5 M EDTA in Ca*" / Mg"*-freiem PBS-Puffer
PBS: Ca"™ / Mg*'-freie Dulbecco's Phosphat-gepufferte Salzl6sung,
140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 54 mM KH,PO,, pH 7,4

Vor dem Erreichen eines vollstandig geschlossenen Zellrasens wurden die Zellen
verdinnt. Hierfir mussten sie zunachst mittels Trypsin vom Boden der Zellkulturflaschen
abgeldst werden. Dazu wurde das Medium entfernt und mit dem gleichen Volumen PBS
restliches Medium abgewaschen. AnschlieBend wurden je nach der GroéRe der
Kulturgefalle 1 bis 3 ml Trypsinldsung auf dem Zellrasen verteilt und danach soviel von der
Lésung entfernt, bis der Boden des Gefaldes nur eben noch bedeckt war. Die Zellen
wurden 5 min in den Brutschrank gestellt und danach durch einen Schlag vom GefalRboden
abgeldst. Um die proteolytische Aktivitat zu beenden, wurden die Zellen in PBS mit 5%
FKS oder in Komplettmedium resuspendiert. Das Resuspensionsvolumen betrug
mindestens die Halfte des Kulturvolumens. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine 1:100
(v/v) Verdinnung der Zellsuspension im Zellzahlgerat gemessen.

Einstellungen: 60 um Kapillare, Zahlvolumen 3 x 200 pl, Auswertungsbereich
& 4-30 ym
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Die gewlinschte Zellzahl wurde in einem neuen Zellkulturgefall mit frischem
Komplettmedium weiterkultiviert. Stammkulturen wurden zweimal wéchentlich (nach 80 bis
90 h) auf 1,5 x 10° Zellen / T25 Flasche verdinnt.

2.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Kryolésung: FKS, 10% DMSO, sterilfiltriert

Zur Kryokonservierung wurde eine subkonfluente Kultur trypsiniert (B 2.2.2) und
nach der Bestimmung der Zellzahl fir 5 min bei 188 xg und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in einer Dichte von 5,5 x 10° bis 10° Zellen / ml
in Kryoldsung resuspendiert. Aliquote von 1 ml wurden im Zellgefriergerat (C) eingefroren
und in flissigem Stickstoff gelagert (Programmierung des Zellgefriergerates: 20°C
Starttemperatur, Abkihlung um 2°C/min bis 0°C, Halten der Temperatur fir 10 min,
Abkihlung um 2°C/min bis -8 C, Abkihlung um 6°C/min bis -33°C, Halten der
Temperatur fir 2 min, Abkidhlung um 2,5°C bis -28°C, Halten der Temperatur fir 2 min,
Abklhlung um 2°C bis -86°C, freigehende Abklhlung bis -196°C.). Chargen mit geringen
Stuckzahlen wurden in einer Styroporbox langsam auf -80°C abgekihilt.

Um eine Zelllinie neu in Kultur zu nehmen, wurde eine Kryokonserve bei 37°C
getaut. Die Zellen wurden in 10 ml Komplettmedium Gberfihrt und 5 min bei 188 x g und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden mit einer Pipette in
5 ml Komplettmedium vereinzelt und in eine Kulturflasche T25 gefullt. Nach 4 h

Kultivierung erfolgte ein Medienwechsel zur Entfernung nicht angewachsener Zellen.

2.2.4 Transfektion der SULT in V79-Zellen

Transfektionspuffer: 137 mM NaCl, 5mM KCI, 0,7 mM Na,HPO,, 0,1% Glukose,
130 mM HEPES pH 7,0 bis 7,1 (eingestellt mit NaOH)
CaCl,-Losung: 2,5 mM CaCl,

Selektionsmedium: Komplettmedium, 5 pg / ml Puromycin

Am Vortag der Transfektion wurden 7,5x 10° Zellen der Ausgangszelllinie
(V79-Mz oder V79-hCYP1A2) in mdglichst niedriger Passage in 9 cm? Zellkulturschalen
subkultiviert und 24 h inkubiert. Zusammen mit den pMPSV-SULT Plasmiden wurde nach
der Methode von Doehmer et. al (1988) das Plasmid pBSpacAp kotransfiziert, welches das
fur die Selektion notwendige Gen fir eine Puromycin-NAT tragt. Der Quotient A260 / A280

der zu transfizierenden DNA-Praparation lag mindestens bei 1,7. Weniger reine DNA
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wurde durch Fallung mit 2,5 Volumen Ethanol und 0,1 Volumen 3 M NaCH;COO gereinigt.
Fir einen Transfektionsansatz wurden 1 ug pBSpacAp und 20 ug pMPSV-SULT mit 1 ml
Transfektionspuffer und 54 ul CaCl,-Lésung versetzt. Dieser Ansatz wurde vorsichtig
gemischt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei bildeten sich feine kristallartige
Prazipitate, die mit einer Pipette auf den Zellrasen aufgetropft wurden. Die Zellen wurden
anschlielend weiterkultiviert, wobei nach 4 h ein Medienwechsel erfolgte. Nach 24 h
wurden die Transfektanten in 15 Zellkulturschalen (145 cm?) subkultiviert. Nach weiteren
24 h wurde das Medium gegen Selektionsmedium ausgetauscht. Innerhalb von 10 bis 14
Tagen wuchsen puromycinresistente Zellen zu Kolonien heran, die im Folgenden als Klone
bezeichnet werden. Mindestens 30 Klone wurden mit Klonierungsringen umschlossen,
trypsiniert und in 6-Lochplatten mit 2 ml Komplettmedium pro Loch weiterkultiviert. Sobald
sich ein Zellrasen ausgebildet hatte, wurde von jedem Klon mindestens eine Kryokonserve
angelegt und aus den restlichen Zellen eine Kultur zur Charakterisierung der SULT-

Expression angelegt.

2.2.5 Uberpriifung der Stabilitit der SULT-Expression

Zur Uberprifung der Stabilitat der SULT-Expression wurden die Zellen Uber
mindestens 20 Passagen kultiviert (B.2.2.2). Parallel zu jeder zweiten
Stammhaltungspassage wurden zwei Kulturen fir die Praparation subzellularer Fraktionen
angelegt und aufgearbeitet (B 2.3.1). Die Proteinkonzentration und die SULT-Aktivitat
wurden nach den Vorschriften B 2.3.2 und B 2.3.4 bestimmt. Die Stabilitdt der CYP-

Expression wurde im Immunblot (B 2.3.6) nachgewiesen.

2.2.6 Untersuchung der Abhangigkeit der SULT-Expression von der

Kulturdauer

Von Zellen aus einer Vorkultur, die entsprechend den Vorkulturen aus dem HPRT-
Test (B 4.1) angelegt und inkubiert worden waren, wurden am Tag 1 der Versuchsreihe
entsprechend der Vorschrift zur Herstellung subzellulérer Fraktionen (B 2.3.1) 10 Kulturen
angelegt. Nach 24, 48, 72, 96 und 120 h wurden je zwei Kulturen geerntet und
aufgearbeitet (B 2.3.1). Proteinkonzentration und SULT-Aktivitdt wurden nach den
Vorschriften B 2.3.2 und B 2.3.4 bestimmt, die CYP-Expression wurde im Immunblot
(B 2.3.6) charakterisiert.
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2.2.7 Wachstumskurven

Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens der V79-SULT-Zellen wurden
Kulturen wie unter B 2.2.6 beschrieben angelegt. Nach 24, 48, 72, 96 und 120 h wurden
die Zellen von einer Kultur geerntet und gezahlt. Aus der Steigung m der
Wachstumskurven, in denen die Zellzahlen in natirlichen Logarithmen dargestellt wurden,

wurde die Verdoppelungszeit t, mit der folgenden Formel bestimmt:

(1) t=Ih2/m

23 Proteinbiochemische Methoden
2.3.1 Herstellung subzellularer Fraktionen aus V79-Zellen

KCP-Puffer: 150 mM KCI, 10 mM Na,HPO,/ NaH,PO,4, pH 7,4 (wenn nicht

anders spezifiziert)

SULT- und CYP-Expression wurden, solange es die Versuchsfrage nicht anders
verlangte, in 44 h Kulturen von 1,5 x 10° Zellen in 145 cm? Schalen charakterisiert. Die
Zellen wurden wie fur die Subkultivierung trypsiniert, gezahlt und bei 319 x g und 4°C / min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 10 ml PBS/ Schale
resuspendiert. Nach erneutem Zentrifugieren und Dekantieren des Uberstandes wurden
die Zellen in 100 yl KCP-Puffer / Schale aufgenommen. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension 3 x 10 s mit Unterbrechungen von je mindestens 30 s auf Eis sonifiziert und
danach 60 min bei 100000 x g und 4°C zentrifugiert. Hierbei wurde eine l6sliche Fraktion
erhalten, die cytosolische Proteine enthielt und im Folgenden Cytosol genannt wird. Die
unldsliche Fraktion wurde in 100 pyl KCP-Puffer / Schale resuspendiert und zur Analyse von
hCYP1A2 im Immunblot verwendet. Die subzellularen Fraktionen wurden aliquotiert, in

flussigem N, eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.3.2 Proteinbestimmung

Kupfersulfatlésung: 98 ml 0,1M NaOH mit 2% (w/v) Na,COj; 1ml 2% (w/v)
CuSOy4 x 5H,0, 1 ml 2% (w/v) K/ Na-Tartrat

Folin-Lésung: Folin-Ciocalteus Phenolreagenz 1:2 (v/v) mit H,O verdinnt

Proteinkonzentrationen in subzellularen Fraktionen wurden photometrisch nach

Lowry et al. (1951) oder nach dem Protokoll der Firma Pierce mit Bicinchonsaure (BCA)



B Material und Methoden 37

durchgefihrt (Smith et al., 1985). Die Proben wurden je nach der zu erwartenden
Proteinkonzentration 1:100, 1:200 oder 1:500 (v/v) verdinnt. Je 500 ul Probe wurden mit
2,5 ml Kupfersulfatldsung versetzt und sofort gevortext. Nach 10 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurden 0,25 ml Folin-Lésung zugegeben. Nach weiteren 30 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 660 nm bestimmt. Die
Proteinkonzentration wurde anhand einer Kalibrierreine mit BSA in Konzentrationen von

0,02 bis 0,2 mg BSA / ml ermittelt, die bei jeder Proteinbestimmung mitgeflhrt wurde.

2.3.3 Spaltung des Fusionsproteins mbp-hSULT1E1

Faktor Xa-Puffer (10x): 1 M NaCl, 200 mM Tris / HCI, pH 8

FUr quantitative Immunblotanalysen wurde das Fusionsprotein mit Protease Faktor
Xa gespalten. Die Proteinbestimmung der Ausgangslosung des Fusionsproteins ergab
3,13 mg / ml. Bei einem Molekulargewicht von 35,123 kDa fir hSULT1E1 (Falany et al.,
1995) und 41,6 kDa fir das maltosebindende Protein (Firma NEB) entspricht 1 ug des
Fusionsproteins 0,458 pg reiner hSULT1E1. Es wurden 25 pg des Fusionsproteins mit
10 I Faktor Xa-Puffer (10fach) und unterschiedlichen Mengen der Faktor Xa
Proteaseldsung [2,5 pl (2%), 6 ul (4,8%), 12 ul (9,6%), 0 ul (0%)] in einem Reaktionsansatz
von 100 pl Gesamtvolumen 3 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe
von 40 yl Aceton gestoppt. Anschlielend wurde der Reaktionsansatz im Vakuum
getrocknet, und das Spaltprodukt wurde in 20 ul Probenpuffer fir die

Polyacrylamidgelelektrophorese (B 2.3.5) aufgenommen.

2.3.4 Messung der SULT-Aktivitat

2.3.4.1 Radioaktiv markiertes Kosubstrat

Kofaktorlésung: 4 uM PAPS, 1 uM PAP*S
Stopplésung 1: 0,1 M Ba(CH;COO),
Stopplésung 2: 0,1 M Ba(OH),
Stopplésung 3: 0,1 M ZnS0O,

Die SULT-AKktivitat im Cytosol der V79-Zellen wurde bei den Substraten, die nicht
radiomarkiert erhaltlich waren, mit 3**S-markiertem PAPS bestimmt (Foldes und Meek,
1973). Die Methode beruht auf der Trennung der durch die enzymatische Sulfonierung

radioaktiv markierten Produkte von nicht verbrauchtem Kofaktor und anorganischem
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¥380,%, indem letztere als schwerlésliche Bariumsalze prézipitiert werden. Hierfiir wurden
folgende Ldésungen angesetzt:

Fir eine Inkubation wurden 0,1 bis 50 ug cytosolisches Protein in KCP-Puffer
(B 2.3.1) mit 20 pl der Kofaktorldsung (50 pmol PAP*S / PAPS)

gemischt und nach dem Starten der Reaktion durch Substratzugabe flr 20 min
bei 37°C im Wasserbad inkubiert (Gesamtvolumen: 150 ul). Zur Bestimmung des
Leerwerts wurde statt Substrat das gleiche Volumen H,O4st zu einem Ansatz zugegeben.
Die Reaktion wurde durch Fallung mit je 200 yl Ba(CH;COO),-, Ba(OH),-, und ZnSO,-
Lésung in dieser Reihenfolge gestoppt und die Bariumsalze durch Zentrifugation bei
15800 x g fur 3 min abgetrennt. Die in jedem Ansatz eingesetzte Gesamtaktivitat wurde in
einer Probe gemessen, bei der anstelle der Fallungslésungen H,Oqest zugesetzt wurde
(100%-Wert). Ein Aliquot (200 ul) des Uberstandes oder des 100%-Wertes wurden in
400 pl Szintillationsflussigkeit im Szintillationsmessgerat gemessen. Die Produktbildung
[pmol / mg / min] wurde nach der Formel (2) aus den Zahlwerten pro Minute (cpm)

berechnet:

m —cpm mol
(CPM5 obe ~ PMBlindwert ) X PMO!paps

(2) Produktbildung [pmol / mg / min] = .
Cpm100% — Wert X mlnInkubationszeit xmg Protein

2.3.4.2 Radioaktiv markierte Substrate

Reaktionspuffer: 100 mM Tris / HCI, pH 7,5

MgCl,-L6sung: 175 mM MgCl,

PAPS-Losung: 250 uM PAPS

Stopplésung: 0,25 M Tris / HCI pH 8,7

B-Ostradiol-Lésung: 5000 uM in DMSO, Verdinnung im Reaktionsansatz auf
0,6% DMSO

[’H]B-Ostradiol 25 uM in Ethanol, 1480 GBq / mmol

Fir die Messung des Umsatzes von B-Ostradiol wurde *H-markiertes Substrat
eingesetzt (Falany et al, 1995). Bei dieser Methode wird die Erhéhung der
Wasserloslichkeit durch Sulfonierung ausgenutzt. Beim Ausschiitteln mit Chloroform bleibt
das Produkt in der wassrigen Phase, wahrend das Edukt mit der organischen Phase aus
dem Reaktionsansatz entfernt wird. Es wurden 0,1 bis 2 ug cytosolisches Protein in einem
Puffervolumen von 75 pl mit 1,5 pmol B-C")stradiol/[3H]B-C")stradiol (0,1 uCi) und 5 nmol
PAPS fir 15 min bei 37°C inkubiert. Das Gesamtvolumen betrug 250 ul. Der Reaktionsstart
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erfolgte durch die Zugabe von PAPS. In den Leerwert wurde statt PAPS-L6sung HyOgest
pipettiert. Zur Beendigung der Reaktion wurden 250 pl Tris / HCI-Puffer und 3 ml
Chloroform zugegeben. Die Phasen wurden 2 min kraftig ausgeschittelt und anschlielRend
durch Zentrifugation bei 1500 x g fur 3 min getrennt. Ein Aliquot (200 ul) der wassrigen
oberen Phase wurde in 4 ml Szintillationsldsung im Szintillationszahler gemessen. Die
eingesetzte Gesamtradioaktivitat wurde in einer Probe ohne Protein und Chloroform
bestimmt (100%-Wert). Die Berechnung des Umsatzes erfolgte wie oben beschrieben,

wobei die Substratmenge anstelle der Kofaktormenge in die Rechnung einging.

2.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris / HCI, 0,4% SDS, pH 8,8
Sammelgelpuffer: 50 mM Tris / HCI, 0,4% SDS, pH 6,8
Solubilisierungspuffer: 62,5 mM Tris / HCI pH 6,8, 2% SDS (w/v), 20% Glycerin (v/v), 5%
(v/v) Mercaptoethanol, 0,1% (w/v) Bromphenolblau

Laufpuffer: 25 mM Tris / HCI, 120 mM Glycin, 0,1% SDS
Ammoniumpersulfat: 20 mg / ml

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine der subzelluldren Fraktionen von
V79-Zellen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen (Laemmli, 1970). Es wurden
Trenngele mit 11% und Sammelgele mit 3% Acrylamidldésung in einer Losung mit 25%
Trenngel- bzw. Sammelgelpuffer verwendet. Beide Gele wurden mit 20 ul N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin und 0,3 mg / ml Ammoniumpersulfat in einer Flache von 20 cm?
und 1,5 mm Dicke polymerisiert. Die Proben wurden zur Denaturierung der Proteine mit
Solubilisierungspuffer 5 min gekocht.

Die Elektrophorese wurde bei 25 mA gestartet. Sobald die Proben vollstéandig in
das Sammelgel eingelaufen waren, wurde die Stromstarke auf 70 mA erhdht. Die
Trennung wurde nach etwa 3 h, wenn die Lauffront 0,5 bis 1 cm vom unteren Gelrand

entfernt war, beendet.

2.3.6 Western-Blot und Immundetektion

Kathodenpuffer: 40 mM e-Aminocapronsaure, 0,01% SDS, 20% Methanol
Anodenpuffer I: 0,3 M Tris / HCI, pH 10,5, 20% Methanol

Anodenpuffer Il: 25 mM Tris / HCI, pH 8,5, 20% Methanol

TBST (10x): 200 mM Tris / HCI, pH 9,0, 140 mM NaCl, 0,1% (w/v) Tween®20
TBS (10x): 200 mM Tris / HCI, pH 7,5, 140 mM NaCl

Blockierungslosung: 2% BSA in 1XTBST (fur das hCYP1A2-Antiserum 1% BSA und 1%
Milchpulver in 1xTBS)
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Antiseren: Verdunnung in 1IXTBST mit 1% BSA (hCYP1A2-Antiserum in 1%
Milchpulver in 1xTBS)

rSULT1E1-Antiserum 1:2500 (v/v)

hSULT1E1-Antiserum 1:2000 (v/v)

hSULT1A1-Peptid-Antiserum 1:2000 (v/v)

hCYP1A2-Antiserum 1:2000 (v/v)

anti-Kaninchen-lgG-Peroxidasekonjugat (1:2000) (v/v)

anti-Schaf-lgG-Peroxidasekonjugat (1:2000) (v/v)

Zur weiteren Analyse wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mit
dem halbtrockenen Elektroblot-System (Kyhse-Andersen, 1984) auf
Nitrocellulosemembran Uberfihrt. Der Elektrotransfer erfolgte bei 0,8 mA / cm? (ber 2 h.
Die Membran wurde zunachst 30 min in Blockierungslosung geschwenkt, um alle
Proteinbindungsplatze auf der Membran abzusattigen und so unspezifische Bindungen der
Antikoérper zu verhindern. Fur die immunlogische Detektion wurde die Membran 1 h mit
dem ersten Antiserum (anti-SULT oder anti-CYP) inkubiert. Ungebundener Antikorper
wurde durch Waschen in 1 xTBST (5x6 min) entfernt. Um die Proteinbanden sichtbar
machen zu kdénnen, wurde die Membran danach 1 h mit dem zweiten Antikdrper (anti-
Kaninchen- oder anti-Schaf-lgG-Peroxidase-Konjugat) inkubiert. Nach nochmaligem
Waschen flir 5x6 min in 1 x TBST wurde die Membran leicht getrocknet und dem ECL-
Protokoll der Firma Amersham folgend 1 min in ECL-Detektionslésung geschwenkt. Die an
den zweiten Antikdrper gekoppelte Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol.
Dieses wird dabei in einen chemolumineszierenden Zustand versetzt, der durch
Schwarzung von Filmen nachweisbar ist. Die Expositionszeiten betrugen zwischen 15 s
und 5 min. Die Filme wurden bis Mai 1999 von Hand entwickelt. Ab September 2000 wurde
die Chemoluminiszenz mithilfe des Luminiszenz Analyse Gerates (FujiFilm) sichtbar

gemacht und computergestitzt ausgewertet.

24 Toxikologische Testmethode
241 Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase-Genmutationstest

HAT-Medium: 0,4 uM Aminopterin, 0,1 mM Hypoxanthin, 0,016 mM Thymidin, 0,1 mM
Glycin in Komplettmedium

6-Thioguanin-Medium: 42 uM 6-Thioguanin in Komplettmedium

Der  Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase-Genmutationstest  (HPRT-Test)
wurde entsprechend den fur V79-Zellen entwickelten Richtlinien (OECD, 1997)



B Material und Methoden 41

durchgeflhrt (Glatt, 1993b; Glatt et al., 1998a). Genmutationen am hprt-Locus werden bei
diesem Test durch vererbbare Funktionsanderungen der HPRT nachgewiesen. Zellen mit
intakter HPRT verstoffwechseln das Selektionsagenz 6-Thioguanin zu einem cytotoxischen
Metaboliten und sterben ab. HPRT-defiziente Zellen bleiben hingegen unter dem Einfluss
von 6-Thioguanin teilungsfahig. Die Nukleotidsynthese erfolgt in diesen Zellen nicht Gber
das Recycling von Basen, sondern Uber den alternativen Weg der de novo Synthese.

Vor Versuchsbeginn wurden die Zellen wahrend zwei Stammkulturpassagen
(B 2.2.2) in HAT-Medium kultiviert, um spontane hprt -Mutanten zu eliminieren. Drei Tage
vor Versuchsbeginn wurden Vorkulturen von 10° Zellen in T75 Flaschen angelegt, um
ausreichende Zellzahlen fir den Mutagenitatstest zu erhalten. An Tag 1 des Versuchs
wurden die Zellen auf 1,5 x 10° Zellen / 145 c¢cm? Schale verdiinnt. Dabei wurden zwei
Kulturen fir jede Konzentration einer Substanz (in der Regel pro Test zwei Substanzen in
funf Konzentrationen), drei Kulturen fur die Lésungsmittelkontrollen und zwei Kulturen fir
die Positivkontrollen angelegt. Nach 18-stundiger Inkubation wurden die Testsubstanzen
zugegeben. Als Positivkontrolle wurde anti-Chrysen-1,2-dihydrodiol-3,4-oxid, das ohne
metabolische Aktivierung mutagen wirkt, in einer Konzentration von 5 pM eingesetzt. Alle
Testsubstanzen wurden in DMSO geldst. Als Positivkontrolle fir CYP1A2-Aktivitat wurde
Benzo[a]pyren-trans-7,8-dihydrodiol in einer Konzentration von 3 uM in Aceton eingesetzt.
Der Volumenanteil des Lésungsmittels im Medium betrug 0,2%. Die Zellen wurden mit der
Testsubstanz flr 24 h kultiviert. Anschlielliend wurde die Testsubstanz entfernt. Zu jeder
Kultur wurde nach zweimaligem Waschen mit 10 ml PBS 10 ml frisches Komplettmedium
zugegeben. Vor der nachsten Subkultivierung wurden die Zellen 48 h weiterkultiviert, in
denen sich mogliche Mutationen manifestieren konnten. AnschlieRend wurden die Zellen
von den Kulturschalen abgeldst und die Zellzahlen bestimmt. Die Zellzahlen bei dieser
ersten Subkultivierung dienten der Erfassung der Cytotoxizitat der Testsubstanz. Fir jede
Kultur wurde eine neue Kultur mit 3 x 10° Zellen / 145 cm? Schale angelegt. Da fiir die
Toxifizierung des 6-Thioguanin sehr geringe Mengen an HPRT ausreichen, wurden die
Zellen anschlieRend fir 72 h weiterkultiviert, um den Abbau der noch vorhandenen HPRT
abzuwarten. Bei der anschliefenden zweiten Subkultivierung wurden ebenfalls die
Zellzahlen pro Kulturschale bestimmt und protokolliert, und es wurden fir jede Kultur sechs
neue Kulturen von je 10° Zellen in 6-Thioguanin-Medium in 145 cm? Schalen angelegt.
Parallel dazu wurde die Kloniereffizienz der Kulturen gepruift. Dazu wurden von jeder Kultur
drei Subkulturen von 100 Zellen in 21 cm? Schalen mit Komplettmedium angelegt. Nach
10tagiger Inkubation im Brutschrank wurden die Kolonien auf Selektions- und
Kloniereffizienzschalen mit Methanol oder vergalltem Alkohol fixiert, mit Giemsa-Ldsung

gefarbt und ausgezanhlt.
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Die Mutantenhaufigkeit (MF) pro 10° Zellen einer Kultur wurde nach folgender

Formel (3) aus den mittleren Kolonienzahlen berechnet:

Kolonieng g ektionsplatten

= . x107%
Kolonien

(3) MF
Kloniereffizienzplatten

Als MF, wird im Folgenden die Frequenz spontan 6-Thioguanin-resistenter Zellen
in den Lésungsmittelkontrollen bezeichnet, als AMF der absolute Anstieg der MF (MF-MF,).
Kriterien fur die Akzeptanz eines HPRT-Tests waren eine durchschnittliche Zellzahl bei der
ersten Subkultivierung von mindestens 15 x 10° pro Kultur in den Lésungsmittelkontrollen
und das Erreichen von mindestens 10% der Zellzahl der Lésungsmittelkontrollen in den mit
Substanz behandelten Kulturen. Ferner wurden Experimente von der Auswertung
ausgeschlossen, bei denen die Kloniereffizienz geringer als 30% oder MF, gréRer als
15 x 10°® war. In Experimenten mit den rekombinanten Zelllinien wurden die SULT-Aktivitat
im Cytosol parallel angesetzter Kulturen [radiometrische Aktivitdtsmessung (B 2.3.4)] in
SULT-exprimierenden Zelllinien und die Aktivierung von 3 yM BP-7,8-diol zum Mutagen
(MFgp.78.dio - MF > 100 x 10‘6) in den CYP-exprimierenden Zelllinien als weitere Kriterien
fir gultige Experimente herangezogen. Wurden diese Parameter nicht bestimmt, so
wurden nur Tests mit deutlicher SULT- oder CYP-abhangiger Aktivierung der Testsubstanz
gewertet. Eine Substanz wurde als mutagen bezeichnet, wenn AMF-Werte von mindestens
20 x 10 annahm und der Effekt dosisabhangig und reproduzierbar war. Erreichte AMF
lediglich bei einem Punkt der Dosis-Wirkungskurve reproduzierbar diese Werte, so wurde
auf diesen Effekt ausdruicklich hingewiesen. Die Auswertung der
Mutagenitatsuntersuchungen erfolgte rein deskriptiv nach den genannten Kriterien. Die
Daten lieRen klare qualitative Aussagen bezlglich der Mutagenitat der gepriften
Substanzen zu. Auf eine weitere statistische Analyse der Ergebnisse wurde verzichtet, da
fur den HPRT-Genmutationstest keine befriedigenden statistischen Analyseverfahren
existieren (Glatt, 1993b).
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C Ergebnisse

1. Konstruktion SULT-profizienter Zelllinien

In dieser Arbeit wurden vier Phenol-SULT des Menschen (hRSULT1A1, hSULT1A2,
hSULT1E1, hSULT1C1) und die wichtigsten allelischen Varianten der hSULT1A1 und der
hSULT1A2 stabil in V79-Zellen des Chinesischen Hamsters exprimiert. Die hSULT1E1
wurde nur allein in V79-Zellen exprimiert, wahrend flr die beiden allelischen Varianten der
hSULT1A1 auflerdem hCYP1A2-hSULT-Koexpressionszelllinien konstruiert wurden. Die
beiden allelischen Varianten der hSULT1A2 und die hSULT1C1 wurden lediglich in der
Kombination mit hCYP1A2 exprimiert. Aulderdem wurden zwei Zelllinien fir die Expression
der rSULT1E1 und rSULT1A1 etabliert, die aber weniger genau charakterisiert wurden als

die Zelllinien, die hSULT exprimieren.

1.1 Konstruktion der pMPSV-SULT-Expressionsvektoren

Fir die heterologe Expression in V79-Zellen mussten Konstrukte der cDNA der
einzelnen SULT-Formen in einem eukaryotischen Expressionsvektor hergestellt werden.
Um eine vollstédndige Reihe untereinander vergleichbarer Zelllinien far hSULT und rSULT
zu erhalten, wurde der Vektor pMPSV (Artelt et al., 1988) gewahlt, mit dem bereits die
hSULT2A1 sowie die rSULT2A1 und die rSULT1C1 erfolgreich in V79-Zellen zur
Expression gebracht worden waren (Czich et al., 1994; Forbes et al., 1995; Glatt et al.,
1998b). Die SULT-cDNA-Quellen und Insertionsschnittstellen sind in Tabelle 4 aufgeflhrt.
Mit den in B 2.1.9 bis B 2.1.11 aufgeflhrten Oligonukleotiden wurden mittels ortsgerichteter
Mutagenese in einer PCR (B 2.1.3) geeignete Restriktionsschnittstellen an die SULT-cDNA
angefugt. Nach Ligation der SULT-cDNA in pMPSV (B 2.1.5) wurden die pMPSV-SULT-
Konstrukte unter Ampicillinselektion in E. coli vermehrt. Ein Schema der pMPSV-SULT-
Konstrukte zeigt Abb. 5. Fur die Transfektion in V79-Zellen wurde Plasmid-DNA aus einem

isolierten bakteriellen Klon prapariert und gereinigt (B 2.1.1).
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Tabelle 4: Konstruktion von pMPSV-SULT
SULT Genbank Nr.  cDNA-Quelle Insertions- Insertion in
schnittstelle in pMPSV
pMPSV
h1A1*1 X78283 Falany et al., 1994  Eco Rl / Hin dlll vorliegende
Arbeit
h1A1*2 U09031° Coughtrie, Eco Rl / Hin dlll W. Meinl
unveroffentlicht
h1A1*V X84654 Jones et al., 1995 Eco Rl / Hin dll vorliegende
Arbeit
h1A2*1 U28169 Meinl et al., 2002 Eco Rl / Hin dlll W. Meinl
h1A2*2 U28170 Meinl et al., 2002 Eco Rl / Sal W. Meinl
h1C1 U66036 Meinl, Eco RI/ Hin dlll W. Meinl
unveroffentlicht
h1E1 S77383 Falany et al., 1995 Sal | | Hin dlll vorliegende
Arbeit
r1A1° L19998 Hirshey et al., 1992 Eco Rl / Hin dlll M. Hagen
r1E1° U50204 Meinl, Eco Rl / Hin dlll W. Meinl

unveroffentlicht

# Sequenz zeigt zudem zwei synonyme Nukleotidaustausche gegentiiber der
Referenzsequenz *1 (C153 zu T, G 162 zu A), die im pMPSV-Konstrukt nicht vorhanden

sind.

®Sequenz im pMPSV-Vektor zeigt zwei synonyme Nukleotidaustausche gegeniiber der
Referenzsequenz (G 531 zu Aund A 712 zu C).

¢ Sequenz im pMPSV-Vektor weicht von der Referenzsequenz durch einen

Einzelnukleotidaustausch (T 52 zu G) ab, der zu einem Aminosaureaustausch von Phe zu

Val fihrt.
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MPSV LTR

Intron

Ampicillin-Resistenz pMPs

pMPSV-SULT

Eco RI (726) oder Sal | (742)
3107 bp + SULT-cDNA®

SULT-cDNA

Hin dlll (767 + SULT-cDNA)*
pMPr
SV40 Poly A

Abb. 5: Schema des Vektors pMPSV-SULT

®bei Verwendung der Sal I-Schnittstelle fiir die Insertion 16 bp mehr

MPSV LTR: Long terminal repeat des Myeloproliferativen Sarcomavirus

SV 40 Poly A: Polyadenylierungs-Signal des Simian Virus 40

pMPr / pMPs: Sequenzen der Primer fur die Reamplifizierung der SULT-cDNA fir die
Sequenzierung (B 2.1.7)

1.2 Transfektion in V79-Zellen und Selektion SULT-positiver Klone

Die pMPSV-SULT Konstrukte fur hSULT1A1*1, hSULT1A1*V, hSULT1E1,
rSULT1A1 und rSULT1E1 wurden in V79-Mz-Zellen transfiziert. Fur die Etablierung der
hCYP1A2-hSULT-Koexpressionszelllinien wurden pMPSV-hSULT1A1*1, -hSULT1A1*2, -
hSULT1A2*1, -hSULT1A2*2 und -hSULT1C1 in V79-hCYP1A2-Zellen (Wdlfel et al., 1992)
transfiziert. Die Zelllinie V79-hCYP1A2 ist eine Transfektante von V79-Mz, die hCYP1A2
sowie eine Phosphotransferase fur die Resistenz gegentiber G418 exprimiert. Die hierflr
verwendeten Expressionsvektoren sind in Abb. 6 dargestellt. Der Expressionsvektor flr
hCYP1A2 war pSV2-gpt (Mulligan und Berg, 1981). Die Originalbezeichnung des
veroffentlichten Klons lautet XEMhIA2-Mz. Die Bezeichnungen der in der vorliegenden

Arbeit etablierten Zelllinien sind in Tabelle 5 aufgefihrt.
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Pvu Il (1)

_-SV40 Promotor
Hin dlll (341)

Puromycin-Resistenz

pBSApac
4257 bp

SV40 Poly A
Ampicillin-Resistenz

Eco Rl (2143)

Pvull(1) " 5v40 Promotor

l Hin dill (341
in dill (341)
Eco RI (353)°

pSV450hlA2 hCYP1A2-cDNA

5100 bp
Ampicillin-Resistenz

/" (Bam HI / Byl Il

SV40 Poly A

G418-Resistenz B-Actin-cDNA

LK444neo

SV40 Promotor — 9980 bp

‘ Bam HI (4247)
Ampicillin-Resistenz SV40 Poly A

Abb. 6: Schema der Vektoren fiir die Expression der Puromycin-Resistenz
(ApBSpac), der G418-Resistenz (LK444neo) und des hCYP1A2 (pSV450h1A2)

2Schnittstelle stammt aus der Subklonierung in SK*Blueskript (Wdlfel et al., 1992)

®Schnittstelle ist nicht mehr verwendbar
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Da der Vektor pMPSV kein Resistenzgen gegen ein in eukaryotischen Zellen
wirksames Antibiotikum trug, wurde bei der Transfektion von pMPSV-SULT der Vektor
ApBSpac kotransfiziert (Abb. 6). Dieser kodiert fur eine NAT, die Resistenz gegenuber
Puromycin verleiht. Alle vorhandenen oder mindestens 20 der puromycinresistenten
Transfektanten wurden isoliert und expandiert (B 2.2.4). AnschlieRend wurde die
cytosolische Fraktion der einzelnen Klone mittels Immunblot und radiometrischen
Aktivitatsmessungen auf die Expression von SULT hin untersucht. Einen Aufschluss Uber
das Verhaltnis zwischen puromycinresistenten und SULT-exprimierenden Klonen gibt
Tabelle 5. Bei einigen Transfektionen waren mehr als 50% der puromycinresistenten Klone
SULT-positiv, bei anderen wurden in mehreren aufeinander folgenden Transfektionen nur
sehr wenige SULT-exprimierende Klone gefunden (z.B. V79-hCYP1A2-hSULT1C1).

Tabelle 5: Transfektionen von pMPSV-SULT in V79- und V79-hCYP1A2-Zellen

Zelllinie® V79- Anzahl Anzahl SULT- Bezeichnung des
untersuchter positiver Klone ausgewahlten
Klone Klons
hSULT1A1*1 15 5 5
hSULT1A1*V 5 1 4
hSULT1E1 25 3 16
hCYP1A2-hSULT1A1*1 33 18 36
hCYP1A2-hSULT1A1*2 33 16 7
hCYP1A2-hSULT1A2*1 35 24 32
hCYP1A2-hSULT1A2*2 24 9 12
hCYP1A2-SULT1C1 38 2 10
rSULT1A1 16 2 15

dunter V79 ist immer V79-Mz zu verstehen.

Da bei der eingesetzten Methode der Insertionsort der cDNA in die genomische
DNA =zufallig ist, war eine starke Variabilitdt des Expressionsniveaus zwischen
verschiedenen Klonen einer Transfektion zu erwarten. Zunachst wurden diejenigen
Zellklone ermittelt, welche die starkste Expression der jeweiligen SULT-Form aufwiesen. In
den Klonen der Koexpressionszelllinien wurde aullerdem Uberprift, ob das
Expressionsniveau von hCYP1A2 mit der Ausgangszelllinie vergleichbar war (C 2.3.3.2).
Da eine Beeintrachtigung endogener Gene der V79-Zellen durch den Einbau der Fremd-
DNA modglich ist, kdnnen verschiedene Funktionen nach der Transfektion verandert und
von Zellklon zu Zellklon unterschiedlich sein. Dies kann sich unter anderem in der
Veranderung der Wachstumseigenschaften oder in der Stabilitdt der Expression

niederschlagen. Auf diese beiden Parameter hin wurden die selektierten Klone weiter
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charakterisiert (C 2.3). Erwies sich ein Klon in weiteren Untersuchungen als ungeeignet,
wurde ein neuer Klon fir die Charakterisierung ausgewahlt. Fir rSULT1A1, hSULT1A1*1
und hSULT1C1 waren mehrere Transfektionen erforderlich, um geeignete Klone ausfindig
zu machen. In den folgenden Abschnitten ist unter dem Namen der jeweiligen Zelllinie der
Klon zu verstehen, der in Tabelle 5 aufgefihrt ist. Nur flir V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1
wurde in einigen Mutagenitatsuntersuchungen auch ein anderer Klon eingesetzt
(V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 Klon 4).

2. Charakterisierung der gentechnisch veranderten Zelllinien

Die SULT-positiven Klone aus den Transfektionen in V79-Mz- und V79-hCYP1A2-
Zellen wurden hinsichtlich ihrer Wachstumseigenschaften und der SULT- und CYP-
Expression eingehend charakterisiert. Als Kontrollzelllinien hierfir dienten V79p-Zellen
(B 1.8), die lediglich das fur Puromycinresistenz kodierende Plasmid ApBSpac besitzen,
das auch bei der Etablierung der SULT-exprimierenden Zelllinien kotransfiziert wurde. Die
Kontrollzelllinie fur die V79-hCYP1A2-hSULT-Zelllinien war die hCYP1A2-exprimierende
Sublinie von V79-Mz, die als Ausgangszelllinie fur die SULT-Koexpressionszelllinien

verwendet worden war.

21 Basensequenz der SULT in genomischer DNA der V79-SULT-Zellen

Zur Prifung der Basensequenz der in das Genom der V79-Zellen eingeflugten
SULT-cDNA wurden PCR-Amplifikate von genomischer DNA der Transfektanten
hergestellt und sequenziert (B 2.1.8). Mit dieser Methode wurde die Kkorrekte
SULT-Sequenz in V79-hSULT1E1, V79-rSULT1E1, V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1, V79-
hCYP1A2-hSULT1A1*2, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 und
V79-hCYP1A2-hSULT1C1 nachgewiesen (Genbank Nr. in Tabelle 4).

2.2 Wachstumseigenschaften

Bei einem HPRT-Test sind mehrere Subkultivierungsschritte und Phasen der
Zellvermehrung notwendig. Ein wichtiger Grund hierfur ist, dass fur die Auspragung des
Phanotyps der HPRT-Defizienz eine starke Ausdinnung der HPRT notwendig ist, da schon
sehr geringe Mengen des Enzyms zur Giftung von 6-Thioguanin genugen. Wahrend der
Vermehrungsphasen kénnen sich auch die HPRT-defizienten Zellen vermehren,
weswegen die Wachstumsgeschwindigkeit der Zellpopulation das Ergebnis des Tests

beeinflussen kann. Bei einem starken Abweichen des Wachstumsverhaltens der
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gentechnisch veranderten Zellen von den Wildtypzellen ware eine Anpassung des
Testprotokolls in Bezug auf die Dauer der Wachstumsphasen zwischen den
Subkultivierungen sowie die Einsaatdichte notwendig. Nach dem Standardprotokoll des
Labors fiur den HPRT-Genmutationstest werden die Zellen nach der Einsaat 18 h inkubiert,
bevor die Testsubstanz zugegeben wird. In dieser Zeit heften sich die Zellen an die

Kulturgefalle und beginnen sich zu teilen.

Tabelle 6: Wachstumseigenschaften der rekombinanten Zelllinien

Aus zwei bis vier Ausgangskulturen wurden jeweils Subkulturen fir die Zellzdhlungen zu
den einzelnen Zeitpunkten angelegt. Die Steigungen der Wachstumskurven wurden aus
den zu einer Ausgangskultur gehérigen Subkulturen getrennt ermittelt und die
Verdoppelungszeiten daraus wie unter B 2.2.7 beschrieben berechnet. Die Werte sind
Mittelwerte £ SE der Verdoppelungszeiten fir das 0-48 h Intervall aus der angegebenen
Anzahl an Ausgangskulturen (n).

Zelllinie n Verdoppelungszeit, h
V79-hSULT1A1*1 3 16,5 =+ 0,3
V79-hSULT1A1*V 2 184 + 0,9
V79-hSULT1E1 2 14,7 + 0,3
V79-rSULT1A1 2 13,7 £ 0,1
V79p 2 21,7 2,0
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 4 16,2 + 0,7
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2 2 20,7 0,5
V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1 2 18,6 + 0,1
V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 2 17,3 + 0,1
V79-hCYP1A2-hSULT1C1 2 20,3 1,3
V79-hCYP1A2 4 235 ¢ 1,3

Um eine ausreichende Zahl von Mutationen im hprt-Gen auch im nicht toxischen
Konzentrationsbereich der Testsubstanz statistisch zu ermdglichen und um eine zu starke
Dezimierung der Zellpopulation bei Toxizitat zu vermeiden, darf die Zellzahl wahrend der
Exposition nicht zu gering sein. Andererseits muss in den Kulturschalen gentigend Platz fur
weitere Zellteilungen zur Expression des neuen Genotyps sein. Um den gesamten
Zeitraum von der Einsaat bis zur ersten Subkultivierung abzudecken, wurden
Wachstumskurven der Zelllinien Gber 120 h mit Messpunkten im Abstand von 24 h unter
den Kulturbedingungen, die im HPRT-Test herrschen, aufgenommen (Abb. 7). Die
Verdoppelungszeiten im 0-48 h-Intervall (Tabelle 6) lagen etwas Uber dem Literaturwert fir
V79-Zellen von 12 h (Glatt, 1993b). Beide Kontrollzelllinien, V79p und V79-hCYP1A2,
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vermehrten sich im 0-24 h-Intervall langsamer als die SULT-profizienten Zelllinien (Abb. 7).
Da die Wachstumsgeschwindigkeiten der Zelllinien sich bereits nach 48 h anglichen, wurde
fur die gentechnisch veranderten Zelllinien keine Veranderung des Protokolls flir den
HPRT-Test vorgenommen. Zwischen 96 und 120 h Kulturdauer wurde bei allen Zelllinien
Konfluenz erreicht (Abb. 7).

! V79-
—=— hSULT1A1*1
o —0— hSULT1A1*V
—e— hSULT1E1
c?‘g —e— rSULT1A1
; e2 - 0 V79p
<
e'] 4
el — x x x x x
0 24 48 72 96 120
Kulturdauer, h
e4
V79-hCYP1A2-
—=— hSULT1A1*1
3 —0— hSULT1A1*2
© —a— hSULT1A2*1
o —— hSULT1A2*2
g e? —e— hSULT1C1
o @ V79-hCYP1A2
e1 4
el x x x x x

0 24 48 72 96 120

Kulturdauer, h

Abb. 7: Wachstumskurven der V79-Zelllinien

Aus der in Tabelle 6 angegebenen Anzahl von Ausgangskulturen wurden jeweils
Subkulturen mit 1,5 x 10° Zellen fiir die Zellzahlungen zu den einzelnen Zeitpunkten
angelegt. Fur die ersten beiden Zeitpunkte wurden aus jeder Ausgangskultur drei
Subkulturen pro Messpunkt angelegt, fir alle weiteren Messpunkte je zwei Subkulturen.
Dargestellt sind die mittleren Zellzahlen / Kulturschale (145 cm?) und der SE von zwei bis
vier unabhangigen Ausgangskulturen.
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23 Charakterisierung der SULT- und CYP-Expression

2.3.1 Expressionsniveau in V79-SULT-Zellen

2.3.1.1 Cytosolische Sulfotransferase-Aktivitat gegeniber Standardsubstraten

SULT besitzen unterschiedliche, fir das jeweilige Enzym charakteristische
optimale Substratkonzentrationen fur verschiedene Verbindungen. Ein typisches Substrat,
das von vielen Phenol-SULT umgesetzt wird, ist 4-Nitrophenol. Der cytosolische Umsatz
von 4-Nitrophenol der V79-hSULT- und V79-hCYP1A2-hSULT-Zelllinien wurde mithilfe
radioaktiv markierten Kosubstrats bestimmt (B 2.3.4). Fur die Aktivitdtsbestimmung von
V79-hCYP1A2-hSULT1C1  wurden 10 pg, von V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 und
V79-hSULT1E1 5pg und von allen Ubrigen Zelllinien 2 pg cytosolisches Protein in
Inkubationen dber 10 min eingesetzt. Die SULT-Formen zeigten charakteristische
Unterschiede in den optimalen Substratkonzentrationen (Tabelle 7). Diese Unterschiede
entsprachen den aufgrund der unterschiedlichen K.,-Werte fir 4-Nitrophenol bei bakteriell
oder in COS-Zellen exprimierten SULT erwarteten (Veronese et al., 1994; Falany et al.,
1995; Zhu et al., 1996). Im Rahmen einer anderen Studie wurde der 4-Nitrophenolumsatz
in lebenden Zellen untersucht (Engst et al, 2002). Auch hier war die optimale
Substratkonzentration bei den hSULT1A2-Alloenzymen im Vergleich zu den hSULT1A1-
Alloenzymen in den hoheren Konzentrationsbereich verschoben (hSULT1A1*1,
hSULT1A1*2 und hSULT1A1*V < hSULT1A2*1 < hSULT1A2*2). Fir die Messungen bei
optimalen
4-Nitrophenol-Konzentrationen wurde unter den beschriebenen Bedingungen Linearitat
gezeigt. Als Standardbedingung fur alle folgenden Aktivitatsmessungen wurden folgende
4-Nitrophenol-Konzentrationen gewahit: 4 yM fur hSULT1A1*1 und hSULT1A1*2, 10 uM
fur hNSULT1A2*1, 1000 uM fur hSULT1A2*2 und 10 mM fir hSULT1C1. In Abb. 8 sind die
Werte der fur diese Arbeit unter Standardbedingungen bei verschiedenen Gelegenheiten
durchgefuhrten Aktivitdtsmessungen dargestellt.

Fir hSULT1E1 ist 4-Nitrophenol kein gutes Substrat (Tabelle 7). Fir die
Aktivitdtsmessung von V79-hSULT1E1 wurden 0,5 yg cytosolisches Protein dber 10 min
mit 20 nM B-Ostradiol inkubiert (B 2.3.4). Die Schwankungen in der cytosolischen SULT-
Aktivitat verschiedener Kulturen waren in dieser Zelllinie verhaltnismalig gering. Die
durchschnittliche Aktivitat + SE betrug 194 + 33 pmol / mg / min (n = 8). Im Cytosol einer
Zelllinie, die fur die Expression der SULT1E1 der Ratte konstruiert wurde, konnte
rSULT1E1 lediglich immunologisch detektiert werden. Es wurde jedoch kein Umsatz der
untersuchten Substrate (B-Ostradiol, Ostron, a-Naphthol, 4-Nitrophenol) in diesen Zellen

gefunden (Daten nicht gezeigt).



52 C Ergebnisse

Fir einen Vergleich des Toxifizierungspotenzials von allelischen Varianten in
rekombinanten Zelllinien ist die genaue Kenntnis ihres Expressionsniveaus auf
Proteinebene erforderlich. Die durchschnittlichen Aktivititen gegenlber 4-Nitrophenol
unterschieden sich in den Zelllinien, welche die allelischen Varianten der hSULT1A1 mit
hCYP1A2 koexprimierten, um einen Faktor <2 [454 pmol/ mg/ min fir hSULT1A1*1
(n=12) und 239 pmol / mg / min fir hSULT1A1*2 (n = 10)] und in den Zelllinien, welche
die allelischen Varianten der hSULT1A2 koexprimierten, um einen Faktor<3
[690 pmol / mg / min fur hSULT1A2*1 (n=9) und 321 pmol/mg/ min in hSULT1A2*2
(n =6)]. Auch bei den Zelllinien, die nur hSULT1A1*1 und hSULT1A1*V exprimierten,
waren die durchschnittlichen Aktivitaten ahnlich [191 pmol / mg / min in V79-hSULT1A1*1
(n=6) und 126 pmol/mg/min in V79-hSULT1A1*V (n=5)]. Gerade in diesen
V79-hSULT1A- und V79-hCYP1A2-hSULT1A-Zelllinien streuten die Einzelwerte der
Aktivitatsmessungen jedoch Uber einen grofRen Bereich (50 bis 1000 pmol / mg / min)
(Abb. 8). Um die Ergebnisse aus Mutagenitatsexperimenten mit den allelischen Varianten
dennoch miteinander vergleichen zu koénnen, wurden parallel zu den Kulturen, die
gegenuber den Testsubstanzen exponiert wurden, auch Zellen fur Aktivitditsmessungen
kultiviert.

Die Konzentrationsabhangigkeit des Umsatzes von 4-Nitrophenol war in beiden
Zelllinien, welche die allelischen Varianten der SULT1A1 exprimierten (Tabelle 7),
vergleichbar. Die Koexpression von hCYP1A2 hatte keinen Einfluss auf die
Konzentrationsabhangigkeit der cytosolischen Aktivitat gegenuber 4-Nitrophenol.

Im Cytosol von V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1-Zellen fand bei einer 100fach
niedrigeren optimalen Konzentration von 4-Nitrophenol ein hoherer Umsatz von
4-Nitrophenol statt als in V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2.

Die Aktivitdt im Cytosol der V79-hCYP1A2-hSULT1C1-Zellen war bis zu einer
Konzentration von 1000 yM nur sehr gering (Tabelle 7). Das spricht daflr, dass die
Nachweisbedingungen fur diese SULT-Form nicht optimal waren und keine genauen
Angaben zur Starke der Proteinexpression in  Geweben und artifiziellen
Expressionssystemen moglich sind. In weiteren Untersuchungen wurde die hSULT1C1-
Aktivitdt bei einer 4-Nitrophenolkonzentration von 10 mM gemessen und betrug dann
durchschnittlich 16 + 3 pmol / mg / min (n = 6) (Abb. 8).
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Abb. 8: SULT-Aktivitat von V79-hSULT- und V79-hCYP1A2-hSULT-Zelllinien

Dargestellt sind Einzelwerte (+), Mittelwerte (0) und Mediane (-) des Umsatzes von
4-Nitrophenol in SULT1A-Zellen und SULT1C-Zellen und des Umsatzes von B-Ostradiol in
SULT1E-Zellen. Es wurde fur jedes Enzym die fur Standardmessungen gewahlte
Substratkonzentration eingesetzt. Die Einzelwerte stellen Messungen zu verschiedenen
Gelegenheiten dar [Konzentrationsabhangigkeit des 4-Nitrophenolumsatzes (Tabelle 7),
Stabilitdt der Expression (C 2.3.3.1), 48 h-Wert der Bestimmung der Abhangigkeit der
Expression von der Kulturdauer (C 2.3.2.1), Parallelmessungen zu HPRT-Tests (C 3)]. Die
Mittelwerte der Aktivitatsmessungen flr die Stabilitatsuntersuchungen wurden dabei als ein
Wert behandelt, da es sich um aufeinander folgende Subkulturen handelte.
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2.3.1.2 Immunblotanalyse der SULT-Expression

Sowohl die Mobilitdt im elektrischen Feld als auch die Kreuzreaktivitdt mit
Antiseren gegen SULT der Ratte oder des Menschen waren bei der hSULT1A1*1, der
hSULT1A1*2 und der hSULT1A1*V nicht unterscheidbar (Abb. 10, 11A). Ebenso waren im
Immunblot keine Unterschiede zwischen der hSULT1A2*1 und hSULT1A2*2 zu erkennen
(Abb. 11B). Die hSULT1A1, hSULT1A2, hSULT1E1 zeigten dahingegen unterscheidbare
elektrophoretische Laufeigenschaften (Abb. 9B, 11B). Die hSULT1C1 lieR sich gut von
hSULT1A1 und hSULT1A2 unterscheiden, besald aber sehr ahnliche elektrophoretische
Laufeigenschaften wie hSULT1E1 (nicht gezeigt). In Immunblotanalysen konnte das
Expressionsniveau der hSULT1E1 mithife eines gereinigten maltosebindenden
Fusionsproteins mbp-hSULT1E1 (Falany et al., 1995) quantifiziert werden (Abb. 9). Durch
Behandlung mit Faktor Xa Protease wurde das maltosebindende Protein abgespalten
(B 2.3.3). Das rSULT1E1-Antiserum detektierte sowohl das Fusionsprotein als auch ein
Spaltprodukt. Beim Einsatz von 2 pug Protease zur Behandlung von 25ug des
Fusionsproteins war im Immunblot nur noch das Spaltprodukt nachweisbar (Abb. 9A). Im
Cytosol von V79-hSULT1E1 wurde ein Protein detektiert, das die gleichen
elektrophoretischen Laufeigenschaften besald wie das immunreaktive Spaltprodukt des
mbp-hSULT1E1 Fusionsproteins (Abb. 9B). Die Signalstarke von 50 ug cytosolischem
Protein von V79-hSULT1E1 entsprach der von 0,25 yg mbp-hSULT1E1 nach Behandlung
mit Faktor Xa (entsprechend 0,114 yg reiner hSULT1E1 (B 2.3.3). Die cytosolische
Fraktion der V79-hSULT1E1-Zellen enthielt demnach 2,3 yg hSULT1E1 / mg Protein. Aus
dem Vergleich der Signalstarken des Signals in humanem Lebercytosol, das aufgrund
seiner elektrophoretischen Laufeigenschaften und seiner Immunreaktivitat der hSULT1E1
zuzuordnen war, mit dem Signal in den V79-hSULT1E1-Zellen lieR® sich abschatzen, dass
die Expression in den V79-Zellen etwa um den Faktor 10 starker war als in der
untersuchten Leberprobe.

Ein quantitativer Vergleich der Expression der hSULT1A1 in der Leber mit
V79-hSULT-Zelllinien im Immunblot ist in Abb. 10 gezeigt. Es lasst sich abschatzen, dass
die Signalstarke in der Cytosolpraparation von V79-hSULT1A1*1 um den Faktor 2 und in
hSULT1A1*V um den Faktor 1,5 starker war als in humaner Leber.

Die Bestimmung des Gehaltes an hSULT1A1 in V79-Zellen mithilfe der Signale
von bakteriell Uberexprimierter gereinigter hSULT1A1 ergab 1 bis 2 yg hSULT1A1/ mg

cytosolisches Protein.
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Abb. 9: Quantifizierung des Expressionsniveaus der hSULT1E1 in V79-hSULT1E1

Die Immunblotanalysen wurden mit einem 1. Antiserum gegen rSULT1E1 aus Kaninchen
und einem 2. Antiserum gegen anti-Kaninchen-IgG durchgefihrt.

A Quantitativer Verdau des Fusionsproteins mbp-hSULT1E1

Aufgetragen wurden 2 ug des Fusionsproteins (entsprechend 0,916 ug hSULT1E1) nach
Behandlung mit den angegebenen Mengen Faktor Xa Protease (die Proteasemengen
beziehen sich auf die Behandlung von 25 ug des Fusionsproteins)

B Kalibrierung mit freigesetzter reiner h\SULT1E1

Aufgetragen wurden |, 0,114 ug; Il, 0,057 pg; I, 0,028 ug des hSULT1E1-Standards (mit
Faktor Xa-Protease (2 ug) behandeltes Fusionsprotein) sowie die angegebenen Mengen
(Mg) der cytosolischen Fraktion von V79-hSULTE1-Zellen, V79p-Zellen und einer humanen
Leberprobe.



57

C Ergebnisse
- >
< 2
= &
= B = 7
oo N oy I
g 3 :
3 S 2 3 > 2
40 5 10 20 40 40 20 10

bl L R ——
20 30 40

4 3 s

hSULT1A1-Standard, ng

Abb. 10: Vergleich des Expressionsniveaus von SULT1A1 in V79-hSULT1A1-Zellen
und humaner Leber

Die Immunblotanalyse der cytosolischen Fraktion von V79-hSULT1A1 im Vergleich zu
Cytosol aus humaner Leber wurde mit einem 1. Antikdrper gegen hSULT1A3 aus dem
Schaf (MPST Il) und einem 2. Antikoérper gegen anti-Schaf-lgG durchgefiihrt. Aufgetragen
wurden die angegebenen Proteinmengen der cytosolischen Fraktionen von V79p-Zellen,
von V79-hSULT1A1-Zellen und von humaner Leber. Als Standard wurde bakteriell

Uberexprimierte, gereinigte hSULT1A1*1 eingesetzt.

Das SULT-Expressionsniveau der allelischen Varianten der SULT1A1 und
SULT1A2 in V79-hCYP1A2-hSULT1A1 und V79-hCYP1A2-hSULT1A2 wurde ebenfalls im
Immunblot im Vergleich zu humaner Leber analysiert (Abb. 11). Um auch SULT1A2
sichtbar zu machen, wurden Antiseren verwendet, die beide SULT-Formen erkennen
(rSULT1E1-Antiserum und hSULT1A3-Antiserum). Die dominierende SULT-Form in der
Leber zeigte die gleichen elektrophoretischen Laufeigenschaften wie das in V79-hCYP1A2-
hSULT1A1*1 und V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2 detektierte Protein.
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Abb. 11: Vergleich des Expressionsniveaus von SULT1A1 und hSULT1A2 in V79-
hCYP1A2-hSULT-Zellen und humaner Leber

Die Immunblotanalyse wurde entweder mit einem 1. Antiserum gegen rSULT1E1 aus dem
Kaninchen und einem 2. Antiserum gegen anti-Kaninchen-IgG (A) oder mit einem 1.
Antiserum gegen hSULT1A3 aus dem Schaf und einem 2. Antiserum gegen anti-Schaf-lgG
(B) durchgefuhrt. Aufgetragen wurden die angegebenen Proteinmengen (ug) von
Cytosolpraparationen aus |, V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1, II, V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2,
[, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1, IV, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2, V, V79-hCYP1A2 und
humaner Leber. Im unteren Immunblot (B) wurden zwei verschiedene Cytosolchargen in
der linken und der rechten Abbildungshalfte verglichen. Als Standard wurde bakteriell
uberexprimierte, gereinigte hSULT1A1 eingesetzt.
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Die Expression in V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 war um den Faktor 10, in
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2 um den Faktor 5 starker als in humaner Leber (Abb. 11). Die
Gehaltsbestimmung der hSULT1A1 in den Koexpressionszellen ergab fir hSULT1A1*1
20 pug SULT / mg cytosolischen Proteins, fir hSULT1A1*2 10 ug SULT / mg cytosolischen
Proteins. Ein sehr schwaches Signal in humanem Lebercytosol, das etwas Uber dem
Signal fir hSULT1A1 und deutlich unter dem Signal fir hSULT1E1 liegt, zeigt die gleiche
elektrophoretische Mobilitat wie die hSULT1A2 (Teubner, 2001) (Abb. 11B). Allerdings
besitzt eine andere SULT-Form, die hSULT1B1, die ebenfalls durch das hSULT1A3-
Antiserum erkannt wird, elektrophoretische Laufeigenschaften, die nicht von denen der
hSULT1A2 zu unterscheiden sind. Bei der Cytosolpraparation, die in Abb. 11B gezeigt ist,
ergaben 5 pg cytosolisches Protein von V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2 ein ahnlich starkes
hSULT1A1-Signal wie 80 pug Lebercytosol. Die Aktivitdten der in der linken
Abbildungshalfte verglichenen V79-Cytosolpraparationen betrugen 802 pmol / mg / min fir
hSULT1A2*1 und 652 pmol/ mg/ min fir hSULT1A2*2, die auf der rechten
Abbildungshalfte verglichenen Chargen 463 pmol/mg/min far hSULT1A2*1 und
399 pmol/ mg / min fur hSULT1A2*2. Der Unterschied zwischen diesen Zelllinien
bezuglich der Signalstarke im Immunblot betrug mit allen getesteten Antiseren
(anti-hSULT1AS3, anti-rSULT1E1 und anti-hSULT1A1-Peptid) etwa den Faktor 4 und war
somit deutlich gréRRer als es aufgrund der Aktivititsmessungen zu erwarten gewesen ware.
Dieses Phanomen bestatigte sich in weiteren Analysen.

Abb. 12 zeigt das SULT-Expressionsniveau in verschiedenen Klonen der Zelllinie
V79-hCYP1A2-hSULT1C1. Um ein Signal im Immunblot zu erhalten, mussten mindestens
100 pg cytosolisches Protein der gentechnisch veranderten V79-Zellen aufgetragen
werden. Nur mit dem Antiserum gegen rSULT1E1, das mit vielen rSULT und hSULT
kreuzreagiert, lie® sich die hSULT1C1 im Immunblot nachweisen. In Bezug auf die
Kreuzreaktivitat mit einem Antiserum gegen hSULT1B1 unterschieden sich die SULT1C1-
Form des Menschen und der Ratte. Die hSULT1C1 war mit diesem Antiserum nicht
detektierbar (nicht gezeigt). Dies lasst sich mit einer relativ geringen Ubereinstimmung der
Aminosauresequenz von 62% erklaren (Yoshinari et al, 1998). Die Signalstarken
verschiedener Klone im Immunblot korrelierten mit den Werten aus Aktivitatsmessungen

mit 10 mM 4-Nitrophenol. Fur weitere Untersuchungen wurde Klon 10 eingesetzt.
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Abb. 12: Detektion von SULT1C1 in V79-hCYP1A2-hSULT1C1-Zellen

Die Immunblotanalyse wurde mit einem 1. Antiserum gegen rSULT1E1 aus Kaninchen und
einem 2. Antiserum gegen anti-Kaninchen-IgG durchgefihrt. Aufgetragen wurden die
angegebenen Proteinmengen von Cytosolpraparationen verschiedener Klone von
V79-hCYP1A2-hSULT1C1 und V79-hCYP1A2.

2.3.2 SULT-und CYP-Expression in Abhangigkeit von der Kulturdauer

Die Expression in eukaryoten Zellen muss nicht in allen Wachstumsphasen einer
Kultur gleich stark sein. Da der Insertionsort eines cDNA-Konstruktes in das Genom der
Wirtszelle zufallig ist, kann auch die Abhangigkeit der heterologen Expression von der

Kulturdauer bei jedem gentechnisch veranderten Klon unterschiedlich sein und muss daher

fur jede Zelllinie eigens ermittelt werden. Fir die Einsetzbarkeit der Zelllinien in

Genmutationstests ist dieser Parameter von besonderer Bedeutung, da die Exposition
gegenuber der Substanz innerhalb einer Phase mit hohem Expressionsniveau liegen sollte.
Um die SULT- und CYP-Expression in Abhangigkeit von der Kulturdauer zu prifen,
wurden, entsprechend dem Protokoll fir den HPRT-Test, 1,5 x 10° Zellen subkultiviert und
unter Standardbedingungen inkubiert. In Abstdnden von 24 h wurden Zellen geerntet, die

Zellzahlen bestimmt und subzellulare Fraktionen hergestellt (B 2.3.1).

2.3.2.1 SULT-Expression in Abhangigkeit von der Kulturdauer

Die SULT-Aktivitat im Cytosol der Zellen wurde sowohl von den in Tabelle 5
beschriebenen Klonen von V79-hSULT1A1*1, V79-hSULT1A1*V und V79-hSULT1E1 als
auch im Cytosol der Koexpressionszelllinien V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1, V79-hCYP1A2-
hSULT1A1*2, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 und
V79-hCYP1A2-hSULT1C1 in Abhangigkeit von der Kulturdauer bestimmt (Abb. 13). Die
Schwankungen der Aktivitaten der nach 24 bis 72 h gewonnenen Cytosolpraparationen
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einer Zelllinie lagen innerhalb der Schwankungsbereite der nach 48 h gewonnenen
Cytosole wahrend der Stabilitatsprifung der Zelllinien (C 2.3.3.1). Bei allen V79-SULT- und
V79-hCYP1A2-hSULT-Zelllinien auer V79-hCYP1A2-hSULT1C1 war eine etwas hdhere
cytosolische Aktivitat nach 48 h oder 72 h im Vergleich zum ersten Messpunkt nach 24 h
zu verzeichnen. Dieser Anstieg war jedoch so gering, dass keine Anpassung des HPRT-
Protokolls nétig war. Bei allen V79-SULT-Zellen war die Aktivitdt in den nach 96 h
gewonnenen Proben niedriger als zu frGheren Messpunkten. Obwohl die Kulturen nach
120 h konfluent waren, war die cytosolische SULT-Aktivitat in den V79-hCYP1A2-hSULT-
Zellen hier gegenuber den vorherigen Messpunkten leicht erhdht. Weder zur Kulturdauer
noch zu den parallel durchgefiuihrten Zellzahlbestimmungen war demnach eine Korrelation

der SULT-Aktivitat im Sinne einer stetigen Zu- oder Abnahme vorhanden.
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Abb. 13: Cytosolische SULT-Aktivitat in Abhédngigkeit von der Kulturdauer in
V79-hSULT-Zelllinien (oberes Bild) und V79-hCYP1A2-hSULT-Zelllinien (unteres

Bild)

Fir jede SULT-Form wurde die fur Standardmessungen gewahlte Konzentration an
4-Nitrophenol eingesetzt (C 2.3.1.1). Die Werte sind Mittelwerte £ SE von zwei Kulturen.
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2.3.2.2 CYP-Expression in Abhangigkeit von der Kulturdauer

Die CYP-Expression in den mikrosomalen Fraktionen der im vorigen Abschnitt
beschriebenen Kulturen wurde im Immunblot quantifiziert. In Abb. 14 sind beispielhaft die
Ergebnisse mit zwei Zelllinien dargestellt. Die Menge an immunreaktivem Protein
entsprach in V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1-Zellen nach 72 h Kulturdauer nur noch maximal
der Halfte der Menge in den Praparationen nach 24 und 48 h Kulturdauer und nahm in den
96 und 120 h kultivierten Zellen weiter ab. In V79-hCYP1A2-Zellen war bereits nach 72 h in
100 ug mikrosomalem Protein kaum noch immunreaktives Protein nachweisbar. In
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2-, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1-, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2-
und V79-hCYP1A2-hSULT1C1-Zellen verringerte sich die Expression mit fortschreitender
Kulturdauer wie in V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 (Daten nicht gezeigt). Sowohl in den
V79-hCYP1A2-hSULT Koexpressionszelllinien als auch in der Ausgangszelllinie fur die
Transfektionen, V79-hCYP1A2, hing die Expression von hCYP1A2 also, im Gegensatz zu
der SULT-Expression, stark von der Kulturdauer ab. Unter den hier vorgestellten
Kulturbedingungen sollte die Exposition der CYP exprimierenden Zellen gegenuber einer
Testsubstanz im HPRT-Test demnach innerhalb 48 h nach der Einsaat der Zellen erfolgen.
Sollten geringere initiale Zellzahlen eingesetzt werden, um die Dauer der Inkubation mit
einer Testsubstanz verlangern zu kénnen, misste die Auswirkung auf die Expression in
weiteren Untersuchungen geklart werden. Das Gleiche gilt fur den Fall, dass bei einer stark

toxischen Substanz die Einsaat groRerer Zellzahlen notwendig werden wurde.



C Ergebnisse

64
A
e bR
® ©® ©®» ®» ®» ©®» ©®» ©®» © D © D
= 3 = 3 3 3 3 3 3 3 3 =3
© © © © © o o 9o o o o o
S 6 » 6 w o6 ®» © v o ®w o
- - n - n - n - n - n -
- . £ £ £ . £ - £ . £ -
o g 3 v £ o £ e £ 5 <
€ @2 & § ¥ ®© ~ o4 o © & o
= < N~ (=] - N
S S
>
(6]
<
o
~
>
B

. . i S e s e
® ®» » ®» ®» ©® ©®» ©®» © © © D
5 3 3 3 3 3 X 3 3 31 3 =
© © © © o o e o o o o o
S 6 » &6 » o6 B’ &6 b o w o
- -— " -— " -— - - " -— - -
- . £ < £ - £ - £ . £ -
o g o o £ « £ e £ o £
< @& & § 9 ®©o N~ o o © § o
- < N (=2 - N
T > S
>
(&}
<
o
~
>

Abb. 14: Expression von hCYP1A2 in Abhangigkeit von der Kulturdauer in
V79-hCYP1A2 (A) und V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 (B)

Die Immunblotanalyse der mikrosomalen Fraktionen der Zellen wurde mit einem
1. Antiserum gegen hCYP1A2 aus Kaninchen und einem 2. Antiserum gegen anti-
Kaninchen-IgG durchgeflhrt. Auf die erste Spur wurde als Standard jeweils ein Aliquot der
gleichen Mikrosomenpraparation von V79-hCYP1A2 aufgetragen. Die Kulturdauer der
Zellen vor der Herstellung der subzelluldren Fraktionen ist in der Abbildung angegeben.
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2.3.3 Stabilitat der SULT- und CYP-Expression

Ziel der Transfektionen war es, Zelllinien zu erhalten, die langfristig flr die
Mutagenitatsprifung eingesetzt werden kénnen. Hierfir muss gewahrleistet sein, dass die
Zellen konservierbar sind und das Expressionsniveau Uber mehrere Passagen stabil bleibt.
Um die Stabilitat der Expression zu untersuchen, wurden Kryokonserven der in Tabelle 5
genannten Klone der gentechnisch veranderten Zellen in Kultur genommen und uber
mindestens 20 Passagen unter Standardbedingungen in Medium ohne Selektionsmarker
inkubiert (B 2.2.5). Bei jeder zweiten Passage wurden Zellen zur Gewinnung der
subzellularen Fraktionen eingesat und nach 44 h geerntet (B 2.3.1).

2.3.3.1 Stabilitat der SULT-Expression

Die SULT-Aktivitdt wurde im Cytosol der Zellen mit den unter D 2.4.1
beschriebenen Substraten und Konzentrationen bestimmt. Die Ergebnisse der
Aktivitdtsmessungen in den Cytosolen von V79-hSULT1A1*1-, V79-hSULT1A1*2- und
V79-hSULT1E1-Zellen zeigt das obere Diagramm in Abb. 15. Die Aktivitdten gegenuber
4-Nitrophenol in den Cytosolen der Koexpressionszelllinien V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1,
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2
und V79-hCYP1A2-hSULT1C1 sind im unteren Diagramm der Abb. 15 dargestellt.
Zwischen den cytosolischen Aktivitdten verschiedener Passagen einer Zelllinie traten zum
Teil betrachtliche Unterschiede auf. Diese Schwankungen korrelierten jedoch bei keinem
der in Mutagenitatstest eingesetzten Klone mit dem Alter der Kulturen. Da das
durchschnittliche Expressionsniveau uUber den untersuchten Zeitraum erhalten blieb, ist
sichergestellt, dass die SULT-cDNA bei diesen Klonen stabil in das Genom der Zellen
insertiert wurde. Unter den Transfektanten von V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 und
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2 wurden auch Klone mit sehr hohem cytosolischem Umsatz
von 4-Nitrophenol gefunden, der aber nur Uber wenige Passagen stabil blieb. Diese Klone

wurden nicht fur weitere Untersuchungen verwendet.
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Abb. 15: Stabilitdt der SULT-Expression in V79-SULT- und V79-hCYP1A2-hSULT-
Zelllinien

Es wurde jeweils die fir Standardmessungen gewahlte 4-Nitrophenolkonzentration
eingesetzt (C 2.3.1.1). Fur die Aktivitdtsmessungen im Cytosol der V79-hSULT1E1-Zellen
wurde B-Ostradiol als Substrat verwendet (B 2.3.4.2). Die dargestelliten Werte sind
Mittelwerte + SE aus zwei Kulturen.



C Ergebnisse 67

2.3.3.2 Stabilitat der CYP-Expression

Die Stabilitat der CYP-Expression in den V79-hCYP1A2-Zellen und den
V79-hCYP1A2-hSULT-Koexpressionszelllinien wurde in den im vorigen Abschnitt
beschriebenen Kulturen mittels Immunblotanalyse Uberprift. In Abb. 16 sind beispielhaft
die Ergebnisse mit den Zelllinien V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 und V79-hCYP1A2-
hSULT1A1*2 dargestellt. Die Untersuchungen der udbrigen V79-hCYP1A2-hSULT
Koexpressionszelllinien zeigten ebenfalls immunreaktives hCYP1A2-Protein in allen
mikrosomalen Fraktionen (Daten nicht gezeigt). Um die Signale verschiedener Blots
miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde jeweils eine Probe der gleichen Charge von
Mikrosomen von V79-hCYP1A2 in zwei Konzentrationen mit untersucht. Relativ zu diesem
Signal war die Menge an immunreaktivem Protein in allen Koexpressionszelllinien gleich
hoch. Schwankungen in der Signalstarke zwischen den einzelnen Passagen einer Zelllinie
betrugen maximal 50%. Diese Schwankungen korrelierten jedoch nicht mit dem Alter der
Kulturen. Die Expression an immunreaktivem hCYP1A2 war demnach in allen etablierten
Zelllinien stabil. Wie auch in Bezug auf die SULT-Expression dargestellt wurde, waren
unter den Transfektanten von V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 und V79-hCYP1A2-
hSULT1A2*2 ebenfalls Klone, bei denen zwar die jeweilige SULT-Form gut exprimiert
wurde, aber keine Expression von hCYP1A2 mehr nachweisbar war. Einige dieser Zellen
waren auch in Medium mit dem Zusatz von G418, dem Selektionsmarker bei der
Transfektion von hCYP1A2, nicht mehr lebensfahig. Eine zusatzlich zur Selektion auf
Puromycinresistenz durchgefihrte Selektion auf G418-Resistenz hatte aber nicht
ausschlieBen koénnen, dass hCYP1A2-negative Zellen sich vermehren, da bei der
Etablierung der V79-hCYP1A2 Zelllinie das Gen fir die Resistenz gegeniiber G418 auf

einem separaten Plasmid lag, das kotransfiziert wurde.



68 C Ergebnisse

V79-hCYP1A-hSULT1A1*1

100 pg ‘
200 pg (
V79p, 200 ug
Passage 6 (

V79-hCYP1A2,
Passage 8 (
Passage 10 l

Passage 12 (

Passage 16 ‘

Passage 18 (
Passage 26 (
Passage 28 (

V79-hCYP1A2,

100ug

V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2

F

f
i

V79p, 200 ug
Passage 9
Passage 11
Passage 13
Passage 15
Passage 17
Passage 21
Passage 23
Passage 29
Passage 31
Passage 33

100 ug

V79-hCYP1A2, 100 g
V79-hCYP1A2, 200 pg

Abb. 16: Stabilitit der hCYP1A2-Expression in V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1- und
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2-Zellen

Die Immunblotanalyse wurde mit einem 1. Antiserum gegen hCYP1A2 aus Kaninchen und
einem 2. Antiserum gegen anti-Kaninchen-1gG durchgefuhrt. Auf die ersten beiden Spuren
wurde als Standard jeweils ein Aliquot der gleichen Mikrosomenpraparation von
V79-hCYP1A2-Zellen aufgetragen.
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2.3.4 Einfluss von HAT-Medium

Die Ubliche Haufigkeit, mit der spontane Funktionsdnderungen des hpri-Gens in
V79-Zellkulturen auftreten, liegt bei 5 x 10° (Glatt, 1993b). Nach einigen Passagen kénnen
sich jedoch HPRT-defiziente Zellen in den Kulturen anreichern und die
Spontanmutationsrate im Genmutationstest deutlich erhdhen. Um das zu verhindern,
kénnen vor Testbeginn Passagen in einem Medium durchgefihrt werden, das Aminopterin
enthalt (Bradley et al., 1981). Diese Substanz hemmt die Dihydrofolsdurereduktase. Damit
ist die de novo Synthese von Purinnukleotiden gestort, und die Zellen sind auf die
Wiederverwertung von Purinbasen mithilfe der HPRT angewiesen (salvage pathway).
Zellen mit einem Defekt im hprt-Gen, der zu einem Aktivitatsverlust der HPRT flhrt,
vermehren sich in diesem Medium nicht. Um eine Limitierung des Wachstums der HPRT-
positiven Zellen durch fehlende Ausgangsbausteine fir den salvage pathway zu
verhindern, werden dem Medium Hypoxanthin und Thymidin zugesetzt (Hypoxantin-
Aminopterin-Thymidin-Medium = HAT-Medium).

Aufgrund der Struktur des Aminopterins sind jedoch auch negative Einflisse auf
HPRT-positive Zellen denkbar. Speziell in den Zellen, die CYP und SULT koexprimieren,
kénnte es zu einer Toxifizierung des Aminopterins durch eine ahnliche Reaktionsabfolge
wie bei den aromatischen Aminen kommen (A 3, Abb. 2).

Nach einigen Problemen mit der Reproduzierbarkeit von HPRT-Tests (D 4) wurde
der Einfluss des HAT-Mediums auf das Wachstum (Abb. 17), die SULT-Aktivitat im Cytosol
(C 2.3.4.2) und die Menge an immunreaktivem hCYP1A2 in den Mikrosomen (C 2.3.4.2)
einiger Zelllinien eingehend untersucht. Kontrollzellen, die weder CYP noch SULT
exprimierten, hCYP1A2 exprimierende Zellen, hSULT1A1*1 exprimierende Zellen und
hCYP1A2 mit hSULT1A1*2 und hSULT1A1*1 koexprimierende Zellen wurden nach dem in
Tabelle 8 dargestellten Schema kultiviert. Zellen wurden drei aufeinander folgende
Passagen entweder immer ohne HAT-Zusatz im Kulturmedium (Variante OOQ), immer mit
HAT-supplementiertem Medium (Variante HHH) oder zunachst mit HAT-Medium, dann
aber ohne HAT-Medium kultiviert (HHO und HOO). Die Kulturdauer und Einsaatdichte
entsprachen den Bedingungen fur die Vorkulturen (Kultur 1 und 2) und Testgruppen (Kultur
3) im HPRT-Test (B 2.4.1). Die Abfolge von Subkultivierungen in HAT-supplementiertem
und HAT-freiem Medium der Variante HHO entsprach dem bisherigen Vorgehen bei
Kulturen fir den HPRT-Test (Tabelle 8, B 2.4.1). Die Zellen wurden nach 72 oder 44 h

gezahlt und aus Kultur 3 wurden subzellulare Fraktionen hergestellt.



70 C Ergebnisse

Tabelle 8: Versuchsaufbau zur Prifung des Einflusses des HAT-Mediums auf
Wachstum sowie CYP- und SULT- Expression in V79-Zellen

Die Zellen wurden entweder in HAT-supplementiertem Medium (H) oder in Medium ohne
HAT-Supplement (O) kultiviert. Einsaatdichte und Kulturdauer betrugen 10° Zellen fiir
Kultur 1 und Kultur 2 (beide 72 h), und 1,5 x 10° Zellen fiir Kultur 3 (44 h).

Medium fur
Bezeichnung der  Kultur 1 Kultur 2 Kultur 3
Variante
000 HATfrei HATfrei HAT-frei
HHH HAT HAT HAT
HHO HAT HAT HAT-frei
HOO HAT? HAT-frei HAT-frei

2 Die Zellen wurden auch vor Kultur 1 mindestens eine Passage in HAT-Medium kultiviert,
um verlgeichbare Bedingungen wie in Variante HHO zu erhalten.

2.3.4.1 Wachstumsverhalten unter dem Einfluss von HAT-Medium

Nach der 72 h Kulturdauer (Ende der Kultur 1) war anhand der Zellzahlen bei allen
untersuchten Zelllinien kein Unterschied im Wachstum der Kulturen mit und ohne HAT-
Supplement festzustellen (Daten nicht aufgefiihrt). Die Ergebnisse der Zellzahlungen der
Kulturen 3 sind in Abb. 17 dargestellt. In allen Kulturen, die wie im HPRT-Test in HAT-
Medium vorkultiviert und in HAT-freiem Medium weiterkultiviert wurden (Variante HHO),
war die Zellzahl um mindestens 50% gegeniber den in HAT-freiem Medium gehaltenen
Kulturen vermindert. Dies traf auf die SULT-exprimierenden, die CYP-exprimierenden und
die SULT- und CYP-koexprimierenden Zelllinien sowie die Kontrollzelllinie V79p zu. Der
Effekt wurde durch mehrere aufeinander folgende Kulturen in HAT-Medium, die wie Kultur
1 angesetzt wurden, weder verstarkt noch vermindert. Wurden die Zellen nach Kultur 2 in
HAT-Medium auch mit HAT-supplementiertem Medium weiterkultiviert (Variante HHH),
nahmen die Zellzahlen hingegen in der Regel (Ausnahme: V79-hCYP1A2; nicht bestatigte
Einzelmessung) nicht oder kaum ab. Das HAT-Supplement hatte also keinen Einfluss auf
die Wachstumsgeschwindigkeit der Kultur, die mit HAT Kkultiviert wurde, sondern es
bewirkte ein verlangsamtes Wachstum in der darauffolgenden Kultur ohne HAT-

Supplement.
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Abb. 17: Einfluss von HAT-Medium auf das Wachstumsverhalten von V79-Zellen

Die Zellzahlen/ 30 cm? Kulturschale wurden nach 44 h Kultivierung in HAT-Medium
(Variante HHH) oder HAT-freiem Medium (Variante OOO, HHO und HOO) ermittelt. Die
Kulturbedingungen der Varianten sind Tabelle 8 zu entnehmen. Die gepriften Zelllinien
waren 1, V79p; 2, V79-hCYP1A2; 3, V79-hSULT1A1*1; 4, V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1; 5,
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2. Die Werte der Varianten HOO und der Varianten HHH der
Zelllinien V79p und V79-hCYP1A2 sind Einzelbestimmungen. Alle Gbrigen Werte sind
Mittelwerte + SE aus drei Versuchen, die zu verschiedenen Zeiten durchgefuhrt wurden.

Maoglicherweise werden in Gegenwart von HAT-Supplement die Enzyme der de
novo Nukleotidsynthese herunterreguliert und gleichzeitig der salvage pathway durch die
Gegenwart von Hypoxanthin und Thymidin unterstitzt. Fallt dieser Zusatz weg, so
brauchen die Zellen einige Zeit, um sich an die neuen Bedingungen anzupassen, wobei die
DNA-Synthese und somit die Zellvermehrung verlangsamt ablaufen. Um diese These zu
uberprufen, wurde von jeder untersuchten Zelllinie eine Kultur, die Gber mindestens zwei
Passagen in HAT-Medium kultiviert worden war, eine Passage in HAT-freiem Medium
gehalten und anschlielend noch einmal in HAT-freiem Medium subkultiviert (Variante
HOO). Dabei wurden in Kultur 3 dhnliche Zellzahlen erreicht wie in den ausschlie3lich in
HAT-Medium (Variante HHH) oder ausschliellich in HAT-freiem Medium vermehrten
(Variante OOO) Kulturen (Ausnahme  wiederum  V79-hCYP1A2) (Abb. 17).
Zusammenfassend ergibt sich, dass die Umstellung von HAT-Medium auf HAT-freies

Medium zu einer transienten Verlangsamung des Wachstums flhrte.
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2.3.4.2 Einfluss von HAT-Supplement auf die SULT- und CYP-Expression

Zur Untersuchung des Einflusses von HAT-Supplement auf die SULT-Expression
wurden Aktivitdtsmessungen in den cytosolischen Fraktionen von Kultur 3 der nach dem
Schema in Tabelle 8 angelegten Zellkulturen durchgefihrt. Der 4-Nitrophenolumsatz in den
Varianten HHH, HHO und HOO ist in Abb. 18 als prozentualer Anteil des Umsatzes in den
Varianten OOO dargestellt. In der Zelllinie V79-hSULT1A1*1 war die SULT-Aktivitat bei
allen Varianten HHH ebenso hoch wie bei den Varianten OOO. Bei beiden untersuchten
Koexpressionszelllinien war der cytosolische Umsatz von 4-Nitrophenol in den Varianten
HHH geringer als in den Varianten OOO. Bei V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 war der
4-Nitrophenol Umsatz in den Varianten HHO nochmals reduziert. Dieser Effekt wurde bei
der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2 nicht beobachtet. Bei den Varianten HOO wurde
in V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 die Aktivitdt der Variante HHH, in V79-hCYP1A2-
hSULT1A1*2 sogar die Aktivitdt der Variante OOO wieder erreicht. Demnach wurde zwar
kein deutlicher Einfluss des HAT-Mediums auf die SULT-Expression beobachtet, die
Ergebnisse widersprachen aber auch nicht der Veranderung des Protokolls in der Weise,

dass nach einer HAT-Passage vor Testbeginn eine Passage in HAT-freiem Medium

durchgefihrt wurde.
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Abb. 18: SULT-Aktivitat in V79-SULT- und V79-hCYP1A2-hSULT-Zellen in
Abhangigkeit von der HAT-Supplementierung des Kulturmediums

Der cytosolische 4-Nitrophenolumsatz (Substratkonzentration 4 uM) wurde in Zellen, die in
HAT-Medium (Variante HHH) oder HAT-freiem Medium (Variante OOO, HHO und HOO)
kultiviert wurden, ermittelt (Kulturbedingungen der Varianten in Tabelle 8). Die gepruften
Zelllinien waren 1, V79-hSULT1A1*1; 2, V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1; 3, V79-hCYP1A2-
hSULT1A1*2. Die dargestellten Werte fiir die Varianten OOO und HOO sind Einzelwerte,
fur die Varianten HHH und HHO Mittelwerte £+ SE aus drei Versuchen, die zu
verschiedenen Zeitpunkten durchgefihrt wurden.
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Die mikrosomalen Fraktionen von Kultur 3 der in Tabelle 8 beschriebenen
Kulturen wurden auf den Einfluss der Kultivierung in HAT-supplementiertem Medium auf
die Expression von hCYP1A2 hin untersucht. Immunblotanalysen zeigten &aquivalente
Mengen an immunreaktivem hCYP1A2 in Variante OOO, Variante HHH, Variante HHO und
Variante HOO (Tabelle 8) der Zelllinien V79-hCYP1A2, V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 und
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2 (Daten nicht gezeigt). Somit war kein Einfluss der HAT-

Supplementierung auf die Expression von hCYP1A2 festzustellen.

3. Mutagenitatsexperimente

Stabil exprimierende Klone der gentechnisch veranderten Zelllinien wurden im
HPRT-Genmutationstest eingesetzt (B 2.4.1). Um eine direkte Mutagenitat der gepruften
Substanzen von SULT-vermittelter Mutagenitdt abgrenzen zu kdnnen, wurden
Kontrollexperimente mit der SULT-freien puromycinresistenten Zelllinie V79p durchgefiihrt.
Als Kontrollzelllinie fir  Substanzen, die in den V79-hCYP1A2-hSULT
Koexpressionszelllinien getestet wurden, diente V79-hCYP1A2.

Als Positivkontrolle fur die Expression von funktionalem hCYP1A2 wurde in den
Experimenten mit V79-hCYP1A2 und den von dieser Zelllinie abgeleiteten V79-hCYP1A2-
hSULT Koexpressionszelllinien Benzo[a]pyren-trans-7,8-dihydrodiol (BP-7,8-diol)
eingesetzt.

Fir die neu etablierten V79-SULT-Zellen waren zunédchst keine entsprechenden
Positivkontrollen zur Uberpriifung der funktionalen SULT-Expression im Genmutationstest
bekannt. Da wahrend der Charakterisierung der Zelllinien Schwankungen im SULT-
Expressionsniveau aufgefallen waren, wurden parallel zu jedem Genmutationstest Kulturen
zur Praparation subzellularer Fraktionen fur SULT-Aktivitdtsmessungen angesetzt. Die
Vorkultur, Einsaatdichte und Inkubationsbedingungen dieser Kulturen waren identisch mit
denen des jeweiligen Mutagenitatstests. Die Ernte der Zellen erfolgte zum Zeitpunkt der
Beendigung der Exposition gegenuber der Testsubstanz. Die cytosolische SULT-Aktivitat
wurde mit den fir Standardmessungen gewahlten Substratkonzentrationen bestimmt
(B2.3.4;C231.1).
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3.1 Benzylische Alkohole

3.1.1 Mutagenitat von 1-Hydroxymethylpyren

3.1.1.1 Kontrollzelllinien

Der benzylische Alkohol 1-HMP war negativ im Test mit der SULT-defizienten
Kontrollzelllinie (Abb. 19). Erst die heterologe Expression von SULT flhrte zu einer
Zunahme der hprt -Mutanten mit steigender Konzentration von 1-HMP.

3.1.1.2 V79-hSULT1A1-Zellen

Bei den Zelllinien, die zwei allelische Varianten der hSULT1A1 exprimierten,
zeigte sich ein Unterschied im Toxifizierungspotenzial. Die Expression von hSULT1A1*1
fuhrte sowohl zu einer starkeren Cytotoxizitdt des 1-HMP (Abb. 19) als auch zu einer
starkeren Zunahme der Mutagenitat bei steigender 1-HMP-Konzentration als die
Expression von hSULT1A1*V (Abb. 19). In der Zelllinie V79-hSULT1A1*V stieg die MF nur
marginal Uber diejenige in der Kontrollzelllinie V79p an. Die cytosolische Aktivitat
gegenuber 4-Nitrophenol der beiden Zelllinien war ahnlich (240 £ 40 pmol / mg / min in
V79-hSULT1A1*1 und 154 + 54 pmol / mg / min in V79-hSULT1A1*V). Erste Ergebnisse
mit einer noch nicht naher charakterisierten Zelllinie, die hSULT1A1*2 exprimiert, zeigten,
dass 1-HMP in dieser Zelllinie ebenso gut aktiviert wird, wie in V79-hSULT1A1*1-Zellen
(Abb. 19).

3.1.1.3 V79-hSULT1E1-Zellen

Die hNSULT1E1-exprimierende Zelllinie reagierte noch empfindlicher auf 1-HMP als
V79-hSULT1A1*1 (Abb. 19). Hier stieg die MF bereits bei 0,03 uM deutlich an. Ab 0,3 uM
waren die Zellzahlen bei der ersten Subkultivierung bei V79-hSULT1E1 stark verringert,

worauf die relativ grof3e Streuung der MF-Werte zurlckzuflhren sein dirfte.
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Abb. 19: SULT-abhangige (Geno-)toxizitat von 1-HMP in V79-SULT-Zellen

Dargestellt ist die Cytotoxizitat zum Zeitpunkt der ersten Subkultivierung im HPRT-Test
(oberes Bild) sowie die Mutagenitdt am hpri-Locus (unteres Bild) in den Zelllinien
V79-hSULT1A1*1 (m), hNSULT1A1*V (¢), V79-hSULT1A1*2 () und in V79-hSULT1E1 (x).
Als Kontrollzelllinie wurden V79p-Zellen (O) eingesetzt. Die Werte sind Mittelwerte + SE
von zwei Kulturen.



76 C Ergebnisse

3.1.2 Mutagenitit von 1-Hydroxyethylpyren

Auch der sekundare benzylische Alkohol 1-HEP war in V79p nicht mutagen
(Abb. 20). Durch V79-hSULT1E1 wurde er bereits in extrem geringen Konzentrationen
bioaktiviert. Fir 1-HEP konnte eine klare Enantioselektivitdt der Aktivierung durch die
hSULT1E1 gezeigt werden (Abb. 20). Die MF nach Inkubation mit (+)-1-HEP stieg erst ab

einer etwa um den Faktor 100 héheren Konzentration an als mit (-)-1-HEP (Abb. 20).

150 -

100 A

n
o
1

Mutantenhaufigkeit x 106

0 0,001 0,01 0,1 1 10 100
(<) / (+)-1-HEP, yM

Abb. 20: SULT-abhéangige Bioaktivierung in V79-hSULT1E1-Zellen

Dargestellt ist die Mutagenitdt am hprt-Locus aus je zwei Versuchen mit (+)-1-HEP
(gepunktete Linie) und (-)-1-HEP (durchgezogene Linie) in V79-hSULT1E1-Zellen (e) und
je einem Versuch mit der Kontrollzelllinie V79p (o). Die Werte sind Mittelwerte + SE von
zwei Kulturen.
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3.2 Mutagenitat von 2-Nitropropan

2-Nitropropan war negativ in Mutagenitatsuntersuchungen mit SULT-defizienten
Kontrollzellen (Abb. 21, Tabelle 9). In samtlichen Zelllinien, die eine der allelischen
Varianten der hSULT1A1 exprimierten, wurde 2-Nitropropan zum Mutagen aktiviert
(Abb. 21). Das Toxifizierungspotenzial der hSULT1A1*V-Variante war um den Faktor 7 bis
10 schwacher als das der hSULT1A1*1-Variante (Tabelle 9). Die MF in der Zelllinie,
welche die SULT1A1 der Ratte exprimiert, lagen leicht Uber denen in V79-hSULT1A1*V-
Zellen und deutlich unter denen in V79-hSULT1A1*1-Zellen (Abb. 21). Als Parameter fur
die Expression der hSULT wurde die cytosolische Aktivitdt gegenuber 4-Nitrophenol
verglichen. Diese unterschied sich in den in Abb. 21 dargestellten Experimenten mit
V79-hSULT1A1*1- und V79-hSULT1A1*V-Zellen um einen Faktor von 2,1 (Tabelle 8). Der
Unterschied im Toxifizierungspotenzial dieser allelischen Varianten der hSULT1A1 war bei
dieser Testsubstanz demnach noch ausgepragter als bei 1-HMP (C 3.1.1). Wie bei 1-HMP
zeigten erste Ergebnisse mit der Zelllinie V79-hSULT1A1*2, dass auch diese Variante zur
Aktivierung von 2-Nitropropan in der Lage ist.

Die Aktivierung von 2-Nitropropan durch hSULT1A-Formen wurde in den
Koexpressionszelllinien bestatigt (Tabelle 9). Die zusatzliche Expression von hCYP1A2
sollte fur die Bioaktivierung in diesem Fall unerheblich sein. In keinem der drei Experimente
mit V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2-Zellen wurde eine Aktivierung des 2-Nitropropan erreicht,
die der in V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1-Zellen entsprach. Die SULT-Aktivitdt gegenlber
4-Nitrophenol war in diesen Experimenten unterschiedlich hoch und erreichte zum Teil
héhere Werte als in V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1-Zellen.

Die hdchsten MF erzeugte 2-Nitropropan in der Zelllinie V79-hCYP1A2-
hSULT1A2*1 in einem Experiment mit sehr hoher cytosolischer Aktivitdt gegenuber

4-Nitrophenol (1075 pmol / mg / min, Tabelle 9).
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Abb. 21: SULT-abhédngige Aktivierung von 2-Nitropropan in V79-SULT-Zellen

Die Zelllinien exprimierten hSULT1A1*1 (m), hSULT1A1*2 (), hSULT1A1*V (¢) oder
rSULT1A1 (). Als Kontrollzelllinie (O) wurde V79p eingesetzt. Dargestellt ist die
Mutagenitat am hpri-Locus als Mittelwert £ SE von zwei Kulturen.
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Tabelle 9: Vergleich des Toxifizierungspotenzials in V79-Zellen, die verschiedene

hSULT1A-Formen exprimieren

Dargestellt sind der cytosolische 4-Nitrophenolumsatz bei Standard-Substratkonzentration
(C 2.3.1.1) (Mittelwerte + SE aus Mehrfachmessungen (n = 2-4) einer Kultur, die parallel
zum jeweiligen HPRT-Tests angesetzt wurde) sowie Mittelwerte + SE der AMF fur
2-Nitropropan in zwei Kulturen (angegeben ist der SE der MF). Daten aus Abb. 21 wurden

zum Vergleich z.T. wiederholt.

Zelllinie Experiment Aktivitat + SE® AMF? x 10° + SE
pmol / mg / min
V79-hSULT1A1*1 1° 165 + 18 2010+ 35
2 54 + 3 158 9
3 47 + 10 164 + 16
V79-hSULT1A1*2 1 196 + 25 115 + 11
V79-hSULT1A1*V 1 79 + 2 22 * 5
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 1 735 + 34 86 6
2 607 + 18 49 + 1
3 834 + 25 101 + 30
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2 1 1016 = 35 28 * 2
2 362 + 43 35t 2
3 47 + 9 21+ 3
V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1 1 1057 = 20 467 + 57
2 1223 + 183 81 ¢ 4
V79p keine SULT- -3t 1
Expression
V79-hCYP1A2 keine SULT- 6 + 4
Expression

®bei 5000 uM
®gegeniiber 4-Nitrophenol

“entspricht dem in Abb. 21 dargestellten Experiment
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3.3 Aromatische Amine und Amide

Die Fahigkeit der hCYP1A2 und hSULT koexprimierenden Zelllinien,
homozyklische aAA zu aktivieren, wurde anhand der vier Testsubstanzen 2,4-TDA, 2-AAF,
2-Aminoanthracen und 3'-M-DAB charakterisiert. Diese Verbindungen wurden in den
Zelllinien  V79-hCYP1A2-hSULT1C1, V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1, V79-hCYP1A1-
hSULT1A1*2, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1, und V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 auf ihre
mutagene Wirkung hin untersucht.

Mit der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1C1 konnte fur keine der Verbindungen eine
SULT-abhangige Bioaktivierung nachgewiesen werden (Tabelle 10).

Tabelle 10: Mutagenitat von aAA am hprt-Locus von V79-hCYP1A2- und
V79-hCYP1A2-hSULT1C1-Zellen

Die Werte sind Mittelwerte £ SE von einer bis vier Kulturen (angegeben ist der SE der MF).

AMF x10°%t SE?

2-Aminoanthracen 2-AAF
uM I Il I I
0,1 46 t 272 0,1 + 1.8 _b _b
0,3 24,7 + 17,4 44 + 1,2 _b _b
1 221 + 47 48 + 0,2 -04 + 0,3 -3,0 £ 3,0
3 246 + 6,0 36 + 76 1,2 + 1,2 -06 £ 25
10 233 £+ 1,7 148 = 3,0 20 + 17 1,2 + 19
30 282 + 16 240 = 27 44 + 1,6 19 + 08
100 b _b 42 + 28 125 + 15

Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung Tabelle 10

AMF x10° + SE®

2,4-TDA 3'-M-DAB
uM I Il I Il
1 - 28 £1,9 -0,7 £ 0,3 3,0 £ 21
3 - 21 +£02 1,7 + 14 10,5 = 9,3
10 08 = 0,3 1,3 0,1 25 + 14 75 £7,0
30 45 + 0,2 10,8 + 3,3 11,9 + 1,0 -0,1 £ 0,5
100 80+ 1,9 13,7 £7,8 b b
300 19,6 + 3,0 15,3 £ 0,3 b b

I: V79-hCYP1A2-Zellen

[I: V79-hCYP1A2-hSULT1C1-Zellen
dangegeben ist der SE der MF
®keine Daten vorhanden

3.3.1 Einfluss der aAA auf die SULT-Aktivitat

Bei der Bioaktivierung von aAA folgt der N-Hydroxylierung durch hCYP1A2 eine
Konjugation zu einem reaktiven Ester (A3, Abb.2). Statt einer toxifizierenden
N-O-Sulfonierung ware aber auch eine detoxifizierende N-Sulfonierung des Amins maoglich.
Auch ist denkbar, dass die Ausgangssubstanz die SULT hemmt, ohne selbst konjugiert zu
werden. Beide Mdglichkeiten wurden mit enzymatischen Untersuchungen geprift. In einer
ersten Versuchsreihe wurden 2-Aminoanthracen, 2-AAF und 3'-M-DAB anstelle des
Standardsubstrats 4-Nitrophenol in Aktivitaitsmessungen mit PAP**S (B 2.3.4) eingesetzt.
In cytosolischen Fraktionen von V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1-, V79-hCYP1A2-
hSULT1A1*2-, V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1- und V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2-Zellen
wurde kein Umsatz im Konzentrationsbereich von 0,03 bis 300 uM bei Inkubationszeiten
von 5, 10, 20, 40 und 240 min gefunden (Daten nicht gezeigt). Bei gleichzeitiger Inkubation
der V79-Cytosole mit 4-Nitrophenol und den aromatischen Aminen wurde der
4-Nitrophenolumsatz der gepriften SULT, hSULT1A1*1 und hSULT1A1*2, bei aAA-
Konzentrationen > 30 uM deutlich gehemmt (Abb. 22).
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Die Aktivitdten wurden mit den fiur Standardmessungen gewahlten 4-Nitrophenol-
konzentrationen (C 2.3.1.1) unter Zusatz von 0,3 bis 300 uM der aAA in Cytosol von

V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1-Zellen

Abb. 22: Hemmung des 4-Nitrophenolumsatzes durch aAA
bestimmit.
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3.3.2 Mutagenitat von 2-AAF

3.3.2.1 Kontrollzelllinien

2-AAF war in den Zelllinien, die weder hCYP1A2 noch SULT oder nur hCYP1A2
exprimieren, nicht mutagen (Tabelle 10, Abb. 23).

3.3.2.2 V79-hCYP1A2-hSULT1A1-Zellen

Die Zelllinien, die hCYP1A2 und hSULT1A1*1 oder hSULT1A1*2 koexprimierten,
waren zu einer geringen Aktivierung von 2-AAF in der Lage (Abb. 23). Die Kriterien fur ein
positives Testergebnis (B 2.4.1) wurden aber nur in zwei Experimenten mit der Zelllinie
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 erflllt. In zwei weiteren Experimenten mit diesen Zelllinien
stieg die MF nicht Uber die in der Zellinie V79-hCYP1A2 gemessene an, was
wahrscheinlich auf eine geringe SULT-Expression in diesen Experimenten zurickzuflihren
ist (Tabelle 11). Bei geringer SULT-Aktivitdt stieg die MF auch beim Einsatz des
N-hydroxylierten Metaboliten N-OH-2-AAF direkt in den Test nicht Uber die Werte in der
Kontrollzelllinie an (Abb. 23). In den Uubrigen Experimenten mit N-OH-2-AAF in
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1- und V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2-Zellen war N-OH-2-AAF
schwach mutagen (Abb. 23).

Tabelle 11: SULT-Aktivitat in Cytosol von V79-hCYP1A2-hSULT1A1-Zellen

Die Werte sind Mittelwerte £ SE von Mehrfachmessungen (n = 2-4) einer parallel zum
HPRT-Test  angesetzten Kultur.  Als  Substrat  wurde  2-Nitrophenol in
Standardkonzentrationen eingesetzt (C 2.3.1).

Zelllinie Experiment SULT-Aktivitat + SE, pmol / mg / min
V79-hCYP1A2-hSULT

1A1*1 1 834 + 25
1A1*1 2 679 + 55
1A1*1 3 39 + 3
1A1*1 4 n.u.?

1A1*2 1 86 + 8
1A1*2 2 362 + 43

®nicht untersucht; in Exp. 4 wurde mit Klon 4 gearbeitet, der generell geringere SULT-
Expression besitzt als der in den Ubrigen Experimenten eingesetzte Klon 36 (C 1.2,
Tabelle 5).
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Abb. 23: SULT-abhdngige Aktivierung von 2-AAF und N-OH-2-AAF in V79-hCYP1A2-
hSULT1A1-Zelllinien

Dargestellt ist die Mutagenitat am hprt-Locus. Die Werte sind Mittelwerte und SE von zwei
Kulturen.
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3.3.2.3 V79-hCYP1A2-hSULT1A2-Zellen

Der Einsatz der Koexpressionszelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1 fihrte zur
Aktivierung des 2-AAF (Abb. 24). In allen Experimenten, in denen Konzentrationen Uber
0,3 uM getestet wurden, wurde bei diesen Konzentrationen AMF-Werte Gber 20 erreicht. In
Experiment 3 war 2-AAF schon in deutlich niedrigeren Konzentrationen stark mutagen. Die
Starke der Mutagenitat von 2-AAF Kkorrelierte weder mit der cytosolischen Aktivitat
gegenuber 4-Nitrophenol (Abb. 24), noch mit der Starke der Aktivierung von BP-7,8-diol
zum Mutagen (Abb. 24). Obwohl anhand der Zellzahlen bei der ersten Subkultivierung oder
anhand der Kloniereffizienz bis 10 uM 2-AAF keine toxischen Effekte zu erkennen waren,
wurden maximale AMF-Werte schon in Konzentrationen unter 1 uM erreicht. In Experiment
2 und 4 wurden hdéhere Konzentrationen zwar nicht getestet, die Zahl der Mutanten
stagnierte mit steigenden 2-AAF-Konzentrationen aber bereits im Konzentrationsbereich
unter 1 uM. Um zu untersuchen, ob eine zu geringe Metabolisierung des 2-AAF zu
N-OH-2-AAF limitierend wirkte, wurde auch der N-hydroxylierte Metabolit in den
Mutagenitatstest eingesetzt. N-OH-2-AAF war ebenfalls mutagen in V79-hCYP1A2-
hSULT1A2*1-Zellen (Abb. 24). Im Konzentrationsbereich von 0,03 bis 0,3 uM stieg die MF
auf den dreifachen Wert im Vergleich zu 2-AAF an. Bei unterschiedlicher cytosolischer
Aktivitat gegenliber 4-Nitrophenol (870 pmol / mg / min in Exp. 4 und 463 pmol / mg / min
in Exp. 3) wurde N-OH-2-AAF in beiden Experimenten vergleichbar gut aktiviert. In
Konzentrationen Uber 0,3 yM war N-OH-2-AAF in beiden Experimenten cytotoxisch
(B2.4.1; Zellzahlen bei der ersten Subkultivierung unter 10% im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle).

In der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 war 2-AAF nicht mutagen (Abb. 24).
Die cytosolische Aktivitdt gegenuber 4-Nitrophenol betrug in diesem Test
240 pmol / mg / min. Im gleichen Test wurde eine weitere Substanz, 3'-M-DAB, gepruft, die
hSULT1A2*2-abhangig ebenso gut aktiviert wurde wie in der Zelllinie V79-hCYP1A2-
hSULT1A2*1 (C 3.3.3). Das Ergebnis fur 2-AAF in V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 ist also als

klar negativ zu bewerten.
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Abb. 24: SULT-abhédngige Aktivierung von 2-AAF und N-OH-2-AAF in V79-hCYP1A2-
hSULT1A2-Zelllinien

Dargestellt ist in den beiden oberen Abbildungen die Mutagenitat am hpri-Locus und in den
beiden unteren Abbildungen die Korrelation der durch 2-AAF induzierten AMF .« zu der
cytosolischen Aktivitat gegeniber 4-Nitrophenol (linkes Bild) oder zu der induzierten MF
von BP-7,8-diol, die einen Parameter flr die funktionale Expression von hCYP1A2 darstellt
(rechtes Bild). Die Werte sind Mittelwerte und SE von zwei Kulturen (obere Abbildungen),
fur die SULT-Aktiviat von Mehrfachmessungen (n = 2-4) einer parallel zum HPRT-Test
angesetzten Kultur und fur AMFn.« und AMFgp7sg0 VOn zwei Kulturen (untere
Abbildungen).
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3.3.3 Mutagenitat von 2-Aminoanthracen

3.3.3.1 Kontrollzelllinien

2-Aminoanthracen zeigte in der Zelllinie, die hCYP1A2 exprimiert, eine geringe
mutagene Wirkung in Konzentrationen tber 0,1 uM (Tabelle 10, Abb. 25).

80 |

V79-hCYP1A2,

Experiment _
60 { —® 1

—0— 2

MFx 10°

0,01 0,1 1 10

2-Aminoanthracen, uM

Abb. 25: Mutagene Wirkung von 2-Aminoanthracen in Kontrollzelllinien

Dargestellt ist die Mutagenitat am hprt-Locus. Die Werte sind Mittelwerte und SE von zwei
Kulturen.
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3.3.3.2 V79-hCYP1A2-hSULT1A1-Zellen

In V79-hSULT1A1*1 und V79-hSULT1A1*2-Zellen wurde 2-Aminoanthracen
bereits im Konzentrationsbereich unter 0,1 uM aktiviert (Abb. 26). In diesen niedrigen
Konzentrationen war die MF nur in einem gultigen Experiment mit der Zelllinie
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 nicht hoher als in V79-hCYP1A2-Zellen (Experiment 3). Die
Grunde hierfir sind nicht bekannt. In zwei Experimenten, die aufgrund einer hohen Zahl
von spontanen hprt -Mutanten oder aufgrund einer zu niedrigen Klonierungseffizienz als
ungultig gewertet wurden, war die MF im Konzentrationsbereich unter 0,1 uM im Vergleich
zur Losungsmittelkontrolle klar erhdht (Daten nicht gezeigt).

In héheren Konzentrationen war die MF in V79-hCYP1A2-hSULT1A1-Zellen nicht
oder nur geringfiigig hoher als in den Kontrollzellen. In diesem Konzentrationsbereich

zeigten die Werte einen unregelmafigen Kurvenverlauf und grof3e Streuungen (Daten nicht

gezeigt).
_ l
100 + | V79-hCYP1A2-hSULT1AT*1,
Experiment
80 - —a— 1 —o— 2 —— 3
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2,
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e 41 &= 2 <— 3
X
L
= 40~ V79-hCYP1A2
—o— 1 —0— 2
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0
l

0 0,01 0,1

2-Aminoanthracen, uM

Abb. 26: SULT-abhangige Aktivierung von 2-Aminoanthracen in V79-hCYP1A2-
hSULT1A1-Zelllinien

Dargestellt ist die Mutagenitat am hprt-Locus. Die Werte sind Mittelwerte und SE von zwei
Kulturen.
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3.3.3.3 V79-hCYP1A2-hSULT1A2-Zellen

In der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1 erhdhte 2-Aminoanthracen bei einer
Konzentration von 1 puM in allen Experimenten AMF (iber 20 x 10° (Tabelle 12). In
Experiment 1 hatte 2-Aminoanthracen im Konzentrationsbereich von 0,003 bis 3 uM eine
klare mutagene Wirkung (Daten nicht vollstdndig gezeigt). Dies war in den Ubrigen
Experimenten, moglicherweise aufgrund einer geringeren Expression entweder der
hSULT1A2*1 oder des hCYP1A2, nicht der Fall (Tabelle 13).

In V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 war die MF in keinem Test deutlich Uber die in
V79-hCYP1A2 gemessene hinaus erhdht (Tabelle 12). Gleichzeitig mit 2-Aminoanthracen
wurde 3'-M-DAB gepruft, das durch V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 SULT-abhangig aktiviert
wurde und somit als Positivkontrolle gelten kann. Wie bei 2-AAF ist das negative Ergebnis
fur 2-Aminoanthracen in V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 demnach gut abgesichert.

Tabelle 12: Mutagene Wirkung von 2-Aminoanthracen in V79-hCYP1A2-hSULT1A2-
Zelllinien am hprt-Locus

Zelllinie V79- Experiment AMF x 10° + SE®
hCYP1A2 1 26 + 5
2 18 1
hCYP1A2-hSULT1A2*1 1 73 + 10
2 56 + 7
3 61 + 12
hCYP1A2-hSULT1A2*2 1 20 + 2
2 20 # 1

dMittelwerte von zwei unabhangigen Kulturen bei 1 uM 2-Aminoanthracen; angegeben ist
der SE der MF
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Tabelle 13: Werte der Parameter fiir die funktionelle SULT- und CYP-Expression in
HPRT-Tests mit 2-Aminoanthracen in der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1

V79-hCYP1A2- cytosolische SULT- AMFgp7 g.gio X 10° + SE?
hSULT1A2*1 Aktivitat + SE,

pmol / mg / min®
Experiment 1 1075 = 19 596 + 60
Experiment 2 1223 + 183 387 = 32
Experiment 3 245 % 1 660 + 109

“Mittelwerte von zwei unabhangigen Kulturen bei 3 uM BP-7,8-diol; angegeben ist der SE
der MF
°Mittelwerte + SE aus 2-4 unabhéngigen Messungen einer Cytosolpraparation

3.3.4 Mutagenitit von 3'-M-DAB

3.3.4.1 Kontrollzelllinien

3'-M-DAB war negativ in Kontrollzelllinien, die weder SULT noch CYP oder nur
hCYP1A2 exprimierten (Tabelle 10, Abb. 27).

3.3.4.2 V79-hCYP1A2-hSULT1A1-Zellen

Koexpressionszellen fur hCYP1A2 und hSULT1A1 waren in der Lage, 3'-M-DAB
zu bioaktivieren (Abb. 27). In samtlichen Experimenten mit V79-hCYP1A2-hSULT1A-
Koexpressionszelllinien waren die Zellzahlen bei der ersten Subkultivierung bei einer
Konzentration von 30 yM, in den meisten Experimenten bereits bei 10 yM, um mindestens
50% im Vergleich zur Ldsungsmittelkontrolle vermindert (Tabelle 14). In der Zelllinie
V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2 stieg die MF ab einer Konzentration von 0,1 uM Uber die in
den Kontrollzelllinien an, in der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 ab 0,3 uM. In dieser
Zelllinie wurden keine AMF-Werte uber 20 erreicht. In der Zelllinie V79-hCYP1A2-
hSULT1A1*2 hatte 3'-M-DAB bei einer Konzentration von 1 yM in allen Experimenten eine
mutagene Wirkung. In Experiment 3 wurde 3'-M-DAB extrem stark aktiviert. Dieses
Experiment fiel im Vergleich zu anderen Experimenten mit der gleichen Zelllinie durch eine
besonders gute Aktivierung von BP-7,8-diol auf (Abb. 28).
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Abb: 27: SULT-abhangige Aktivierung von 3'-M-DAB in V79-hCYP1A2-hSULT1A-
Zelllinien

Dargestellt ist die Mutagenitat am hprt-Locus in Zelllinien, die hCYP1A2 und hSULT1A1
(oberes Bild) oder hCYP1A2 und hSULT1A2 (unteres Bild) exprimieren. Die Werte sind
Mittelwerte und SE von zwei Kulturen.
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Tabelle 14: Cytotoxische Wirkung von 3'-M-DAB

Dargestellt sind die prozentualen Zellzahlen bei der 1. Subkultivierung im HPRT-Test als
Mittelwerte £ SE von zwei Kulturen. Es sind nur die Experimente aus Abb. 27 aufgefiihrt,
bei denen 3'-M-DAB in Konzentrationen uber 3 uM getestet wurde.

Zelllinie V79- Experiment Zellzahl, % von Lésungsmittelkontrolle

3'-M-DAB, 10 uM 3'-M-DAB, 30 uM

hCYP1A2-hSULT1A1*1 1 23 = 2 n.u.
2 62 + 1 n.u.
hCYP1A2-hSULT1A1*2 2 40 = 1 42 = 2
3 26 = 5 16 = 1
hCYP1A2 1 28 + 2 31 £ 2
2 34 + 4 20 = 1
hCYP1A2-hSULT1A2*1 1 40 + 1 n.u.
hCYP1A2-hSULT1A2*2 1 64 + 6 n.u.
2 40 + 1 28 = 5
Mz 67 + 2 33 £ 1

n.u.: nicht untersucht
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Abb. 28: Korrelation der mutagenen Wirkung von 3'-M-DAB 2zu der
Expressionsstirke von SULT und CYP in rekombinanten V79-hCYP1A2-
hSULT1A1*2-Zellen

Dargestellt sind drei unabhangige Experimente. Daten aus Abb.27 wurden zu
Vergleichszwecken wiederholt. Die Werte sind Mittelwerte und SE von
Mehrfachmessungen (n = 2-4) einer parallel zum HPRT-Test angesetzten Kultur fur die
SULT-Aktivitdt und von zwei Kulturen eines HPRT-Tests bei 3 uyM der jeweiligen
Testsubstanz fir AMF3'-M-DAB und AMFBP-7,8-di0I-
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3.3.4.3 V79-hCYP1A2-hSULT1A2-Zellen

3'-M-DAB wurde sowohl in V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1-Zellen als auch in V79-
hCYP1A2-hSULT1A2*2-Zellen (Pabel et al., 1999) konzentrationsabhangig zum Mutagen
aktiviert. In allen Experimenten wirkte 3'-M-DAB ab einer Konzentration von 0,3 uM
mutagen. Die MF-Werte lagen ab 0,1 uM Uber den Werten in den Kontrollzelllinien. Die
mutagenen Effekte nahmen nur in wenigen Experimenten in Konzentrationen Uber 1 yM
zu. Da 3'-M-DAB in einigen Experimenten selbst als Positivkontrolle fir die funktionelle
SULT- und CYP-Expression eingesetzt wurde, wurden die cytosolische SULT-Aktivitat oder
die Aktivierung von BP-7,8-diol in den Experimenten in Abb. 27 nicht immer mitbestimmt. In
V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1-Zellen war jedoch in Experiment 2 (Abb. 27 unten), in dem die
MF-Werte bei 3 uM anstiegen, die Aktivierung von BP-7,8-diol deutlich hoher
(AMF x 10° + SE =684 +13,2) als in den Experimenten 1 und 3 (Abb.27 unten,
AMF x 106 =437+ 9, 378 + 32), wahrend eine extrem hohe SULT-Aktivitat in Experiment 3
(1223 £ 183) nicht zu einer starkeren mutagenen Wirkung des 3'-M-DAB als in den ubrigen

Experimenten flhrte.

3.3.5 Mutagenitat von 2,4-TDA

3.3.5.1 Kontrollzelllinien

2,4-TDA zeigte keine direkte Mutagenitat in den CYP- und SULT-freien
Kontrollzellen (Abb. 29). Ein marginaler Anstieg der MF erfolgte beim Einsatz der Zelllinie,
die hCYP1A2 exprimierte (Tabelle 10, Abb. 29).

3.3.5.2 V79-hCYP1A2-hSULT1A1-Zellen

In  Experimenten mit V79-hCYP1A2-hSULT1A1-Zellen zeigte 2,4-TDA in
Konzentrationen uber 30 uM eine mutagene Wirkung. Die MF stieg in V79-hCYP1A2-
hSULT1A1*1- im Vergleich zu V79-hCYP1A2-Zellen bereits in zehnfach niedrigeren
Konzentrationen leicht an. Der Anstieg der MF war in V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2- im
Vergleich zu V79-CYP1A2-hSULT1A1*1-Zellen im niedrigen Konzentrationsbereich etwas
zu hdéheren Konzentrationen hin verschoben (Abb. 29). In héheren Konzentrationen
erreichte die Mutagenitat von 2,4-TDA in V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2-Zellen aber hohere
Werte.
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Abb. 29: SULT-abhangige Aktivierung von 2,4-TDA in V79-hCYP1A2-hSULT1A-
Zelllinien

Dargestellt ist die Mutagenitat am hprt-Locus als Mittelwert und SE von zwei unabhangigen
Kulturen in Kontrollzelllinien und V79-hCYP1A2-hSULT1A1-Zellen (oberes Bild) oder
V79-hCYP1A2-hSULT1A2-Zellen (unteres Bild). In Experiment 1 und 2 (obere Abbildung)
wurden unterschiedliche Klone der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 eingesetzt (Klon 4
in Experiment 1 und Klon 36, der in dieser Arbeit Ublicherweise verwendet wurde, in
Experiment 2).
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3.3.5.3 V79-hCYP1A2-hSULT1A2-Zellen

In der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2 stieg die durch 2,4-TDA induzierte MF
im Konzentrationsbereich von 3 bis 30 uM in Experiment 2 etwas an. Eine Zunahme der
MF, die die Kriterien fir ein positives Testergebnis eflillte, wurde aber nur in Experiment 1
in Konzentrationen ab 30 uM nachgewiesen. In V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1-Zellen stieg
die MF nicht starker an als in V79-hCYP1A2-Zellen. Im gleichen Experiment war eine
andere Testsubstanz, 2-Aminoanthracen, mutagen, die hCYP1A2- und hSULT-abhangig

bioaktiviert wurde.
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D Diskussion

1. SULT-exprimierende V79-Zelllinien als Testsystem

Die bisher durchgefuhrten Studien zur SULT-abhangigen Aktivierung von aAA
beziehen sich grotenteils auf die SULT der Ratte. Zunachst hielt man rSULT1A1 fur das
Enzym der Ratte, das die héchste Aktivitat gegeniber aAA hat (Gilissen et al., 1992;
Yamazoe et al., 1994). Spater erkannte man, dass in Untersuchungen an gereinigten
SULT aus Rattenleber wahrscheinlich oft mit einem Heterodimer aus rSULT1C1 und
rSULT1A1 gearbeitet worden war (Kiehlbauch et al., 1995). Durch die Klonierung und die
Expression der rSULT1C1 konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym eine hdhere
Aktivitat gegenuber N-OH-2-AAF hat als rSULT1A1 (Nagata et al., 1993). Die Fahigkeit der
rSULT1C1, aAA zum Mutagen zu aktivieren, wurde auch in V79-Zelllinien, die sowohl
rCYP1A2 als auch rSULT1C1 exprimieren, gezeigt (Glatt et al., 1996; 1998b). In bisherigen
Studien an rekombinanten humanen SULT zur Aktivierung von aAA wurde meistens nur
der Einfluss von einer oder zwei unterschiedlichen SULT-Formen untersucht (Ozawa et al.,
1994; Nagata et al., 1997; Lewis et al., 1998; Wu, 2000; Lewis et al., 2000). Untereinander
sind die Studien aufgrund unterschiedlicher experimenteller Ansatze kaum vergleichbar.
Untersuchungen an Enzympraparationen aus humanem Gewebe zeigten, dass hSULT1A-
Enzyme die Enzyme des Menschen sind, die aAA aktivieren kdnnen (Abu-Zeid et al., 1992;
Gilissen et al., 1994; Chou et al., 1995). In diesen Studien wurde allerdings ausschlieRlich
mit Praparaten aus der Leber gearbeitet. Viele humane SULT werden aber Gberwiegend in
extrahepatischen Geweben exprimiert. Auch die hSULT1C1 wurde bei Erwachsenen
weder auf der Ebene der mRNA noch auf Proteinebene in der Leber nachgewiesen (Her et
al., 1997). Aus diesen Grinden wurden in der vorliegenden Arbeit hSULT1A1*1,
hSULT1A1*2, hSULT1A2*1, hSULT1A2*2 und hSULT1C1 fir die Koexpression mit
hCYP1A2 in V79-Zellen ausgewahlt.

Fur die Mutagenitatsuntersuchungen wurden zunachst diejenigen Zellklone mit der
héchsten stabilen Expression ausgewahlt. Bei den V79-hSULT1A1- und -hSULT1E1-
Zelllinien lag diese im Bereich der Expression in humanem Referenzgewebe oder etwas
daruber. Wie die hSULT1C1 konnte auch die hSULT1A2 auf der Proteinebene in den
bisher untersuchten Geweben nur sehr schlecht nachgewiesen werden (Teubner, 2001).
Nach bisherigen Erkenntnissen aus der Arbeitsgruppe wird hSULT1A2 in Colon exprimiert,
wobei das Expressionsniveau geringer ist als das der hSULT1A1. Moglicherweise werden

sowohl hSULT1C1 als auch hSULT1A2 in Geweben generell nur schwach exprimiert. Eine
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starkere Expression in rekombinanten Zellen kann also zwar die Sensitivitat des
Testsystems erhohen, spiegelt aber nicht unbedingt die Situation in vivo wider. Da in den
Zellklonen mit hoher SULT-Aktivitat messbare Effekte eher zu erwarten sind, sind diese
dennoch am besten geeignet, um die Testsysteme zu etablieren und Positivkontrollen
ausfindig zu machen. In spateren Untersuchungen sollten auch Zellklone mit geringerer
SULT-Expression eingesetzt werden, die Aufschluss dariber geben kénnen, in welchen
Fallen die Starke der SULT-Expression die Nachweisgrenze fur die Mutagenitat einer
Substanz in vitro bestimmt. In vivo Ubernehmen SULT als Enzyme mit hoher
Substrataffinitdt und geringer Kapazitat typischerweise die Metabolisierung im niedrigen
Konzentrationsbereich, wahrend bei héheren Konzentrationen eher Glucuronide gebildet
werden (Temellini et al., 1991). Daten aus in vitro-Untersuchungen, in denen keine
Konkurrenz zu anderen Phase Il Enzymen bestand, sind demnach in dem Fall
moglicherweise nur begrenzt relevant in Bezug auf die Verhaltnisse in vivo, wenn erst in
sehr hohen Substratkonzentrationen eine Toxifizierung stattfindet. Mit den neuen
V79-SULT-Zellen konnten einige Testsubstanzen schon in sehr niedrigen Dosierungen

aktiviert werden.

2. Aktivierung benzylischer Alkohole und des 2-Nitropropan in V79-
SULT-Zelllinien

In bakteriellen SULT-profizienten Systemen wurde die Aktivierung benzylischer
Alkohole durch SULT bereits eingehend untersucht (Glatt et al., 1990b; 1995; 1998b;
Hagen et al,, 1998). 1-HMP wurde in diesem Testsystem durch viele der untersuchten
SULT stark bioaktiviert. Deswegen konnte es bei den neu konstruierten Zelllinien als
Kontrollsubstanz fur die Fahigkeit zur intrazellularen Metabolisierung durch SULT und die
Erfassung der mutagenen Effekte der ultimalen Metabolite eingesetzt werden.

Die in der vorliegenden Arbeit konstruierten Zelllinien V79-hSULT1A1*1,
V79-hSULT1A1*V und V79-hSULT1E1 erwiesen sich als geeignet zum Nachweis der
Mutagenitat benzylischer Alkohole. Die mutagenen Effekte waren in dem eukaryotischen
Testsystem allerdings sowohl mit 1-HMP als auch mit dem sekundaren benzylischen
Alkohol 1-HEP schwacher als im bakteriellen System. Das mag daran liegen, dass in den
V79-Zellen eine schnelle Reparatur der DNA-Schaden stattfand, was sich in einer starken,
1-HMP-induzierten UDS manifestierte (Kreis et al, 2000). Eine unterschiedliche
Substratspezifitat der einzelnen SULT-Formen und eine ausgepragte Enantioselektivitat
waren jedoch auch im V79-Zellsystem vorhanden und spiegelten die Verhaltnisse im
bakteriellen System (Glatt et al., 1997; Hagen et al., 1998) wider. Die Mutagenitat und die
Toxizitat von 1-HMP war in V79-hSULT1E1 am hochsten, in V79-hSULT1A1*1 etwas
geringer und in V79-hSULT1A1*V deutlich niedriger. (-)-(S)-1-HEP war in V79-hSULT1E1
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bereits in 100fach niedrigeren Konzentrationen als (+)-(R)-1-HEP deutlich mutagen. Die
Enantioselektivitat der hSULT2A1 war im bakteriellen System genau umgekehrt (Glatt et
al., 1997; Hagen et al., 1998; Landsiedel et al., 1998). Da die beiden Enzyme in
unterschiedlichen Geweben exprimiert werden, kommen verschiedene Organe als
Zielorgane fur die mutagene Wirkung der Enantiomere in Frage.

Die vorrangig in Mannchen exprimierte SULT1E1 der Ratte war im eukaryotischen
Expressionsmodell gegenlber den untersuchten Substraten nicht aktiv (C 2.3.1). Auch im
bakteriellen Expressionsmodell fuhrte die rSULT1E1 nicht zur Aktivierung von 1-HEP (Glatt
et al., 2000). In der Ratte wird 1-HEP wahrscheinlich vorrangig durch rSULT2A1 aktiviert,
die aber, ebenso wie hSULT2A1, eine genau umgekehrte Enantioselektivitat im Vergleich
zur hSULT1E1 besitzt, wie mit SULT-exprimierenden Salmonellenstdmmen gezeigt werden
konnte (Glatt et al., 1997; Hagen et al., 1998; Landsiedel et al., 1998). Dies zeigt, wie
hilfreich in vitro-Untersuchungen an rekombinanten Testorganismen sein kdnnen, um
falsche Ruckschlisse vom Tiermodell auf den Menschen zu vermeiden.

Mithilfe der im Rahmen dieser Arbeit etablierten hSULT1A1-exprimierenden
V79-Zelllinien konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Aktivierung eines
Nitroalkanes, des 2-Nitropropan, durch humane SULT in Saugerzellen ausreicht, um einen
gentoxischen Metaboliten zu generieren (Kreis et al., 2000; Glatt et al., 2000).

2-Nitropropan ist eine Industriechemikalie, die als Lésungsmittel eingesetzt wird
(IARC, 1982). Es wurde auRerdem in Zigarettenrauch gefunden (Hoffman und Rathkamp,
1968). Seit 1979 ist 2-Nitropropan als Hepatokanzerogen fur die Ratte (Lewis et al., 1979;
Andrae, 1988) und als Mutagen im bakteriellen Mutagenitatstest (Hite und Skeggs, 1979)
bekannt. Unter den untersuchten Organen der Ratte induzierte 2-Nitropropan
ausschliel3lich in der Leber UDS (Andrae, 1988), Einzelstrangbriiche (Robbiano et al.,
1991), Mikrokernbildung (George et al., 1989) und Basenveranderungen auf DNA- und
RNA-Ebene (Fiala et al., 1989). Auch in vitro erhdhte 2-Nitropropan in Leberzelllinien die
DNA-Reparatur (Andrae, 1988; Roscher et al., 1990). Bei physiologischem pH-Wert kann
es tautomerisieren und liegt dann vorwiegend als Propan-2-Nitronat vor (Linhart et al.,
1991). Einige Untersuchungen gaben Anlass fur die Vermutung, dass SULT eine wichtige
Rolle beim weiteren Metabolismus von 2-Nitropropan spielen. In der Ratte sowie in SULT-
profizienten Primarzellkulturen verminderten SULT-Inhibitoren die durch 2-Nitropropan
induzierte UDS und die Modifizierung von Guaninnukleotiden (Sodum et al., 1994; Kreis et
al., 1998). In verschiedenen humanen Zelllinien, die geringe oder keine SULT exprimierten,
war keine Gentoxizitat von 2-Nitropropan nachzuweisen (Andrae, 1988).

Auch in der vorliegenden Arbeit erwies sich 2-Nitropropan in V79-Zellen als nicht
mutagen. Durch die Expression von hSULT1A1 wurden die Saugerzellen jedoch fahig,
2-Nitropropan zu einem Mutagen zu metabolisieren. Mit denselben V79-hSULT1A1*1-

Zellen fuhrten Kreis et al. (2000) Untersuchungen zur Induktion von UDS durch. Auch an
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diesem gentoxischen Endpunkt war nur in den hSULT-exprimierenden V79-Zelllinien ein
Effekt durch 2-Nitropropan messbar, nicht jedoch in den Wildtypzellen (Kreis et al., 1998).
Das unterschiedliche Aktivierungspotenzial der beiden Zelllinien, welche die hSULT1A1*1
oder hSULT1A1*V exprimierten, zeigte sich in der Induktion von UDS ebenso wie in der
Haufigkeit der Mutationen am hpri-Locus (Andrae, unveroffentlichtes Ergebnis). Zuvor
konnte schon mit der in dieser Arbeit konstruierten Zelllinie, welche die SULT1A1 der Ratte
stabil exprimiert, und einer friher etablierten Zelllinie fir die Expression der SULT1C1 der
Ratte gezeigt werden, dass beide Enzyme zur Bioaktivierung von 2-Nitropropan in der
Lage sind. Die Induktion von UDS war in der Zelllinie V79-rSULT1A1 starker als in
V79-rSULT1C1 (Andrae et al., 1999). In der rSULT1A1-Zelllinie erzeugte 2-Nitropropan
ebenfalls Mutationen am hprt-Locus (Glatt et al., 2000). Auch frihere Untersuchungen
weisen darauf hin, dass die rSULT1A1 das am starksten an der Toxifizierung von
2-Nitropropan beteiligte Enzym in der Ratte ist (Sodum et al., 1994).

Man geht davon aus, dass Propan-2-nitronat vor oder nach einer enzymatischen
oder nicht-enzymatischen Deoxygenierung zur Acetoxim-O-sulfonsdure konjugiert werden
kann (Abb. 30). Dieser Metabolit kann hydrolytisch in Aceton und Hydroxylamin-
O-sulfonsaure gespalten werden. Letztere zerfallt spontan in Schwefelsaure und das
hochreaktive Nitreniumion (Sodum et al., 1993; Andrae et al., 1999).

Genetische Schaden, die durch die Entstehung von NH," bei der Metabolisierung
des 2-Nitropropan induziert wurden, sind DNA-Aminierungen, die zur Bildung von
8-Aminoguanin (Sodum et al., 1993), 8-Oxoguanin (Fiala et al., 1995) und einem weiteren,
in vitro instabilen, modifizierten @ Nukleotid fiuhren, das mittlerweile als

2-Hydrazinohypoxanthin bekannt ist (Sodum und Fiala, 1998).
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Abb. 30: Schema der Aktivierung von 2-Nitropropan (Sodum und Fiala, 1998;
Kreis et al., 1998; Andrae et al., 1999)

In frGheren Arbeiten wurde eine Bioaktivierung des 2-Nitropropan durch CYP
postuliert, da gentoxische Schaden in Hepatomzellen der Ratte nach Enzyminduktion
durch Dexamethason verstarkt auftraten (Roscher et al.,, 1990). Letzteres kdnnte jedoch
auch Phenol-SULT der Ratte induziert haben (Kreis et al., 1998). Aullerdem wurde an
SULT-profizienten Primarzellen gezeigt, dass weder CYP noch Prostaglandin-H-
synthetasen, welche die Bildung DNA-reaktiver Spezies durch oxidative Denitrifizierung
katalysieren konnten, essenziell fur die Auspragung der gentoxischen Wirkung von
2-Nitropropan sind (Kreis et al., 1998). In den V79-hCYP1A2-Zellen war die MF nach
Inkubation mit 2-Nitropropan im Vergleich zu den Wildtypzellen marginal erhéht (C 3.3).
Erst durch die Expression von hSULT1A1 allein oder in Kombination mit hCYP1A2 stieg
die MF deutlich an. Das geringere Toxifizierungspotenzial des Allels mit dem Austausch
Arg213His in V79-hSULT1A1*V im Vergleich zu V79-hSULT1A1*1 wurde mit der
Koexpressionszelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1 im Vergleich zu V79-hCYP1A2-
hSULT1A1*2 bestatigt. Mit der Koexpressionszelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1 konnte
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erstmals gezeigt werden, dass auch die hSULT1A2 zur Toxifizierung von 2-Nitropropan in
der Lage ist.

In Untersuchungen mit bakteriellen Teststdmmen war 2-Nitropropan in vielen
Fallen auch ohne den Zusatz externer Metabolisierungssysteme oder das Vorhandensein
von CYP oder SULT mutagen (Speck et al.,, 1982; Gdéggelmann et al., 1988). Dies ist
modglicherweise auf bakterienspezifische Aktivierungswege, die Saugern wahrscheinlich
keine Bedeutung haben, zurtckzufihren. Verschiedene Autoren postulierten die Bildung
eines Hydroxylamins durch bakterielle Nitroreduktasen (Gdggelmann et al., 1988), die
Bildung von NO-Radikalen (Kohl et al, 1995) oder eine direkte, nicht-enzymatische
Bindung von Propan-2-nitronat an die DNA (Speck et al, 1982). Obwohl die
Mutagenitatsprifung an Saugerzellen aufwandiger ist als an Bakterien, ist sie fur die
Prifung von Nitroalkanen deswegen mdoglicherweise besser geeignet. Durch die
Expression von SULT lie} sich die Mutagenitat aber auch in gentechnisch veranderten
Salmonellen-Stammen steigern, so dass auch an diesem Testsystem die Rolle der SULT

fur die Aktivierung von 2-Nitropropan nachzuvollziehen war (Glatt et al., 2000).

3. Aktivierung aromatischer Amine in V79-hCYP1A2-hSULT-Zelllinien im

Vergleich zu anderen Testsystemen

3.1 2-AAF

Die gentoxische Wirkung von 2-AAF wurde bereits in friheren Studien in
verschiedenen Testsystemen gezeigt. Aus der Zusammenstellung der Ergebnisse aus
verschiedenen Untersuchungen in Tabelle 14 wird ersichtlich, dass 2-AAF in Abhangigkeit
vom Metabolisierungssystem unterschiedliche gentoxische Metabolite bildet, deren
Gentoxizitat jeweils an verschiedenen Endpunkten nachweisbar ist. Deswegen ist der
Einsatz definierter metabolisierender Enzyme und die Verwendung von Testsystemen, an
denen mehrere gentoxische Endpunkte untersucht werden kénnen, fur die Prifung dieser
Substanz von besonderer Wichtigkeit. Nur der Metabolit, der durch das Zusammenspiel
von CYP und konjugierenden Enzymen gebildet wird, scheint zur Auslésung von
Mutationen in Sdugerzellen in der Lage zu sein (Tabelle 14). In dieser Arbeit konnten zum
ersten Mal die Mutagenitat von 2-AAF in Saugerzelllinien nachgewiesen werden, die
humane SULT exprimieren.

2-AAF war in der Zelllinie, die keine rekombinanten fremdstoffmetabolisierenden
Enzyme oder nur hCYP1A2 exprimierte, in der vorliegenden Arbeit bis zu einer
Konzentration von 100 yM nicht mutagen am hprt-Locus (C 3.4.2). Erst durch die
Koexpression von SULT mit hCYP1A2 war eine Aktivierung von 2-AAF zum Mutagen
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nachweisbar. Vergleichbare Beobachtungen machten auch Chou et al. (1995) in ihren
Untersuchungen zur SULT-vermittelten DNA-Bindung. Da die Aktivierung nicht durch
Hitzeeinwirkung zu unterbinden war, wurde hSULT1A3 hier als aktivierende SULT
ausgeschlossen und die thermostabile Form hSULT1A1 fir die Bioaktivierung in Betracht
gezogen. In der vorliegenden Arbeit zeigten V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1-Zellen die
starkste Aktivierung von 2-AAF.

In V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2-Zellen und in V79-hCYP1A2-hSULT1C1-Zellen
war 2-AAF nicht mutagen. In V79-Zellen, die rCYP1A2 zusammen mit der SULT1C1 der
Ratte koexprimieren, war 2-AAF dahingegen stark mutagen (Glatt et al., 1998b). Die
menschliche SULT und die der Ratte scheinen sich in diesem Punkt in ihrer
Substratspezifitdt zu unterscheiden. Im Expressionssystem Salmonella typhimurium war
die hSULT1C1 ebenfalls nicht zur Bioaktivierung von N-OH-2-AAF in der Lage. Auch
diesem Testsystem verlieh hSULT1A2*1 von allen gepruften SULT der 1A Familie die
groflte Sensitivitdt gegenuber der Mutagenitdt von N-OH-2-AAF (Glatt et al., 2001).
Moglicherweise ist eine andere SULT1C-Form des Menschen, hSULT1C2, in der Lage,
N-OH-2-AAF zu aktivieren. Diese wurde bereits im V79-System exprimiert und wird in

Kirze in Mutagenitatstests mit N-OH-2-AAF eingesetzt werden.
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Tabelle 14: Gentoxische Wirkung von 2-AAF

Endpunkt, Metabolisierungs- Ergebnis Referenz
system (MS)

Mutationen in extern positiv Staiano et al., 1983;
Salmonella McCann et al., 1975
typhimurium

Mikrokerne in ohne Zusatz eines positiv Glatt et al., 1990a
verschiedenen externen MS

Saugerzelllinien®

Mutagenitat am mit / ohne Zusatz eines negativ Glatt et al., 1998b
hprt-Locus von externen MS

V79-Zellen intern, rekombinantes positiv Glatt et al., 1998b

rCYP1A2 und
rSULT1C1und eine
NAT des chinesischen
Hamsters

rekombinantes schwach positiv  Glatt et al., 1998b
rCYP1A2 und eine NAT
des Chinesischen

Hamsters
DNA-Bindung extern positiv Chou et al., 1995
SCE, wenige intern, rekombinantes positiv Rodrigues et al.,
Chromosomen- rCYP1A2 1994
aberrationen
Mutationen am intern, rekombinantes negativ Rodrigues et al.,
hprt-Locus in V79- rCYP1A2 1994
Zellen
SCE, intern, rekombinantes positiv Rodrigues et al.,
Chromosomen- rCYP1A2 und eine NAT 1994
aberrationen und des chinesischen
Mutationen am Hamsters
hprt-Locus in V79-
Zellen

#nicht in V79-Zellen

Beide gepriften allelischen Varianten der hSULT1A1 aktivierten sowohl
N-OH-2-AAF als auch 2-AAF in Zelllinien, in denen hCYP1A2 koexprimiert war, nicht oder
nur sehr schwach. Auch Lewis et al. (2000) fanden keine Sulfonierung von N-OH-2-AAF
durch rekombinante hSULT1A1. Die Sulfonierung des N-OH-2-AAF in humaner Leber
fuhrte er auf eine Hydroxysteroid-SULT, die hSULT2A1 zurlick. Allerdings waren fir die
Konjugation des N-OH-2-AAF durch rekombinante hSULT2A1 sehr hohe N-OH-2-AAF-
Konzentrationen erforderlich. Die MF in V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1 stieg dahingegen
schon ab Konzentrationen von 0,03 uM an. In hSULT2A1 exprimierenden V79-Zellen

(Glatt, unveroffentlichtes Ergebnis) und Salmonella typhimurium-Stammen (Meinl et al.,
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2002) war die Mutagenitat von N-OH-2-AAF zudem im Vergleich zu SULT-defizienten
Zellen oder Bakterien nicht oder nur marginal erhéht.

Verschiedenen Autoren zufolge hatten SULT im Gegensatz zu den bisher
beschriebenen Befunden einen hemmenden Effekt auf die DNA-Reaktivitat von 2-AAF. In
Humanhepatocytenkulturen wurde die DNA-Bindung durch die Hemmung von SULT
erhdht, was als Unterbindung eines SULT-katalysierten Detoxifizierungsweges interpretiert
wurde (Monteith, 1992). Auch in Bakterien wurde die durch N-OH-2-AAF induzierte
Mutagenitat durch die Zugabe von Kofaktoren fur SULT gehemmt (Stout et al. 1976;
Mulder et al. 1977). Extern zugesetztes N-Sulfoxy-AAF ist nur sehr schwach mutagen in
Bakterien (Smith et. al, 1986). Bakterien besitzen NAT, die zur Aktivierung von
N-OH-2-AAF oder des deacetylierten Derivates, N-OH-Aminofluoren, fihren koénnen.
Solche Enzyme fehlen in V79-Mz-Zellen. Wahrscheinlich ist, dass der hochreaktive,
mutagene Sulfatester vor allem bei der Verwendung externer aktivierender Systeme mit
Proteinen oder anderen Makromolekulen reagierte oder zerfiel, bevor er die bakterielle
DNA erreichte (Stout et al., 1976). Diese Theorie wird durch die Tatsache unterstitzt, dass
N-Sulfoxy-AAF im wassrigen System eine extrem kurze Halbwertzeit (4 s) hat (Panda et
al., 1989).

Als Grinde fir den fehlenden Anstieg der Mutagenitat in V79-hCYP1A2-
hSULT1A2*1-Zellen mit steigender Konzentration an 2-AAF kommen eine Limitierung
durch das Expressionsniveau des hCYP1A2 oder der hSULT1A2*1, oder aber die
Sulfamatbildung durch direkte Sufonierung des aromatischen Amids ohne vorherige
N-Hydroxylierung in Frage, die eine Detoxifizierungsreaktion darstellen wirde. Eine
Sulfamatbildung konnte nicht nachgewiesen werden (C 3.4.1). Eine Limitierung durch das
Expressionsniveau des hCYP1A2 in V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1-Zellen ware mdglich, da
die Mutagenitat von N-OH-2-AAF in diesen Zellen deutlich starker war als die von 2-AAF.
Die MF nahm bei Expsoition gegenuber N-OH-2-AAF mit steigender Konzentration bis in
den cytotoxischen Konzentrationsbereich zu, was gegen eine Limitierung durch das
Expressionsniveau der SULT spricht. Als weiterer Grund ware denkbar, dass eine
Hemmung der SULT durch eine Interaktion mit 2-AAF erfolgt, ohne dass ein Sulfamat
gebildet wird. In Ratten wurde der 4-Nitrophenolumsatz in der cytosolischen Leberfraktion
durch die Verabreichung von 2-AAF gehemmt (Ringer et al., 1985; Mangold et al., 1990).
Hinweise auf eine Interaktion des 2-AAF mit humanen SULT gab die Hemmung des
cytosolischen Umsatzes von 4-Nitrophenol bei Zugabe von 2-AAF (C 3.3).
Bioaktivierungsweg und Wirkung des 2-AAF kénnen demnach auller von der Wahl des
Testsystems, des metabolisierenden Systems und des untersuchten gentoxischen

Endpunktes zusatzlich von der Konzentration an 2-AAF abhangen.
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3.2 2-Aminoanthracen

In V79-rCYP1A2-Zellen erzeugte 2-Aminoanthracen in friiheren Untersuchungen
sowohl SCE als auch Mikrokerne sowie in geringem Male chromosomale Aberrationen
(Ellard et al., 1991; Rodrigues et al., 1994). Durch das Vorhandensein einer endogenen
NAT zusatzlich zu rCYP1A2 in den V79-Zellen wurde die gentoxische Wirkung von
2-Aminoanthracen auf diese Endpunkte verstarkt. Fir eine SULT-abhangige Aktiverung
gab es bisher keine Hinweise.

In der vorliegenden Arbeit stieg die MF bereits in der Zelllinie, die nur hCYP1A2
exprimierte, leicht an (C 3.3.2, Abb. 25). Zumindest im niedrigen Konzentrationsbereich
war die Mutagenitat in einigen Experimenten mit hSULT-koexprimierenden V79-Zellen
deutlich erhéht. Sowohl hSULT1A1*1 als auch hSULT1A2*1 waren in der Lage,
2-Aminoanthracen in der Anwesenheit von hCYP1A2 zu aktivieren. Diese Aktivierung ist
vermutlich auf die Sulfonierung und die daran anschlieRende spontane Nitreniumionbildung
des hCYP1A2-Metaboliten N-OH-Aminoanthracen zurtckzufuhren (A 3, Abb. 2). Dieser
Effekt kdnnte besonders relevant sein, weil SULT in vivo oft flr die Verstoffwechselung von
Substanzen in niedrigen Konzentrationen verantwortlich sind, wahrend bei héheren
Konzentrationen andere enzymatische Reaktionen Uberwiegen.

Einerseits war flr einen deutlichen Anstieg der MF die hSULT-Koexpression in
V79-hCYP1A2 notwendig, andererseits wurde 2-Aminoanthracen in einem Experiment
trotz nachgewiesener cytosolischer SULT-Aktivitat in Parallelkulturen nicht bioaktiviert.
Aulerdem stieg die Mutagenitat von 2-Aminoanthracen ab einer Konzentration von 0,3 uM
nicht mehr weiter an, obwohl héhere Konzentrationen nicht toxisch auf V79-hCYP1A2-
hSULT-Zellen wirkten. In der Literatur finden sich Hinweise, dass Arylamine und die davon
abgeleiteten Hydroxylarylamine um die gleiche NAT konkurrieren kénnen. In V79-NH-
rCYP1A2-Zellen, die in der Lage sind, 2-Aminoanthracen und 2-Aminofluoren zu
N-Hydroxiden zu metabolisieren, konnte die Gentoxizitdt und die Cytotoxizitat von
2-Aminoanthracen durch 2-Aminofluoren unterdriickt werden (Kiefer et al., 1994). Da in
dieser Verdéffentlichung auch ohne die Zugabe von 2-Aminofluoren die toxischen Effekte in
Konzentrationen oberhalb von 0,3 uM geringer waren als in niedrigeren Konzentrationen,
besteht die Moglichkeit, dass 2-Aminoanthracen selbst mit N-OH-Aminoanthracen um die
Metabolisierung durch die NAT konkurrierte. Eine ahnliche Situation kdnnte auch in den
V79-hCYP1A2-hSULT-Zelllinien gegeben sein, da 2-Aminoanthracen den cytosolischen
Umsatz von 4-Nitrophenol deutlich hemmte. Folglich wéare die Metabolisierung von
2-Aminoanthracen in diesem Testsystem, entsprechend der oben beschriebenen
Metabolisierung von 2-AAF, nicht nur von der Spezifitdt und Expressionsstarke der
metabolisierenden Enzyme abhangig, sondern auch von dem Verhaltnis der

Hydroxylierungs- zur Sulfonierungskapazitat in kritischen Phasen des Mutagenitatstests.
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3.3 3'-M-DAB

Bei DAB und davon abgeleiteten Derivaten ist die Auswertung von
Kanzerogenitatsstudien schwierig, da sie widersprichliche Ergebnisse bei Verwendung
verschiedener Spezies und Applikationsformen lieferten (Fare, 1966; Mori et al., 1984;
Delclos et al., 1984). 4-Methylaminoazobenzol (MAB) und 4-Aminoazobenzol (AB) sind in
Mausen nach intraperitonealer Applikation ebenso stark kanzerogen wie DAB (Delclos et
al., 1984). In Futterungsversuchen mit Ratten wurde AB jedoch als nicht oder weniger
kanzerogen im Vergleich zu MAB und DAB beurteilt (Miller et al., 1985, Levine, 1991).
Hinweise auf einen SULT-abhangigen Aktivierungsweg von DAB lieferten Versuche mit
PAPS-defizienten Mausen, bei denen deutlich weniger Addukte und Hepatome gefunden
wurden als in Kontrolltieren (Levine, 1991, Delclos et al., 1986). Eine Supplementation des
Futters mit Natriumsulfat fihrte zu einer Verkirzung der Tumorlatenzzeit (Blunck und
Crowther, 1975). Ergebnisse zur Mutagenitdt des DAB und seiner Derivate in Bakterien
sind fragwurdig, weil hier unter Zusatz von S9 nicht nur 3'-M-DAB mutagen waren, sondern
auch die in der Ratte nur schwach kanzerogenen 2'- und 4'-Methyl-Derivate des DAB (Mori
et al., 1983b). Mdglicherweise kann durch bakterielle Nitroreduktasen im Mutagenitatstest
die Ausbildung DNA-reaktiver Nitroxidradikale stattfinden, die in vivo in der Ratte nicht
relevant ist.

Die erste Demethylierung (A 3, Abb. 3) ist in der Ratte 3-methylcholanthren-
induzierbar, wahrend die zweite durch Phenobarbital induziert wird (Levine, 1985).
Letzteres induziert aulRerdem die 4'-Ringhydroxylierung, die eine Detoxifizierungsreaktion
darstellt (Degawa et al., 1990). Die N-Hydroxylierung des MAB geschieht entweder
CYP-abhangig nach Induktion durch 3-Methylcholanthren oder durch flavinabhangige
Monooxygenasen (Kimura et al., 1984; Mori et al., 1983a). Da die Induzierbarkeit durch
3-Methylcholanthren auf eine Metabolisierung durch CYP1A2 hinweist, sollten also sowohl
die Demethylierung als auch die N-Hydroxylierung in V79-hCYP1A2-Zellen ablaufen
koénnen. In diesen Zellen war 3'-M-DAB jedoch nicht mutagen (C 3.4.4).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass im V79-Testsystem die zusatzliche Anwesenheit
konjugierender Enzyme fir die Aktivierung von DAB notwendig ist. In V79-hCYP1A2-
hSULT1C1 fand keine Aktivierung statt, wahrend die rSULT1C1 in Kombination mit
rCYP1A2 3'-M-DAB zum Mutagen aktivierte (Glatt, unveroffentlichtes Ergebnis). In dieser
Arbeit wurden SULT1A-Enzyme als SULT des Menschen erkannt, die hCYP1A2-Metabo-
lite des 3'-M-DAB zu ultimalen Mutagenen aktivieren kdnnen. Die Mutagenitat am hprt-
Locus lag in den Zellen, welche die unterschiedlichen 1A Formen, hSULT1A1 und
hSULT1A2, exprimierten, bei einer Konzentration von 3 yM im gleichen Bereich. Auch die
allelischen Varianten der hSULT1A1 und hSULT1A2 unterschieden sich nur in niedrigeren
Konzentrationen in ihrem Aktivierungspotenzial. Es wurde kein Einfluss des
SULT-Expressionsniveaus auf die Mutagenitdt von 3'-M-DAB in den V79-hCYP1A2-
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hSULT1A-Zelllinien beobachtet. Die Sensitivitat des Testsystems schien hingegen starker
durch die Expressionsstarke von hCYP1A2 im jeweiligen Test beeinflusst zu sein (C 3.4.4).

Im Tierversuch war die Kanzerogenitdt des DAB nach der Einfihrung einer
Methylgruppe in der 3'-Position erhdht (Mori et al., 1980). Eine weitere Verstarkung der
Kanzerogenitat erfolgte nach der Hydroxylierung der Methylgruppe in der 3'-Position (Mori
et al., 1980). Mdglicherweise ist das hCYP1A2 nicht nur zur N-Demethylierung und
N-Hydroxylierung des 3'-M-DAB, sondern auch zur 3'-Hydroxylierung in der Lage.

Wie der ultimal krebsauslosende Metabolit, der in vivo und in den in dieser Arbeit
konstruierten V79-Zellen aus 3'-M-DAB gebildet wird, aussieht, ist demnach unklar. Die
oxidative und sulfokonjugatbildende metabolische Aktivierung an der exozyklischen
N-Position und moglicherweise auch die Hydroxylierung der 3'-Methylgruppe spielen aber

eine wichtige Rolle.

3.4 2,4-TDA

In friheren Untersuchungen hatte 2,4-TDA schwache mutagene Effekte im
Saugerzellsystem gezeigt (Coppinger et al., 1984). In der vorliegenden Arbeit wurde
festgestellt, dass humane SULT 2,4-TDA aktivieren kénnen. Eine Steigerung der MF wurde
durch die Koexpression von hSULT1A1*1 oder hSULT1A1*2 mit hCYP1A2 bei
Konzentrationen Gber 1 mM erreicht. Eine Aktivierung des 2,4-TDA durch SULT wurde
unter anderem deswegen postuliert, weil die SULT-Inhibitoren Pentachlorphenol und
2,6-Dichlor-4-nitrophenol die kovalente Bindung von 2,4-TDA an Hepatocyten-DNA
hemmten (Furlong et al., 1987). Diese Substanzen kdnnen jedoch auch einen Einfluss auf
andere Enzyme haben. In diesem Zusammenhang interessiert besonders die Hemmung
von NAT, da Cunningham und Matthews (1990) einen durch NAT katalysierten
Aktivierungsweg eines N-Hydroxids von 2,4-TDA postulierten (Cunningham und Matthews,
1990). Sie zeigten eine Verminderung der Mutagenitdt von 2,4-TDA in Salmonella
typhimurium durch spezifische Inhibitoren fir NAT und durch den Einsatz NAT-defizienter
Bakterienstamme. Ob dieser Aktivierungsweg in vivo eine Rolle spielt und im Menschen
stattfindet, wurde bisher nicht geklart. Saugerzelllinien, die NAT der Ratte oder des
Menschen zusammen mit CYP exprimieren, konnten fur die Aufklarung hilfreich sein.

Sowohl 2,4-TDA als auch das stellungsisomere 2,6-TDA induzierten UDS in
Hepatocyten der Ratte, aber nur 2,4-TDA induzierte auch in humanen Hepatocyten UDS
(Butterworth et al., 1989). In Abhangigkeit von der Spezies kénnten demnach zumindest
bei 2,6-TDA unterschiedliche Bioaktivierungsprozesse ablaufen. Metabolisch kompetente
Indikatorzellen, die humane Enzymformen exprimieren, sind bei dieser Substanz auch
deswegen von besonderem Interesse, weil 2,6-TDA in vivo in der Ratte nicht kanzerogen
war (National Technical Information Service, 1980), in Salmonella typhimurium aber

ebenso mutagen wirkte wie 2,4-TDA (Zeiger et al., 1988; Cunningham et al., 1989).
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4. Reproduzierbarkeit der Mutagenitatsexperimente

Die Variabilitat der Ergebnisse mehrerer gleichbehandelter Kulturen innerhalb
eines HPRT-Genmutationstests war gering, sodass klare qualitative Aussagen zum
Aktivierungspotenzial der untersuchten Zelllinien méglich waren. Dem standen in einigen
Fallen groRe Abweichungen zwischen separaten Experimenten entgegen, wodurch ein
quantitativer Vergleich des Aktivierungspotenzials bei einigen Testsubstanzen schwierig
war. Grof3e Streuungen traten vor allem in Experimenten mit niedrigen maximalen Effekten
auf, wahrend starke Effekte gut reproduzierbar waren. Zum Teil kénnen die
unterschiedlichen Ergebnisse auf Schwankungen im Expressionsniveau von SULT,
hCYP1A2 oder ein daraus resultierendes unterschiedliches Verhaltnis der bioaktivierenden
Enzyme in den Koexpressionszelllinien zuriickzufiihren sein. Fir alle Klone, mit denen im
HPRT-Test gearbeitet wurde, war eine stabile SULT- und CYP-Expression Uber
mindestens 20 Passagen nachgewiesen worden (C 2.3.3). Dennoch traten Schwankungen
im Expressionsniveau zwischen den einzelnen Passagen auf (C2.3.1). In den
Experimenten mit 2-AAF und N-OH-2-AAF in der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1
schien die cytosolische SULT-Aktivitat mit der Starke der Bioaktivierung zu korrelieren
(C3.4.2). In der Zellinie V79-hCYP1A2-hSULT1A2*1 war jedoch kein klarer
Zusammenhang vorhanden (C 3.4.2). In Experimenten mit 3'-M-DAB in V79-hCYP1A2-
hSULT1A2-Zelllinien war eher ein Einfluss des Expressionsniveaus von hCYP1A2 zu
erkennen (C 3.4.4). Aufgrund direkter Interaktionen der Testsubstanzen mit den SULT hing
die Bioaktivierung der aAA in diesem Testsystem mdglicherweise nicht nur von der
Sulfonierungs- oder N-Hydroxylierungskapazitat ab, sondern auch vom Verhaltnis der
exprimierten Enzyme zueinander. Bei hoher Expression von hCYP1A2 wird viel der aAA
sofort N-hydroxyliert und steht fir die nachfolgende Sulfonierung zur Verfuigung,
wohingegen bei geringerer Hydroxylierungskapazitat trotz hoher SULT-Expression wegen
der Inhibition durch relativ hohe verbleibende Konzentrationen des aAA das
N-hydroxylierte aAA nicht effizient sulfoniert werden kann.

Ein weiterer Grund fir Schwankungen in den Ergebnissen der
Mutagenitatsexperimente mit den Koexpressionszelllinien konnte in einer uneinheitlichen
Vorgehensweise bei der Durchfihrung der HAT-Passagen vor Testbeginn liegen. Der
Einfluss des HAT-Supplementes auf die SULT-Expression in Koexpressionszellen war
uneindeutig (C 2.4.2), aber es lie} sich eine deutliche Beeintrachtigung des Wachstums in
den ersten HAT-freien Kulturen nach der Selektion auf hprt’-Mutanten nachweisen
(C 2.4.2). Da Mutationen erst durch Zellteilungen manifestiert werden, kann dies auch
einen Einfluss auf das Ergebnis des Mutagenitatstests haben. Bei unklaren Ergebnissen

wurden deshalb Wiederholungsexperimente durchgefuhrt, bei denen mindestens eine
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Passage zwischen der HAT-Selektion und der Einsaat fir den Mutagenitatstest in HAT-
freiem Medium durchgefiihrt wurde. Dieses Vorgehen ist flir weitere Mutagenitatstests
empfehlenswert.

Die Schwierigkeiten bei der Reproduzierbarkeit der Mutagenitatsexperimente
machen deutlich, wie wichtig gute Positivkontrollen flr die Etablierung neuer Zelllinien sind.
Eine durch die Enzymausstattung der jeweiligen Zelllinie aktivierbare Substanz ist als
Positivkontrolle der Expressionskontrolle in subzellularen Fraktionen vorzuziehen.

Als Positivkontrolle fir die Mutagenitatstests erwies sich 3'-M-DAB als gut
geeignet, da es in einer Konzentration von 3 yM von allen V79-hCYP1A2-hSULT1A-
Zelllinien zu einem Mutagen aktiviert wurde, in Kontrollzelllinien jedoch nicht mutagen war.
Allerdings war kein klarer Zusammenhang zwischen dem SULT-Expressionsniveau und
der Starke der Aktivierung von 3-M-DAB vorhanden. Da der Einfluss des
Expressionsniveaus auf die Aktivierung anderer Substanzen moglicherweise starker ist,
sollte es extern weiterhin mitbestimmt werden. Neben dieser Kontrolle, die nur durch das
Zusammenspiel der beiden rekombinanten Enzyme aktiviert werden kann, ist in der
Etablierungsphase auch das Mitfihren von Substanzen, die bereits durch eines der
Enzyme zum ultimalen Mutagen metabolisiert werden, empfehlenswert, da fir diese
Substanzen eine breitere Datenbasis zum Vergleich vorhanden ist. Beeintrachtigungen des
Testergebnisses durch unerwlnschte Interaktionen der Testsubstanz mit den exprimierten
Enzymen lassen sich jedoch nicht durch Positivkontrollen ausschlie3en, sondern mussen

fur neue Substanzen jeweils geprift werden.

5. Aktivierungspotenzial der untersuchten allelischen Varianten von
hSULT1A1 und hSULT1A2

Uber die toxikologische Bedeutung der Polymorphismen der hSULT1A1 und
hSUL1A2 im Menschen gibt es bisher nur wenige Erkenntnisse. Coughtrie et al. (1999)
berichteten, dass die Frequenz des hSULT1A1*1-Allels in der Bevodlkerung mit steigendem
Alter zunimmt. Andere epidemiologische Studien zeigten, dass der hSULT1A1*2-Phenotyp
mit einem hoheren Risiko fur Brustkrebs einhergeht (Zheng et al., 2001). Bei Individuen,
die ein hSULT1A1*1-Allel tragen, wurde eine deutlichere Korrelation zwischen dem
Brustkrebsrisiko und Erndhrungsgewohnheiten, die zu einer starkeren Aufnahme
heterozyklischer aromatischer Amine fuhren, gefunden (Zheng et al., 2001). Der
hSULT1A1*1-Genotyp korrelierte au3erdem mit einem friheren Auftreten von Brustkrebs
und wurde auch in einen Zusammenhang mit dem zusatzlichen Auftreten anderer Tumore
gebracht (Seth et al., 2000). Diese komplexe Situation hangt mdglicherweise mit einer

unterschiedlichen Auswirkung der Starke der SULT-Aktivitdt auf verschiedene
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Risikofaktoren flr Brustkrebs zusammen. So sind SULT nicht nur an der Aktivierung von
krebserregenden Fremdstoffen, sondern auch an der Inaktivierung endogener
Risikofaktoren, der Ostrogene, beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wurden die meisten
Substanzen durch Zelllinien, die hSULT1A1*1 oder hSULT1A1*2 exprimierten oder mit
hCYP1A2 koexprimierten, ahnlich gut aktiviert. 2-Nitropropan wurde in den
Koexpressionszellen durch das hSULT1A1*1-Allel starker aktiviert, 3'-M-DAB durch das
hSULT1A1*2-Allel. Da die Unterschiede nicht gravierend waren und in dem komplexen
Testsystem viele Faktoren die Ergebnisse beeinflussen kdnnen, ist anzunehmen, dass kein
unterschiedliches Aktivierungspotenzial der allelischen Varianten der hSULT1A1 fir die
untersuchten Substrate besteht. Hierflr spricht auch, dass 2-Nitropropan in den Zelllinien,
die kein hCYP1A2 exprimieren, in hSULT1A1*2 exprimierenden Zellen ebensogut aktiviert
wurde wie in hSULT1A1*1-exprimierenden. Die allelischen Varianten der hSULT1A2
zeigten hingegen klare Unterschiede in ihrem Aktivierungspotenzial bei einigen der
untersuchten aAA.

2-AAF wurde durch die hSULT1A2*1 starker als durch alle anderen untersuchten
hSULT aktiviert, war aber in V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2-Zellen nicht mutagen.
2-Aminoanthracen war ebenfalls negativ in V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2-Zellen, wurde
aber durch samtliche tbrigen hSULT1A-Alloenzyme aktiviert. Anhand der Aktivierung von
3'-M-DAB, die in V79-hCYP1A2-hSULT1A2*2-Zellen ahnlich gut war wie in V79-hCYP1A2-
hSULT1A2*1-Zellen, konnte abgesichert werden, dass hSULT1A2*2 in dem
Expressionssystem im Mutagenitatstest in funktioneller Form exprimiert wird und zur
Aktivierung eines aromatischen Amins in der Lage ist.

In den genannten epidemiologischen Studien wurde der Polymorphismus fur die
hSULT1A2 zwar nicht untersucht, das Auftreten des katalytisch weniger aktiven
Alloenzyms, hSULT1A2*2, ist aber an das Auftreten der hSULT1A1*2-Form gekoppelt
(Engelke et al., 2000). Die Aktivierung von aAA durch hSULT1A2*1 lasst vermuten, dass
dieses Enzym auch fur die Bioaktivierung heterozyklischer aAA wichtig sein kénnte. Die
Tatsache, dass Individuen mit dem hSULT1A1*1-Genotyp bei starkerer Aufnahme
heterozyklischer aAA ein hdheres Risiko fur Brustkrebs haben, kdénnte nach den
Ergebnissen dieser Studie demnach entweder mit dem gekoppelten Auftreten desjenigen
hSULT1A2-Allels mit dem starkeren Aktivierungspotenzial fir aAA oder mit der starkeren
Expression des hSULT1A1*1-Alloenzymes in einigen Geweben erklart werden.

Da die Enzyme sowohl toxifizierende als auch detoxifizierende Eigenschaften
gegenuber verschiedenen Substraten haben kdnnen, lasst sich ein allgemein vorteilhafter
Genotyp moglicherweise nie ausmachen. In Verbindung mit bestimmten Risikofaktoren
kénnen allerdings toxifizierende oder detoxifizierende Eigenschaften der Alloenzyme
dominieren und das Entstehen oder die Vermeidung bestimmter Krankheiten

mitbestimmen. Moglicherweise Ubernehmen fremdstoffmetabolisierende Enzyme mit
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anderen gewebespezifischen Expressionsmustern die Metabolisierung, wenn die flr einen
Giftstoff weniger affinen SULT-Formen exprimiert werden, so dass bei diesen Individuen
andere Zielorgane fir eine Schadigung durch die Substanz in Frage kommen.

Fiar die Tumorinduktion durch aAA werden namlich in verschiedenen Geweben
teilweise unterschiedliche Metabolisierungswege angenommen. Im Harnblasenlumen
kénnen aufgrund des sauren Milieus Arylhydroxylamine aus Glucuroniden freigesetzt
werden und nach Protonierung Nitreniumionen ausbilden (Lang, 1991). Eine andere
Méglichkeit in der Harnblase ist die peroxidative Aktivierung durch Prostaglandin-H-
synthetasen (Flammang et al., 1989). Lungengewebe ist wahrscheinlich nicht zur
N-Oxidierung von aAA in der Lage (McManus et al., 1980; Kadlubar et al., 1988). Dennoch
wurden Addukte von Arylaminen in der Lunge entdeckt (Kadlubar et al., 1988; Wilson et al.,
1989). Hydroxylamine kdnnten entweder durch Resorption aus dem Blutstrom in die Lunge
gelangen oder mittels Nitroreduktion aus Nitroaromaten gebildet werden (Lang, 1991).
AulBerdem wurde Peroxidaseaktivitat in Lungengewebe gefunden (Lang, 1991). In der
Lunge besteht eine hohe Expression von NAT (Windmill et al., 2000). Es wurde aber kein
Zusammenhang zwischen dem Acetylierertyp und Lungenkrebsrisiko gefunden (Burgess
und Trafford, 1985; Philip et al., 1988).

Dass der Polymorphismus der hSULT1A1 fir Zigarettenraucher relevant sein
konnte, postulierte erst kirzlich eine Fall-Kontrollstudie, die eine erhdhte Inzidenz fir
Lungenkrebs bei Rauchern, die Trager des hSULT1A1*1 Allels sind, feststellte (Wang et
al., 2002). Bisher ist jedoch unklar, auf welche Bestandteile des Zigarettenrauches dieses
unterschiedliche Risiko zurlckzufuhren ist. Auch zur Klarung dieser Fragestellung stellen
die V79-Zellen, die unterschiedliche allelische Varianten der hSULT1A1 und hSULT1A2

exprimieren oder mit hCYP1A2 koexprimieren, ein sinnvolles Testmodell dar.

6. Einsatzmodglichkeiten der V79-hSULT-Zelllinien

Der Fremdstoffmetabolismus rekombinanter Testorganismen ist in der Regel auf
wenige Enzyme begrenzt. Das gentoxische Potenzial einer Testsubstanz wird daher nicht
vollstdndig abgeklart. Auch deswegen konnen in vitro-Systeme mit gentechnisch
veranderten Indikatorzellen Tierversuche nicht vollstandig ersetzen, liefern aber wichtige
erganzende Informationen fur die Aufklarung der zur Aktivierung beitragenden Reaktionen
und flr die Voraussage von organspezifischen Wirkungen. Dadurch koénnen
Indikatorzellen, die humane Enzyme exprimieren, zur Klarung beitragen, ob Daten aus
Tierversuchen auf den Menschen (bertragbar sind oder welche Spezies flr diese
Untersuchungen geeignet ware (Glatt et al., 1998a). So wurden in dieser Arbeit abgesehen

von proteinbiochemischen Unterschieden auch starke Unterschiede in der Fahigkeit der
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SULT1C1-Formen des Menschen und der Ratte gefunden, aAA zu Mutagenen zu
aktivieren. Da die einzelnen SULT-Formen unterschiedliche Muster in der
Gewebespezifitat ihrer Expression zeigen, die wiederum bei den Saugerspezies
verschieden sind, dirfte die SULT-vermittelte Mutagenitat bei Mensch und Versuchstier
unterschiedlich ausgepragte Organotropismen haben.

Da Studien an etablierten in vitro-Testsystemen schneller Ergebnisse liefern und
kostengunstiger sind, werden sie in der pharmazeutischen und chemischen Industrie
routinemalig als Vorstudien auf mogliche kanzerogene Wirkungen eingesetzt. In der
Basisprufung wird Ublicherweise ein Genmutationstest an Bakterien und ein
Chromosomenmutationstest an Saugerzellkulturen durchgefihrt. AnschlieRend werden die
Befunde an einem Genmutationstest an Saugerzellkulturen und einem in vivo-
Mikrokerntest am Knochenmark von Saugern abgeklart, fir den eine alternative Richtlinie
fur einen in vitro-Mikrokerntest an Saugerzellkulturen erarbeitet wird (Marzin, 1997; Garriott
et al., 2002). Bei einem positiven Ergebnis wird ein anschlieRender Tierversuch in vielen
Fallen unndtig. Deswegen sind auch in diesem Bereich mdéglichst spezifische in vitro-
Indikatorsysteme fur gentoxische Untersuchungen von grofiem Interesse.

Auler fur die Untersuchung der homozyklischen aAA und benzylischen Alkohole
sind SULT-exprimierende Zellen fir einige andere Substanzgruppen relevant. Naheliegend
ist die Untersuchung der gentoxischen Wirkung heterozyklischer aromatischer Amine.
Diese entstehen beim Erhitzen von Fleisch und Fisch (Commoner et al., 1978; Jagerstad
M., 1991) und werden mit der erhdhten Inzidenz fur Colonkrebs bei bestimmten
Erndhrungsgewohnheiten in Zusammenhang gebracht (Schiffman et al., 1990; Wohlleb et
al., 1990). Sie werden an der Aminogruppe wahrscheinlich analog zu den homozyklischen
aAA metabolisiert und bilden wie sie DNA-reaktive Metabolite (Patrianakos und Hoffman,
1979; Haugen et al., 1982; Kato und Yamazoe, 1987; Boobis et al., 1994). Auch fir die
Beteiligung von SULT am Metabolismus der heterozyklischen aromatischen Amine gibt es
Hinweise (Ozawa et al., 1994; Lewis et al., 1998; Wu, 2000). Deswegen sind gerade die
Koexpressionszelllinien flir hCYP1A2 und hSULT fir Studien ihres Metabolismus und ihrer
Gentoxizitat geeignet.

Des Weiteren haben sich die V79-SULT-Zelllen als sensitive Systeme fir die
Prufung von Nitroverbindungen erwiesen. Aul3er dem Nitroalkan 2-Nitropropan wurde der
nitropolyzyklische aromatische Kohlenwasserstoff 3-Nitrobenzanthron in den in den hier
konstruierten Zelllinien V79-hSULT1A1*1, V79-hCYP1A2-hSULT1A1 und V79-hCYP1A2-
hSULT1A2*1 untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass beide SULT 3-Nitrobenzanthron
zu einem cytotoxischen Metaboliten aktivieren kénnen, der DNA-Addukte bildet (Arlt et al.,
2002).
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Viele Arylamide und Arylamine (aAA) wirken im Tierversuch kanzerogen, sind
aber in Bezug auf ihre Kanzerogenitat im Menschen nicht zu klassifizieren oder werden als
moglicherweise kanzerogen eingestuft. Dazu gehdren auch einige heterozyklische
aromatische Amine, die beim Erhitzen von Fleisch und Fisch entstehen. Da aAA ihre
Kanzerogenitat erst nach einer oft mehrschrittigen metabolischen Aktivierung entfalten,
besteht grundsatzlich das Problem, dass Saugerspezies sich in ihrer Disposition fir
Tumoren, die durch diese Substanzgruppe ausgelést werden, unterscheiden kénnen.
Erkenntnisse aus Tierversuchen oder in vitro-Studien, bei denen tierisches Material als
Quelle fur metabolisierende Enzyme verwendet wurde, sind deswegen nicht ohne
Vorbehalte auf den Menschen zu Ubertragen. In der vorliegenden Arbeit gelang die
Etablierung einer Serie sensitiver rekombinanter Indikatorzellen fiur die Prifung der
gentoxischen Wirkung aromatischer Amine und Amide. Durch die Fahigkeit zur internen
Durchfihrung der mehrstufigen metabolischen Aktiverung von aAA konnte auf den Zusatz
externer Metabolisierungssysteme ganzlich verzichtet werden. Dadurch erubrigte sich bei
den neu etablierten Testsystemen das Problem der schlechten Membrangangigkeit
extrazellular generierter reaktiver Metabolite und der Reaktion mit Makromolekilen im
Extrazellularraum.

Es wurden Zelllinien fir die Expression von humaner Sulfotransferase (hSULT)
1A1 (*1, *2 und *V), hSULT1A2 (*1 und *2), hSULT1A3, hSULT1E1 und hSULT1C1
konstruiert. Auch die Reihe der V79-Zelllinien, die SULT der Ratte exprimieren, wurde
durch zwei neue Zelllinien, V79-rSULT1A1 und V79-rSULT1E1, erganzt. Verschiedene
hSULT1A- Formen (1A1*1, 1A1*2, 1A2*1, 1A2*2) sowie hSULT1C1 wurden unter
vergleichbaren Bedingungen mit humanem Cytochrom P450 1A2 (hCYP1A2) koexprimiert.
Dadurch sind die Zelllinien fur vergleichende toxikologische und enzymatische
Untersuchungen der einzelnen SULT-Formen und der SULT von Ratte und Mensch gut
geeignet.

Die Expression von SULT erwies sich als nicht besonders problematisch, wahrend
die Selektion von Klonen, die fur die hohe Expression beider Enzyme (CYP und SULT)
stabil waren, sich als sehr aufwandig herausstellte. Auch die Interpretation und die
Reproduzierbarkeit von Mutagenitatsexperimenten war bei den Koexpressionszelllinien
schwieriger als bei Zelllinien, die nur ein rekombinantes Enzym exprimierten.

Die neu etablierten Zelllinien wurden bezlglich ihrer Wachstumseigenschaften,
des SULT-Expressionsniveaus und der protein-biochemischen Eigenschaften der

exprimierten SULT charakterisiert. Die Korrektheit der Sequenz wurde flir alle neu
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konstruierten V79-SULT-Zelllinien bestatigt. Weder die SULT-Expression noch die
Koexpression von SULT und CYP veranderten die untersuchten zellbiologischen
Parameter mafigeblich. Die exprimierten Enzyme unterschieden sich in ihren Spezifitaten,
Konzentrations- und pH-Optima gegeniber Standardsubstraten nicht von gereinigten oder
bakteriell exprimierten Enzymen.

Im HPRT-Genmutationstest mit benzylischen Alkoholen konnte gezeigt werden,
dass die SULT-profizienten V79-Zellen ein sensitives Testsystem zum Nachweis SULT-
vermittelter Mutagenitdt durch hSULT1E1 und hSULT1A1 darstellen. Mit den
V79-hSULT1A-Zellen konnte zum ersten Mal die durch hSULT-vermittelte Mutagenitat
eines Nitroalkanes, 2-Nitropropan, in einem Saugerzellsystem gezeigt werden. Dabei
stellte sich heraus, dass die hSULT1A2, eine SULT-Form, die in Bezug auf ihr
toxifizierendes Potenzial bisher nur wenig untersucht worden war, von den untersuchten
SULT das starkste Aktivierungspotenzial fur 2-Nitropropan besal3.

Die Prifung von aAA in den V79-hCYP1A2-hSULT-Zelllinien brachte neue
Erkenntnisse zur Bioaktivierung dieser Substanzgruppe im Menschen. 3'-Methyl-4-
dimethylaminoazobenzol (3'-M-DAB), 2-Acetylaminofluoren (2-AAF) und 2-Aminoanthracen
wurden in V79-hCYP1A2-hSULT1A-Zelllinien bereits in sehr niedrigen Konzentrationen
aktiviert. Das spricht dafir, dass diese SULT-Formen diejenigen sind, die fir die
Aktivierung von aAA im Menschen wichtig sind und dass dieser Aktivierungsweg von
biologischer Bedeutung ist. Fir jedes der gepriften aAA wurde mindestens eine
SULT-Form gefunden, die es bei gemeinsamer Expression mit hCYP1A2 zum Mutagen
aktivieren konnte. Von den bisher untersuchten SULT-Formen der Ratte besal rSULT1C1
das starkste Aktivierungspotenzial flr diese Substanzgruppe. Im Menschen scheinen
hingegen SULT1A-Formen die wichtigste Rolle bei der Aktivierung von aAA zu spielen. In
Abhangigkeit von der Struktur wurden die aAA durch die einzelnen SULT-Formen
unterschiedlich stark aktiviert. 2-AAF wurde deutlich starker durch hSULT1A2 als durch
hSULT1A1 aktiviert. Dahingegen wurde 2,4-TDA praktisch nur durch hSULT1A1 aktiviert.
Zum ersten Mal wurde in dieser Arbeit die Aktivierung von 2-Aminoanthracen durch SULT
nachgewiesen. Sowohl hSULT1A1*1 als auch hSULT1A2*1 waren dazu in der Lage. Ein
hCYP1A2-hSULT-abhangiger Aktivierungsweg wurde auch fur 3'-M-DAB bestatigt. Da
samtliche untersuchten hSULT1A-Formen zur Aktivierung dieser Substanz in der Lage
waren, eignet sie sich gut als Positivkontrolle fur funktionelle Expression von hSULT1A2
und hSULT1A1 bei weiteren Tests, in denen andere aAA geprift werden sollen. Durch die
Validierung des SULT-Expressionsniveaus der Zelllinien war es in einigen Fallen mdglich,
das Aktivierungspotenzial verschiedener allelischer Varianten der hSULT1A-Formen zu
vergleichen. So wurden 2-Aminoanthracen und 2-AAF gut durch hSULT1A2*1 aktiviert,
waren bei Expression des hSULT1A2*2-Alloenzymes aber nicht mutagen. Zur Aktivierung

des 3'-M-DAB waren hingegen beide hSULT1A2-Alloenzyme in der Lage. Die untersuchten
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Alloenzyme der hSULT1A1 besallen ein ahnlich starkes Aktivierungspotenzial flr die
meisten aAA. 3'-M-DAB war in der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A1*2 etwas starker
mutagen als in der Zelllinie V79-hCYP1A2-hSULT1A1*1. In dieser Arbeit wurden demnach
gut charakterisierte Indikatorsysteme flr die gentoxische Wirkung von aAA etabliert, die
bereits auch in anderen Arbeitsgruppen eingesetzt wurden und dort reproduzierbare

Ergebnisse lieferten.
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1. Abkurzungen

aAA aromatische Amine und Amide

2-AAF 2-Acetylaminofluoren

AB 4-Aminoazobenzol

bp Basenpaare

BP-7,8-diol Benzo[a]pyren-trans-7,8-dihydrodiol

BSA Rinderserumalbumin

CA Chromosomenaberrationen

CHO-Zellen Zelllinie aus dem Ovar eines Chinesischen Hamsters
cpm Zahlwerte pro Minute

CYP Cytochrom P450

Da Dalton

DAB 4-Dimethylaminoazobenzol

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiaminotetraessigsaure

FKS fotales Kalberserum

HAA heterozyklische aromatische Amine
HAT-Medium Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin-Medium
1-HEP 1-Hydroxyethylpyren

1-HMP 1-Hydroxymethylpyren

HPRT Hypoxanthin-Phosporibosyltransferase
HPRT-Test Hypoxanthin-Phosporibosyltransferase-Genmutationstest
IARC International Agency for Research on Cancer
kb Kilobasen

Kn Michaelis-Menten-Konstante

LB Luria Broth

MAB 4-Methylaminoazobenzol

3'-M-DAB 3'-Methyl-4-dimethylaminoazobenzol

MF Mutantenfrequenz

NAT N-Acetyltransferase
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N-OH-AAF N-Hydroxy-2-acetylaminofluoren

OECD Organisation for Economic Co-Operation and Development
PAPS 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat

PBS phosphatgepufferte Salzlésung

PCR Polymerasekettenreaktion

S9 Uberstand der 9000 x g-Zentrifugation von Organhomogenat
SCE Schwesterchromatidaustausch

SD Standardabweichung

SDS Natriumdodecylsulfat

SE Standardfehler

SULT Sulfotransferase(n)

TBS Tris-gepufferte Salzlésung mit Tween®20

2,4-TDA 2,4-Diaminotoluol

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

UDP Uridindiphosphat

ubDS aulerplanmalfiige DNA-Synthese

viv Volumenanteile

wiv Gewicht pro Volumen
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