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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1. Nierenkrebs als Folge berufsbedingter Exposition in der

chemischen Industrie

Krebserkrankungen sind in den Industrienationen neben kardiovaskuldren Krankheiten die
hiufigste Todesursache. Aufgrund epidemiologischer Befunde wird geschitzt, daf bei der
Entstehung von iiber 70 % der Krebserkrankungen beim Menschen exogene Faktoren
verantwortlich sind. Unter diesen sind chemische Risikofaktoren vermutlich die
bedeutsamsten (Doll und Peto 1981). Nierenkrebs tritt bezogen auf alle
Krebserkrankungen mit einer Haufigkeit von ca. 3 % auf (Brenner und Rector 1991). In
Deutschland zéhlt diese Krebsform bei Minnern zu den zehn héufigsten

Krebstodesursachen (Becker und Wahrendorf 1998).

Die Nieren sind das zentrale Organ fiir die lebensnotwendige Kontrolle der
Korperfliissigkeiten im Organismus. Sie sorgen fiir eine konstante Zusammensetzung und
ein gleichbleibendes Volumen der extrazelluldren Fliissigkeit (Interstitium und
Blutplasma) und garantieren somit fiir moglichst optimale Funktionsbedingungen aller
Zellen im Korper (Schmidt und Thews 2000).

Die morphologische und funktionelle Einheit der humanen Niere ist das Nephron,
bestehend aus Glomerulus (Nierenkorperchen), Tubulus (Nierenkanédlchen) und Sammel-
rohr. Die Glomeruli befinden sich ausschlieflich in der Nierenrinde. Im Gegensatz dazu
reichen die Tubuli bis ins Mark. Ein Tubulus gliedert sich in einen von der Rinde ins
duflere Mark verlaufenden proximalen Tubulus, der Henle-Schleife, die vom dufleren ins
innere Mark reicht sowie einen dicken aufsteigenden Teil zuriick ins duBlere Mark besitzt,
und dem sich anschlieBenden distalen Tubulus in der Rinde. Mehrere Tubuli miinden in ein
gemeinsames Sammelrohr, das in das Nierenbecken fiihrt. Von dem in die Niere
gelangenden Blutstrom (ca. 1 1/min) wird etwa 20 % durch glomerulédre Filtration
abgesondert. Dieser sogenannte Primdrharn gelangt in die einzelnen Tubuliabschnitte, wo

durch empfindlich regulierte aktive und passive Transport- und Sekretionsvorgénge
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98-99 % so riickresorbiert werden, dal} lebenswichtige Stoffe bzw. Wasser konserviert und
iiberfliissige Stoffe mit dem Endharn iiber die Sammelrohre, das Nierenbecken und den

Harnleiter in die Harnblase gelangen (Forth et al. 1996).

Die hohe Exkretionsleistung der Niere setzt eine tiberdurchschnittlich starke Durchblutung
voraus, was zu stindiger Belastung mit exogenen Noxen fiihren kann. Die toxische
Wirkung eines Stoffes kann direkt oder indirekt nach extrarenaler bzw. intrarenaler
Bioaktivierung erfolgen. Die daraus resultierenden Nierenschiden, die mit
unterschiedlichen Funktionsbeeintrachtigungen bzw. Krankheitsbildern einhergehen,

konnen sich reversibel oder irreversibel von akuter bis chronischer Weise manifestieren.

Die Entstehung eines Nierentumors vollzieht sich nach dem sogenannten Mehrstufen-
modell der Kanzerogenese, das eine zentrale Rolle fiir das Verstindnis der Krebs-
entstehung durch Chemikalien spielt, in drei Phasen (Pitot 1981, Shields und Harris 1991,
Barrett 1993).

Nach diesem theoretischen Modell entstehen in einer ersten Initiations-Phase nach bereits
einmaliger Einwirkung eines gentoxischen Stoffes initiierte Zellen (Tumorvorlduferzellen),
die sich zunéchst nicht oder nur wenig von normalen Korperzellen unterscheiden. Hierbei
fithrt die Wechselwirkung des kanzerogenen Agens mit der DNA zur Bildung von DNA-
Addukten oder im Falle groB3er und planarer Initiatoren zu Interkalationen. Die Folge sind
somatische Mutationen, die nach wenigstens einer Zellteilung als irreversible Schiden
erhalten bleiben.

Die anschlieBende Promotions-Phase ist durch clonale Expansion dieser Tumorvorldufer-
zellen gekennzeichnet, welche unter dem EinfluB von Promotoren stark beschleunigt
ablaufen kann. Die Vermehrung der initiierten Zellen wird durch epigenetische Faktoren,
wie eine erhohte Mitoserate in Verbindung mit der Unterdriickung von Apoptose,
verursacht. In dem Zusammenhang der Fehlsteuerung zelluldrer Funktionen ist die
Aktivierung von Protoonkogenen bzw. der Ausfall von Tumorsuppressorgenen von
Bedeutung (Caporaso und Goldstein 1995). Die Tumorpromotion ist ein langandauernder
Vorgang, der bei niedrigen Dosen oder kurzer Einwirkzeit reversibel ist.

In der letzten Phase des Mehrstufenmodells, der Progressions-Phase, findet der Ubergang

vom benignen zum malignen Tumor statt. Charakteristisch fiir diese Phase der
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Kanzerogenese ist die zunehmende Instabilitdit des Genoms. Die Progression verlduft

ebenso wie die Initiation irreversibel.

Aufgrund des differenziert aufgebauten Parenchyms der Niere werden Nierenzell-
karzinome in vier cytomorphologisch definierte Subtypen eingeteilt (Thoenes et al. 1990).
Am héufigsten (ca. 82 %) ist das klarzellige Nierenkarzinom mit Lokalisation im
proximalen Tubulus gefolgt von dem chromophil-zelligen (ca. 12 %), das im Ubergangs-
bereich von proximalem Tubulus und Henle-Schleife auftritt. Eher selten sind die
chromophob-zelligen Nierenkarzinome (2-5 %) im Verbindungsstiick zwischen distalem
Tubulus und Sammelrohr (Thoenes et al. 1988) sowie Ductus Bellini-Karzinome (ca. 1%)

im Sammelrohr und Nierenbecken (Hai und Diaz-Peres 1982, Fleming und Lewi 1986).

Die Senatskommission der DFG zur Priifung gesundheitsschiadlicher Arbeitsstoffe (MAK-
Komission) hat die Industriechemikalie Trichlorethen 1996 in die Gruppe Al (heute
Kategorie 1) des Abschnittes III der MAK-Liste als ,,erwiesenermallen fiir den Menschen
kanzerogen eingestuft (DFG 1996). Die Substanz zeigte in epidemiologischen Studien
stark erhohte Nierenzellkarzinom-Inzidenz (Henschler et al. 1995, Vamvakas et al. 1998).
Als weitere mogliche Stoffe mit nephrokanzerogenem Potential gelten die chlorierten
Kohlenwasserstoffe Tetrachlorethen (Ulm et al. 1996, DFG 1997) und 1,1,2,3,4,4-
Hexachlor-1,3-butadien (Jaffe et al. 1983, DFG 1983, IARC 1999). Die Einstufung dieser
Chemikalien erfolgte vorlaufig in die Kategorie 3 des Abschnittes III der MAK-Liste, die
sogenannte Verdachtsgruppe.

Seit der Publikation der Ergebnisse einer epidemiologischen Fall-Kontroll-Studie von
Divine und Hartmann (1996), bei der die Standardmortalitétsrate beziiglich Nierenkrebs
fiir mindestens 6 Monate in der 1,3-Butadien (BD)-Herstellung tatigen Arbeiter um 80 %
erhoht war, besteht der begriindete Verdacht fiir eine nephrokanzerogene Wirkung von
BD. Bisher stand diese Substanz insbesondere mit erhdhtem Auftreten von
Lymphosarkomen (Ward et al. 1995) und Leukdmien (Delzell et al. 1996) in Verbindung
und wurde somit in die Kategorie 1 des Abschnittes III der MAK-Liste als

»~erwiesenermalfen fiir den Menschen kanzerogen® eingestuft (DFG 1998).
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Verbesserte Kenntnisse zum Verstidndnis der experimentellen Nierenkanzerogenese, die im
Vergleich zur experimentellen Leber- und Lungenkanzerogenese (Wogan 2000, Sozzi und
Carney 1998) weit weniger erforscht wurde, sind fiir eine erfolgreiche Pravention in der

arbeitsmedizinischen Praxis unverzichtbar.

1.2. Metabolische Grundlagen der Kanzerogenese von 1,3-Bu-

tadien

BD ist ein gasformiger Arbeitsstoff, der zum iiberwiegenden Teil als Ausgangssubstanz fiir
die Herstellung einer Vielzahl synthetischer Polymere in der Kunststoffindustrie von
grofer Bedeutung ist. Beispiele hierfiir sind insbesondere Polybutadien (BR) zur
Reifenherstellung sowie Styrol-Butadien (SB) Latex, Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS)
oder Chloropren (CR). Mit einem innerhalb der letzten 5 Jahre weltweit um ca. 20 % auf
heute 7,5 Millionen Tonnen angestiegenem Jahresproduktionsvolumen gehdrt BD zu den
am meisten produzierten organischen Stoffen {iberhaupt (Himmelstein et al. 1997,
Kligerman et al. 1999).

Aufgrund des hohen Produktionsvolumens und des vielfdltigen Einsatzes ist BD eine
ubiquitdr vorkommende Substanz. Sie befindet sich auch in Autoabgasen und

Zigarettenrauch (Pelz et al. 1990, Brunnemann et al. 1990).

Nach akuter Exposition von BD wurden beim Menschen Irritationen an Augen , Haut und
Respirationstrakt beobachtet (Wilson 1944). Die LDs, betrdgt nach inhalativer Exposition
iiber 2 h bei Mdusen bzw. 4 h bei Ratten 122000 bzw. 129000 ppm (Shugaev 1969).

In den USA wurden chronische Inhalationsstudien an Miusen als Teil des NTP und an
Ratten von dem IISRP durchgefiihrt. Eine erste Studie an Méusen, die gegeniiber 625 und
1250 ppm BD exponiert waren, mufite aufgrund von iiberhohten Krebsmortalititen nach
etwa der Halte der urspriinglich angesetzten Zeit vorzeitig abgebrochen werden (Huff et al.
1985). In einer zweiten Studie (NTP 1993) war die unterste Dosisgruppe um den Faktor
100 geringer exponiert. Im Vergleich zu der chronischen Inhalationsstudie bei 1000 und
8000 ppm BD an Ratten (Owen et al. 1987) war die Tumorinzidenz héher und das sich

ergebende Tumorspektrum breiter.
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Insbesondere nach Bekanntwerden der kanzerogenen Wirkung von BD im Tierversuch
wurden intensive toxikologische und biochemische Untersuchungen zum Metabolismus
bzw. dem der Kanzerogenitit zugrundeliegenden Mechanismen durchgefiihrt.

In Abb. 1 sind die Hauptschritte des sehr komplexen Metabolismus von BD dargestellt,

innerhalb dessen einige DNA-reaktive, intermedidre Epoxide gebildet werden.

GSH/GST/ GSH-Konjugate
AN

CYP

=\|_(|)H
4) OH
CYP l

OH
I_I\l_?H
EH
/ OH OH

' 0]
H 6)
EH
o) / OH \
GSH/GST GSH-Konjugate
o)
GSH/CQ

{.

®)

GSH-Konjugate

Abb. 1: Metabolismus von 1,3-Butadien (Adler et al. 1995, Henderson et al. 1996)

Zunéchst wird BD (1) durch mikrosomale Cytochrom P450 (CYP)-Enzyme zu 1,2-Epoxy-
3-buten (EB) (2) und dann weiter zu 1,2:3,4-Diepoxybutan (DEB) (3) oxidiert. Die so
gebildeten Epoxide werden entweder Glutathiontransferasen (GST)-katalysiert zu
Glutathion (GSH)-Konjugaten weiterverstoffwechselt oder durch Epoxidhydrolasen (EH)
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zu 1,2-Dihydroxy-3-buten (4), 1,2-Dihydroxy-3,4-epoxybutan (5) oder Erythritol (6)
hydrolysiert.

Die Bioaktivierung zu den DNA-reaktiven Epoxiden erfolgt liberwiegend durch das
Isoenzym CYP2EI (Csanady et al. 1992, Duescher und Elfarra 1994, Seaton et al. 1995).
Uber das Vorkommen dieses polymorph exprimierten Enzyms (Carriere et al. 1996,
Fairbrother et al. 1998) in der humanen Niere existieren widerspiichliche Angaben in der
Literatur. Wiahrend Amet et al. (1997) iiber fehlende Expression berichteten, gelang es
Vieira et al. (1998), auf RNA-Ebene geringe, um 34-fach niedrigere Mengen als in der
Leber zu detektieren.

Die Alkylierung der Basen Guanin und Adenin durch EB und DEB (Bolt und Jelitto
1996a, Kambouris et al. 1996, Tretyakova et al. 1998) kann zu Basenpaarsubstitutionen
fithren. Als bifunktionelles Agens ist DEB dariiber hinaus zur Bildung von DNA-DNA
interstrand cross-links und DNA-Protein cross-links befdhigt, was frameshift-Mutationen
zur Folge haben kann (Lawley und Brookes 1967, Vangala et al. 1993). Neben dem
Nachweis der gebildeten Addukte konnte die Gentoxizitdt der beiden Epoxide auch mit
Hilfe von Mutagenititstests, wie Ames-Test oder Mikrokerntest (Thier et al. 1995,
Lahdetie et al. 1997), und Indikatortests, wie Comet-Assay, UDS (Unscheduled DNA
Synthesis)-Test, SCE-Test oder Chromosomenaberrations (CA)-Test (Anderson et al.
1997, Sasiadek et al. 1991, Kligerman et al. 1999), nachgewiesen werden. Bei den
durchgefiihrten Untersuchungen ergab sich fiir DEB eine hohere Gentoxizitét als fiir EB.
Vergleichsweise gering ist die Mutagenitdt von 1,2-Dihydroxy-3,4-epoxybutan (Cochrane
und Skopek 1994). Dariiber hinaus konnte die Bildung dieses Metaboliten sowohl nach
BD- als auch nach EB-Exposition von Ratten in deren Blut nicht nachgewiesen werden
(Malvoisin und Rubberfroid 1982). Die Bestimmung der EB- und DEB-Blutspiegel nach
BD-Exposition ergab bei Mdusen deutlich hohere Werte als bei Ratten (Thornton-Manning
et al. 1995), was auf eine speziesspezifische Toxikokinetik zuriickzufiihren ist.
Erkenntnisse hinsichtlich der bevorzugten Bildung oder weiteren Metabolisierung jeweils
moglicher Epoxid-Stereoisomere innerhalb einer Spezies oder eines Gewebetyps liegen

bisher genauso wenig vor wie beziiglich unterschiedlicher Toxizitdten.
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Alternativ zur DNA-Adduktbildung konnen die elektrophilen Epoxide liber zwei Wege
enzymatisch weiterverstoffwechselt werden. Eine Moglichkeit ist die durch EH
katalysierte Hydrolyse zu nicht gentoxischen Alkoholen. Die beim Menschen polymorph
exprimierte mikrosomale mEH ist metabolisch von groBerer Bedeutung als die
cytosolische cEH (Hassett et al. 1994). Nach Untersuchungen von Mc Kay et al. (1995) ist
die enzymatische Aktivitdt der mEH in der Niere relativ hoch. Dariiber hinaus kénnen die
Epoxide durch GST-katalysierte Konjugation mit GSH metabolisiert werden.

GSTs sind vor allem im Cytosol lokalisiert, obwohl auch mikrosomale und
mitochrondriale Formen beschrieben wurden (Lee und de Jong 1999, Pemble et al. 1996).
Die cytosolischen GSTs werden nach ihrer Sequenzhomologie in die Klassen o, L, T und 0
eingeteilt (Mannervik et al. 1985, Meyer et al. 1991). Die Identitit der Aminosdure-
segenzen zwischen zwei Vertretern einer Klasse ist typischerweise > 70 % verglichen mit
< 30 % zwischen zwei Klassen (Wilce et al. 1995). Die biologische Kontrolle der
verschiedenen GSTs ist kompliziert. Sie werden alters-, geschlechts-, spezies- und
gewebespezifisch exprimiert. Zudem bestehen Unterschiede zwischen der Aktivitit in
normalem Gewebe und Tumorgewebe. Daneben werden GSTs durch eine Reihe von
strukturell verschiedenartigen Fremdstoffen reguliert. Es wurden bereits zahlreiche
Chemikalien identifiziert, die GSTs induzieren oder inhibieren (Hayes und Pulford 1995).
Beim Menschen bestehen zusitzlich interindividuelle Unterschiede in der Expression
einiger GSTs. Polymorphismen wurden fiir GSTM1 (Seidegard et al. 1988, Fryer et al.
1993), GSTM3 (Inskip et al. 1995), GSTP1 (Board et al. 1989), GSTT1 (Pemble et al.
1994) und GSTT2 (Board et al. 1998) gefunden. In der humanen Niere ist von den
bekannten GST-Subklassen nur ein Teil exprimiert.

Fiir die Konjugatbildung zwischen DEB und GSH mit Lebercytosol von Mensch, Ratte
und Maus als GST-Triger postulierten Boogaard et al. (1996a und 1996b) das in Abb. 2
dargestellte Reaktionsschema. Je nach enzymatischer oder nicht-enzymatischer Reaktion
erfolgt der nucleophile Angriff von GSH am C2 oder C1 des DEB. Die so entstandenen
Verbindungen S-[1-(Hydroxymethyl)-2,3-epoxypropyl]-glutathion bzw. S-(2-Hydroxy-
3.,4-epoxybutyl)-glutathion konnen in einem zweiten Reaktionsschritt zu S-[1-(Hydroxy-
methyl)-2,3-dihydroxypropyl]-glutathion bzw. S-(2,3,4-Trihydroxybutyl)-glutathion hy-

drolysiert werden.
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Abb. 2: GSH-Konjugatbildung durch Reaktion von DEB
mit GSH (Boogaard et al. 1996a und 1996b)

Genauso wie die EH-abhédngige Hydrolyse der DNA-reaktiven Epoxide EB und DEB wird
die GST-katalysierte Konjugation mit GSH als detoxifizierend angesehen (Adler et al.
1995).

Untersuchungen von Thier et al. (1995) ergaben in Ames-Tests mit einem rGSTTI1-1
cDNA exprimierenden Salmonella typhimurium-Bakterienstamm TA1535 fiir DEB eine
erhohte Mutagenitdt im Vergleich zu Tests mit dem entsprechenden GST-negativen
Kontrollstamm. Bei gleichen Untersuchungen mit EB traten keine unterschiedlichen

Mutagenitéten auf.
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Die Ursache fiir die GST-abhéngigen Mutagenitétsunterschiede bei DEB besteht gemil3
Guengerich et al. (1995) in der Moglichkeit zur intermedidren Bildung eines sehr reaktiven

Episulfoniumions, wie in Abb. 3 dargestellt.

G
|
o SG S
% GSH/GST I—r \  oH
—_— >
v |
O OH OH

)

Abb. 3: Mogliche Bildung eines Episulfoniumions durch enzymatische Reaktion von DEB mit
GSH (Guengerich et al. 1995)

Die Annahme, dal3 die Konjugation mit GSH eine Detoxifizierung darstellt, ist mit diesen
Untersuchungen und der daraus abgeleiteten Hypothese der Bildung eines Episulfonium-

ions in Frage gestellt.

Die wesentliche Voraussetzung fiir die chemische Kanzerogenese ist héufig die
metabolische Aktivierung eines Stoffes zur ultimalen Wirkform. Polymorphismen
fremstoffmetabolisierender Enzyme kann sich durch eine Steigerung, eine Verminderung
oder einen Verlust der enzymatischen Aktivitit duBern. Daraus resultieren individuelle
Unterschiede im Proteom. Kenntnisse beziiglich des Fremdstoffmetabolismus und der
daran beteiligten Enzyme sind daher wichtig fiir die Beurteilung individueller Suszeptibi-

litdtsfaktoren im Hinblick auf das Krankheitsrisiko nach Schadstoffexposition.
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1.3. Aufgabenstellung

Auf der Grundlage des Metabolismus von BD und der Hypothese von Guengerich et al.
(1995), daBl DEB tiber Isoenzyme der GST (z. B. GSTT1-1) zu einem Episulfoniumion
metabolisiert wird, das seinerseits mit der DNA der Nierenzelle reagieren kann, ergaben
sich fiir die hier vorliegende Arbeit folgende Aufgabenstellungen:

Es war zu untersuchen, welche bekannten Isoenzyme der GST im Nierengewebe des
Menschen normalerweise vorhanden sind. Dazu wurden auf enzymatischer Ebene durch
den Einsatz spezifischer Substrate die Enzymaktivitidten ermittelt. Die Abhédngigkeit der
Enzymaktivitit einzelner Isoenzyme von Polymorphismen wurde dabei beriicksichtigt.

Da die chemische Kanzerogenese einen Mehrstufenprozess darstellt, bei dem gentoxische
Einfliisse auf mehreren Stufen der Malignisierung wirksam werden konnen, sollte
untersucht werden, ob Isoenzyme der GST auch im Nierentumorgewebe biologisch aktiv
exprimiert werden und wie sich humane Nierentumoren vom umgebenden Normalgewebe
unterscheiden.

Nach den Vorarbeiten von Thier et al. (1995) ist das Isoenzym GSTTI-1 fiir die
Bioaktivierung von DEB von besonderer Bedeutung. Daher sollte in vitro in einem Ansatz
von rekombinanter rGSTT1-1, dem Substrat DEB und GSH untersucht werden, welche
Produkte gebildet werden und welchen spezifischen EinfluB das Vorhandensein von
GSTT1-1 in diesem Ansatz hat.

Unter Modifikation des vorstehenden in vitro Reaktionsansatzes sollte in Verbindung mit
spektroskopischen Methoden der analytischen Chemie der von Guengerich et al. (1995)
postulierte Reaktionsmechanismus weiter aufgekldrt werden. Insbesondere sollte
untersucht werden, ob sich Hinweise auf die intermediédre Bildung eines Episulfoniumions

ergeben.
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2. MATERIAL

2.1. Cytosole und Mikrosomen

2.1.1. Humane Proben

Die Cytosole und Mikrosomen wurden aus tiefgefrorenen Nierenproben von 21
Nierenzellkarzinom-Patienten der Urologischen Universitéitsklinik Marienhospital Herne
der Ruhr-Universitdit Bochum (Prof. Dr. T. Senge) hergestellt. Von allen Spendern dieser
Proben konnte neben dem Tumorgewebe auch normales Gewebe erhalten werden.

Die cytomorphologische und pathologische Klassifikation des Primértumors sowie ein
histopathologisches Grading wurde von Pathologen der Abteilung Pathologie der Ruhr
Universitdit Bochum (Prof. Dr. K. Morgenroth) geméd8 Thoenes et al. (1990) sowie
Wittekind und Wagner (1997) durchgefiihrt. Die Beschreibung von Priméirtumoren und
Patientenkollektiv befindet sich in Tab. 1.

Patient | Geschlecht | Alter, [Jahre] | Cytomorphologie Stadium Grad
1 M 67 klarzellig 2 2
2 M 47 klarzellig 2 2
3 w 65 klarzellig 3b 2
4 M 64 klarzellig 3b 2
5 M 64 klarzellig 3b 2
6 w 63 klarzellig 3b 2
7 M 62 klarzellig 2 2
8 M 55 klarzellig 2 2
9 w 63 klarzellig 3a 2

10 W 67 klarzellig 2 2
11 w 68 klarzellig 3a 2
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Patient | Geschlecht | Alter / Jahre | Cytomorphologie Stadium Grad
12 M 61 klarzellig 3a 2
13 M 72 klarzellig 3b 2
14 M 52 klarzellig 3a 2
15 M 63 chromophil 3a 2
16 W 76 chromophil 3a 2
17 M 61 chromophob 3a 2
18 M 65 chromophob 2 2
19 W 74 chromophob 2 2
20 M 69 chromophob 3a 2
21 M 67 ductus Bellini 1 2

Tab. 1: Klassifikation der Nierenzellkarzinome (M = méannlich, W = weiblich)

Die DNA fiir die Bestimmung der GST-Genotypen wurde aus dem gesunden Gewebe der

Nierenproben isoliert.

2.1.2. Tierische Proben

Die Lebermikrosomen der Ratte waren eine freundliche Gabe von Dr. T. G. Schulz
(Universitdt Gottingen) und stammten von einer weiblichen Wistar-Ratte. Die Mikro-

somenherstellung erfolgte geméfl Schulz-Schalge et al. (1991).

2.2. Bakterien

Verwendet wurde der von Thier et al. (1993) beschriebene transformierte Salmonella

typhimurium-Stamm TA1535, der die rGSTT1-1 (alte Nomenklatur GST5-5) exprimiert.
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2.3. Enzyme und Antikorper

Enzyme
DNase |
Endonukleasen:

BsmA I

Cac81

Mnl I

Pvu II
HotStar Taqg DNA Polymerase
Taq DNA Polymerase
AntikSrper

anti-Mensch CYP2EI IgG

anti-Kaninchen IgG

2.4. Chemikalien

Agarose

Agarose NuSieve
Ammoniak-Ldsung (25 %)
Ammoniumacetat

Ampicillin (D-(-)-a-Aminobenzylpenicillin)
APS

ATP, [7-32P] Isoblue stabilisiert
Borsédure

Bromphenolblau

BSA

iso-Butanol (2-Methyl-1-propanol)
CDNB

DCNB

Boehringer

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Qiagen
Qiagen

Gabe von Dr. R. J. Edwards
(London)

Sigma

Gibco
Biozym
Merck
Fluka
Sigma
Sigma
ICN
Merck
Sigma
Sigma
Fluka
Aldrich
Merck
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DEB (Racemat)
Dextranblau

dGuo
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
DTT

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
deuteriertes Wasser

EA

EDTA

EPNP

Essigsédure (100 %)

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll

Formamid

Glycerin (87 %)

Glycin
Guanidinhydrochlorid
Helium

IPTG

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
MC

2-Mercaptoethanol
Methanol

Molekulargewichtsmarker (100 bp, 1000 bp)

Natriumacetat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
NBD-CI

Nutrient Broth No. 2

Sigma
Serva
Sigma
Roth
Roth
Sigma
Biozym
Aldrich
Sigma
Roth
Sigma
Merck
Roth
Sigma
Sigma
USB
Merck
Sigma
Aldrich
Messer-Griesheim
Gibco
Roth
Roth
Messer-Griesheim
Sigma
Merck
Gibco
Sigma
Roth
Merck
Merck
Oxoid
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Orange A-Affinititsgel Amicon
Plasmid-DNA pSP 64 (ca. 3800 bp) Gabe von Prof. Dr. J. A. Hart-
ley (London)

PMSF Aldrich
Primer/Oligonukleotide:

1 (5°-GCTTCACGTGTTATGAAGGTTTC-3) Eurogentec

2 (5*-TTGGGAAGGCGTCCAAGCGC-39) Eurogentec

3 (5-TTGGGAAGGCGTCCAAGCAG-39) Eurogentec

4 (5°-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3%) Eurogentec

5 (5“TGAGGGCACAAGCCCCT-3%) Eurogentec

6 (5‘-“CCTCAGTACTTGGAAGAGCT-39) MWG Biotech

7 (5‘-CACATGAAAGCCTTCAGGTT-3%) MWG Biotech

8 (5°'-GTTGTGGGGAGCAAGCAGAGG-39) Eurogentec

9 (5‘-“CACAATGAAGGTCTTGCCTCCC-3%) Eurogentec

10 (5°-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-39) Eurogentec

11 (5°-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3%) Eurogentec

12 (5°-CAACTTCATCCACGTTCACC-39) Eurogentec

13 (5°--GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-39) Eurogentec

14 (5*-GTTTTCTAGCATGAATCACTCTGC-3°) Eurogentec
15 (5*-CCTGTACTTACCACAACAACCTTATC-3¢) Eurogentec

16 (5°--GGAATCGAATTCCGATGTTG-39) Eurogentec
Salzsdure (32 %) Merck
SDS Sigma
SDS-Molekulargewichtsmarker (27—180 kDa) Sigma
Stickstoff (fliissig) Messer-Griesheim
Stickstoff (gasformig) Messer-Griesheim
synthetische Luft Messer-Griesheim
TEMED Sigma
Tris Merck
Trockeneis Air Liquid
TSP Aldrich

Tween 20 Sigma
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VP
Wasserstoff

Xylencyanol

2.5. Puffer,Losungen und Nahrmedien
Acrylamid/Bisacrylamid (40 %, 29:1)

Bakterien-Nahrmedium

BCA Protein Assay Reagent Kit

BSA-Losung

Dextranblau-Lésung

DNA-Isolierungskit QIAamp Tissue
ECL™ Blotting Detection Reagents
Entwickler-Losung D-19

Ficoll-Blau-Losung

Fixier-Losung

Formamid-Puffer

Sigma
Messer-Griesheim

Sigma

Appligene / Oncor

25 g Nutrient Broth No. 2 in 11
ddH,O l6sen und autoklavieren,
0,285 mM Ampicillin, 1,68 mM
IPTG

Pierce

von New England Biolabs mit

Mnl I mitgeliefert

10 mg Dextranblau in 1 ml

ddH,O 16sen
Qiagen
Amersham
Kodak

7,5 g Ficoll in 50 ml ddH,O

16sen, 3,5 mM Bromphenolblau
Kodak

20 mM EDTA, 0,5 mM Xylen-
cyanol, 0,5 mM Bromphenol-

blau in Formamid
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Inkubationsldsung

Molekulargewichtsmarker-Blau-Losung

PBS

PCR-Puffer (10 x)

Proben-Puffer

Puffer A

Puffer B

Puffer C

Puffer NEB 2

0,1 % BSA in PBS

1 mg SDS-Molekulargewichts-
marker in 1 ml ddH,O 16sen,

3,5 mM Bromphenolblau

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl,
8,1 mM Na,HPO,;, 1,5 mM
KH,POy4

von Qiagen mit Taqg DNA Poly-
merase und HotStar Taq DNA

Polymerase mitgeliefert

4 % SDS, 40 % Glycerin, 10 %
2-Mercaptoethanol und 0.05 %
Bromphenolblau zu gleichen
Teilen mit Sammelgel-Puffer

verdiinnen

100 mM M Tris/Acetat pH 7,4,
100 mM KCI, 1 mM EDTA,
2 mM DTT, 0,1 mM PMSF

100 mM M Tris/Acetat pH 7.4,
100 mM KCl, 1 mM EDTA,
30 % Glycerin

10 mM Kaliumphosphat-Puffer
pH 7,0 (autoklaviert), 200 uM
DTT, 25 uM PMSF

von New England Biolabs mit

Mnl I mitgeliefert
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Puffer NEB 3

Q-Solution

Roti®-Block-Stammldsung (10 x)
Sammelgel-Puffer

SDS-PAGE-Laufpuffer

SequaGel™-Kit

TBE-Puffer

TEOA-Puffer (10 x)

Transfer-Puffer

Trenngel-Puffer
T4-Polynukleotid Kinase Kit

Wasch-Puffer

von New England Biolabs mit

Bsm Al und Cac8 I mitgeliefert

von Qiagen mit Taqg DNA Poly-

merase mitgeliefert

Roth

0,5 M Tris/HCI1 pH 6,8

25 mM Tris, 192 mM Glycin,
0,1 % SDS

Biozym

90 mM Tris, 90 mM Borséure,
2 mM EDTA

250 mM TEOA/HCI pH 7,2,
10 mM EDTA

25 mM Tris, 150 mM Glycin,
10 % Methanol

3,0 M Tris/HCI pH 8,8
Gibco

0,5 % Tween 20 und 0,5 %
BSA in PBS
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2.6. Gerite und Verbrauchsmaterialien

Affinitdtschromatographiesdule (50 x 0,8 cm L.D.)
AGE-Gelelektrophorese:
Elektrophorese-Kammern
Netzgerit Power Pac 300
Autoklav 500
Bio-Spin® 6 Chromatographiesiulen
Blockthermostat BT 100
Bordelzangen
Brutschrank B 5050 E
Dialyseschliuche Spectra/Por® (MWCO 3,5 kDa)
Dialyseschlauchklammern
Eis-Automat
Eppendorfgefalie (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)
Exsikkator (816 ml)
Falcon-Ro6hrchen (50 ml)
Filterpapier MM3
Frischhaltefolie
GC:
elektrisches 6-Wege-Ventil
Gaschromatograph GC-8A mit FID
Headspace-Glaschen (9 ml) mit VerschluBkappen
Integrator Chromopac C-R6A
Probenschleife (250 ul)
Séule DB™-1 DMPS 5 pm (30 m x 0,53 mm L1.D.)
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank VX 53 O (-80°C)
Glasgefille

Gradientenmischer

Biorad

Biorad, IBI
Biorad
Varioklav®
Biorad
Kleinfeld
Fleischhacker
Heraeus

Roth

Roth

Ziegra
Eppendorf
Fleischhacker
Falcon
Whatman
Schlecker

Valco

Shimadzu

ASS-Chem

Shimadzu

Rheodyne

J&W

Liebherr

Jouan

Brand, Hirschmann, Schott

Faust
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Imaging:
Eraser
Imager BAS-1800 II
Imaging-Kassette BAS 2325
Imaging-Platte BAS-MS (23 x 25 cm)
Kryogefa3e (1 ml)
Kiihlschrank
Lyophilisator Alpha I-5
Magnetriihrer MR 2000
Mikrowelle
MS:
Massenspektrometer LCQ™ Deca
Stickstoffgenerator UHPN 2500
Vorvakuumpumpen 30
Mikro-HPLC:
Autosampler HTS PAL
Probeflischchen Rotilabo® (0,1 ml)
Pumpe Rheos 2000
Sdule Luna™ C18 5 um (50 x 0,3 mm 1.D.)
Sédule Pep Mop™ C18 3 um (150 x 0,3 mm 1.D.)
Splitter ACU Rate
Vorsdule C18 3 um (5 x 0,3 mm L.D.)
NMR-Spektroskopie:
NMR-R6hrchen
NMR-Spektrometer GX 400
PAGE-Gelelektrophorese:
Diethylaminoethylcellulose-Membran DE 81
Elektrophoresekammer SE 600
Geltrockner 583
Netzgerat PS 9009
Parafilm “M“®

Raytest
Fuji

Fuji

Fuji
Sarstedt
Privileg
Christ
Heidolph
Schiitt

Finnigan
Domnick Hunter

Edwards

CTS Analytics
Roth

Flux Instruments
Phenomenex

LC Packings

LC Packings

LC Packings

Fischer Scientific

Jeol

Whatman
Pharmacia
Biorad
Gibco

American National Can™
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PCR:
Filme
Kamera Quickshooter QSP
Reaktionsplatten Micro Amp® Optical (96-Well)
Thermocycler Gene Amp® PCR System 9700
UV-Tisch (302 nm)
Videodokumentationssystem
Petrischalen
pH-Meter MP 225
Photometrie:
Dioden-Array-Spektrometer 8452A
Einmal-Kiivetten Plastibrand® (I1ml, d=1cm)
Mikrotiterplatten (96-well)
Mikrotiterplattenschiittler MTS 2
Photometer 340 ATC
Quarzkiivetten (1,5 ml, d =1 cm)
Spektrophotometer MPS 2000
Pipetten (2ul, 10 pl, 100 pl, 1000 pl, 5000 pl)
Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1000 ul, 5000 pl)
Potter
Préparierbesteck
Rollenmischer Assistent RM 5
Schiittelwasserbad mit Thermostat
Skalpell
Sonifier Cell Disruptor B15
Spritzen (250 ul, 500 ul, 1000 ul gasdicht)
Sterilbank
Stoppuhren
Ultraschallbad Transsonic Digital S
Ultra-Turrax® mit Dispergierwerkzeug S25N-10G
Vortex

Polaroid
IBI
Perkin Elmer

Perkin Elmer
Bachofer
Matrix Vision®
Diagonal

Mettler

Hewlett Packard
Brand

Falcon

Janke & Kunkel
SLT

Hellma

Shimadzu
Eppendorf, Gilson
Eppendorf, Gilson
B. Braun
Fleischhacker
Heinemann

GFL®
Fleischhacker
Brauson
Unimetrics, Hamilton, Henke
Holten

Peter, Hanhart
Elma

Jahnke & Kunkel
Heidolph
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Waagen:
Analysenwaage 3707 MP1
Priazisionswaage AE 160
Wasserbad mit Thermostat
Wasserstrahlpumpe Plastibrand®
Western-Blotting:
Belichtungskassette
ECL™-Film
Netzgerat
Nitrocellulose-Membran
semidry-Blotter
Zentrifugen:
Corex®-Réhrchen (30 ml)
Eppendorfzentrifuge 5415 C

Konzentratoren Fugisep Midi® (4 ml, MWCO 4 kDa)

Kiihlzentrifuge J2-21

Festwinkelrotor JA-20 (34°)

Metafuge 1.0 R
Ultrazentrifuge TGA-50

Festwinkelrotor 50.2Ti (24°)
Ultrazentrifugen-Rohrchen (26,3 ml) mit Deckel

Sartorius
Mettler
Lauda
Brand

Amersham
Amersham
CAMAG

Amersham

Biometra

Du Pont
Eppendorf
Sevatec
Beckman
Beckman
Heraeus
Kontron
Beckman
Beckman
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3. METHODEN

3.1. Herstellung von Cytosol und Mikrosomen

3.1.1.  Cytosol- und Mikrosomenherstellung aus humanem Nierengewebe

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis bzw. mit vorgekiihlten Gerdten und Losungen
durchgefiihrt.

Die Nierengewebsproben wurden eingewogen (ca. 5 g pro Ansatz), in einer Petrischale mit
einem Skalpell in moglichst feine Stiickchen zerkleinert und in Falcon-Réhrchen gegeben.
Nach Zugabe von Puffer A in dem Verhiltnis 1:5 (1 Gewichtsteil Gewebe und 4 Gewichts-
teile Puffer) erfolgte die Homogenisation mit Hilfe eines Ultra-Turrax®. Das Homogenat
wurde in 30 ml Corex®-Réhrchen iiberfithrt und 20 min in der Kiithlzentrifuge bei 4°C und
10000 x g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden nach Absaugen der oberen Fettschicht
abgenommen und noch einmal fiir 1 h in der Ultrazentrifuge bei 4°C und 100000 x g
zentrifugiert. Wiederum wurden die Uberstinde (die Cytosole) abgenommen,
homogenisiert und in 1,5 ml Eppendorfgefilien bei —80°C aufbewahrt. Die Pellets (die
Mikrosomen) wurden zum Waschen in Puffer A resuspendiert und gepottert. Es folgte eine
erneute Ultrazentrifugation fiir 1 h bei 4°C und 100000 x g. Der Uberstand wurde
verworfen und die Mikrosomen in dem Verhéltnis 1:2 (1 Gewichtsteil Gewebe und 1 Ge-
wichtsteil Puffer) in Puffer B aufgenommen. Nach Homogenisation durch Pottern wurden
die Mikrosomen in 1 ml Kryogefdfie aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bei —80°C aufbewahrt.

3.1.2.  Herstellung von Bakteriencytosol

200 ml Bakterien-Ndhrmedium wurde mit dem rGSTT1-1 exprimierenden und Ampicillin-
resistenten Salmonella typhimurium-Bakterienstamm angeimpft und iiber Nacht bei 37°C

in einem Schiittelwasserbad geschiittelt. Die Ubernachtkultur wurde zunéchst 30 min auf
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Eis gekiihlt, dann in 30 ml Corex®-Réhrchen iiberfiihrt und 15 min in der Kiihlzentrifuge
bei 4°C und 4000 x g zentrifugiert. Die Nihrlosung (der Uberstand) wurde verworfen, die
Pellets (die Bakterien) vereint und in 20 ml Puffer C resuspendiert. Insgesamt zweimal
wurde die Bakterien auf diese Weise gewaschen. AnschlieBend wurden die
Zellmembranen durch mehrmalige Behandlung iiber jeweils 10 s mit Hilfe eines
Ultraschall-Stabes (Sonifier) auf Eis aufgebrochen. Das Lysat wurde 30 min in der
Ultrazentrifuge bei 4°C und 100000 x g zentrifugiert, der Uberstand (das Cytosol)

abgenommen.

3.2. Aufreinigung der rekombinanten rGSTT1-1 aus Bakterien-

cytosol

Die einzelnen Aufreinigungsschritte erfolgten in Anlehnung an Meyer et al. (1991).

3.2.1.  Dialyse

Zu Reinigungszwecken wurde der verwendete Dialyseschlauch Spectra/Por® vor dem
Gebrauch fiir einige Minuten mit 10 mM NaHCOs;-Lésung sowie mit 10 mM EDTA-
Losung unter Riihren gekocht und anschlieBend griindlich mit ddH,O abgespiilt. Das
Bakteriencytosol wurde mit einer Spatelspitze DNase I versetzt und in den Dialyse-
schlauch gegeben. Dieser wurde mit Klammern verschlossen, in 1 1 Puffer C gegeben und
leicht geriihrt. Nach 5 h bei Raumtemperatur wurde die Dialyse in den Kiihlschrank (4°C)
verlagert. Uber einen Zeitraum von 2 Tagen wurde der Puffer C dreimal durch frischen auf

4°C vorgekiihlten Puffer C ersetzt.

3.2.2.  Affinititschromatographie

Vor dem Befiillen der Sdule wurde das Orange A-Affinititsgel im Wasserstrahlvakuum
entgast. Darauf wurde die Séule gemaf3 Herstellerangaben in dieser Reihenfolge mit 6 M

Guanidinhydrochlorid-Lésung, 10 mM und 400 mM Natriumphosphat-Puffer gewaschen
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sowie mit Puffer C dquilibriert. Der Inhalt des Dialyseschlauches wurde auf die Séule
gegeben und mit 2-3 Sdulenvolumina Puffer C chromatographiert. Eluiert wurde mit
6 Sédulenvolumina eines linearen Gradienten von 1 M KCl in Puffer C nach 10 % Glycerin
in Puffer C mit Hilfe eines Gradientenmischers. Die wéhrend Chromatoghraphie und

Elution auf Eis gesammelten 5 ml- bzw. 1 ml-Fraktionen wurden bei —20°C eingefroren.

3.2.3.  Messung der Enzymaktivitit gegeniiber EPNP

Die rGSTT1-1-Aktivitit der gesammelten Fraktionen gegeniiber dem Substrat EPNP
wurde mittels einer spektralphotometrischen Methode bestimmt (Fjellstedt et al. 1973,
Habig et al. 1974), bei der die Konjugation des Epoxids mit GSH {iiber die Zeit verfolgt
wird.

Hierzu wurden 950 pl eines auf 37°C vorgewédrmten 0,1 M Natriumphosphat-Puffers
(pH 7,0), 20 pl einer 0,25 M GSH-Losung und 20 pl einer 25 mM EPNP-Losung
(in Ethanol) in einer 1 ml Einmal-Kiivette zusammenpipettiert und gut gemischt. Darauf
wurden 10 pl einer Fraktion zugegeben und sofort eine kinetische Messung der Absorption
bei 37°C iiber 1 min und einer Wellenldnge von 360 nm gegen einen Leerwert
durchgefiihrt.

Da Co-Substrat A und Substrat B in der Sittigung vorliegen, ist die Reaktions-
geschwindigkeit dieser Reaktion 0. Ordnung von den Subtratkonzentrationen unabhéngig
und somit proportional zu der in der Probe bzw. in der entsprechenden Fraktion
vorliegenden Enzymkonzentration [E] (Bisswanger 1979). Experimentell 148t sich dieses

durch eine lineare Zunahme des Produktes P (des Konjugats) mit der Zeit erkennen.

A+B+E —— P+E (1)

v =- =— = :k’[E]:k' (2)
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3.2.4.  Priifung auf DNase

Die Priifung auf DNase erfolgte bei den Fraktionen mit Enzymaktivitit. Hierzu wurden die
Eluate der einzelnen Fraktionen mit dem durch die Endonuklease Pvu II geschnittenen

Plasmid-DNA pSP 64 nach der folgenden Anleitung in einem Reaktionsansatz vermischt:

50 ul  Reaktionsansatz

10 ul  Eluat einer Fraktion
1 ul  Plasmid-DNA pSP 64 / Pvu Il
5ul  TEOA-Puffer (10 x)

34ul  ddH,O

Die Reaktionsansitze wurden 2 h bei 37°C inkubiert und nach Zugabe von 15 % Ficoll-
Blau-Losung auf einem 1,5 % igem Agarosegel in DNA-Fragmente elektrophoretisch
aufgetrennt. Zur UV-Detektion der DNA-Banden wurde den Gelen 25 puM Ethidium-
bromid zugesetzt.

Das Eluat einer Fraktion enthilt keine DNase, wenn die beiden DNA-Fragmente ( ca. 800
und 3000 bp) als scharfe, gleich intensive Banden erkennbar sind und nicht wegen des

Verdaus durch DNase verschmiert erscheinen.

3.2.5. Aufkonzentrieren des Enzyms

GST-aktive sowie DNase-freie Eluat-Fraktionen wurden in einen Konzentrator Fugisep
Midi® pipettiert und 2 h in der Kiihlzentrifuge bei 4°C und 6000 x g zentrifugiert. Die
Filtrate wurden entnommen und die Enzym-Konzentrate durch Umdrehen der
Konzentratoren sowie anschlieBender Zentrifugation fiir 1 h bei 4°C und 6000 x g
gewonnen. Die GSTT1-1-Aktivitdt der vereinigten Enzym-Konzentrate und der Filtrate
wurde gegeniiber EPNP (vgl. Kap. 3.2.3.) bestimmt. Die Lagerung der aufkonzentrierten
rGSTT1-1 erfolgte aliquotiert bei —80°C.
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3.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationen aller verwendeten Cytosole und Mikrosomen wurde mit Hilfe
eines Bestimmungs-Kits (BCA Protein Assay Reagent) gemessen (Smith et al. 1985,
Walker 1994). Kalibriert wurde mit BSA-Standardlésungen im Konzentrationsbereich von
50-1200 pg Protein/ml Losung.

Zunichst wurden die Kit-Reagenzien A und B in einem Verhéltnis von 50:1 vermischt. In
einer 96-well Mikrotiterplatte wurden 10 pl jeder Probe bzw. Standardlosung mit 200 pl
der A:B-Reagenzienmischung zusammenpipettiert (Doppelbestimmungen) und durch
30 sekiindiges Schiitteln auf einem Mikrotiterplattenschiittler vermischt. Die Mikrotiter-
platte wurde mit Parafilm verschlossen und 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Reagenz A enthdlt BCA und sorgt durch 0,2 M NaOH fiir alkalische Bedingungen.
Reagenz B ist eine 4 % ige CuSO4-Losung. Die Cu®"-Ionen werden von Proteinen im
alkalischen Medium zu Cu'-Ionen reduziert, die mit BCA einen farbigen Chelatkomplex
mit Absorptionsmaximum bei einer Wellenlinge von 562 nm bilden. Bei dieser
Wellenldnge wurden die Proben im Anschluf3 an die Inkubation spektralphotometrisch
vermessen. Damit ist die Farbintensitit jeder Probe ein direktes Mall fiir ihre

Proteinkonzentration.

34. DNA-Aufarbeitung

3.4.1. DNA-Isolierung aus humanem Nierengewebe

Die Isolierung der DNA aus dem Gewebe erfolgte mit Hilfe eines fiir diesen Zweck
speziellen DNA-Isolierungskit (QIAamp Tissue) nach dem Prinzip der Affinitdtschromato-
graphie.

Das Nierengewebe wurde zundchst mit einem Skalpell zerkleinert und nach Zugabe der
Kit-Reagenzien ATL-Puffer sowie Proteinase K iiber einen Zeitraum von mindestens 2 h
bei einer Temperatur von 55°C lysiert. Im Anschlufl daran wurde das Lysat zur Erhéhung
seiner Salzkonzentration mit dem Kit-Puffer AL 10 min bei 70°C inkubiert, mit Ethanol

versetzt und auf eine Kieselgel-Sdule aus dem Kit gegeben. Diese wurde 1 min bei
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6000 x g zentrifugiert. In Gegenwart der hohen Salzkonzentration sowie Ethanol bindet die
DNA an die Sdulenmatrix. Durch Zugabe des Kit-Puffers AW sowie Zentrifugation flir
3 min bei 6000 x g wurde zweimal gewaschen. Die DNA wurde mit Hilfe des Kit-Puffers
AE und 1 miniitiger Zentrifugation bei 6000 x g eluiert und dann bei 4°C gelagert.

Pro 1 mg Gewebe lassen sich 0,2—1,2 ug DNA isolieren.

3.4.2. Bestimmung der DNA-Konzentration

DNA-Konzentrationen oberhalb von 1 pg/ml lassen sich gut spektralphotometrisch
bestimmen. Fiir doppelstraingige DNA gilt, da3 eine wiBrige Losung von 50 pg/ml eine
Absorption A = 1 bei einer Wellenldnge von 260 nm aufweist (Maniatis et al. 1989,
Ausubel et al. 1989).

Die DNA-Gehalte wurden in 1,5 ml Quarzkiivetten bestimmt und die Proben wurden so

verdiinnt, daf3 die Absorption einen Wert von A = 1,5 nicht {iberschritt.

3.5. Untersuchungen zum Auftreten von CYP2E1 in humanem

Nierengewebe

3.5.1.  Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Trennung der mikrosomalen Proteine erfolgte durch diskontinuierliche,
eindimensionale Gelelektrophorese auf vertikalen Gelen, bestehend aus Sammel- und
Trenngel (Lammli, 1970). Die Glasplatten und Spacer wurden vor der Benutzung mit
Ethanol gereinigt und dann nach Herstellerangaben zusammengesetzt. Die Trenngellosung
wurde gemill der unten angegebenen Vorschrift zusammenpipettiert, anschlieBend sofort
zwischen die Platten gegossen und, um eine gleichméBige Geloberfldche zu erhalten, mit

1so-Butanol iiberschichtet (ca. 2-3 mm).
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Sammelgel Trenngel
0,95 ml 6,75 ml 40 % ige Acrylamid/Bis-
acrylamid-Losung (29:1)
2,5ml - Sammelgel-Puffer
- 3,75 ml Trenngel-Puffer

5,95 ml 17,7 ml ddH,0O
100 pl 300 ul 10 % ige SDS-Losung
0,5 ml 1,5 ml 15 % ige APS-Losung
7,5 ul 15 pl TEMED

Die Polymerisation war nach ca. 30 min abgeschlossen und das iso-Butanol wurde mit
ddH,O abgewaschen. Im Anschlufl daran wurde die Losung flir das Sammelgel auf das
Trenngel gegossen. Nach der Polymerisation von ca. 1 h wurde das Gel in eine vertikale
Gelelektrophorese-Kammer eingespannt und die Pufferreservoirs mit SDS-PAGE-
Laufpuffer aufgefiillt. Die gewlinsche Proteinmenge wurde zu gleichen Teilen mit Proben-
Puffer vermischt, 3 min bei 100°C im Wasserbad aufgekocht und nach dem Abkiihlen auf
Eis in die Geltaschen pipettiert (250 pg Protein je Tasche). Als Marker diente
Molekulargewichtsmarker-Blau-Losung. Die elekrophoretische Trennung wurde bei
Raumtemperatur und 75 mA im Sammelgel bzw. 150 mA im Trenngel durchgefiihrt. Die
Elektrophorese wurde beendet, wenn die Bromphenolblaufront ca. 1 cm vom unteren Rand
entfernt war. Nach Abschlul3 der Elektrophorese erfolgte ein Transfer der Proteine mittels

Western Blot sowie ein immunchemischer Nachweis.

3.5.2. Western Blot

Zur spezifischen Immunodetektion wurden die Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine
Nitrocellulose-Membran iibertragen. Der elektrische Transfer auf die Membran wurde in
Anlehnung an die Methode von Towbin et al. (1979) durchgefiihrt.

Nach Losen des Gels von den Glasplatten wurde der fiir des Blotting vorgesehene Teil

herausgeschnitten. Dieser Teil des Gels wurde zur Aquilibrierung ca. 20 min in Transfer-
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Puffer geschiittelt. Filterpapier und die Nitrocellulose-Membran wurden auf die GréB3e des
Gels zugeschnitten und ebenfalls in Transfer-Puffer getrdnkt. Der Aufbau des

“Blottingsandwiches* erfolgte wie nachfolgend dargestellt:

2 Lagen Filterpapier
Nitrocellulose-Membran
Polyacrylamidgel

2 Lagen Filterpapier

Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte durch Elektro-Blotting
nach dem semidry blotting-Verfahren. Das “Blottingsandwich® wurde so fixiert, dal} die
Membran zur Anode und das Gel zur Kathode hin ausgerichtet waren. Der Transfer

erfolgte tiber ca. 1 h bei Raumtemperatur und 160 mA.

3.5.3. Immunodetektion

Nach dem Blotten wurde die Nitrocellulose-Membran 5 min in ca. 50 ml PBS gewaschen.
Damit sich in den folgenden Schritten kein Antikorper unspezifisch an die Membran
bindet, wurde die Membran in eine Petrischale iiberfiihrt und iiber Nacht bei 4°C mit 1:10
verdiinnter Roti®-Block-Stammldsung “geblockt“. AnschlieBend wurde die Blocklosung
durch eine 1:4000-Verdiinnung des anti-CYP2E1 Antikorpers aus Kaninchen (Edwards et
al. 1995) mit Inkubationslosung ersetzt und 1 h unter Schwenken bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Antikorper bindet an hCYP2E1-Antigen-Bindungsstellen auf der Membran.
Die Inkubationslosung wurde verworfen und restlicher, ungebundener Antikérper durch
fiinfmaliges Waschen iiber 3-5 min mit je 20 ml Wasch-Puffer entfernt. Der Antigen-
Antikorper-Komplex wurde durch Einsatz eines zweiten Antikorpers (Anti-Antikorper)
nachgewiesen. Verwendet wurde hierfiir ein aus Ziegen gewonnenes, mit Meerrettich-
peroxidase gekoppeltes Anti-Kaninchen IgG. Dieser sekundédre Antikdrper wurde 1:20000
mit Inkubationsldsung verdiinnt und 1 h unter Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert.
Daran schloB3 sich wieder fiinfmaliges Waschen der Membran iiber 3-5 min mit je 20 ml

Wasch-Puffer an sowie das Trocknen der Membran zwischen Blottingpapier.



Methoden 31

Die sich anschlieBende Nachweisreaktion fiihrt das an den sekundiren Antikdrper
gekoppelte Enzym Meerrettichperoxidase durch, indem es ein Substrat so umsetzt, dal3 es
zur Chemolumineszenz angeregt wird. Zu diesem Zweck wurde die noch feuchte
Nitrocellulose-Membran in einer Petrischale mit einer Mischung bestehend aus je 1 ml
ECL™ Blotting Detection Reagent 1 und 2 fiir 1 min geschwenkt. Darauf wurde die
Membran in Frischhaltefolie verpackt und zusammen mit dem ECL™-Film in eine
Belichtungskassette gegeben. Nach ca. 2 min wurde der Film iiber 1 min entwickelt, kurz
gewaschen und 1 min fixiert. Im Anschlufl an erneutes waschen erfolgte die Trocknung des

Films an der Luft.

3.6. Genotypisierungen von polymorphen GSTs in humanem

Nierengewebe mittels PCR

3.6.1. GSTMI1-Genotypisierung

Der hGSTMI-Polymorphismus basiert auf einer Gendeletion. Zusétzlich tritt bei
hGSTMI-positiven Individuen eine Basensubstitution in Codon 173 auf. Insgesamt
resultieren daraus fiinf GSTM1-positive Genotypen (Eaton und Bammler 1999). Die
Bestimmung der Genotypen erfolgte nach einer semiquantitativen Multiplex-PCR-
Methode von Fryer et al. (1993), die modifiziert wurde.

Je Probe wurden in zwei separaten PCR-Ansdtzen 150 ng DNA zusammen mit den
Primern, den freien Nukleosidtriphosphaten und der Taq DNA Polymerase nach

folgendem Schema vermischt:
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30,00 ul ~ Reaktionsansatz 1
3,00 ul  PCR-Puffer
0,24 ul 25 mM dNTPs
1,00 ul 10 uM Primer 1 (forward M1)
1,00 ul 10 uM Primer 2 (reverse M1a)
1,00 ul 10 uM Primer 4 (forward Referenz)

1,00 ul 10 uM Primer 5 (reverse Referenz)

0,15 ul  Taq DNA Polymerase (5 U/pl)
17,61 pl  ddH,O

5,00 ul  DNA (30 ng/ul)

30,00 ul  Reaktionsansatz 2
3,00 ul  PCR-Puffer
0,24 ul 25 mM dNTPs
1,00 ul 10 uM Primer 1 (forward M1)
1,00 ul 10 uM Primer 3 (reverse M1b)
1,00 ul 10 uM Primer 4 (forward Referenz)

1,00 ul 10 uM Primer 5 (reverse Referenz)

0,15 ul  HotStar Taq DNA Polymerase (5 U/ul)
17,61 pl  ddH,O

5,00 ul  DNA (30 ng/ul)

Die Reaktionsansétze durchliefen im Thermocycler folgende Temteraturprogramme:

Reaktionsansatz 1

5,0min  94°C

0,5min 94°C  (Denaturierung)
0,5min 55°C  (Annealing) = 29 Zyklen
1,L0min 72°C (Polymerisierung)

10,0 min  72°C
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Reaktionsansatz 2

15,0 min  94°C

0,5min 94°C  (Denaturierung)
0,5min 55°C  (Annealing) = 29 Zyklen
1L0min 72°C (Polymerisierung)

10,0 min  72°C

Die Produkte wurden nach Zugabe von 15 % Ficoll-Blau-Losung auf einem 3,2 % igen
Agarosegel NuSieve 3:1 in TBE-Puffer aufgetrennt. Zur UV-Detektion der DNA-Banden
wurde den Gelen 25 uM Ethidiumbromid zugesetzt.

Durch spezifische Anlagerung der Primer an hGSTMI1-positive Allele liegt nach der
Amplifikation ein 132 bp-Fragment vor. Im Falle eines hGSTM1ab-Genotyps liegt das
Fragment in beiden Ansédtzen vor. Die Unterscheidung zwischen den Genotypen
hGSTM1laa bzw. hGSTM1a0 und hGSTM1bb bzw. hGSTM1b0 erfolgte semiquantitativ
mit der 176 bp-Referenzbande aus dem hGSTPI-Gen (immer homozygot positiv) als
internem Standard. Dabei wurden mit Hilfe einer densitometrischen Auswertungseinheit
die hGSTM1- und die hGSTP1-Bande ins Verhiltnis gesetzt.

Zuvor wurde der lineare Bereich der PCR (Fluoreszenz in Abhéngigkeit der Zyklenzahl)

durch Variation der Zyklenzahl bestimmt.

3.6.2.  GSTM3-Genotypisierung

Durch eine 3 bp-Deletion in dem Intron 6 entsteht der hGSTM3-Polymorphismus. Die
Unterscheidung der drei hGSTM3-Genotypen erfolgte mit Hilfe von PCR-RFLP gemal
Inskip et al. (1995).

Hierzu wurden in einem PCR-Ansatz ca. 200 ng DNA, die Primer, die freien
Nukleosidtriphosphate und die Taq DNA Polymerase nach folgendem Schema

zusammenpipettiert:
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40,00 ul  Reaktionsansatz
4,00 ul  PCR-Puffer
8,00 ul  Q-Solution
0,32 ul 25 mM dNTPs
1,30 ul 10 uM Primer 6 (forward M3)
1,30 ul 10 uM Primer 7 (reverse M3)
0,20 ul  Taq DNA Polymerase (5 U/ul)
20,88 ul  ddH,O
4,00 ul  DNA (ca. 50 ng/ul)

Nach gutem Mischen durchliefen die Proben 1im Thermocycler folgendes

Temperaturprogramm:
Smin  94°C
I min 94°C  (Denaturierung)
I min 55°C  (Annealing) = 35 Zyklen
I min 72°C (Polymerisierung)
10 min  72°C

Nachdem die PCR-Ansitze (273 bp- bzw. 273-3 bp-Fragmente) mit der Endonuklease Mnl
I wie folgt vermischt wurden, erfolgte der enzymatische Verdau im Wasserbad bei einer

Temperatur von 37°C iiber 18 h.

20,00 ul  Reaktionsansatz
2,00 ul  Puffer NEB 2
0,20 ul  BSA-Losung (500 pg/ml)
1,00 ul ~ Mnl I (5 U/ul)
6,80 ul  ddH,O
10,00 ul ~ PCR-Ansatz
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Die Proben wurden nach Zugabe von 15 % Ficoll-Blau-Losung auf einem 3,2 % igen
Agarosegel NuSieve 3:1 in TBE-Puffer aufgetrennt. Zur UV-Detektion der DNA-Banden
wurde den Gelen 25 pM Ethidiumbromid zugesetzt.

Die 3 bp-Deletion in dem Intron 6 verhindert eine Schnittstelle der Endonuklease bei 97 bp
in mutierten Allelen neben einer immer vorhandenen Schnittstelle bei 148 bp. Eine weitere
Schnittstelle liegt bei 11 bp vor. Da sich die Erkennungssequenz des Mnl I jedoch am
Anfang des forward-Primers befindet, kann diese nicht erkannt werden. Fiir die drei

hGSTM3-Genotypen ergeben sich somit folgende Fragmentierungsmuster auf dem Gel:

Genotyp Bezeichnung Banden im Gel / bp
homozygoter Wildtyp hGSTM3 A 97151125
heterozygoter Typ hGSTM3 AB 9751145125
homozygoter Mutant hGSTM3 B 1451125

Tab. 2: DNA-Fragmentierungsmuster ber der hGSTM3 Genotypisierung

3.6.3.  GSTP1-Genotypisierung

In dem hGSTP1-Gen liegen zwei polymorphe Stellen vor. Sowohl in Codon 105 als auch
in Codon 114 kommt es durch Punktmutationen zu Basenpaarsubstitutionen. Im
Genprodukt fiihrt dieses zu einem Aminosadureaustausch von Isoleucin nach Valin (Codon
105) und Alanin nach Valin (Codon 114) (Board et al. 1998). Es resultieren vier

Allelvarianten bzw. neun Genotypen (Eaton und Bammler 1999).

3.6.3.1. Polymorphismus in Codon 105

Mit Hilfe einer PCR-RFLP-Methode nach Harries et al. (1997) wurden die hGSTP1-
Genotypen beziiglich Codon 105 ermittelt.
Es wurden in einem PCR-Ansatz ca. 200 ng DNA zusammen mit den Primern, den freien

Nukleosidtriphosphaten und der Taq DNA Polymerase nach folgendem Schema vermischt:
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40,00 ul  Reaktionsansatz
4,00 ul  PCR-Puffer
0,32 ul 25 mM dNTPs
1,30 ul 10 uM Primer 4 (forward P1 Codon 105)
1,30 ul 10 uM Primer 5 (reverse P1 Codon 105)
0,20 ul  Taq DNA Polymerase (5 U/ul)

28,88 ul  ddH,O
4,00 ul  DNA (ca. 50 ng/ul)

Anschlieend erfolgte die PCR der Proben im Thermocycler unter folgenden Be-
dingungen:

5,0 min 94°C

0,5min 94°C  (Denaturierung)
0,5min 55°C  (Annealing) = 35 Zyklen
1,L0min 72°C (Polymerisierung)

10,0 min  72°C

Darauf wurden die PCR-Ansétze (176 bp-Fragmente) mit der Endonuklease Bsm Al wie
folgt vermischt und im Wasserbad bei einer Temperatur von 55°C tiiber 1 h enzymatisch

verdaut.

20,00 ul  Reaktionsansatz
2,00 ul  Puffer NEB 3
0,50 ul -~ Bsm AI (2,5 U/ul)
7,50 ul - ddH,O

10,00 uI  PCR-Ansatz

Nach Zugabe von 15 % Ficoll-Blau-Losung wurden die Proben auf einem 3,2 % igen
Agarosegel NuSieve 3:1 in TBE-Puffer aufgetrennt. Die Gele wurden zur UV-Detektion
der DNA-Banden mit 25 uM Ethidiumbromid versetzt.
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Duch eine Basenpaarsubstitution in Codon 105 wird eine Schnittstelle fiir die
Endonuklease im DNA-Fragment bei 86 bp eingefiihrt. Fiir die drei hGSTP1-Genotypen

hinsichtlich Codon 105 ergeben sich somit folgende Fragmentierungsmuster auf dem Gel:

Genotyp Bezeichnung Banden im Gel / bp
homozygoter Wildtyp ile/ile 176
heterozygoter Typ ile/val 176 18591
homozygoter Mutant val/val 85191

Tab. 3: DNA-Fragmentierungsmuster ber der hGSTP1 Genotypisierung in Codon 105

3.6.3.2. Polymorphismus in Codon 114

Die Bestimmung der hGSTP1 Genotypen hinsichtlich von Codon 114 wurde mittels einer
PCR-RFLP-Methode gemdl3 Harris et al. (1998) durchgefiihrt.

In einem PCR-Ansatz wurden ca. 200 ng DNA zusammen mit den Primern, den freien
Nukleosidtriphosphaten und der Taq DNA Polymerase nach folgendem Schema

zusammenpipettiert:

40,00 ul  Reaktionsansatz
4,00 ul  PCR-Puffer
8,00 ul  Q-Solution
0,32 ul 25 mM dNTPs
1,30 ul 10 uM Primer 8 (forward P1 Codon 114)
1,30 ul 10 uM Primer 9 (reverse P1 Codon 114)
0,20 ul  Taq DNA Polymerase (5 U/ul)
20,88 ul  ddH,O
4,00 ul  DNA (ca. 50 ng/ul)

Nach gutem Mischen durchliefen die Proben 1im Thermocycler folgendes

Temperaturprogramm:
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50min  94°C

0,5min 94°C  (Denaturierung)
0,5min 62°C  (Annealing) = 35 Zyklen
1,L0min 72°C (Polymerisierung)

10,0 min  72°C

Nachdem die PCR-Ansidtze (217 bp-Fragmente) mit der Endonuklease Cac8 I wie folgt
vermischt wurden, erfolgte der enzymatische Verdau im Wasserbad bei einer Temperatur

von 37°C uber 2 h.

20,00 ul  Reaktionsansatz
2,00 ul  Puffer NEB 3
1,40 ul ~ Cac8 1(7 U/ul)
6,60 ul  ddH,O

10,00 ul  PCR-Ansatz

Mit 15 % Ficoll-Blau-Losung wurden die Proben auf einem 3,2 % igen Agarosegel
NuSieve 3:1 in TBE-Puffer aufgetrennt. Zur UV-Detektion der DNA-Banden wurden die
Gele mit 25 pM Ethidiumbromid versetzt.

Der hGSTP1-Wildtyp besitzt in Codon 114 fiir die Endonuklease im DNA-Fragment bei
93 bp eine Schnittstelle, die durch Basenpaarsubstitution entfdllt. Desweiteren existiert
eine von der Mutation unabhingige Schnittstelle bei 11 bp. Fiir die drei hGSTPI-
Genotypen hinsichtlich Codon 114 ergeben sich somit folgende Fragmentierungsmuster

auf dem Gel:

Genotyp Bezeichnung Banden im Gel / bp
homozygoter Wildtyp ala/ala 11193113
heterozygoter Typ ala/val 1193|113 ]206
homozygoter Mutant val/val 111206

Tab. 4: DNA-Fragmentierungsmuster ber der hGSTP1 Genotypisierung in Codon 114
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3.64. GSTTI1-Genotypsierung

Der Polymorphismus der hGSTT1 basiert auf einer Gendeletion (Pemble et al. 1994),
woraus drei Genotypen resultieren. Mit Hilfe einer Multiplex-PCR-Methode nach
Kempkes et al. (1996) kann unterschieden werden, ob ein Individuum hGSTT1 defizient
oder Trager zumindest eines funktionellen Allels ist. Bei semiquantitativer Durchfiihrung
dieser Methode konnen die heterozygoten und homozygoten Alleltriger voneinander
unterschieden werden.

Hierz7u wurden in einem PCR-Ansatz ca. 200 ng DNA, die Primer, die freien
Nukleosidtriphosphate und die Tag DNA Polymerase nach dem folgenden Schema

zusammenpipettiert und gemischt:

30,00 ul  Reaktionsansatz
3,00 ul  PCR-Puffer
0,24 ul 25 mM dNTPs
1,00 ul 10 uM Primer 10 (forward T1)
1,00 pl 10 uM Primer 11 (reverse T1)
1,00 ul 10 uM Primer 12 (forward Referenz)

1,00 ul 10 uM Primer 13 (reverse Referenz)

0,15 ul  Taq DNA Polymerase (5 U/pl)
17,61 pl  ddH,O

5,00 ul  DNA (ca. 50 ng/ul)

AnschlieBend erfolgte die PCR der Proben im Thermocycler unter folgenden

Bedingungen:

3,0min  94°C

0,5min 94°C  (Denaturierung)
[LO0min 60°C  (Annealing) = 35 Zyklen
,L0min 72°C (Polymerisierung)

10,0 min  72°C
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Die Proben wurden nach Zugabe von 15 % Ficoll-Blau-Losung auf einem 1,5 % igen
Agarosegel in TBE-Puffer aufgetrennt. Zur UV-Detektion der DNA-Banden wurde den
Gelen 25 pM Ethidiumbromid zugesetzt.

Durch Anlagerung der Primer 10 und 11 an hGSTT1 positive Allele liegt nach der
Amplifikation ein 480 bp-Fragment vor. Die 268 bp-Referenzbande aus dem B-Globin-
Gen (immer homozygot positiv) dient als interner Standard fiir die semiquantitative
Auswertung. Hierzu werden mit Hilfe einer densitometrischen Auswertungseinheit die
hGSTT1-1-Bande und die B-Globin-Bande ins Verhéltnis gesetzt.

Der lineare Bereich der PCR (Fluoreszenz in Abhédngigkeit der Zyklenzahl) wurde zuvor

durch Variation der Zyklenzahl bestimmt.

3.7. Messung von spezifischen GST-Aktivititen in Nieren-

cytosolen

Mit Ausnahme der GSTTI1-1-Aktivitit wurden alle Aktivititen der GST-Isoenzyme
spektralphotometrisch bestimmt.

Fiir die jeweiligen GST-Isoenzyme liegen die Konzentrationen des Co-Substrats GSH wie
auch der entsprechenden spezifischen Substrate deutlich iiber ihren ky-Werten, so daf3
Séttigung vorliegt. Damit sind alle Reaktionen 0. Ordnung. Die Integration von Gleichung
(2) (vgl. Kap. 3.2.3.) ergibt eine lineare Produktzunahme bzw. Eduktabnahme in
Abhingigkeit der Zeit.

vl - [4], =[P, = k-1 ®)

Die Produktzunahme bzw. Eduktabnahme ist bei einer spektralphotometrischen Messung
mit einer Absorptionsdnderung in einem bestimmten Wellenldngenbereich verbunden.
Damit entspricht die Steigung m der Geradengleichung (3) bzw. die Geschwindigkeits-
konstante k‘ der Absorptionsdnderung pro Zeitintervall AA/At. Nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz (Lottspeich und Zorbas 1998), Gleichung (4), sowie anschlieBender
Umformung lassen sich mit Hilfe der Gleichung (5) die Enzymaktivititen AKT berechnen.
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M=Ac,, -&-d @)
Sas _ M __ 4kT (5)
At e-d

Die spezifischen Enzymaktivititen AKTs., ergeben sich durch Normierung auf die

eingesetzte Proteinmenge (Pingoud und Urbanke 1997) nach Gleichung (6).

m
AKT , =—"— 6
e d oy, ©

Mit Hilfe der Software Statistical Analysis System (SAS) und eines zweiseitigen t-Tests
fiir paarweise Vergleiche (Biining und Trenkler 1978) wurden die Aktivititen in gesundem

Gewebe und in Tumorgewebe auf signifikante Unterschiede hin iiberpriift.

3.7.1. Bestimmung der GST «a-Klasse-Aktivitit gegeniiber 7-Chlor-

4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol

Die Aktivitiatsbestimmung der hGST Klasse o erfolgte gegeniiber dem Substrat NBD-CI
(Ricci et al. 1994).

Es wurden 750 pl eines auf 25°C vorgewiarmten 0,1 M Natriumacetat-Puffers (pH 5,0),
100 pl einer 5 mM GSH-Losung und 100 pl einer 2 mM NBD-CI-Losung (in Ethanol) in
eine 1 ml Einmal-Kiivette zusammenpipettiert und gut gemischt. Nach der Zugabe von
50 ul Nierencytosol wurde die Zunahme der Absorption des GSH-Konjugats 7-Gluta-
thionyl-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol bei einer Wellenldnge von 419 nm {iber eine Zeit
von 2 min gegen einen Leerwert gemessen. Die Temperatur wihrend der Messung betrug
25°C.

Die spezifische Aktivitit errechnet sich gemif3 Gleichung (6) mit einem molaren

Absorptionskoeffizienten fiir NBD-CI von 14,5 I-mmol-cm™.
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3.7.2. Bestimmung der GST p-Klasse-Aktivitit gegeniiber 1,2-Dichlor-

4-nitrobenzol

Die Messung der hGST Klasse p-Aktivitdt wurde gegeniiber dem Substrat DCNB gemal3
Habig et al. (1974) durchgefiihrt.

Hierzu wurden 600 pl einer auf 30°C vorgewédrmten 0,2 M Natriumphosphat-Puffer
(pH 7,5), 100 pl einer 50 mM GSH-Losung und 100 pl einer 10 mM DCNB-Losung
(in Ethanol) in einer 1,5 ml Quarzkiivette zusammenpipettiert und gut gemischt. Darauf
wurde 200 pl Nierencytosol zugegeben und der Anstieg der Absorption durch die Bildung
des GSH-Konjugats 1-Glutathionyl-2-chlor-4-nitrobenzol bei 30°C und einer Wellenldnge
von 345 nm iiber 2 min kinetisch gegen einen Leerwert gemessen.

Mit einem molaren Absorptionskoeffizienten von 8,5 I-mmol’-cm™ errechnet sich die

spezifische Aktivitdt entsprechend Gleichung (6).

3.7.3.  Bestimmung der GSTP1-1-Aktivitiit

3.7.3.1. Substrat Ethacrynsédure

Die Bestimmung der hGSTP1-1-Aktivitdt wurde gegeniiber dem Substrat EA geméal3 Habig
und Jakoby (1981) durchgefiihrt.

In einer 1,5 ml Quarzkiivette wurden 700 pl eines auf 25°C vorgewarmten 0,1 M Kalium-
phosphat-Puffers, 100 ul einer 2,5 mM GSH-Losung und 100 pl 2 mM EA (in Ethanol)
zusammenpipettiert. Nach gutem Mischen wurden 100 ul Nierencytosol hinzugefiigt. Im
Anschlul daran wurde bei einer Temperatur von 25°C die Zunahme der Absorption
aufgrund der Enstehung des GSH-Konjugats [2,3-Dichloro-4-(2-methylglutathionyl-
butyryl)-phenoxy]-essigsdure durch Michael-Addition von GSH an die Doppelbindung bei
einer Wellenldnge von 270 nm {iber 2 min kinetisch gegen einen Leerwert verfolgt.

Der molare Absorptionskoeffizient von EA betrigt 5,0 - mmol'-cm™”, womit sich die

spezifische Enzymaktivitit nach Gleichung (6) berechnen 148t.
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3.7.3.2. Substrat 4-Vinylpyridin

Die hGSTP1-1-Aktivitdit wurde gegeniiber dem Substrat VP bestimmt (Berhane et al.
1994)

Hierzu wurden in einer 1,5 ml Quarzkiivette 930 pl eines auf 37°C vorgewidrmten 50 mM
Natriumphosphat-Puffers (pH 6,8) mit 10 pl einer 0,1 M GSH-Losung sowie mit 10 pl
einer 10 mM VP-Losung versetzt und gut gemischt. Durch die Zugabe von 50 pul
Nierencytosol bildet sich das GSH-Konjugat 4-Ethylglutathionylpyridin. Gemessen wurde
bei einer Temperatur von 37°C die Abnahme der Absorption durch den Verbrauch von VP
bei einer Wellenldnge von 248 nm iiber 3 min gegen einen Leerwert.

Durch Spiegelung der Geraden an der x-Achse wird die Steigung positiv. Mit einem
molaren Absorptionskoeffizienten fiir VP von 7,4 I-mmol™-cm™ 1Bt sich die spezifische

Aktivitdt dann Gleichung (6) folgend ermitteln.

3.7.4. Bestimmung der GSTT1-1-Aktivitit gegeniiber Methylchlorid

Die GSTTI1-1 Aktivitit gegeniiber dem Substrat MC wurde gaschromatographisch
ermittelt (Peter et al. 1989, Thier et al. 1998a).

In einem Headspace-Gldschen wurden 500 pl 0,5 M Natriumphosphat-Puffer (pH 7,3),
600 pl ddH,0, 100 ul 0,2 M GSH-Losung und 800 ul Nierencytosol zusammenpipettiert.
Die Gldschen wurden gasdicht verschlossen und auf einem Rollenmischer im Brutschrank
10 min bei 37°C vorinkubiert. Darauf wurde, um in den Gldschen eine MC-Anfangs-
konzentration von 1000 ppm zu erhalten, aus dem Gasraum 400 pl mit einer gasdichten
Spritze entnommen und durch das entsprechende Volumen von zuvor im Exsikkator frisch
angesetzten 5 % igen MC in Luft ersetzt. SchlieBlich wurden die Glidschen wieder auf dem
Rollenmischer im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach 30 min, 90 min, 150 min und
210 min wurden jeweils 500 pl Probe mit der gasdichten Spritze aus dem Gasraum
entnommen und zur Bestimmung der MC-Konzentration {liber eine Probenschleife in den
Gaschromatographen injiziert. Uber den Beobachtungszeitraum nimmt die MC-
Konzentration aufgrund der Bildung von S-Methylglutathion ab. Unter den folgenden

Bedingungen erscheint der MC-Peak bei einer Retentionszeit von 0,6 min (36 s).
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Séule
T=100°C
TragergasfluBl (N) = 20 ml/min
Detektor
T =200°C
GasfluB} synthetische Luft = 500 ml/min
Gasflull H, = 40 ml/min

Die MC-Konzentration ergibt sich mit Hilfe einer zuvor aufgenommenen Kalibrierungs-
geraden.

Im Gegensatz zu GSH liegt MC unter den Reaktionsbedingungen nicht in der Séttigung
vor. Damit handelt es sich um eine Reaktion 1. Ordnung, deren Reaktionsgeschwindigkeit
nur von der GSH-Konzentration unabhingig ist (Bisswanger 1979). Aus der Reaktions-

gleichung (1) (vgl. Kap. 3.2.3.) folgt somit Gleichung (7).

_%:%:k.[E].[B]:k'-[B] (7)

Die Integration dieser Gleichung fiihrt zu Gleichung (8).
In[B], - ppm™ =—k'-t+1n[B], - ppm™ (8)

Damit entspricht die negative Steigung -m der Geradengleichung (8) der
Geschwindigkeitskonstanten k‘, die ein direktes MaB fiir die im Reaktionsansatz
vorhandene Enzymaktivitit ist. Man erhdlt sie durch lineare Regression einer
halblogarithmischen Auftragung der MC-Konzentration gegen die Inkubationszeit. Da
jedoch eine geringe nicht-enzymatische Reaktion von MC mit GSH stattfindet und
auBerdem wihrend der Messung durch die Probenahme Substrat aus dem System entzogen
wird, ist auch in der Pufferkontrolle eine Abnahme des Substrates zu beobachten. Der

daraus resultierende Steigungsbetrag wird bei der Berechnung als Hintergrundsteigung
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einheitlich beriicksichtigt. Die spezifische Enzymaktivitit ergibt sich schlieBlich durch

Normierung auf die in der jeweiligen Probe vorhandene Proteinmenge.

3.7.5. Bestimmung der GST-AKkivitit gegeniiber 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol

Nach einer von Habig et al. (1974) entwickelte Methode wurde gegeniiber dem Substrat
CDNB die GST-Aktivitdt in den Cytosolen bestimmt. Wihrend CDNB fiir die meisten
GST-Isoenzyme ein Substrat ist, zeigt die Klasse 0 gegeniiber dem Substrat keine
Aktivitit.

925 pl eines auf 37°C vorgewdrmten 0,1 M Kaliumphosphat-Puffers (pH 7,0), 25 ul einer
40 mM GSH-Losung sowie 25 pul 40 mM CDNB-Losung (in Ethanol) wurde in einer
1,5 ml Quarzkiivette gut vermischt. Im Anschlu3 an die Zugabe von 25 pl Nierencytosol
wurde bei 37°C die Zunahme der Absorption aufgrund der Bildung des GSH-Konjugats
1-Glutathionyl-2,4-dinitrobenzol bei einer Wellenldinge von 340 nm iiber eine Zeit von
1 min gegen einen Leerwert gemessen.

Mit dem molaren Absorptionskoeffiienten von CDNB von 9,6 l-mmol™-cm™ errechnet sich

die spezifische Aktivitit geméfl Gleichung (6).

3.8. Massenspektroskopie (ESI-MS")

3.8.1. Inkubationen

Die Inkubationen fiir die massenspektroskopischen Untersuchungen wurden in
Eppendorfgefialen in einem Reaktionsvolumen von 200 pl durchgefiihrt. Hierzu wurde
Ammoniumacetat-Puffer (pH 7,4) vorgelegt und wahlweise Losungen von GSH, DEB
sowie dGuo dazugegeben, so daB sich folgende Konzentrationen im Reaktionsansatz

ergaben:
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Substanz Konzentration / mM
Puffer 10 100
GSH 1 10
DEB 0,05 05 1,0 5,0
dGuo 2,5

Tab. 5: Endkonzentrationen fiir die MS-Reaktionsansétze

Die Inkubationen wurden sowohl nicht-enzymatisch als auch enzymatisch durchgefiihrt.
Den enzymatischen Reaktionsansdtzen wurde rekombinante rGSTT1-1 in aufgereingter
Form zugesetzt, so da3 die Konzentration 40 pg/ml betrug. Alle Inkubationen wurden im
Blockthermostat bei einer Temperatur von 37°C durchgefiihrt. Die Inkubationszeiten

betrugen 10 min und 60 min.

3.8.2. Direktinfusion

Bei der Direktinfusion wurden die Proben unmittelbar nach dem Ende der Inkubation auf
eine Spritze aufgezogen und iiber einen automatischen Vorschub in das MS injiziert. Die
Proben mit einer 10 mM GSH-Konzentration wurden vor der Messung im Verhéltnis 1:10
verdiinnt, um die Signalintensitdten zu verringern.

Die Spektren bzw. StoB3spektren wurden unter folgenden Bedingungen aufgezeichnet:

lonisierung mittels ESI (positive lonen)

Infusionsflufl = 3 pl/min

sheath flow Probe:Methanol = 2:1
sheath gas (N;) = 25 arb. units
Kapillartemperatur = 250°C
Kapillarspannung = 15 V

Massenanalyse mittels Ionenfalle
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3.8.3.  Gekoppelte Fliissigchromatographie-Massenspektroskopie (WLC-MS)

Bei der Kopplung von uHPLC und MS wurden 2 pl einer Probe direkt nach der Inkubation
iber einen Autosampler in des System injiziert. Die chromatographische Trennung sowie
die massenspektroskopische Detektion erfolgte je nach Abwesenheit (a) oder Anwesenheit

(b) von dGuo im Inkubationsansatz unter verschiedenen Bedingungen:

(a)

Chromatographie
Sdule Pep Mop™ C18 3 um (150 x 0,3 mm 1.D.) mit Vorséule
Laufmitte] Ammoniumacetat-Puffer (pH 3,5) isokratisch
FluB =4 pl/min

Massenspektroskopie
positive lonen
sheath gas (N;) = 25 arb. units
Kapillartemperatur = 250°C
Kapillarspannung = 15 V
Ionenfalle

(b)

Chromatographie
Sdule Luna™ C18 5 um (50 x 0,3 mm 1.D.) mit Vorsaule
Laufmitte] Ammoniumacetat-Puffer (pH 5,5) isokratisch
FluB =4 pl/min

Massenspektroskopie

positive lonen

sheath flow Probe:Methanol = 1:1
sheath gas (N;) = 20 arb. units
Kapillartemperatur = 200°C
Kapillarspannung = 45 V

Ionenfalle
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3.9. BC-NMR-Spektroskopie

3.9.1. Inkubationen

Die Inkubationen fiir die NMR-Spektroskopie wurden in 2 ml Eppendorfgefdlien in einem
Reaktionsvolumen von 1 ml durchgefiihrt. Hierzu wurden in 100 mM Natriumphosphat-
Puffer (pH 7,4), 20 mM GSH und 50 mM DEB nicht-enzymatisch sowie enzymatisch im
Wasserbad bei einer Temperatur von 37°C iiber 30 min inkubiert. Den enzymatisch
durchgefiihrten Reaktionsansitzen wurde rekombinante rGSTT1-1 in aufgereingter Form

zugesetzt, so daf} die Konzentration 20 pg/ml betrug.

3.9.2.  Proteinfillung und Lyophilisation

Bei den enzymatisch durchgefiihrten Reaktionen erfolgte im Anschluf3 an die Inkubation
eine Proteinféillung durch die Zugabe von mittels Trockeneis vorgekiihltem Methanol zu
gleichen Teilen. Nach Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge wurde der Uberstand

abpipettiert. Dieser wurde genauso wie die nicht-enzymatischen Proben lyophilisiert.

3.9.3. MefBbedingungen

Zur Aufnahme der C-NMR-Spektren wurden je sechs lyophilisierte nicht-enzymatische
bzw. enzymatische Reaktionsansidtze vereint und in deuteriertem Wasser gelost. Die

Bedingungen waren folgende:

externer Standard TSP (0 ppm)
'H-Breitband-entkoppelt

Frequenz = 100 MHz

Relaxationswartezeit = 2 s

Pulswinkel = 45° (*C-NMR)

Winkel des Editing-Pulses = 135° (">*C-NMR-DEPT)
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3.10. Phosphorimaging

3.10.1. **P-Markierung

Die *?P-Markierung der Oligonukleotide 14, 15 und 16 wurde mit T4-Polynukleotid
Kinase Kit und [7-32P]-ATP durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz wurde nach folgenden

Schema in ein 0,5 ml Eppendorfgefal3 pipettiert und vermischt:

250 ul Reaktionsansatz

50 ul 10 uM Oligonukleotid

50 ul forward-Puffer (5 x)

10 pl T4 Kinase

10ul  [y-?P]-ATP (0,37 MBq/ul)
130 ul ddH,O

Wihrend der 30 miniitigen Inkubation des Reaktionsansatzes bei 37°C im Blockthermostat

wurde die Bio-Spin®

6 Sédule durch dreimalige Zugabe von 1 ml ddH,O und
abschlieBender Zentrigugation fiir 4 min bei 1100 x g konditioniert. Darauf wurde der
Ansatz der Markierungsreaktion auf die Sdule gegeben und 4 min bei 1100 x g
zentrifugiert. Das Eluat, das die **P-markierten Oligonukleotide enthilt, wurde fiir die

Inkubationen verwendet.

3.10.2. Inkubationen

Die Inkubationen wurden in 0,5 ml Eppendorfgefdlien in einem Reaktionsvolumen von
100 pl durchgefiihrt. Hierzu wurden in 10 mM Natriumacetat-Puffer (pH 7,4) 0,2 uM
Oligonukleotid 14, 15 bzw. 16 und 20 mM GSH nicht-enzymatisch sowie enzymatisch im
Blockthermostat bei einer Temperatur von 37°C iiber 30 min inkubiert. Den enzymatisch
durchgefiihrten Reaktionsansidtzen wurde rekombinante rGSTT1-1 in aufgereingter Form

zugesetzt, so daf} die Konzentration 40 pg/ml betrug.
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3.10.3. Isolierung der Oligonukleotide

Zur Isolierung der drei Oligonukleotide wurden die Proben in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3
transferiert und mit 10 ul 3 M Natriumacetat-Puffer (pH 4,8), 250 ul Ethanol sowie 1 pl
Dextranblau-Lésung versetzt, gemischt und 5 min stehengelassen. Dabei bewirkt
Dextranblau nicht nur eine Fiarbung des Pellets, es bewirkt als Coprézipitat auch eine
effektivere Fillung. Es folgte eine 20 miniitige Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge
bei hochster Drehzahl. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet zweimal
zum Waschen in 70 % Ethanol resuspendiert sowie 5 min in der Eppendorfzentrifuge bei
hochster Drehzahl zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet an der
Luft getrocknet.

3.10.4. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Oligonukleotide wurden durch kontinuierliche, eindimensionale Gelelektrophorese auf
vertikalen Gelen getrennt. Die Glasplatten und Spacer wurden vor der Benutzung mit
Ethanol gereinigt und dann nach Herstellerangaben zusammengesetzt. Aus den

lTM

SequaGel'™™-Kit Reagenzien wurde ein Acrylamidvormix hergestellt, indem 40 ml
Konzentrat, 50 ml Verdiinner und 10 ml Puffer (10 x) vermischt wurden. Die Gellosung
fiir ein 10 % iges Sequenziergel wurde dann gemdf der unter angegebenen Vorschrift

zusammenpipettiert und sofort gegossen.

80ml  Acrylamidvormix
223 ul 25 % ige APS-Losung
28 ul  TEMED

Nach der Polymerisation iiber Nacht wurde das Gel in eine vertikale
Elektrophoresekammer eingespannt und die Pufferreservoirs mit TBE-Puffer aufgefiillt.
Die Vorelektrophorese wurde konstant bei 3000 V und einer Temperatur von 45-50°C
tiber 3040 min durchgefiihrt. Zum Laden des Gels wurde die Vorelektrophorese gestoppt
und alle Taschen wurden griindlich mit TBE-Puffer gespiilt. Nach Aufnahme der
Oligonukleotid-Pellets in 5 pl Formamid-Puffer wurde das Gel beladen. Die
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elektrophoretische Trennung erfolgte bei ca. 50°C und einer Spannung von 2500 V. Die
Elektrophorese wurde beendet, als die Bromphenolblaufront nur noch ca. 5 cm vom
unteren Rand des Gels entfernt war. In einem 10 % igen Sequenziergel markieren
Bromphenolblau bzw. Xylencyanol einen Bereich zwischen 10 bp und 55 bp. Dieser Teil
des Gels wurde abgetrennt, mit Diethylaminoethylcellulose-Membran sowie Filterpapier
beschichtet und vorsichtig von der Glasplatte abgezogen. Das Sandwich wurde mit dem
Filterpapier nach unten in den Geltrockner gelegt, mit Frischhaltefolie abgedeckt und 2 h

bei einer Temperatur von 80°C im Vakuum getrocknet.

3.10.5. Detektion der radioaktiv markierten Banden

Nach Fixierung des trockenen Gels in der Imaging-Kassette wurde eine Imagingplatte
aufgelegt und iiber ca. 5 min exponiert. AnschlieBend wurde die Imagingplatte entnommen

und das latent gespeicherte Bild durch Bestrahlung mit Laserlicht im Imager ausgewertet.
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4. ERGEBNISSE

Grundlage der durchgefiihrten Untersuchungen ist die ist die Tatsache, dal BD zunéchst
enzymatisch in DEB {iberfiihrt wird. In vivo Studien von Thornton-Manning et al. (1995)
an Mdiusen und Ratten haben gezeigt, dal DEB als Metabolit nach inhalativer Aufnahme
von BD im Blut sowie in unterschiedlichen Geweben der Tiere nachweisbar ist. Die
Umsetzung von BD nach DEB erfolgt iiberwiegend durch das Isoenzym CYP2EI in der
Leber (Csanady et al. 1992, Duescher und Elfarra 1994, Seaton et al. 1995).

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Untersuchungen war zunichst zu priifen, ob CYP2EI
auch in der humanen Niere, im Zusammenhang mit BD als Erfolgsorgan der Kanzero-
genese diskutiert, nachweisbar ist, was die Notwendigkeit einer Modifikation der These,
die Leber als zentrales Organ der Bioaktivierung von BD anzusehen, zur Folge hitte. Nach
Kldrung dieses Sachverhalts folgen im weiteren Verlauf der Arbeit die Ergebnisse zur

Aktivitdt von GST-Isoenzymen in der Niere.

4.1. CYP2E1 im Nierengewebe des Menschen

Die Untersuchungen beziiglich des Vorhandenseins von dem Isoenzyms CYP2EI in der
humanen Niere wurde mit Mikrosomen durchgefiihrt, die sowohl aus dem gesunden
Gewebe als auch aus dem Tumorgewebe aller 21 Patienten isoliert wurden. Nach
Trennung der in den Proben enthaltenen Proteine auf einem Polyacrylamidgel erfolgte ein
Western-Blot sowie Immunodetektion. Da der verwendete Antikorper auch mit rCYP2E1
reagiert, dienten Ratten-Lebermikrosomen als positive Kontrolle. Ein mebarer Grof3en-
unterschied zwischen dem humanen Enzym (56,85 kDa) und dem der Ratte (56,63 kDa)
liegt nicht vor (Song et al. 1986).

Bei der Rattenprobe in Abb. 4 ist eine deutliche CYP2E1-Bande zu erkennen. In den
Spuren der Nierenproben fehlt diese Bande. Bei keinem der untersuchten 21 Patienten trat
diese Bande weder im gesunden Gewebe noch im Tumorgewebe auf, was auf fehlende

Expression von CYP2E1l in der humanen Niere hindeutet. Allerdings ist in beiden
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Gewebetypen immer jeweils eine charakteristische Bande zu erkennen, die auf

unterschiedlich groBe Proteine schlieBen 148t und auf Antikorper-Kreuzreaktivititen

hindeutet.

g Patient (N = normales Gewebe / T = Tumorgewebe)
]

1IOMIDIT

10N 10T I3N 13T 20N 20T

CYP 2El

Abb. 4: Western-Blot nach vorangegangener SDS-PAGE von Mikrosomen aus

humaner Niere und Rattenleber
primérer Antikorper: anti-Mensch CYP2E! IgG aus Kaninchen

sekundérer Antikorper: anti-Kaninchen IgG aus Ziegen

4.2. Genotypisierung von polymorphen GST-Isoenzymen im

Nierengewebe des Menschen

4.2.1. GSTM1

Die Bestimmung der GSTM1-Genotypen erfolgte mit Hilfe semiquantitativer Multiplex-
PCR. Ein negativer GSTM1-Genotypen verteilt sich auf 52,3 % der Patienten. Von den
47,7 % mit GSTM1-positivem Genotypen triagt der groBite Teil (50 %) die Allele a0. Auf
die Allele aa, bb und ab entfallen je 10 % und auf die Kombination b0 20 %. Die

Ergebnisse sind in Tab. 6 zusammengestellt.
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Genotyp Verteilung, [%] (n)
00 52,3 (11)
a0 23,8 (5)
a 28,6 (6)
aa 4,8 (1)
b0 9,5(2)
b 14,3 (3)
bb 4,8 (1)
ab 4.8 (1)

Tab. 6: Verteilung der GSTM1-Genotypen in dem Patienten-
kollektiv

4.2.2. GSTM3

Die GSTM3-Genotypisierung des Patientenkollektivs wurde mittels PCR-RFLP durch-
gefiihrt. Die Verteilung der drei Genotypen ist in Tab. 7 dargestellt.

Genotyp Verteilung, [%] (n)
AA 71,4 (15)
AB 28,6 (6)
BB 0(0)

Tab. 7: Verteilung der GSTM3-Genotypen in dem Patienten-
kollektiv

4.2.3. GSTP1

Die Untersuchung der Mutationen in Codon 105 und 114 des hGSTPI1-Gens erfolgte in
beiden Fillen durch PCR-RFLP. Fiir die Patienten sind die einzelnen hGSTP1-Genotypen
sowie die sich daraus geméll Ali-Osman et al. (1997) und Watson et al. (1998) ergebenden
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Allelvarianten in Tab. 8 aufgefiihrt. Mindestens 47,7 % der Patienten besitzen ein in Codon

105 mutiertes Allel. Hinsichtlich der Mutation in Codon 114 sind es 28,6 %.

Genotyp Verteilung, Genotyp Verteilung, Allel- Verteilung,
(Codon 105) [%] (n) (Codon 114) [%] (n) varianten [%] (n)
ile/ile ala/ala 71,4 (15) AA 52,3 (11)
ile/ile 52,3 (11) ala/val 28,6 (6) AD 0(0)
ile/ile val/val 0(0) DD 0(0)
ile/val ala/ala 71,4 (15) AB 14,3 (3)
ile/val 33,4 (7) ala/val 28,6 (6) AC/BD 19,1 (4)
ile/val val/val 0(0) CD 0(0)
val/val ala/ala 71,4 (15) BB 4,8 (1)
val/val 14,3 (3) ala/val 28,6 (6) BC 9,5(2)
val/val val/val 0(0) CC 0(0)

Tab. 8: Verteilung der GSTP1-Genotypen (Codon 105 und 114) sowie der resultiecrenden
Allelvarianten in dem Patientenkollektiv

4.24. GSTT1

Die Bestimmung der drei hGSTT1-Genotypen wurde mittels semiquantitativer Multiplex-

PCR durchgefiihrt. Die Verteilung der Genotypen ist in Tab. 9 dargestellt.

Genotyp Verteilung, [%] (n)
-/- 19,1 (4)
+/- 33,2(7)
+/+ 47,7 (10)

Tab. 9: Verteilung der GSTT1-Genotypen in dem Patienten-
kollektiv
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4.2.5. Zusammenfassung der Genotypisierungen

In Tab. 10 sind die mit Hilfe von PCR-Techniken ermittelten Genotypen fiir alle bisher
bekannten polymorphen GSTs mit Ausnahme der Subklasse T2 den einzelnen Patienten

zugeordnet.

Patient M1 M3 P1 T1
1 a0 AB AA -/-
2 00 AA AB -/-
3 a0 AA AB +/-
4 00 AB BC +/-
5 bb AA AA +/-
6 ab AB AB +/+
7 00 AA | AC/BD +/-
8 00 AA AA +/+
9 00 AA BC +/+
10 aa AA AA +/+
11 a0 AA AA +/+
12 a0 AB AA +/-
13 b0 AB |AC/BD| +/+
14 a0 AA AA +/+
15 00 AA AA +/-
16 00 AB |AC/BD| +/+
17 00 AA |AC/BD -/-
18 b0 AA AA -/-
19 00 AA BB +/+

20 00 AA AA +/+
21 00 AA AA +/-

Tab. 10: Zusammenfassung der GST-Genotypen in dem
Patientenkollektiv
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4.3. Expression von GST-Isoenzymen im menschlichen Nieren-

gewebe (gesundes Gewebe und Tumorgewebe)

4.3.1. GST o-Klasse-Aktivitit gegeniiber 7-Chlor-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-

diazol

Die gegeniiber dem Substrat NBD-Cl spektralphotometrisch bestimmten GST o-Klasse-
Aktivitdten sind in Abb. 5 dargestellt.
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Abb. 5: Spezifische Aktivitit der hGST o-Klasse gegeniiber NBD-CI in normalem
Gewebe und in Tumorgewebe in Abhidngigkeit der Tumorcytomorphologie

In normalem Gewebe schwankten die spezifischen Aktivititen in einem Bereich von
0,27-1,42 pmol/min/mg Protein. Der Mittelwert betrug 0,65 umol/min/mg Protein. Die
spezifischen Aktivititen im Tumorgewebe lagen im Bereich von 0-0,65 pmol/min/mg
Protein mit dem Mittelwert 0,20 pumol/min/mg Protein. Bei allen Patienten nahm die
spezifische Aktivitit im Tumor im Vergleich zu dem normalen Gewebe ab. Dieser
Aktivitdtsverlust war statistisch signifikant (p < 0,0001). Bei Tumoren im Stadium 3a war

der Aktivititsverlust mit 84 % (n = 8) am hochsten. Im Stadium 2 bzw. 3b lag er bei 63 %
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(n =7) bzw. bei 54 % (n = 5). Ein Zusammenhang zwischen den spezifischen Aktivitdten

und der Cytomorphologie der Tumoren war nicht erkennbar.

4.3.2.  GST p-Klasse-Aktivitat gegeniiber 1,2-Dichlor-4-nitrobenzol

Die Bestimmung der hGST p-Klasse-Aktivitit erfolgte spektralphotometrisch gegeniiber
dem Substrat DCNB (Abb. 6).
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Abb. 6: Spezifische Aktivitit der hGST p-Klasse gegeniiber DCNB in normalem Gewebe
und in Tumorgewebe in Abhéngigkeit der Tumorcytomorphologie und der
GSTM1-und GSTM3-Genotypen

Die spezifischen Aktivititen in normalem Gewebe von 0,97-6,03 pmol/min/mg Protein
fiihrten zu dem Mittelwert von 1,78 umol/min/mg Protein. Im Tumorgewebe variierten die
spezifischen Aktivititen von 0,07-2,22 umol/min/mg Protein. Der Mittelwert betrug
0,77 pmol/min/mg Protein. Mit Ausnahme von 2 Proben war die spezifische Aktivitét in
allen Féllen im Tumorgewebe erniedrigt. Der Aktivititsverlust war statistisch signifikant
(p < 0,0001). Eine Abhidngigkeit der enzymatischen Aktivitdit von dem Stadium des
Tumors oder der Tumorcytomorphologie war nicht erkennbar. Beziiglich der Genotypen

war auffallend, daB die spezifische Aktivitit der hGSTM1-negativen Patienten (n = 11) mit
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2,03 umol/min/mg Protein im Vergleich zu 1,52 umol/min/mg Protein bei den hGSTM -
positiven (n = 10) trotz Fehlens der Subklassen-Aktivitit um 25 % erhoht war.

4.3.3.  GSTP1-1-Aktivitit

4.3.3.1. Substrat Ethacrynsdure

Die GSTPI1-1-Aktivititsbestimmung gegeniiber dem Substrat EA erfolgte spektral-
photometrisch (Abb. 7). In normalem Gewebe schwankten die spezifischen Aktivititen
von 2,4-12,2 nmol/min/mg Protein mit 6,5 nmol/min/mg Protein als Mittelwert. Die
spezifischen Aktivititen im Tumorgewebe lagen im Bereich von 1,2-6,6 nmol/min/mg
Protein. Der Mittelwert betrug 3,6 nmol/min/mg Protein. Bei 18 der 21 Patienten war die
spezifische Aktivitdit im Tumorgewebe verringert. Der Aktivititsverlust war statistisch
signifikant (p < 0,0001). Ein Zusammenhang zwischen der enzymatischen Aktivitit und
dem Stadium des Tumors bzw. seiner Cytomorphologie war nicht zu sehen. Zimniak et al.
(1994) fanden bei rekombinant exprimierter hGSTP1-1 mit der Mutation in Codon 105
eine hohere spezifische Aktivitit gegeniiber EA als bei rekombinanten Wildtyp-GST.
Dementsprechend wurden die spezifische Aktivitit in normalem Gewebe von den
Patienten, die den homozygoten Wildtyp in beiden Codons tragen, also mit Allelvariante
AA (n=11), mit dem Patienten, der in Codon 105 homozygot mutiert ist und zugleich den
homozygoten Wildtyp in Codon 114 besitzt, Allelvariante BB (n = 1), verglichen. Bei den
Patienten mit der Allelvariante AA betrug der Mittelwert der spezifischen Aktivitit
6,3 (£ 3,0) nmol/min/mg Protein, bei dem Patienten mit der Allelvariante BB war die
spezifische Aktivitdt 8,7 nmol/min/mg Protein und somit um 38 % erhdht. Es ist allerdings
zu beriicksichtigen, da3 die Standardabweichung der spezifischen Aktivitit in der ersten
Gruppe mit ca. 50 % relativ hoch ist und die zweite Gruppe nur aus einem einzigen

Patienten besteht.
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Abb. 7: Spezifische Aktivitdt der hGSTP1-1 gegeniiber EA in normalem Gewebe und in
Tumorgewebe in Abhédngigkeit der Tumorcytomorphologie und der GSTPI1-
Allelvarianten

4.3.3.2. Substrat 4-Vinylpyridin

Mit dem Substrat VP wurde die Bestimmung der GSTPI-1-Aktivitdt spektral-
photometrisch durchgefiihrt (Abb. 8). In normalem Gewebe schwankten die spezifischen
Aktivitdten von 15,2-50,4 nmol/min/mg Protein. 25,5 nmol/min/mg Protein betrug der
Mittelwert. Die spezifischen Aktivititen im Tumorgewebe lagen im Bereich von
5,8-54,0 nmol/min/mg Protein mit dem Mittelwert 21,4 nmol/min/mg Protein. Bei 7 der 21
Patienten war die spezifische Aktivitdt im Tumorgewebe nicht verringert. Besonders traten
hierbei die Tumoren mit chromophob-zelliger Cytomorphologie in Erscheinung. Der unter
Berticksichtigung aller Patienten resultierende Aktivitdtsverlust war statistisch nicht
signifikant (p = 0,1943). Eine Abhéngigkeit der enzymatischen Aktivitidt von dem Stadium

des Tumors war nicht erkennbar. Ein Vergleich der spezifischen Aktivitit von Patienten
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mit der Allelvariante AA mit dem mit der Allelvariante BB (vgl. Kap. 4.3.3.1.) fiihrte

gegeniiber dem Substrat EA zu keinen nennenswerten Unterschieden.
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Abb. 8: Spezifische Aktivitdt der hGSTP1-1 gegeniiber VP in normalem Gewebe und in
Tumorgewebe in Abhéngigkeit der Tumorcytomorphologie und der GSTPI-
Allelvarianten

4.3.4. GSTTI1-1-Aktivitit gegeniiber Methylchlorid

Die Bestimmung der hGSTT1-1-Aktivitdt erfolgte gaschromatographisch gegeniiber dem
Substrat MC (Abb. 9). In normalem Gewebe zeigte sich aufgrund des Gendeletion-
Polymorphismus eine Abhéingigkeit der spezifischen Aktivitit von dem Genotyp mit drei
daraus resultierenden Phédnotypen. Den Tridgern keines funktionellen Allels (-/-),
sogenannten nicht-Konjugierern (NK), fehlt jegliche enzymatische Aktivitdt. Schnelle
Konjugierer (SK) besitzen zwei funktionelle Allele (+/+) und damit eine hdhere
enzymatische Aktivitét als die heterozygoten langsame Konjugierer (LK) mit nur einem
funktionellen Allel (+/-). Bei 2 Patienten (7 und 12) stimmten die mittels PCR ermittelten
Genotypen nicht mit den sich ergebenden Phidnotypen iiberein. Die spezifische Aktivitét

nahm im Tumorgewebe im Vergleich zu dem normalen Gewebe statistisch signifikant ab
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(p < 0,0001). Die Einteilung in Phénotypen erfolgte ausschlieSlich aus den Messungen in
normalem Gewebe. Ein Zusammenhang zwischen enzymatischer Aktivitdit und dem

Stadium des Tumors bzw. seiner Cytomorphologie war nicht erkennbar.
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Abb. 9: Spezifische Aktivitit der hGSTT1-1 gegeniiber MC in normalem Gewebe und in
Tumorgewebe in Abhéngigkeit der Tumorcytomorphologie und des GSTT1-1-
Genotyps

Dal} schnelle Konjugierer die doppelte spezifische Aktivitit von langsamen Konjugierern

besitzen (Thier et al. 1998b), wurde durch Mittelung der Aktivititen bestétigt (Abb. 10).
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Abb. 10: Einteilung des Patientenkollektivs in hGSTT1-1-Phéno-
typen

4.3.5. GST-Gesamtaktivitat gegeniiber 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol

Bei der Bestimmung der Aktivitdt gegeniiber CDNB, die spektralphotometrisch erfolgte,
wurden die enzymatischen Aktivitdten aller in der Niere exprimierten GSTs mit Ausnahme
der GSTTI1-1-Aktivitdt in charakteristischer Weise erfalit (Abb. 11). Die spezifischen
Aktivitdten in normalem Gewebe lagen im Bereich von 0,90-7,19 pmol/min/mg Protein
mit dem Mittelwert 3,32 pmol/min/mg Protein. Im Tumorgewebe variierten die
spezifischen Aktivititen von 0,32-5,04 pumol/min/mg Protein. Der Mittelwert betrug
1,81 umol/min/mg Protein. Mit Ausnahme von 3 Patienten war die spezifische Aktivitét in
allen Féllen im Tumorgewebe erniedrigt. Der Aktivititsverlust war statistisch signifikant
(p < 0,0001). Eine Abhéngigkeit der enzymatischen Aktivitit von dem Stadium des
Tumors oder der Tumorcytomorphologie war nicht erkennbar. Die Aktivitdt gegeniiber
CDNB spiegelt damit die Ergebnisse von den vorherigen Aktivitdtsbestimmungen der

einzelnen GSTs wider.
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Abb. 11: Spezifische hGST-Gesamtaktivitit gegeniiber CDNB in normalem Gewebe und
in Tumorgewebe in Abhingigkeit der Tumorcytomorphologie

4.3.6. Zusammenfassung der Aktivititsmessungen

Bei allen untersuchten GSTs war die spezifische Aktivitdt im Tumorgewebe im Vergleich
zu dem normalen Gewebe vermindert. In Abb. 12 sind die Aktivitdtsverluste dargestellt,
die mit einer Ausnahme, der hGSTP1-1-Aktivitdt gegeniiber VP, signifikant waren. Die
Ursache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse bei den zwei hGSTP1-1-Substraten konnte in
verschiedenen Substratspezifitdten bzw. Substratiiberlappungen liegen. Die Aktivitéten der
hGST o-Klasse und hGST p-Klasse waren im Tumorgewebe um tiber 50 % reduziert. Der
hGST-Gesamtaktivititsverlust gegeniiber CDNB von 46 % stimmte prozentual mit den
Aktivititsverlusten der untersuchten hGST-Klassen o, i und 7 tiberein. Der gesamte GST-
Aktivititsverlust im Gewebe von Nierenzellkarzinomen erhoht sich noch um den Anteil
der hGSTT1-1 und liegt somit gréenordnungsméfBig um 50 %.

Ein Zusammenhang zwischen den individuell unterschiedlichen enzymatischen Aktivititen

und Alter sowie Geschlecht der Patienten war nicht feststellbar.
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Abb. 12: Spezifische GST-Aktivitdtsverluste im Tumorgewebe im Ver-
gleich zu normalem Gewebe

4.4. Aufreinigung der rekombinant exprimierten rGSTT1-1

Die Aufreinigung der rekombinant exprimierten rGSTT1-1 aus Bakteriencytosol erfolgte
mit Hilfe der Affinitdtschromatographie mit Orange A-Gel und Puffer C. Eluiert wurde das
Enzym bei 1,0-2,5 % Glycerin im Gradienten wie spetkralphotometrische Messungen der
einzelnen Eluatfraktionen gegeniiber dem Substrat EPNP ergaben (Abb. 13). Ein zweiter
Peak mit deutlich geringerer Aktivitdt gegeniiber dem Substrat konnte bei 6,5-7,5 %
Glycerin im Gradienten detektiert werden. Ursachen fiir diesen Peak konnen Modifikation
sowie Degeneration des Proteins sein oder eine Interaktion des Substrats mit einem

weiteren aus den Bakterien stammenden unbekannten Enzym.
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Abb. 13: Eluationsprofil der GSTT1-1 bei der Affinitdtschromatographie

Vor der Dialyse wurde das Bakteriencytosol zum enzymatischen Verdau der Plasmid-DNA
mit DNase [ versetzt. Da die Anwesenheit von DNase im rGSTT-1-1-Konzentrat
unerwiinscht ist, wurden die Eluat-Fraktionen des ersten Peaks auf DNase hin {iberpriift.
Dieses wurde durch Inkubation mit geschnittener Plasmid-DNA realisiert.

In der Spuren 4-7 in Abb. 14 sind zwei scharfe Banden zu erkennen, die von der
geschnittenen Plasmid-DNA stammen. Alle anderen untersuchten Eluat-Fraktionen
ergaben das gleiche Bild. Bei der Anwesenheit von DNase in den Fraktionen hitten die
Banden aufgrund des enzymatischen Verdaus der DNA und dem daraus resultierenden
Vorhandensein von Fragmenten jeglicher Grof3e eine verschmierte Gestalt gehabt. Dieses
war bei der Inkubation des Bakteriencytosol vor der Affinititschromatographie der Fall,

wie die Spuren 10/11 verdeutlichen.
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Abb. 14: Agarosegel nach vorheriger Inkubation mit der einfach ge-
schnittenen Plasmid-DNA pSP 64
1: Molekulargewichtsmarker (1000 bp)
2/3: fiir die Inkubationen verwendete geschnittene Plasmid-DNA
4/5: Fraktion bei 35 ml Eluatvolumen inkubiert
6/7: Fraktion bei 42 ml Eluatvolumen inkubiert
8/9: Fraktion bei 35 bzw. 42 ml Eluatvolumen nicht inkubiert
10/11: Bakteriencytosol direkt nach der Dialyse inkubiert

Das Aufkonzentrieren der GST-aktiven und DNase-freien Eluat-Fraktionen wurde mit
Hilfe von Zentrifugen-Konzentratoren durchgefiihrt. Die Eluatvolumina wurden auf diese
Weise zu Konzentraten vereinigt (Abb. 15). Vor der Messung ihrer Aktivitdt gegeniiber
EPNP wurden diese Enzym-Konzentrate im Verhiltnis 1:10 verdiinnt. Durch Vergleich der
Aktivitdt in den Konzentraten mit der Aktivitit der entsprechenden Eluatvolumina in
Abb. 13 14Bt sich eine Proteinanreicherung von Faktor > 10 ableiten. Bezogen auf das

Fliissigkeitsvolumen betrug der Anreicherungsfaktor 13.
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Abb. 15: rGSTT1-1-Aktivitdt gegeniiber EPNP in den Konzentraten

4.5. Durchfithrung von in vitro Untersuchungen mit 1,2:3,4-

Diepoxybutan

4.5.1.  Reaktion von 1,2:3,4-Diepoxybutan mit Glutathion

Die Inkubationen wurden in Form von 200 pl Reaktionsansédtzen sowohl enzymatisch als
auch nicht-enzymatisch bei einer Temperatur von 37°C durchgefiihrt. Die Inkubations-
zeiten lagen bei 10 min bzw. 60 min. Unmittelbar nach Ende der Inkubationen wurden die
Proben {iber Direktinfusion in das Massenspektrometer gegeben. Alle enzymatisch
durchgefiihrten Inkubationen fiihrten zur Bildung eines Produktes bei m/z 394.

Es konnte sich hierbei entweder um einen [M]'-Peak eines Episulfoniumions (vgl.
Kap. 1.2. Abb. 3) oder um ein [M + H]'-Signal der GSH-Konjugate S-[1-(Hydroxy-
methyl)-2,3-epoxypropyl]-glutathion  bzw.  S-(2-Hydroxy-3,4-epoxybutyl)-glutathion
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handeln (vgl. Kap. 1.2. Abb. 2). Mégliche [M + H] -Ionen mit m/z 412, die aufgrund von
Epoxidhydrolyse entstehen, wurden in keinem Inkubationsansatz detektiert.

Die Signale bei m/z 394 waren fiir die nicht-enzymatischen Inkubationen nur bei DEB-
Konzentrationen von 1 mM und 5 mM nachweisbar. In Abb. 16 ist das Massenspektrum

eines enzymatischen Reaktionsansatzes dargestellt.
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Abb. 16: Massenspektrum nach enzymatischer Inkubation tiber 10 min von 5 mM DEB mit 1 mM
GSH

Die quantitative Betrachtung des Massenpeaks 394 zeigte fiir beide untersuchten GSH-
Konzentrationen in enzymatisch durchgefiihrten Inkubationsansétzen eine linear von der

DEB-Konzentration abhéngige Konjugatbildung (Abb. 17 und 18).
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Abb. 17: Bildung eines GSH-Konjugats mit der Massenzahl 394 bei 1 mM GSH in
Abhéngigkeit der DEB-Konzentration
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Abb. 18: Bildung eines GSH-Konjugats mit der Massenzahl 394 bei 10 mM GSH in
Abhingigkeit der DEB-Konzentration
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Bei der niedrigen GSH-Konzentration von 1 mM (Abb. 17) wurde im Falle der
enzymatischen Inkubation {iber 60 min ab einer DEB-Konzentration von 1 mM die
Linearitét durch das Erreichen eines Plateaus beendet. Der Grund hierfiir bestand in dem
Verbrauch von GSH. Dieses wurde im Massenspektrum durch das Fehlen des [M + H]'-
Peaks von GSH bei m/z 308 bestitigt. Desweiteren konnte durch Erhohung der DEB-
Konzentration auf 5 mM nur ein unwesentlicher Anstieg der Konjugatbildung erreicht
werden. Unter diesen Bedingungen lag GSH somit nicht mehr in der Séttigung vor, und die
Reaktion war nicht mehr 0. Ordnung. Bei der hohen GSH-Konzentration von 10 mM
(Abb. 18) erstreckte sich die Linearitdit der Konjugatbildung iiber den gesamten
untersuchten DEB-Konzentrationsbereich. Nach linearer Regression ergab sich, daf} die
Steigung bzw. die Zunahme der Konjugatbildung nach 60 min Inkubationszeit mit
170 Flacheneinheiten/mmol auch ungefdhr sechsmal so hoch war wie nach 10 min mit
27 Flacheneinheiten/mmol.

Um zu untersuchen, ob der Peak bei m/z 394 mehrere Reaktionsprodukte auf sich vereint,
wurde der massenspektroskopischen Detektion mittels SIM eine fliissigchromato-
graphische Trennung in Form von pHPLC vorangestellt. In Abb. 19 ist das Chromato-
gramm einer enzymatischen Inkubation von 5 mM DEB und 1 mM GSH fiir den Peak bei
m/z 394 dargestellt. Die chromatographische Trennung zeigte die Existenz von zwei
Reaktionsprodukten. Das Hauptprodukt erschien unter den in Kap. 3.8.3. (a) aufgefiihrten
Bedingungen bei einer Retentionszeit von 8,2 min. Das Nebenprodukt konnte nach 4,6 min

detektiert werden.
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Abb. 19: Chromatogramm nach enzymatischer Inkubation iiber 10 min von 5 mM DEB und 1 mM
GSH detektiert mittels MS-SIM fiir m/z 394

Um strukturelle Informationen iiber die beiden Reaktionsprodukte zu erlangen, wurden die
in der Ionenfalle eingefangenen lonen mit m/z 394 nach entsprechender Stofaktivierung in
charakteristischer Weise fragmentiert. Abb. 20 und 21 zeigen StoBspektren des
Hauptproduktpeaks. Im MS? erfolgte eine Fragmentierung von GSH, indem der
Glutaminsdure- sowie der Glycinrest abgespalten wurden. Dariiber hinaus kam es zu

Abspaltungen von Amino- und Carboxylgruppe der Glutaminsdure (Abb. 20).
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Abb. 20: MS®* von dem Molekiilionenpeak des Hauptproduktes bei m/z 394 nach chromato-
graphischer Trennung

Von dem intensivsten Fragment mit m/z 265 wurde ein MS® aufgenommen. Die
Zuordnung der Fragmente zu den Peaks ist Abb. 21 zu entnehmen. Das Fragment bei m/z
230 war vermutlich das Resultat der Abspaltung der Hydroxygruppe von dem Fragment
bei m/z 248. Aus diesem Fragment bildeten sich auch die Ionen mit m/z 217 und 162, die
strukturelle Informationen lieferten. Das Ion mit m/z 217 entstand durch Abspaltung der
CH,OH-Gruppe des gestrichelt dargestellten DEB-Restes. Eine derartige Fragmentierung
erscheint nur bei einem GSH-Konjugat mit Bindungsstelle am C2 sinnvoll. Das Ion mit
m/z 162 war das dominierende Tochterion eines MS* des Fragments bei m/z 248 (nicht
abgebildet). Dieses Ion konnte durch komplette Abspaltung des normal dargestellten DEB-
Restes gebildet werden, was eher auf ein GSH-Konjugat mit der Bindungsstelle am Cl

hindeutet. Es scheint also so, als bildeten sich hauptsdchlich am C1-, aber auch am C2-
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gebundene Konjugate von DEB mit GSH, die unter den chromatographischen Be-

dingungen als ein Peak erscheinen.
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Abb. 21: MS® von dem intensivsten Tochterion des Hauptproduktes bei m/z 265 nach chromato-
graphischer Trennung

Der Molekiilionenpeak des Nebenproduktes der chromatographischen Trennung (Abb. 19)
wurde ebenfalls mittels MS® untersucht. Das StoBspektrum ist in Abb. 22 dargestellt. Das
Fragmentierungsmuster unterscheidet sich deutlich von dem des Hauptproduktes (vgl.
Abb. 20). Das fiir das Hauptprodukt charakteristische Tochterion bei m/z 265 konnte nicht
detektiert werden, wohl aber die daraus resultierenden Fragmente mit m/z 177 und 145.
Die durch GSH-Zerfall entstehenden Ionen bei m/z 377, 349, 319 und 274 konnten auch
fiir das Nebenprodukt beobachtet werden. Zusitzlich traten Ionen mit m/z 359, 301 und
247 auf, deren Entstehung nicht nachvollziehbar ist. Obwohl die Struktur des
Nebenproduktes unklar ist, gibt das Fragmentierungsmuster genauso wie beim Haupt-

produkt keinerlei Hinweise fiir die Bildung eines Episulfoniumions.
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Abb. 22: MS* von dem Molekiilionenpeak des Nebenproduktes bei m/z 394 nach chromato-
graphischer Trennung

Bei dem entsprechenden Reaktionsansatz (Inkubation von 5 mM DEB und 1 mM GSH
iiber 10 min), aber unter nicht-enzymatischen Bedingungen lieBen sich im Chromato-
gramm mittels MS-SIM fiir m/z 394 die beiden Peaks ebenfalls detektieren. Das
Intensitétsverhdltnis der zwei Peaks war genauso wie bei der enzymatischen Reaktion.

Die genaue Struktur der gebildeten GSH-Konjugate wurde mit Hilfe der *C-NMR-
Spektroskopie ermittelt. Um fiir die Messung ausreichend Produkt zu erhalten, wurden die
Inkubationen iiber einen Zeitraum von 30 min bei hdéheren DEB- und GSH-
Konzentrationen durchgefiihrt. Der unmittelbar folgenden Lyophilisation der Proben ging
bei den enzymatischen Inkubationen noch eine Methanol-Proteinfillung voraus. Die
Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte in deuteriertem Wasser mit TSP als externem

Standard. Wie die markierten Signale des '>C-NMR-Spektrums in Abb. 23 zeigen, fand die
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GSH-Konjugatbildung am C1 des DEB statt. Dartliber hinaus kam es zu einer Hydrolyse

des Epoxids. Die weiteren nicht markierten Signale stammten iiberwiegend von nicht

umgesetztem GSH.
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Abb. 23: PC-NMR-Spektrum nach enzymatischer Inkubation iiber 30 min von 50 mM DEB und
20 mM GSH

In Abb. 24 ist ein *C-NMR-DEPT-Spektrum fiir eine nicht-enzymatisch durchgefiihrte
Inkubation dargestellt. Mit Hilfe dieser Aufnahmetechnik lassen sich CH-Gruppen
(positive Signale) von CH,-Gruppen (negative Signale) unterscheiden. Der Peak bei einer
chemischen Verschiebung von 33 ppm zeigt, dal die GSH-Bindung an ein endstdndiges
Kohlenstoffatom des DEB erfolgte (vgl. Abb. 23). Die iibrigen drei markierten Signale
unterstrichen diese Form der Produktbildung. Der Grund dafiir, dal das GSH-Konjugat bei
der nicht-enzymatischen Reaktion als Epoxid detektiert werden konnte, liegt wahr-

scheinlich an dem fehlenden Proteinféallungsschritt.
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Abb. 24: “C-NMR-DEPT-Spektrum einer nicht-enzymatischen Inkubation iiber 30 min von
50 mM DEB und 20 mM GSH

Die *C-NMR-Spektren verdeutlichen, daB sowohl fiir enzymatisch als auch fiir nicht-
enzymatisch durchgefiihrte Reaktionen die Konjugatbildung zwischen DEB und GSH am
endstindigen Kohlenstoffatom des DEB stattfindet, was zur Bildung von S-(2-Hydroxy-
3,4-epoxybutyl)-glutathion fiihrt. FEine zusatzliche Bildung von geringen Mengen
S-[1-(Hydroxymethyl)-2,3-epoxypropyl]-glutathion mit Konjugatbildung am C2 des DEB

ist gerade auch wegen der massenspektroskopischen Hinweise wahrscheinlich.

4.5.2.  Reaktion von 1,2:3,4-Diepoxybutan mit Glutathion und 2‘-Deoxy-

guanosin

Die Inkubationen wurden enzymatisch in 200 pl Reaktionsansdtzen iiber 10 min bei einer
Temperatur von 37°C durchgefiihrt. Unmittelbar nach Ende der Inkubationen wurden die
Proben iiber Direktinfusion in das Massespektrometer gegeben. Die bei den Inkubationen

charakteristischen Ionen sind in dem Massenspektrum in Abb. 25 dargestellt.
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Abb. 25: Massenspektrum nach enzymatischer Inkubation tiber 10 min von 5 mM DEB, 2,5 mM
dGuo und 1 mM GSH

Folgende Ionen konnten identifiziert werden:

a) nicht umgesetzte Edukte
m/z 268 — [M + H]" von dGuo
m/z 535 — [M + H]" eines dGuo-Dimers
m/z 308 — [M + H]" von GSH
m/z 575 — [M + H]" eines dGuo-GSH-Dimers
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b) gebildete Produkte
m/z 394 — [M + H]" von DEB-GSH-Konjugaten (vgl. Kap. 4.5.1.)
m/z 573 — [M]" eines moglichen dGuo-GSH-Adduktes
m/z 661 — [M]" eines moglichen dGuo-DEB-GSH-Adduktes

c) gebildete Fragmente
m/z 306 — [M]" von GS”

m/z 152 — [M + H]" des Guaninrestes

Das Signal bei m/z 661 konnte bei allen Inkubationen auBler denen mit einer DEB-
Konzentration von 0,05 mM beobachtet werden. Das MS*-Spektrum des Ions lieferte keine
zur Aufklarung der Struktur hilfreichen Fragmente. Bei dhnlichen Versuchen mit den
ebenfalls bifunktionellen Substanzen 1,2-Dichlorethan (Rannug et al. 1978, Huang et al.
1998) bzw. 1,2-Dibromethan (Ozawa und Guengerich 1983, Koga et al. 1986, Foureman
und Reed 1987, Huang et al. 1998) konnte das Addukt S-[2-(N7-Guanyl)-ethyl]-glutathion
nachgewiesen werden. Den Beweis fiir die intermedidre Bildung eines Episulfoniumions
lieferten Peterson et al. (1988). In analoger Weise konnte fiir die Reaktion von DEB, GSH
und dGuo die Bildung des Adduktes S-[1-(N7-Guanosinyl)-3,4-dihydroxybutyl]-glutathion

postuliert werden. Die Struktur des entsprechenden bei m/z 661 detektierten Ions zeigt die

Abb. 26.
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Abb. 26: Strukturvorschlag fiir ein DEB-GSH-Addukt an dGuo
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Da ein Episulfoniumion durch Ringdéffnung iiber die Bildung eines priméren bzw.
sekunddren Carbokations mesomeriestabilisiert ist, kann die Bindung auch zwischen dem
N7 des dGuo und dem sekundéren Carbokation am C2 erfolgen, was zu dem weiteren
Addukt S-[2-(N7-Guanosinyl)-3,4-dihydroxybutyl]-glutathion fithren wiirde. Weil nach
LC-MS-Kopplung kein Produkt mehr detektiert werden konnte, war eine Aussage
beziiglich der Anzahl bzw. des Verhiltnisses gebildeter Addukte nicht moglich.

Die Untersuchung des Signals bei m/z 573 und damit eines moglichen dGuo-GSH-
Adduktes erfolgte durch Inkubationen ohne Zugabe von DEB. In Abb. 27 und 28 sind die

Massenspektren flir enzymatisch bzw. nicht-enzymatisch durchgefiihrte Inkubationen

dargestellt.
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Abb. 27: Massenspektrum nach enzymatischer Inkubation iiber 10 min von 2,5 mM dGuo und
1 mM GSH
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Abb. 28: Massenspektrum einer nicht-enzymatischen Inkubation {iber 10 min von 2,5 mM dGuo
und 1 mM GSH

Der Vergleich beider Massenspektren zeigt, daBl bei enzymatisch durchgefiihrten
Reaktionen zusitzliche Signale bei m/z 573 und 306 auftraten. Aus MS? ergab sich, daB
das Signal bei m/z 306 ein Fragment (GS') des Molekiilions ist. Der pKs-Wert der
Thiolgruppe des GSH wird durch die katalytische GST-Aktivitit so erniedrigt, da3 GSH in
Form eines Thiolations (GS") auch nucleophile Stickstoffatome angreifen kann (Beckett
und Hayes 1993). Auf diese Weise konnte es, wie in Abb. 29 dargestellt, zu einem Angriff
des Thiolations an die N3-Position des dGuo gekommen sein. Ein derartiges Addukt ist

iber Elektronenpaarverschiebungen mesomeriestabilisiert.
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Abb. 29: Strukturvorschlag fiir ein GSH-Addukt an dGuo

Mit Hilfe der LC-MS-Kopplung konnte nur ein Reaktionsprodukt identifiziert werden, wie
das Chromatogramm einer enzymatischen Inkubation von 2,5 mM dGuo und 1 mM GSH
fiir den Peak bei m/z 573 zeigt (Abb. 30). Die Verbindung erschien unter den in Kap. 3.8.3.

(b) aufgefiihrten Bedingungen bei einer Retentionszeit von 3,6 min.
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Abb. 30: Chromatogramm nach enzymatischer Inkubation iiber 10 min von 2,5 mM dGuo und
1 mM GSH detektiert mittels MS-SIM fiir m/z 573

Eine geringe Adduktbildung zwischen dGuo und DEB konnte erst nach Inkubation von 5
mM DEB und 2,5 mM dGuo iiber einen Zeitraum von 12 h in Form eines [M] -Ions bei
m/z 354 detektiert werden. Damit wurde das zweite Epoxid am DEB-Rest nicht
hydrolysiert. Adduktbildungen sind am N1, N2, N3 oder N7 des dGuo sowie am C1 oder
C2 des DEB denkbar.
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4.5.3.  Reaktion von **P-markierten Oligonukleotiden mit Glutathion

Die Untersuchungen hinsichtlich der Adduktbildung von GSH an Oligonukleotide wurden
durch nicht-enzymatische sowie enzymatische Inkubationen von >?P-markierten
Oligonukleotiden und GSH durchgefiihrt. Bei der Auswahl der Oligonukleotide wurde
beriicksichtigt, dal die Base Guanin mit moglicher Bindungsstelle sowohl einfach
(Oligonukleotid 15) als auch mehrfach und endstindig (Oligonukleotid 14 und 16)
vorhanden war. Nach Trennung der Oligonukleotide auf einem Polyacrylamidgel erfolgte
die Detektion mittels Phosphorimaging.

In den Spuren 1, 6, 7, 13 und 18 in Abb. 31 befinden sich nur die entsprechenden
Oligonukleotide als Kontrollen. Es ist eine deutliche Unterscheidung aufgrund ihrer Lénge
bzw. Grofle moglich. Zwischen den jeweiligen Kontrollbanden und den dazugehorigen
Banden nach nicht-enzymatischer sowie enzymatischer Inkubation sind keine
GrofBenzunahmen um eine oder mehrere GSH-Einheiten feststellbar. Damit ist GSH-
Adduktbildung unter den gewihlten Reaktionsbedingungen sowohl am Guanin als auch an

den Basen Adenin, Cytosin und Thymin auszuschliefen.
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Abb. 31: Polyacrylamidgel nach vorheriger Inkubation der Oligonukleotide mit GSH
1: Oligonukleotid 14 (24 bp)
2/3: Oligonukleotid 14 + GSH
4/5: Oligonukleotid 14 + GSH/GST
6: Oligonukleotid 14
7: Oligonukleotid 15 (26 bp)
8/9: Oligonukleotid 15 + GSH
10/11: Oligonukleotid 15 + GSH/GST
12: GSH/GST
13: Oligonukleotid 16 (20 bp)
14/15: Oligonukleotid 16 + GSH
16/17: Oligonukleotid 16 + GSH/GST
18: Oligonukleotid 16
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5. DISKUSSION

S5.1. Bildung von 1,2:3,4-Diepoxybutan als Metabolit von 1,3-

Butadien

Wie die Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen zum Metabolismus von BD zeigen, erfolgt
die Bildung des DNA-reaktiven Epoxids DEB im wesentlichen durch die oxidative
Katalyse des Isoenzyms CYP2E1 (Duescher und Elfarra 1994, Seaton et al. 1995). Die
Bioaktivierung findet wie von Johanson und Filser (1993) und Sweeney et al. (1997)
beschriebenen PBPK-Modellen nach inhalativer Aufnahme von BD in der Leber statt. Mit
Hilfe solcher Modelle lassen sich Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung und Konzen-
trationen von Stoffen in bestimmten Organen (Kompartimenten) vorhersagen. Die PBPK-
Modelle beruhen auf experimentell bestimmten physiologischen Parametern und
Stoffeigenschaften. Als zentrales Organ des oxidativen Stoffwechsels exogener und
endogener Stoffe besitzt die Leber die hochste CYP2EI-Aktivitit (Greim und Deml,
1996). Beziiglich renaler Expression des Enzyms existieren in der Literatur

widerspriichliche Angaben (Amet et al. 1997, Vieira et al. 1998).

Das Ziel war es daher, durch Western Blots humaner Nierenmikrosomen eigene
Erkenntnisse hinsichtlich des Vorhandenseins von CYP2EI in diesem Organ zu gewinnen.
Bei allen untersuchten 21 Nierenzellkarzinom-Patienten konnte das Enzym weder in
normalem Gewebe noch im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Infolgedessen ist eine
renale BD-Bioaktivierung nur durch ein unspezifischeres CYP-Isoenzym, wie CYP2A6
(Kharasch et al. 1995, Himmelstein et al. 1997), sowie durch Induktion von CYP2EI
denkbar. Als potentieller Induktor gilt Ethanol (Lieber 1997).

Als mogliche Kompartimente fiir die metabolische Bildung von DEB beim Menschen
konnen aufgrund ihrer CYP2E1-Aktivitdt neben der Leber auch die Lunge (Wheeler et al.
1992) sowie die Lymphocyten im Blut (Raucy et al. 1997) angesehen werden. Dieses sollte

bei zukiinftigen PBPK-Modellen zur genaueren Risikoabschidtzung ebenso in Betracht
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gezogen werden wie die Polymorphismen im CYP2E1-Gen, die zu Aktivitidtsinderungen

im Genprodukt fithren (Fairbrother et al. 1998).

5.2. GST-Isoenzyme in der Niere des Menschen

Im Metabolismus von BD besitzen die GSTs eine grof3e Bedeutung, da sie die Konjugation
des Co-Substrats GSH an die DNA-reaktiven Epoxide EB und DEB katalysieren. Die so
gebildeten Konjugate kdnnen einerseits nach dem enzymatischen Abbau iiber y-Glutamyl-
transferase, Cyteinylglycinase und  N-Acetyltranstransferase als  N-acetylierte
Cyteinthioether, sogenannte Mercaptursduren, ausgeschieden werden (Greim und Deml
1996). Andererseits gilt speziell bei DEB eine intramolekulare Umwandlung zu sehr
reaktiven Episulfoniumionen als wahrscheinlich (Guengerich et al. 1995). Die GST-
abhingige Konjugation von DEB ist somit als bioaktivierend anzusehen, obwohl sie
iiberwiegend gentoxische Epoxide in fiir den Korper harmlose Ausscheidungsprodukte
iiberfiihrt.

Untersuchungen von Sharer et al. (1991) und Thier et al. (1995) mit aufgereingtem bzw.
rekombinant exprimiertem Protein ergaben, dal EB von GSTP1-1 und DEB von GSTT1-1
enzymatisch konjugiert wird. Hinsichtlich der Substratspezifitit der zwei Epoxide in
Bezug auf andere GST-Subklassen liegen in der Literatur bisher keine Ergebnisse vor.
Allerdings konnten in Lymphocyten nach EB- bzw. DEB-Exposition Zusammenhinge
zwischen erhohtem Auftreten von SCEs und fehlender GST-Expression aufgrund der
GSTM1- und GSTT1-Deletionspolymorphismen gezeigt werden. Fiir EB waren die SCEs
bei Individuen mit GSTM 1-negativen Genotypen erhoht (Uuskiila et al. 1995), wéhrend sie
fiir DEB bei GSTMI1-negativen Individuen unveridndert und bei GSTT1-positiven erhoht
waren (Landi et al. 1996). Scheinbar kénnen also durch die GSTMI1-1- bzw. GSTT1-1-
katalysierte Konjugation von EB bzw. DEB genomische Schdden in Form von SCEs
minimiert werden. Es ist nicht moglich, die Katalyse der GSH-Konjugation an EB und

DEB einem speziellen GST-Isoenzym zuzuordnen.

Um in diesem Zusammenhang das organspezifische metabolische Potential der Niere fiir
die Spezies Mensch beurteilen zu kénnen, wurde ein GST-Profil erstellt. Dazu wurden in

dem Nierengewebe der 21 untersuchten Patienten die Aktivititen der bekannten GST-



Diskussion 88

Isoenzyme gemessen und die Genotypen der polymorphen GSTs mit Hilfe von PCR-
Methoden bestimmt.

Die Bestimmung der hGST o-Klasse-Aktivitit erfolgte spektralphotometrisch gegeniiber
dem Substrat NBD-CI. Da in der Niere von den bekannten hGST-Subklassen A1-A4 nur
Homo- und Heterodimere der Subklassen Al und A2 identifiziert werden konnten (Hayes
und Pulford 1995), beschrénkt sich die gemessene Aktivitét auf diese beiden Isoenzyme.
Von der hGST p-Klasse werden alle Subklassen M1-M5 in der Niere exprimiert. Das
stiarkste Gewicht entféllt dabei auf die Subklasse M1, sofern sie aufgrund des Gendeletion-
Polymorphismus tiberhaupt vorhanden ist. Die hGST-Subklasse M5 spielt neben der
hGSTM4 und der ebenfalls polymorphen hGSTM3 eine eher untergeordnete Rolle in der
Niere (Rowe et al. 1997, Eaton und Bammler 1999). Die Bestimmung der hGST p-Klasse-
Aktivitdt erfolgte spektralphotometrisch gegeniiber dem Substrat DCNB.

Die an zwei Stellen polymorphe hGSTPI-1 ist das einzige m-Klasse Isoenzym beim
Menschen (Hayes und Pulford 1995). Die Messung der Aktivitit wurde mit den beiden
Substraten EA und VP spektralphotometrisch durchgefiihrt.

Von der hGST 0-Klasse, die aus den zwei polymorphen Subklassen T1 und T2 besteht,
wird in der Niere nur die Subklasse T1 exprimiert (Sherratt et al. 1997, Thier et al. 1998a).
Die Bestimmung der hGSTT1-1-Aktivitdt erfolgte gaschromatographisch gegeniiber dem
Substrat MC.

Die Untersuchungen ergaben, daf3 alle hGST-Subklassen in der Niere biologisch aktiv
exprimiert sind. Somit sind GST-abhédngige Reaktionen im Metabolismus von BD in der
menschlichen Niere moglich.

Die jeweils ermittelten Enzymaktivitéten unterliegen individuellen Unterschieden. Dariiber
hinaus scheinen einige als spezifisch geltende Substrate {iberlappende Affinititen zu
anderen GSTs zu haben. Anhand der Aktivititen gegeniiber dem hGST p-Klasse Substrat
DCNB wird deutlich, daB die Substratspezifitit fiir die einzelnen Isoenzyme auch
innerhalb einer Klasse verschieden ist. So ist die spezifische Aktivitit der hGSTMI-
negativen Patienten trotz Fehlens der entsprechenden Subklassen-Aktivitit im Vergleich
zu den hGSTM1-positiven Patienten um 25 % erhoht. Eine mogliche Ursache ist, daf3 die
Konjugatbildung zu 1-Glutathionyl-2-chlor-4-nitrobenzol bevorzugt von der in der Niere

ebenfalls hoch exprimierten Subklasse M2 katalysiert wird. Innerhalb bestimmter Grenzen
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lassen sich Aktivitdtsunterschiede in Bezug auf ein Substrat auch aufgrund von Inhibition
oder Induktion bestimmter GST-Isoenzyme durch individuelle Unterschiede in der

begleitenden Medikation oder Anisthesie der Patienten erkldren.

Eine Korrelation zwischen dem Genotyp eines polymorphen GST-Isoenzyms und einer
damit verbundenen charakteristischen enzymatischen Aktivitidt (Phédnotyp) konnte nur bei

der hGSTT1-1 gegeniiber MC festgestellt werden.

5.3. Veranderung der GST-Expression in Nierenzellkarzinom-

gewebe

Die gewebespezifische Expression von GSTs wird in Verbindung mit Chemoprotektion
und Arzneimittelresistenz eingehend diskutiert. So ist eine erhéhte Toleranz gegeniiber
chemischen Noxen mit einer erhéhten GST-Expression assoziiert (Hayes und Pulford
1995).

Bei den Untersuchungen zahlreicher Zellinien von Menschen und Nagetieren wurde
festgestellt, daB3 die GST-Level, insbesondere aber die GST n-Klasse, erhdht exprimiert
sind. Ebenso wurde in menschlichen Tumoren von Lunge, Speiserohre, Magen, Darm,
Bauchspeicheldriise, Eierstdcke und Brust eine Uberexpression der hGSTP1-1 festgestellt
Hayes und Pulford 1995). Di Ilio et al. (1987) schlugen vor, die von ihnen in Tumoren der
Niere gemessenen erhohten hGSTP1-1-Level sogar als Biomarker fiir Nierenzellkarzinome
zu nutzen. Ahnliche Untersuchungen zu spiteren Zeitpunkten fiihrten allerdings zu
widerspriichlichen Ergebnissen. So berichteten Howie et al. (1990) und Rodilla et al.
(1998) von einer unverdnderten Expression von hGSTP1-1 im Tumorgewebe, Toffoli et al.
(1992) von einer Uberexpression und Kloéne et al. (1990) von einer abnehmender
Expession, welche bis zu 50 % gegeniiber dem umgebenden normalen Gewebe reduziert
war. Dariiber hinaus konnten Klone et al. (1990) eine Verminderung der GST a-Klasse,
die normalerweise im proximalen Tubulus hoch exprimiert ist (Sundberg et al. 1993), bis
hin zu nicht mehr nachweisbaren Isoenzymen detektieren.

Eine GST-Uberexpression im Tumorgewebe kann zu Resistenzen gegeniiber von GSTs

metabolisierten Cytostatika, wie alkylierenden Wirkstoffen, fithren, was den
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therapeutischen Erfolg minimiert. In entsprechender Weise bemerkten Hall et al. (1994)
bei an Leukdmie erkrankten Kindern nach Behandlung mit Cytostatika einen deutlich
hoherern Heilungserfolg im Falle GSTM1-negativer Genotypen.

Kenntnisse zur GST-Expression im Tumorgewebe sind daher insbesondere fiir die richtige
Wahl der Chemotherapie unverzichtbar. So lassen sich Uberexpressionen einerseits auch
ausnutzen, um Cytostatika endogen in die biologisch wirksame Form zu iiberfiihren, oder
andererseits durch die Gabe entsprechender Inhibitoren verringern (Tew et al. 1997). Die
GST-Aktivitditen in normalem Gewebe konnen in diesem Zusammenhang mit dazu
beitragen, organspezifische Anfilligkeiten flir unerwiinschte Nebenwirkungen abzu-

schéatzen.

Mit einer im Vergleich zu fritheren Untersuchungen hohen Anzahl von 21 Patienten sollten
durch die zusétzliche Ermittlung der GST-Aktivititen im Tumorgewebe (vgl. Kap. 5.2.)
Aktivitdtsunterschiede zum normalen Gewebe bestimmt werden.

Es zeigte sich eine statistisch signifikante Tendenz zu abnehmender Aktivitit fiir alle GST-
Subklassen im Tumor, auch wenn in vereinzelten Fillen eine Zunahme beobachtet werden
konnte. Dadurch ist der GST-abhéngige Schutz vor gentoxischen Einfliissen bei einer
Tumorzelle in der Niere in seiner Funktion stark beeintridchtigt, was die fortschreitende
Malignisierung im Verlaufe der Progression beschleunigt.

Trotz der insbesondere im proximalen Tubulus exprimierten GST o-Klasse war fiir die
dort lokalisierten klarzelligen Nierenzellkarzinome die Aktivitidt gegeniiber NBD-CI im
Vergleich zu den anderen cytomorphologisch klassifizierten Tumorzellsubtypen nicht
auffillig verschieden. Die statistische Haufigkeit der einzelnen Tumorzellsubtypen in dem

betrachteten Kollektiv spiegelt den Bevilkerungsdurchschnitt wider (Thoenes et a. 1988).

Die innerhalb des Kollektivs bestimmten Allelfrequenzen fiir die polymorphen GST-
Isoenzyme M1, M3, Pl in Codon 114 und T1 stimmen mit den in der Literatur
beschriebenen Verteilungen gesunder Bevolkerungsgruppen iiberein (Eaton und Bammler
1999, Inskip et al. 1995, Harris et al. 1998). Ergebnisse von Sweeney et al. (2000), denen
zufolge bei hGSTTI1-1-negative Genotypen ein erhohtes Risiko flir das Auftreten von
Nierenzellkarzinomen besteht, konnten nicht bestdtigt werden. Der homozygot mutierte

Genotyp im hGSTP1-Polymorphismus in Codon 105 liegt mit einem Anteil von 14,3 %
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knapp 10 % iiber dem Bevolkerungsdurchschnitt. Ein Zusammenhang mit einer erhdhten
Tumorinzidenz bei diesem hGSTPI1-Genotyp ist trotz der nur geringen Anzahl von
21 Patienten denkbar, weil von Harries et al. (1997) dhnliche Beobachtungen bei

Krebserkrankungen an der Blase, an den Hoden und der Lunge gemacht wurden.

5.4. Wirkung von 1,2:3,4-Diepoxybutan als potentiellem Nieren-

kanzerogen

Die gentoxische Wirkung von DEB besteht in der Féhigkeit, die DNA zu alkylieren und
DNA-DNA interstrand cross-links sowie DNA-Protein cross-links zu bilden. Im Vergleich
zu EB verlduft die DNA-Alkylierung, die nach dem Mechanismus einer nucleophilen
Substitution verlduft, bei DEB um den Faktor 120 langsamer (Bolt et al. 1996b).
Tretyakova et al. (1998) identifizierten nach Inkubation von DNA mit DEB in vitro drei
unterschiedliche DNA-Addukte an Purinbasen. Es handelte sich dabei um ein N7-Guanin-
Addukt, wie Bolt und Jelitto (1996a) es bereits zuvor fanden, sowie um N6- und N3-
Adenin-Addukte. Letzteres war in vivo sowohl in Méusen als auch in Ratten nicht
nachweisbar. Bei allen Addukten erfolgte die Bindung am C1 des DEB.

Ein zweiter gentoxischer Wirkungsmechanismus von DEB erfolgt nach der von
Guengerich et al. (1995) postulierten GST-abhéngigen Bioaktivierung als Episulfonium-
ion. Bei der ebenfalls bifunktionellen Indutriechemikalie 1,2-Dibromethan konnte ein
Episulfoniumion als reaktives Intermediat bei der Bildung des DNA-Addukts S-[2-(N7-
Guanyl)-ethyl]-glutathion nachgewiesen werden (Peterson et al. 1988). Die Bildung des
Adduktes konnte in vitro und in vivo gezeigt werden (Ozawa und Guengerich 1983, Koga
et al. 1986, Foureman und Reed 1987, Huang et al. 1998).

Thier et al. (1995) verglichen die Mutagenitit von DEB ohne und mit Bioaktivierung durch
GSTTI1-1. Verwendet wurden ein transgener Salmonella typhimurium-Bakterienstamm
TA1535, der die im Vergleich zum Menschen aktivere GSTT1-1 der Ratte rekombinant
exprimiert, sowie ein negativer Kontrollstamm. Auf diese Weise konnte auf die Zugabe
eines enzymatische Aktivierungssystems aus der Leber von Ratten, dem “S9-Mix*,
verzichtet werden. Dariiber hinaus war die Bioaktivierung direkt innerhalb der Zelle

moglich und eine Diffusion des aktivierten DEB durch die Bakterienzellwand nicht mehr
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erforderlich. Die Revertantenzahlen nahmen in Anwesenheit von GSTT1-1 deutlich zu.
Die Mutagenitit eines durch die Katalyse von GSTT1-1 gebildeten Metaboliten ist damit
im Vergleich zu DEB erhoht.

In verschiedenen Reaktionsansitzen sollten DEB, dGuo und GSH nicht-enzymatisch sowie
unter enzymatischer Katalyse von rekombinanter rGSTT1-1 inkubiert werden und die
Bildung der Produkte mit Hilfe von Massenspektroskopie und NMR-Spektroskopie

untersucht werden.

Die Inkubationen von DEB und GSH fiihrten iiberwiegend zur Bildung des GSH-
Konjugats S-(2-Hydroxy-3,4-epoxybutyl)-glutathion, das iiber das endstindige C1 des
DEB gebunden ist. In Gegenwart der rGSTT1-1 war die Konjugatbildung deutlich hoher
als bei nicht-enzymatisch durchgefiihrten Inkubationen. Boogaard et al. (1996a und 1996b)
konnten bei dhnlichen Experimenten mit Lebercytosol von Mensch, Ratte und Maus die
Bildung von zwei GSH-Konjugaten nachweisen. Das endstdndige Konjugat bildete sich
vorwiegend bei nicht-enzymatischen Reaktionen, die ohne die Zugabe von Lebercytosol
erfolgten. In Gegenwart von Lebercytosol entstand das iiber das C2 des DEB gebundene
Konjugat S-[1-(Hydroxymethyl)-2,3-epoxypropyl]-glutathion (vgl. Kap. 1.2. Abb. 2).

Die enzymatische Bildung unterschiedlicher Konjugate ist moglicherweise darauf
zuriickzufiihren, daBl die Reaktionen von verschiedenen GST-Isoenzymen katalysiert
werden. Gerade in Cytosolen der Leber befinden sich diverse GSTs. Zwar werden Epoxide
hiufig als typische GSTT1-1-Substrate bezeichnet, jedoch bestehen, wie im Falle von EB
und Ethylenoxid, auch Affinititen zu anderen GST-Isoenzymen (Sharer et al. 1991,
Vollmer et al. 1998). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten nicht-enzymatischen
Inkubationen unterscheiden sich von Boogaard et al. (1996a und 1996b) durch die
niedrigeren DEB-Konzentrationen. Es ist daher denkbar, da die Position der DEB-

Konjugation abhdngig ist von der Konzentration des Elektrophils.

Das eben beschriebene GSH-Konjugat S-(2-Hydroxy-3,4-epoxybutyl)-glutathion bildete
sich auch bei enzymatischen Inkubationen von DEB, dGuo und GSH. Desweiteren konnte
die Bildung einer Verbindung beobachtet werden, fiir die in Anlehnung an entsprechende
Versuche mit 1,2-Dibromethan iiber ein intermedidres Episulfoniumion (Ozawa und

Guengerich 1983, Koga et al. 1986, Foureman und Reed 1987, Huang et al. 1998) die



Diskussion 93

Struktur des N7-Adduktes S-[1-(N7-Guanosinyl)-3,4-dihydroxybutyl]-glutathion (vgl.
Kap. 4.5.2. Abb. 26) postuliert wurde.

Eine gleichzeitige Adduktbildung zwischen DEB und dGuo konnte nicht nachgewiesen
werden. Dieses war erst bei Inkubationen iiber eine Zeitraum von 12 h moglich. Diese
Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen von Tretyakova et al. (1998), die nach 18
stiindiger Inkubation und DEB-Konzentrationen, die 50-5000-fach hoher lagen, DNA-

Addukte am N7 des Guanins sowie am N6 und nur in vitro am N3 des Adenins fanden.

Die Reaktionsgeschwindigkeit der durch GSTT1-1 katalysierte Konjugatbildung von DEB
mit GSH ist vielfach hoher als die der Adduktbildung zwischen DEB und dGuo.
Infolgedessen verlduft auch die damit verbundene intramolekulare Bildung eines
Episulfoniumions bzw. dem daraus resultierenden dGuo-Addukt schneller. Dieses erklart
auch die von Thier et al. (1995) beschriebene erhohte Mutagenitit von DEB in Ames-Tests
in Gegenwart von GSTTI1-1.

Am hiufigsten treten DNA-Alkylierungen an der Position N7 des Guanins auf (Dipple
1995). Derartige Alkylierungen treten sowohl bei DEB als auch vermutlich nach GSTT1-1
katalysierter Bioaktivierung zum Episulfoniumion auf. Dariiber hinaus konnten am Adenin
nach Alkylierung mit DEB Addukte am N3 und N6 beobachtet werden.

Die Addukte an Position N7 des Guanins und N3 des Adenins beeintrachtigen die normale
Watson-Crick-Anordnung (N1 der Purinbase gegeniiber N3 der Pyrimidinbase) der
Basenpaarung innerhalb der DNA nicht (Swann 1990). Die Addukte selbst stellen daher
keine promutagenen Schidden dar. Erst anschlieBende spontane Hydrolyse der glykosi-
dischen Bindung fiihrt zu Depurinierung und damit zu apurinischen Stellen. Die Folge
dieser sogenannten AP-Lisionen sind Transitionen. Beim N7-alkylierten Guanin kann es
zusitzlich zur Offnung des Imidazolringes kommen (Lawley 1966). Addukte an Position
N6 des Adenins dagegen beeintrachtigen die korrekte Basenpaarung.

Die Mutationen konnen sich im Hinblick auf die Initiation im Mehrstufenmodell der
Kanzerogenese betrachtlich voneinander unterscheiden. Aufgrund der Redundanzen des
genetischen Codes konnen einige Mutationen stumm bleiben, andere sind dagegen
miflcodierend. Gerade fiir diese Art von Mutationen sind DNA-Reparaturmechanismen

von grofler Bedeutung. Der Zusammenhang zwischen Kanzerogenese und DNA-Reparatur
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ist allerdings sehr komplex, da die Induktion der Reparatur von den unterschiedlichsten
Faktoren, wie dem Kanzerogen selbst bzw. der Position der Adduktbildung, der
Sequenzspezifitit der DNA-Alkylierung und dem betroffenen Organ bzw. auch der damit

verbundene Proliferationsrate der Zellen abhéngig ist.

Die hier beschriebenen Bioaktivierung von DEB und die daraus resultierenden
Konsequenzen fiir den Organismus sind generell in jedem Organ mit GSTT1-1-Aktivitét
moglich. Sofern die Bildung des entsprechenden Episulfoniumions nicht auch von anderen
GST-Isoenzymen katalysiert wird, besitzen GSTTI1-1-defiziente Individuen (nicht-
Konjugierer) ein verringertes Risiko fiir Mutationen nach BD-Exposition. Wichtig fiir die
Abschétzung individueller Suszeptibilitidt ist sicher auch die Kenntnis, mit welcher
Geschwindigkeit die detoxifizierende Hydrolyse von DEB durch EH unter anderem als
Konkurrenzreaktion zur GST-abhéngigen Konjugation mit GSH ablauft.

5.5. DNA-Reaktivitat von Glutathion

Das Tripeptid GSH besitzt zahlreiche biologische Funktionen innerhalb der Zelle. Die
Bildung erfolgt intrazelluldr durch die enzymatische Katalyse von y-Glutamylcystein-
Sythetase und GSH-Synthetase. Darliber hinaus kann oxidiertes GSH (GSSG), das
beispielsweise bei der GSH-Peroxidease-abhingigen Verstoffwechslung von Peroxiden
entsteht, durch GSH-Reduktase wieder in die reduzierte Form (GSH) gebracht werden. Die
GSH-Konzentration in einer Sdugerzelle variiert je nach Spezies und Zelltyp zwischen
0,1 und 10 mM (Meister und Anderson 1983).

Fir GSH berichteten Glatt et al. (1983) und Glatt (1989) im Bereich endogen
vorkommender Konzentrationen in Ames-Tests liber erhohte Mutagenitit, die allerdings
nur bei Zugabe von “S9-Mix“ aus der Niere von Ratten auftrat. Reaktive Metaboliten
konnten bei den Untersuchungen nicht identifiziert werden. Eine Bildung von Thiyl-

radikalen wurde jedoch diskutiert.

Im Rahmen der enzymatisch durchgefiihrten Inkubationen von DEB, dGuo und GSH
konnte im Massenspektrum die Bildung eines Peaks beobachtet werden, der sich als GSH-

Addukt an dGuo interpretieren lieB (vgl. Kap. 4.5.2. Abb. 29). Der gleiche Peak fand sich
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auch bei alleiniger enzymatischer Inkubation von dGuo mit GSH. Es konnte weder die
Adduktbildung an die Base Guanin noch an andere Nukleobasen durch Experimente mit

radioaktiv markierten Oligonukleotiden bestitigt werden.

Eine Ursache hierfiir konnte darin bestehen, dal eine GSH-Adduktbildung durch die
Verkniipfung der einzelnen Basen des Oligonukleotids iiber die Phosphorsdurereste
sterisch ungiinstig ist. Neben den analytischen Unterschieden war bei den massen-
spektroskopisch untersuchten Inkubationen die GSH-Konzentration niedriger als die dGuo-
Konzentration. Bei den Inkubationen mit Oligonukleotiden war die GSH-Konzentration
vielfach hoéher. Eine Konzentrationsabhdngigkeit der Adduktbildung ist daher auch
denkbar. Dariiber hinaus ist es moglich, da3 die Empfindlichkeit des radiochemischen
Nachweises von GSH-Addukten nicht ausreicht.

Eine Bildung endogener DNA-Addukte, sogenannter I-Compounds (Marnett und Burcham
1993, Randerrath et al. 1999), unter Bindung von GSH ist somit nicht ausgeschlossen. Die
Kldrung dieser Frage ist sowohl im Hinblick auf damit verbundene bisher unbekannte
regulative Eigenschaften von GSH innerhalb der Zelle als fiir die Kanzerogenese von

Bedeutung.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

BD ist eine ubiquitir vorkommende, gasformige Chemikalie, die in groBem Malstab
insbesondere als Ausgangssubstanz zahlreicher synthetischer Polymere in der Kunst-
stoffindustrie dient. Die Expositionpfade fiir den Menschen sind somit nicht auf Kontakte
von Arbeitern in der BD-Herstellung ober BD-Weiterverarbeitung beschréankt.

Die Einstufung von BD in die Kategorie 1 des Abschnittes III der MAK-Liste als
werwiesenermaflen fiir den Menschen kanzerogen* erfolgte 1998 aufgrund neuer
epidemiologischer Daten. Im Rahmen der durchgefiihrten Studien ergab sich auch ein
begriindeter Verdacht fiir ein nephrokanzerogenes Potential von BD.

Die Bioaktivierung von BD im Organismus erfolgt iiber Metabolisierung durch das
Isoenzym CYP2E1 zu den DNA-reaktiven Epoxiden EB und DEB. Fiir die erhohte
Mutagenitit von DEB gegeniiber EB nach GSTTI1-1-katalysierter Weiterverstoft-
wechslung wird die Bildung eines intermedidren, sehr reaktiven Episulfoniumions

diskutiert.

Ziel dieser Arbeit war es, den Reaktionsmechanismus von DEB gerade im Hinblick auf die
Bildung eines Episulfoniumions weiter aufzukldren. Aus den gewonnenen Erkenntnissen
sollte in Verbindung mit der enzymatischen Charakterisierung der menschlichen Niere das
nephrokanzerogene Potential abgeschitzt werden. Dabei sollten auch individuelle Sus-

zeptibilititsfaktoren aufgrund von Enzympolymorphismen beriicksichtigt werden.

Um die GSTTI1-1-abhédngige Metabolisierung von DEB zu untersuchen, wurden in vitro
Inkubationen durchgefiihrt und die Reaktionsprodukte spektroskopisch bestimmt.

Die Reaktionen von DEB mit GSH fiihrten sowohl nicht-enzymatisch als auch
enzymatisch zur Bildung des GSH-Konjugats S-(2-Hydroxy-3,4-epoxybutyl)-glutathion,
das tiber das endstindige C1 des DEB gebunden ist. Im Falle der enzymatisch durch-
gefilhrten Inkubationen war die Konjugatbildung linear abhidngig von der DEB-
Konzentration.

Der zusitzliche Einsatz von dGuo als chemischer Quenscher reaktiver Verbindungen

fiihrte enzymatisch dariiber hinaus zur Detektion eines Adduktes, fiir das die intermediére
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Bildung eines Episulfoniumions und die Struktur S-[1-(N7-Guanosinyl)-3,4-dihydroxy-
butyl]-glutathion postuliert wurde.

Eine Bildung von Addukten zwischen dGuo und DEB konnte erst nach Inkubationen iiber
sehr viel langere Zeitrdume beobachtet werden. Damit ist die Reaktionsgeschwindigkeit
fiir diesen gentoxischen Schaden gegeniiber der GSH-Konjugation und anschlieBender

Bildung von Episulfoniumionen deutlich langsamer.

Zur Charakterisierung der menschlichen Niere wurden von 21 Nierenzellkarzinom-
Patienten sowohl gesundes Gewebe als auch Tumorgewebe mit Hilfe von Western Blots
auf CYP2E1 und mit Hilfe von Aktivititsmessungen auf exprimierte GST-Isoenzyme
(Klasse o, Klasse p, P1-1 und T1-1) untersucht.

Der Nachweis von CYP2E1 in menschlichem Nierengewebe war negativ. Eine intrarenale
Bioaktivierung von BD ist somit nicht moglich. Nach inhalativer Resorption besteht die
Moglichkeit einer oxidativen Metabolisierung in der Lunge, der Leber oder in den im Blut
enthaltenen Lymphocyten. Uber das Blut kann DEB dann auch in die Niere gelangen.

Fiir alle untersuchten hGSTs konnte Aktivitdt in der Niere nachgewiesen werden. Dieses
ist im Hinblick auf eine Bioaktivierung von DEB durch andere hGST-Isoenzyme als
hGSTT1-1 von Bedeutung. Im Tumorgewebe war die Aktivitdt jedoch gegeniiber allen
Substraten erniedrigt, was unter anderem Konsequenzen fiir die fortschreitende
Malignisierung im Verlaufe der Progression hat. Eine fiir einen Genotyp eines
polymorphen GST-Isoenzyms charakteristische Enzymaktivitit konnte nur fiir hGSTT1-1
festgestellt werden. Die innerhalb des Kollektivs bestimmten Allelfrequenzen polymorpher
GST-Isoenzyme entsprachen den Verteilungen in gesunden Populationen mit der
Ausnahme einer erhohten Anzahl homozygot mutierter Patienten in Codon 105 des

hGSTP1-Gens.

Das kanzerogene Potential von DEB als Metabolit von BD wird durch die GST-abhéngige
Bioaktivierung, die kinetisch sehr schnell verlduft, erhoht. Die Ergebnisse deuten in diesem
Zusammenhang auf die Entstehung eines intermedidren Episulfoniumions hin. GSTT1-1-
negative Individuen kénnen diesen Metaboliten nicht bzw. nur zu geringerer Ausbeute
bilden. Die Suszeptibilitit fiir eine Initiation gemédl dem Mehrstufenmodell der

Kanzerogenese ist damit trotz fehlendem bzw. geringerem Abbau des ebenfalls DNA-
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reaktiven Epoxids DEB verringert. Nach extrarenaler Bildung von DEB im Anschlul3 an
BD-Exposition ist ein gentoxischer Schaden durch die in der Niere hoch exprimierten

GST-Isoenzyme im Hinblick auf die Nephrokanzerogenese durchaus denkbar.
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Diplomarbeit am Institut fiir Spektrochemie und angewandte
Spektroskopie (ISAS) in Dortmund unter der Leitung von
Herrn Prof. Dr. J. A. C. Broekaert

Diplom

Beginn der Dissertation am Institut fiir Arbeitsphysiologie an
der Universitdt Dortmund (IfADo) unter der Leitung von

Herrn Prof. Dr. Dr. H. M. Bolt

Wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut fiir Arbeits-
physiologie in den Projekten ,,Arbeitsmedizinische
Pravention bei Gefahrstoffbelastung™ und ,,Grundlagen und
Mechanismen kanzerogener, mutagener und reproduktions-

toxischer Wirkungen*
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