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1

Einleitung

1.1 Alternaria-Toxine

Schimmelpilze der Gattung Alternaria sind ubiquitdr in Europa und anderen Gegen-
den gemafbigten Klimas. Sie kontaminieren zahlreiche Feldfriichte und verursachen au-
fserdem Verluste bei der Lagerung von Obst, Gemiise und Getreide. Die bekannteste
Spezies, Alternaria alternata, bildet eine Vielzahl von Mykotoxinen als Sekundérme-
taboliten; heute sind mehr als 70 verschiedene Strukturen aufgeklart. Da Alternaria
auch bei niedrigen Temperaturen wachsen, konnen selbst gekiihlte Lebensmittel kon-
taminiert werden und folglich Mykotoxine enthalten (Ostry, 2008). Aus diesem Grund
sind in den letzten Jahren neben den wirtschaftlichen Einbufen auch die md&glichen
Gesundheitsgefahren fiir den Verbraucher in den Fokus geriickt. Bisher gibt es jedoch
keine gesetzlich geregelten Hochstmengen fiir Alternaria-Toxine in Lebens- und Fut-
termitteln, da eine Risikobewertung auf Basis der verfiigbaren Daten nicht méglich
ist.

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick iiber das Vorkommen ausgewihlter Alternaria-
Toxine in Lebensmitteln. Aufserdem wird der Stand der Forschung beziiglich der To-
xikokinetik und der Toxizitdt mit Fokus auf die Substanzklasse der Dibenzo-a-pyrone,

welche héufig in Lebensmitteln nachgewiesen werden, zusammengefasst.

1.1.1 Vorkommen

Die Uberwachung von Lebensmitteln hinsichtlich der Alternaria-Toxine ist auf Grund
des breiten Spektrums der Sekundarmetaboliten schwierig. In Abb. 1.1 sind die Struk-
turformeln verschiedener Verbindungen dargestellt, die unterschiedlichen Substanzklas-
sen angehoren, jedoch alle von Alternaria gebildet werden. Am besten untersucht sind
dabei die Dibenzo-a-pyrone, zu denen Alternariol (AOH), Alternariol-9-methylether
(AME) und Altenuen (ALT) zdhlen. Die zweite grofe Gruppe stellen die Perylenchino-
ne dar. Vertreter dieser Substanzklasse sind unter anderem Altertoxin I (ATX-I) und
Stemphyltoxin IIT (STX-III) (Abb. 1.1). Ein weiteres héufig in Lebensmitteln nachge-

wiesenes Alternaria-Toxin ist das Tetramsaurederivat Tenuazonsiure (TeA).
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Abb. 1.1: Strukturformeln verschiedener Alternaria-Toxine.

Untersuchungen zum Vorkommen der Alternaria-Toxine in Lebensmitteln beschrinken
sich in der Regel auf AOH und AME, seltener werden auch ALT und TeA besimmt.
AOH und AME wurden in Europa und Nordamerika bereits in einer Vielzahl von Obst-
und Gemiisesorten, in Getreide aber auch in verarbeiteten Lebensmitteln wie Apfel-
und Tomatenprodukten, Fruchtséften und Wein nachgewiesen (Asam et al., 2011; Del-
gado und Gomez-Cordoves, 1998; Ostry, 2008; Scott, 2001; Solfrizzo et al., 2004). Dabei
betrugen die Gehalte in der Regel weniger als 2ng/kg. Hohe Werte wurden kiirzlich
in Leinsamen (104 pg/kg bzw. 30 ng/kg fir AOH bzw. AME) und in Tomatenmark
(25 pg/kg bzw. 5 pg/kg) nachgewiesen (Asam et al., 2011; Kralova et al., 2006). Auch
ALT war mit bis zu 9pg/kg in Leinsamen detektierbar (Kralova et al., 2006). Die
Kontamination von Getreide mit AOH und AME konnte bisher vor allem in China be-
obachtet werden. Wettergeschiadigter Weizen enthielt im Mittel 335 png/kg AOH bzw.
443 ng/kg AME, wobei die Spitzengehalte bei 731 ng/kg bzw. 1426 ng/kg lagen (Li und
Yoshizawa, 2000).

Die Analytik der Alternaria-Toxine erfolgt meist durch chromatographische Verfah-
ren wie HPLC mit UV- oder Fluoreszenzdetektion oder durch LC-MS (Delgado und
Gomez-Cordoves, 1998; Scott, 2001; Siegel et al., 2009; Solfrizzo et al., 2004). Neu-
erdings werden auch Stabilisotopenassays zur Quantifizierung von AOH angewandt
(Asam et al., 2009, 2011).
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1.1.2 Toxikokinetik

Der Begrift Toxikokinetik beinhaltet die Gesamtheit aller Prozesse, denen ein Toxin
im Organismus unterliegt. Dazu zdhlen nach dem LADME-Konzept die Freisetzung
(Liberation), die Resorption (Absorption), die Verteilung (Distribution), der Metabo-
lismus (Metabolism) sowie die Ausscheidung (Excretion) (Ruiz-Garcia et al., 2008).

Der Begriff | Freisetzung* stammt eher aus der Pharmakokinetik, trifft aber im Fall
der Mykotoxine dennoch zu. Diese kénnen von Pflanzen nach deren Invasion glycosy-
liert werden und somit als ,maskierte Mykotoxine in den humanen Gastrointestinal-
trakt gelangen (Berthiller et al., 2009). Dort ist die Freisetzung der Aglyka durch die
B-Glucosidaseaktivitdat der Darmflora moglich. Ob Alternaria-Toxine von Pflanzen gly-

kosyliert werden, ist bislang jedoch nicht untersucht.

Zur Toxikokinetik der Alternaria-Toxine existieren nur wenige Daten. Eine tierex-
perimentelle Studie befasst sich mit der Resorption, Verteilung und Eliminierung von
“C-markiertem AME in ménnlichen Sprague Dawley (SD) -Ratten (Pollock et al.,
1982a). Nach oraler Gabe einer Einzeldosis (0,25 mmol/kg Korpergewicht) wurden in-
nerhalb von drei Tagen > 80% der eingesetzten Substanz unverdndert mit den Fézes
ausgeschieden und weniger als 10% wéahrend der ersten 24h als polare Metaboliten
renal eliminiert. In den Geweben konnten nur sehr niedrige Radioaktivititen gemessen
werden. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die Resorption von AME nur in geringem
Ausmals erfolgt, die aufgenommene Substanz jedoch effektiv konjugiert und schnell

wieder ausgeschieden wird (Pollock et al., 1982a).

In vitro-Untersuchungen zum oxidativen Metabolismus der Dibenzo-a-pyrone erga-
ben, dass die aromatische Hydroxylierung durch Cytochrom P450-abhéngige Monooxy-
genasen (CYP) die vorherrschende Reaktion ist (Pfeiffer et al., 2007b, 2009a). Dabei
konnte gezeigt werden, dass alle aromatisch hydroxylierten Metaboliten Catechole oder

Hydrochinone darstellen, weshalb sie moglicherweise von toxikologischer Relevanz sind.

Bei der Inkubation von AOH und AME mit Rattenlebermikrosomen in Gegenwart
von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduzierte Form, NADPH) konnte die
Hydroxylierung an den vier freien aromatischen C-Atomen (C-2, C-4, C-8 und C-10) so-
wie an der Methylgruppe in Position 1 beobachtet werden (vgl. Abb. 1.1). Mit Schweine-
und Humanlebermikrosomen entstanden die gleichen Produkte, jedoch in etwas unter-
schiedlichem Verhéltnis (Pfeiffer et al., 2007b).
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ALT und dessen Stereoisomer Isoaltenuen (isoALT) wurden speziesunabhéngig iiber-
wiegend am A-Ring und dabei fast ausschlieflich an Position 8 (vgl. Abb. 1.1) hydroxy-
liert; auch die aliphatische Position 4 wurde oxidiert, wobei jeweils zwei Stereoisomere
entstanden (Pfeiffer et al., 2009a). Analog zu AOH und AME konnte zudem die Hy-
droxylierung der Methylgruppe in Position 1 beobachtet werden.

Auch die Glucuronidierung als bedeutendste Phase II-Reaktion wurde fiir AOH und
AME mittels mikrosomaler Umsetzungen unter Zugabe des Cofaktors Uridin-5‘-di-
phosphoglucuronsédure (UDPGA) untersucht. Dabei zeigte sich, dass beide Toxine an je
zwei Positionen glucuronidiert wurden, obwohl AOH eigentlich drei freie Hydroxygrup-
pen fiir die Konjugation besitzt (vgl. Abb. 1.1). Die gebildeten Glucuronide konnten
als AOH-3-O-Glucuronid und AOH-9- O-Glucuronid bzw. AME-3-O-Glucuronid und
AME-7-O-Glucuronid identifiziert werden (Pfeiffer et al., 2009b). Mit Rattenlebermi-
krosomen erfolgte die Glucuronidierung von AOH zu etwa gleichen Teilen in Position
3 und 9, wiahrend AME bevorzugt zu AME-3- O-Glucuronid umgesetzt wurde (Pfeiffer
et al., 2009b). Durch Inkubationen mit humanen rekombinanten Uridin-5‘-diphospho-
Glucuronosyltransferasen (UGT) konnte gezeigt werden, dass neun der zehn getesteten
Isoenzyme in der Lage waren, AOH und AME zu glucuronidieren. AME war dabei ge-
nerell das bessere Substrat. Das Spektrum der eingesetzten UGT-Isoformen lasst darauf
schliefsen, dass beide Toxine nicht nur in der Leber, sondern auch in Niere, Darm, Spei-

serohre und Lunge mit hoher Aktivitdt glucuronidiert werden (Pfeiffer et al., 2009b).

1.1.3 Toxizitat

Hinsichtlich der Toxizitdt von Alternaria-Toxinen existieren nur wenige Daten, wobei
die Genotoxizitidt von AOH, AME oder den Perylenchinonen Gegenstand der meisten
Studien ist. Im Folgenden werden die verfiigbaren in vitro- und in vivo-Untersuchungen

zur Toxizitdt von AOH und AME zusammengefasst.

1.1.3.1 Toxizitat in vitro
Zytotoxizitat

AOH ist zytotoxisch in vitro, wobei bisher hauptséchlich die Aktivierung von Zellzyklus-
Kontrollpunkten gezeigt wurde. So inhibierte AOH die Replikation in Epithelzellen ei-
nes humanen Zervixkarzinoms (HeLa), wihrend in Zellen des Schweine-Endometriums
zusétzlich ein Go/Gi-Arrest beobachtet werden konnte (Pero et al., 1973; Wollenhaupt
et al., 2008).
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In Ishikawa Zellen, die aus einem Adenokarzinom des humanen Endometriums stam-
men, bewirkte AOH eine signifikante Erhéhung des Anteils der Zellpopulation in der
Ga/M-Phase (Lehmann et al., 2006). Dies konnte in der gleichen Arbeit in Kombinati-
on mit einer leichten Verzogerung der Replikation auch in V79 Lungenfibroblasten des

mannlichen Chinesischen Hamsters beobachtet werden.

Genotoxizitat und Mutagenitat

Die Untersuchung der Mutagenitdt von AOH und AME in Bakterien ergab zum Teil
kontroverse Ergebnisse. AOH war nicht mutagen im Ames-Test in den Samonella typhi-
murium Stdmmen TA98 und TA100 (Davis und Stack, 1994; Scott und Stoltz, 1980).
AME hingegen war schwach mutagen in diesen Salmonella-Stdmmen (Scott und Stoltz,
1980) und erwies sich zudem als ein potenter Induktor von Riickwértsmutationen in
E. coli ND160 (Zhen et al., 1991). Der positive Befund von Scott und Stoltz (1980)
konnte in einer spéteren Studie nicht reproduziert werden und wurde auf den Einsatz

von mit Altertoxinen verunreinigtem AME zuriickgefiihrt (Davis und Stack, 1994).

In humanen Ishikawa Zellen und in Hamster V79 Lungenfibroblasten induzierte AOH
konzentrationsabhéngig kinetochor-negative Mikrokerne und wirkte somit klastogen
(Lehmann et al., 2006). AOH und AME induzierten zudem konzentrationsabhingig
DNA-Strangbriiche in V79 Zellen sowie in humanen HepG2 Leber- und HT29 Ko-
lonkarzinomzellen (Pfeiffer et al., 2007a). Wahrend nach einstiindiger Inkubation mit
5-50 pM AOH bzw. AME in allen drei Zelllinien eine vergleichbare Anzahl von Strang-
briichen bestimmt wurde, waren nach 24h in HT29 Zellen keine Strangbriiche mehr
nachweisbar. Die Analyse der Kulturmedien ergab, dass zu diesem Zeitpunkt beide
Toxine in HepG2 Zellen zu etwa 25%, in HT29 Zellen jedoch zu 100% glucuronidiert
vorlagen. Da die Konjugate aus den Zellen transportiert wurden und somit keine Sché-
den mehr setzen konnten, waren die DNA-Strangbriiche in HT29 Zellen nach 24h
vermutlich vollstédndig repariert. Dies zeigt deutlich, dass die Glucuronidierung von
AOH und AME eine Entgiftungsreaktion darstellt.

Ein mdglicher Mechanismus, der fiir die Induktion von DNA-Strangbriichen ver-
antwortlich sein kdnnte, ist die Interaktion mit humanen Topoisomerasen, welche fiir
AOH und AME mit einer gewissen Préiferenz zur Ila-Isoform beobachtet werden konn-
te (Fehr et al., 2009). AME war dabei deutlich weniger potent als AOH. Neben der
Herabsetzung der katalytischen Aktivitdt war auch die Stabilisierung der kovalenten
DNA-Topoisomerase-Komplexe zu beobachten (Fehr et al., 2009). Dieser Mechanismus

wird auch als Topoisomerase-Giftung bezeichnet.
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Kollidiert eine DNA-Polymerase wihrend der Replikation mit solch einem stabilisierten
Intermediat, entsteht ein permanenter DNA-Doppelstrangbruch, wodurch die klasto-
gene Eigenschaft von AOH erklart werden kénnte. Die Interaktion mit Topoisomerasen
und die durch Pfeiffer et al. (2007a) beschriebene Induktion von DNA-Strangbriichen
traten im gleichen Konzentrationsbereich auf und hangen daher moglicherweise zusam-

mern.

Ein an der Reparatur von kovalenten DNA-Topoisomerase-Intermediaten beteiligtes
Enzym ist die Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase I (TDP1). In TDP1 iiberexprimieren-
den Zellen war die Genotoxizitdt von AOH signifikant verringert (Fehr et al., 2010).
Dies ist als Indiz dafiir zu werten, dass die Entstehung von DNA-Strangbriichen haupt-

séchlich durch die Giftung von Topoisomerasen vermittelt wird.

Weitere Studien ergaben, dass AOH und AME Mutationen des Ha-ras-Gens in kul-
tiviertem fetalem Esophagusepithel erzeugen (Dong et al., 1993). AOH ist zudem mu-
tagen im Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) -Genmutationstest in V79
Zellen sowie im Thymidin-Kinase (TK) -Test in L51784 tk™~ Mauslymphomzellen
(Brugger et al., 2006). Ab 10uM AOH konnte eine signifikante, konzentrationsabhén-
gige Induktion von Mutationen an beiden Genloki beobachtet werden, wobei AOH et-
wa 50-fach schwiicher war als das direkte Mutagen 4-Nitrochinolin-N-oxid (NQO). Die
Differenzierung zwischen groften und kleinen Kolonien im TK Test ergab, dass AOH
vorwiegend die Bildung kleiner Kolonien induzierte (Brugger et al., 2006). Dies ist ein
Hinweis auf die Entstehung grofserer Chromosomendeletionen und steht im Einklang

mit der Bildung von Mikrokernen in der verwendeten Mauslymphomzelllinie.

Insgesamt ist das genotoxische und mutagene Potential von AOH in vitro mittlerwei-
le recht gut untersucht. Fiir AME existieren wenige Daten, wahrend das genotoxische

Potential von ALT bislang noch vollig unbekannt ist.

1.1.3.2 Toxizitat in Labortieren

Tierexperimentelle Daten zur Toxizitat der Alternaria-Toxine sind kaum verfiigbar. Es
existieren lediglich wenige Untersuchungen zur akuten und chronischen Toxizitdt an
Ma&usen und im Chicken Embryo Assay sowie zur Reproduktionstoxizitéit in weiblichen
Méusen und Hamstern. Kanzerogenitéatsstudien fehlen bisher; wenige epidemiologische
Studien weisen auf die Beteiligung von Alternaria-Toxinen an der Entstehung von
Esophagus-Tumoren hin. Im Folgenden sind die in vivo-Daten zur Toxizitat von AOH

und AME zusammengefasst.



1.1. Alternaria-Toxine

Akute und chronische Toxizitat

Die akute Toxizitdt von AOH und AME in Mé&usen nach intraperitonealer Applika-
tion ist mit LDy,-Werten von mehr als 400 mg/kg Korpergewicht gering (Pero et al.,
1973). Die Versuchstiere waren nach Verabreichung der Toxine teilweise sediert, es
konnten Magenkrédmpfe und periodisches Hecheln beobachtet werden. Im Chicken Em-
bryo Assay traten mit bis zu 1000 pg AOH und ALT bzw. 500 pg AME pro Ei keine
toxischen Wirkungen auf (Griffin und Chu, 1983).

Die Toxizitat der drei Verbindungen nach wiederholter Verabreichung wurde in einer
dreiwbchigen Studie an Ratten untersucht. Die Tiere erhielten 21 Tage lang Futter
mit unterschiedlichen Gehalten von AOH, AME bzw. ALT (bis zu 24 mg/kg, 39 mg/kg
bzw. 10 mg/kg), wobei keine adversen Effekte festgestellt werden konnten (Sauer et al.,
1978).

Reproduktionstoxizitat

Die subkutane Injektion von AOH (100 mg/kg Korpergewicht) an drei aufeinander-
folgenden Tagen fiihrte bei trachtigen DBA12-Mé&usen zu fetotoxischen Effekten (Pero
et al., 1973). Erfolgte die Gabe zwischen Tag 9 und 12 der Tréchtigkeit, war eine
erhohte Zahl toter Feten zu beobachten. Zwischen Tag 13 und 16 hingegen kam es
vermehrt zu Missbildungen. Zusétzlich konnte ein Synergismus von AOH und AME
(jeweils 25 mg/kg Korpergewicht) bei subkutanter Injektion zwischen Tag 9 und 12
festgestellt werden, wiahrend AME alleine bis 50 mg/kg Korpergewicht nicht signifikant
fetotoxisch war (Pero et al., 1973).

Die Gabe von 200mg AME pro kg Korpergewicht an Tag 8 nach der Befruchtung
fithrte bei Syrischen Goldhamstern zu einer erhéhten Anzahl an Resorptionen sowie zu
reduziertem Gewicht der Feten (Pollock et al., 1982b). Bei niedrigeren Dosen (50 mg
und 100 mg) konnte kein Effekt beobachtet werden.

Der Mechanismus der Fetotoxizitit von AOH und AME ist weitestgehend ungeklért.
Neuere Studien ergaben, dass AOH und AME die Progesteron-Synthese in Granulosa-
zellen (Epithelzellen in Ovarialfollikeln) des Schweins hemmen (Tiemann et al., 2009).
Progesteron ist ein Steroidhormon, das unter anderem wichtig fiir die Einnistung der
Eizelle ist. Die Hemmung der Progesteronsynthese erfolgte bereits ab 0,8 pM AOH bzw.
AME. Es ist demnach moglich, dass die beiden Toxine das Follikelwachstum beeinflus-
sen, was zumindest einen Beitrag zu den in vivo beobachteten fetotoxischen Effekten

leisten konnte.
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Kanzerogenitit

Es wurden bisher keine Kanzerogenitétsstudien mit AOH, AME oder anderen Alter-
naria-Toxinen an Labortieren durchgefiihrt. Dennoch deuten einige Studien auf ein
moglicherweise kanzerogenes Potential von AOH bzw. AME hin. Yekeler et al. (2001)
beobachteten nach zehnmonatiger Gabe von AME (50-100 mg/kg Korpergewicht und
Tag) mit dem Trinkwasser prikanzerogene Verdnderungen in der Mukosa der Speise-
rOhre von Mausen. Dabei handelte es sich um leichte bis mittelschwere Dysplasien,

welche Vorstufen maligner Tumoren sein kénnen.

In einer weiteren Studie wurde human-fetales Speiser6hrengewebe fiir 24 h mit AOH
inkubiert. Nach zweiwdchiger Kultivierung erfolgte die Implantation des Gewebes in
BALB/c-Méuse, wonach eines der drei Versuchstiere ein Plattenepithelkarzinom ent-
wickelte (Liu et al., 1992).

In epidemiologischen Studien konnte eine Korrelation zwischen der Inzidenz an Eso-
phaguskarzinomen und der verbreiteten Alternaria-Kontamination von Getreide in be-
stimmten Regionen Chinas beobachtet werden (Liu et al., 1991, 1992). Dabei wurden
die mutagenen Alternaria-Toxine fiir die Entstehung dieser Tumoren verantwortlich
gemacht. Inwieweit und vor allem welche Toxine kanzerogenes Potential besitzen, ist
bisher nicht untersucht. Es werden daher Kanzerogenitétsstudien, zumindest fiir Ver-

treter der einzelnen Substanzklassen, benotigt.

1.2 Testsysteme

1.2.1 Das Caco-2 Millicell System

Insbesondere die Entwicklung neuer Medikamente erfordert das Screening einer Viel-
zahl potentieller Kandidaten (ca. 5000 pro Medikament) hinsichtlich Toxikologie und
Pharmakokinetik (van Breemen und Li, 2005). Auch fiir die Risikobewertung toxischer
Substanzen wie z.B. Mykotoxinen ist die Kenntnis von Resorption und Bioverfiighar-
keit essentiell. Dies wird haufig tierexperimentell untersucht; in vitro-Modelle fiir Re-
sorptionsstudien haben jedoch im Zuge des R*-Programms (Reduce, Refine, Replace)
zur Reduktion von Tierversuchen in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung ge-
wonnen. Im Folgenden werden bestehende Resorptionsmodelle kurz zusammengefasst

und das Caco-2 Zellmodell als derzeit am besten etabliertes in vitro-System vorgestellt.
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Modelle fiir Resorptionsstudien

Die Untersuchung der Resorption und der Bioverfiigbarkeit erfolgt nach wie vor haupt-
séchlich anhand von in vivo-Studien an Ratten oder Méausen nach oraler Verabreichung
der Testsubstanzen. Hierbei wird die komplette Passage durch den Gastrointestinal-
trakt mit einbezogen. Mittels moderner analytischer Methoden konnen die Plasma-
und Gewebeverteilungen der Muttersubstanz und der gebildeten Metaboliten bestimmt

werden.

Neben klassischen in vivo-Studien gibt es auch die Moglichkeit der Untersuchung
in situ (Artursson, 1990; van Breemen und Li, 2005). Hierbei wird das Versuchstier
anésthesiert, der Darm freigelegt und die Substanz direkt injiziert. Auf diese Weise

wird die Passage durch den oberen Gastrointestinaltrakt umgangen.

Komplexere in vitro-Modelle beruhen auf der Bestimmung der Permeabilitét frisch
entnommenen Gewebes fiir eine Testsubstanz (Artursson, 1990; van Breemen und Li,
2005). Ein Nachteil dieser Systeme ist die geringe Lebensféhigkeit des Gewebes. So
kommt es beispielsweise bei der Probenvorbereitung fiir die Ussing-Kammer, in der das
Darmgewebe als semipermeable Membran zwischen zwei Kompartimenten (Darmlumen
und Blutseite) fungiert, hadufig zur Beschddigung des Gewebes und dadurch zu einer
Verringerung der Zellviabilitét (van Breemen und Li, 2005). Der limitierende Faktor bei
diesen Methoden ist generell die Verfiigbarkeit von Versuchstieren und/oder frischem
Gewebe. Aus diesem Grund gewinnen alternative in vitro-Methoden mit Screening-

Potential zunehmend an Bedeutung (van Breemen und Li, 2005).

Das Caco-2 Zellmodell ist ein solches System und gilt mittlerweile als Standard-
methode zur Vorhersage der intestinalen Resorption in wvivo, wird aber auch fiir me-

chanistische Untersuchungen eingesetzt (Artursson, 1990).

Aufbau des Diinndarmepithels

Das humane Diinndarmepithel besteht aus verschiedenen Zelltypen, darunter Enterozy-
ten, Immunzellen, endokrinen und exokrinen Zellen (Hillgren et al., 1995). Die Resorp-
tion der meisten Néhrstoffe und Xenobiotika erfolgt allerdings durch die Enterozyten.
Diese stellen polarisierte Zellen mit einer apikalen und einer basolateralen Seite dar,
wobei die apikale (dem Darmlumen zugewandte) Membran Einstiilpungen, sog. Mikro-
villi, enthélt. Auf Grund dieser morphologischen Besonderheit wird die apikale Seite

des Diinndarmepithels auch Biirstensaummembran genannt (Hillgren et al., 1995).
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Die intestinale Resorption erfolgt im Wesentlichen durch drei Prozesse: aktiver Trans-

port, passive Diffusion oder vesikuldrer Transport. Dies ist in Abb. 1.2 schematisch

dargestellt.
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Abb. 1.2: Wege und Mechanismen des Transports durch das intestinale Epithelium. Die
Mikrovilli der apikalen Biirstensaummembran (M) sind Ort der Resorption von Néhrstoffen
und Xenobiotika. Der parazelluldre Transport (A) wird durch Tight Junctions (T) reguliert.
Neben transzelluldrer passiver Diffusion (B) kénnen Substanzen auch Carrier-vermittelt, ent-
weder sekundér aktiv oder durch erleichterte Diffusion, aufgenommen werden (C). Daneben
ist der vesikuldre Transport durch Endo- bzw. Transzytose mdéglich (D). Substrate von Efflux-
proteinen werden nach der Aufnahme in die Zelle wieder zur apikalen Seite hin ausgeschleust

(E). Modifiziert nach Press und Di Grandi (2008).

Die passive Diffusion kann entweder parazellular, d.h. durch den wéssrigen Extrazellu-
larraum, oder transzelluldr nach Durchdringen der Zellmembran erfolgen (van Breemen
und Li, 2005). Der Extrazellularraum des Diinndarmepithels wird durch Tight Junc-
tions abgedichtet, welche die parazelluldre Diffusion limitieren. Die wichtigste physika-
lische Barriere fiir die transzelluldre passive Diffusion stellt hingegen die Lipiddoppel-
schicht der Zellmembran dar (Hidalgo, 2001; van Breemen und Li, 2005).

Zusatzlich fungieren Effluxproteine in der apikalen Membran als biochemische Bar-
riere. Dabei handelt es sich um Transporter der ABC (ATP-binding cassette) -Familie,
zu denen P-Glycoprotein (P-gp) und Multidrug Resistance-Related Protein-2 (MRP-2)
zéhlen und die ihre Substrate sehr effektiv zur apikalen Seite hin ausschleusen (Press
und Di Grandi, 2008; Sharom, 2008).

Néhrstoffe wie auch einige Xenobiotika werden haufig Carrier-vermittelt, entweder in
Form der erleichterten Diffusion oder des sekundér aktiven Transports, aufgenommen.
In der apikalen Membran des Diinndarmepithels befinden sich daher verschiedenste
Transporter fiir Aminoséuren, Peptide, Zucker, Fettsduren und Ionen (Hillgren et al.,
1995). Auch Hydrolasen wie Disaccharidasen und Peptidasen sind in der Biirstensaum-

membran lokalisiert.
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Die basolaterale Membran enthélt keine Hydrolasen, jedoch ebenfalls Transporter, tiber
die die Néahrstoffe an das Pfortaderblut abgegeben werden (Hillgren et al., 1995).

Vergleich von Caco-2 Zellen und Enterozyten

Unter den in vitro-Modellen zur Bestimmung der intestinalen Resorption stellen Caco-2
Zellen das am besten etablierte System dar. Diese humanen Kolonkarzinomzellen diffe-
renzieren nach Erreichen der Konfluenz spontan und bilden polarisierte Monolayer mit
Mikrovilli-dhnlichen Strukturen auf der apikalen Seite aus (Pinto et al., 1983; Press und
Di Grandi, 2008; van Breemen und Li, 2005). Auch die Entstehung von Tight Junctions
ist beschrieben (Artursson und Karlsson, 1991; Pinto et al., 1983). Obwohl Caco-2 Zel-
len aus dem Kolon stammen, konnten folgende, fiir die Biirstensaummembran typische,

Enzyme und Transportproteine nachgewiesen werden:

e Aktive Transporter fiir neutrale Aminoséuren, Dipeptide, Gallensduren und Co-

balamin (Artursson und Karlsson, 1991),

e Hydrolasen wie Disaccharidasen, Peptidasen und die Alkalische Phosphatase (Hau-
ri et al., 1985; Matsumoto et al., 1990),

e Efflux-Proteine wie P-gp und MRP-2 (Press und Di Grandi, 2008).

Die Aktivitdt von Transportproteinen ist in Caco-2 Zellen etwas geringer als in der
Biirstensaummembran der Enterozyten, weshalb die Resorption von tiberwiegend aktiv
transportierten Substraten tendenziell unterschétzt wird (Gres et al., 1998; Lennernas
et al., 1996). P-gp ist, wie in vielen Krebszellen, iiberexprimiert. Dadurch wird auch
die Resorption von P-gp Substraten in Caco-2 Zellen unterschitzt, da diese nach der

Aufnahme aktiv zur apikalen Seite hin ausgeschleust werden (Yee, 1997).

Durch die Expression von antioxidativen Enzymen wie Superoxid-Dismutase, Ka-
talase, Glutathion-Reduktase, Glutathion-Peroxidase und Glutathion-S-Transferasen
(GST) besitzen Caco-2 Zellen auferdem ein funktionales antioxidatives System (Baker
und Baker, 1992; van Breemen und Li, 2005).

Neben den Efflux-Proteinen stellt auch die metabolische Kapazitéit der Enterozyten
eine gewisse biochemischen Barriere dar. Caco-2 Zellen exprimieren zahlreiche Sul-
fotransferase (SULT) -Isoformen (Satoh et al., 2000). Dass die Zellen iiber aktive UGT
und SULT verfiigen, konnte mit Hilfe von verschiedenen sekundéren Pflanzenstoffen

und Mykotoxinen gezeigt werden.
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Dabei wurden Glucuronide und Sulfate der Isoflavone Genistein und Daidzein, des
Flavonols Quercetin sowie des Mykotoxins Zearalenon nach der Inkubation von Caco-2
Zellen mit den jeweiligen Substraten nachgewiesen (Murota et al., 2000, 2002; Pfeiffer
et al., 2011; Steensma et al., 2004).

Permanente Zelllinien verlieren in Kultur in der Regel schnell ihre CYP-Aktivitit
(Rodriguez-Antona et al., 2002). Auch Caco-2 Zellen besitzen kaum basale CYP-
Aktivitat, es besteht jedoch eine gewisse Induzierbarkeit. Neben CYP1A1, welches
im Diinndarm jedoch nicht exprimiert wird, ist die Induktion der wichtigsten intest-
inalen Isoform CYP3A4 durch Vitamin D beschrieben (Fisher et al., 1999; Press und
Di Grandi, 2008; Schmiedlin-Ren et al., 1997).

Das Caco-2 Millicell® System

Ideale Bedingungen fiir die Differenzierung finden Caco-2 Zellen auf semipermeablen
Membranen aus Polycarbonat oder Polyethylenterephthalat (Hidalgo et al., 1989; Press
und Di Grandi, 2008). Die Membranen werden in die Kavitdten von Multiwell Plat-
ten (6, 12 oder 24-Well) eingesetzt, welche dadurch in zwei Kompartimente unterteilt

werden. Dies ist in Abb. 1.3 schematisch dargestellt.

apikal
™~
Caco-2
Monolayer
Wk
\
basolateral semipermeable
Membran

Abb. 1.3: Querschnitt durch eine Kammer des Caco-2 Millicell® Systems. Der Einsatz mit
der semipermeablen Membran, auf der die Zellen kultiviert werden, teilt das Well in ein
apikales und ein basolaterales Kompartiment. Die Zellen wachsen polarisiert, d.h. sie bilden
eine apikale Biirstensaummembran und eine basolaterale, glatte Membran aus.

Kultiviert auf den semipermeablen Membranen, bilden die Zellen wéihrend der Dif-
ferenzierung nach oben hin (zum Lumen; apikal) Mikrovilli-dhnliche Strukturen aus,
withrend die basolaterale Membran (der Blutseite zugewandt), die Kontakt zur semi-

permeablen Membran besitzt, planar bleibt.
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Bis zur vollstandigen Differenzierung mit Mikrovilli und Tight Junctions benotigen die
Zellen etwa 21 Tage. Nach dieser Zeit sind die Aktivitdten der exprimierten Enzyme
in der Regel maximal (Press und Di Grandi, 2008).

Fiir Resorptionsstudien werden die Zellen von der apikalen Seite mit der Testsub-
stanz inkubiert, wobei tiblicherweise Hank “s Buffered Salt Solution (HBSS) als Medium
verwendet wird (Hidalgo et al., 1989). Die Inkubation von der basolateralen Seite kann
Aufschluss dariiber geben, ob die Testsubstanz ein Substrat von Effluxproteinen ist
(Press und Di Grandi, 2008).

Die Integritdt des Caco-2 Monolayers stellt eine wichtige Voraussetzung fiir die
Durchfithrung der Resorptionsstudien dar. Dies kann entweder durch die Messung des
Transepithelialen Elektrischen Widerstands (TEER) oder durch die Bestimmung des
Transports eines Markermolekiils durch den Monolayer iiberpriift werden (Legen et al.,
2005; Press und Di Grandi, 2008).

Im Verlauf der Differenzierung steigt der TEER von Caco-2 Monolayern an und ist
nach zwei bis drei Wochen maximal, wobei die Absolutwerte von den Versuchsbedin-
gungen abhéangen. Einflussfaktoren sind dabei Flache und Material der semipermeablen
Membran, Zelldichte und Passagezahl (Shah et al., 2006). Die in der Literatur beschrie-
benen TEER-Werte liegen zwischen 150 und 1600 2-cm™2, wobei ab 150 Q-cm™ von

einem intakten Monolayer auszugehen ist (Shah et al., 2006).

Ein sensitiveres Qualitatskriterium stellt der Transport eines Markermolekiils durch
den Caco-2 Monolayer dar. Hierfiir werden Substanzen verwendet, die nicht aktiv auf-
genommen werden und auch nur in geringem Ausmafs passiv diffundieren kénnen. Dazu
zahlen unter anderem Mannitol, Polyethylenglycol und der Fluoreszenzfarbstoff Luci-
fer Yellow (LY) (Shah et al., 2006; Yee, 1997). Die Integritét des Monolayers ist dann
als gegeben anzusehen, wenn nach einstiindiger Inkubation weniger als 1% der apikal
applizierten Stoffmenge im basolateralen Kompartiment detektiert werden kann (Gres
et al., 1998).

Der Vergleich der TEER-Werte des Caco-2 Monolayers mit verschiedenen intestina-
len Geweben weist darauf hin, dass Caco-2 Zellen in diesem Punkt eher dem Kolon als
dem Diinndarm &hneln (Tab. 1.1). Wiahrend Literaturwerte fiir humanes Ileum zwi-
schen 40 ©2-cm™ und 50 Q2-cm™ liegen, besitzt das humane Kolon einen TEER-Wert
von etwa 300 2-cmm 2. Dies ist vor allem durch die im Kolon starker ausgepragten Tight

Junctions zu erklaren (Hillgren et al., 1995).
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Tab. 1.1: TEER-Werte fiir verschiedene Gewebe im Vergleich zu Caco-2 Zellen.

TEER (Q2:cm™2) Referenz

Caco-2 Monolayer 150-1600 Shah et al. (2006)
372 Legen et al. (2005)
[leum (Mensch) 40-50 Legen et al. (2005)
Ileojejunum (Ratte) 33 Legen et al. (2005)
Jejunum (Schwein) 124 Legen et al. (2005)
Kolon (Mensch) 300 Artursson und Karlsson (1991)

Es ist davon auszugehen, dass die parazelluldre Barriere bei Caco-2 Zellen hoher ist als
im humanen Diinndarm. Daher wird die Resorption von Verbindungen, die ausschliefs-
lich oder tiberwiegend parazelluldr diffundieren, unterschétzt (Lennernas et al., 1996;
Press und Di Grandi, 2008). Hierzu zéhlen beispielsweise Doxorubicin, Polyethylengly-
col 900 und Glycin (Yee, 1997).

Korrelation mit der in vivo-Resorption

Die wichtigste Kenngrofe der Resorptionsstudien im Caco-2 Modell ist der scheinbare
Permeabilititskoeffizient (P,p,), welcher die Anderung der Konzentration einer Sub-
stanz im Akzeptorkompartiment pro Zeit- und Fldcheneinheit angibt (Artursson und
Karlsson, 1991). Es handelt sich dabei nicht um eine Konstante, da der P,,,-Wert
abhéngig von der Wachstumsfliche des Monolayers, der Ausgangskonzentration im

Donorkompartiment und der Inkubationszeit ist.

Die Bestimmung der P,,,-Werte zahlreicher Substanzen unterschiedlichster physiko-
chemischer Eigenschaften, deren intestinale Resorption in vivo zwischen 0 und 100%
liegt, ergab eine lineare Korrelation zwischen P,,,-Werten und in vivo-Resorption nach
oraler Verabreichung der Testsubstanz (Artursson und Karlsson, 1991; Yee, 1997). Ba-
sierend auf dieser Korrelation kénnen Substanzen in die Kategorien niedrige, mittlere

und hohe zu erwartende Resorption eingeteilt werden (Tab. 1.2).

Tab. 1.2: P,;,,-Werte im Caco-2 Modell und die zu erwartende intestinale Resorption in vivo
nach oraler Gabe (Yee, 1997).

Papp (cm-s™) zu erwartende Resorption
<107 niedrig (0-20%)
1076 < Pypp < 1079 mittel (20-70%)
> 1079 hoch (70-100%)
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Insbesondere fiir Substanzen, die transzellular durch passive Diffusion resorbiert wer-
den, liefert das Caco-2 Zellmodell sehr gute Ergebnisse (Lennernas et al., 1996). Uber-
wiegend aktiv transportierte Verbindungen wie Acetylsalicylsdure, Glycin und Tau-
rocholsdure werden dagegen tendentiell unterschétzt, da die Aktivitdt der apikalen
Transportproteine in Caco-2 Zellen niedriger ist als im humanen Diinndarm in vivo
(Artursson, 1990; Gres et al., 1998; Hidalgo, 2001; Yee, 1997).

Das Caco-2 Zellmodell besitzt, wie auch alle anderen in vitro-Systeme, einige Schwach-
stellen. Dazu zdhlen die fehlende CYP-Aktivitit, die Uberexpression von P-gp sowie
die stark ausgeprédgten Tight Junctions. Insgesamt besteht jedoch eine {iberzeugende

Korrelationen mit der Resorption einer Vielzahl von Verbindungen nach oraler Gabe.

1.2.2 Prazisionsgewebeschnitte

In wvitro-Modelle fiir Metabolismus-Studien sind analog zur Resorption sowohl wah-
rend der praklinischen Screeningphase in der Medikamentenentwicklung als auch im
Zuge der Erhebung toxikokinetischer Daten fiir die Risikobewertung von Lebensmittel-
inhaltsstoffen und -kontaminanten von enormer Bedeutung. Da in vivo- und insbeson-
dere Humandaten oft nicht verfiighar sind, werden gut charakterisierte in vitro-Modelle
zur Vorhersage des zu erwartenden Metabolismus benétigt. In diesem Abschnitt sollen
zunachst verschiedene in vitro-Modelle fiir Metabolismus-Studien verglichen werden.

Anschliefsend wird das Modell der Préazisionsgewebeschnitte vorgestellt.

Vergleich verschiedener in vitro-Modelle

In Tab. 1.3 sind gebrauchliche in vitro-Modelle dargestellt, die mehr oder weniger nah

an die in vivo-Situation heranreichen.

Tab. 1.3: In vitro-Systeme fiir Metabolismus-Studien und ihre Nahe zur in vivo-Situation.
Modifiziert nach Brandon et al. (2003).

In vitro-System Néahe zur in vivo-Situation Einfachheit der Durchfiihrung
Supersomen® + I I
Mikrosomen und Cytosol 44+ N

59-Mix +++ +++++
(Transgene) Zelllinien + 4+ ++ 4t

Priméare Hepatozyten +++++ + 4+ +
Leberschnitte ++++++ ++

Perfundierte Leber +++++++ +
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Mit Hilfe subzelluldrer Fraktionen wie Mikrosomen und Cytosol kénnen einzelne me-
tabolische Reaktionen wie die Hydroxylierung, die Glucuronidierung oder die Sulfo-
nierung durch Zugabe des entsprechenden Cofaktors isoliert betrachtet werden. Auf
diese Weise kénnen Spezies- und Geschlechtsunterschiede erkannt und die organspezifi-
sche Metabolisierung einer Substanz untersucht werden. Interindividuelle Unterschiede

werden durch den Einsatz gepoolter Mikrosomen ausgeglichen.

Eine spezielle Form der Mikrosomen stellen Supersomen® oder Baculosomen dar
(Chen et al., 1997). Dabei handelt es sich um Mikrosomen aus transfizierten Insek-
tenzellen, welche je eine humane CYP- oder UGT-Isoform exprimieren. Anhand dieser
Zellfraktionen kann die Beteiligung einzelner Isoenzyme am Metabolismus einer Sub-

stanz untersucht werden.

Permanente Zelllinien wie die humanen Hepatomzellen HepG2 sind einfach zu hand-
haben und werden haufig zur Untersuchung toxischer Effekte eingesetzt (Gerstner et al.,
2008; Pfeiffer et al., 2007a; Rudzok et al., 2011). Fiir Metabolismus-Studien eignen sie
sich jedoch auf Grund der niedrigen CYP-Aktivitdt und der insgesamt nicht repré-
sentativen Enzymausstattung nur begrenzt. Daher wurden transgene Zelllinien entwi-
ckelt, welche je ein humanes CYP- oder UGT-Isoenzym iiberexprimieren. Hauptsach-
lich werden dazu V79 Zellen und HepG2 Zellen eingesetzt, da diese niedrige basale
CYP- und UGT-Aktivitdten besitzen (Caro und Cederbaum, 2001; Doehmer, 1993;
Schmalix et al., 1993; Wooster et al., 1993). Als Beispiel einer etablierten transgenen
Zelllinie ist V79h1A1 zu nennen, deren CYP-Aktivitit ausreicht, um intrazellular ge-
bildete Metaboliten von CYP1A1-Substraten zu detektieren. V79h1A1 Zellen werden
haufig fir Genotoxizitétstests mit metabolischer Aktivierung eingesetzt. Als Positiv-
kontrolle dient dabei Benzola|]pyren (BP), welches nach metabolischer Aktivierung zu
BP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid stark mutagen ist (Schmalix et al., 1993).

Die meisten in vitro Metabolismus-Studien werden unter Verwendung primérer He-
patozyten durchgefiihrt, deren Isolation durch Collagenaseperfusion nicht trivial, aber
sehr gut etabliert ist (Hengstler et al., 2000). Die Lebensfihigkeit von Hepatozyten in
Suspensionskultur ist mit maximal 4 Tagen gering und die CYP-Aktivitdt nimmt durch
den Verlust von nicht-Hepatozyten und den dadurch fehlenden Zell-Zell-Kontakten
wihrend der Kultivierung ab (Brandon et al., 2003). Die zahlreichen Vorteile wie die
Moglichkeit der Kryopréaservation, die Verfiigharkeit gepoolter Hepatozyten, der Zu-
gang zu humanen Zellen und die insgesamt realistische Enzymausstattung iiberwiegen
jedoch und sind dafiir verantwortlich, dass Primérzellen derzeit auch gegeniiber kom-

plexeren Systemen wie Gewebeschnitten oder perfundierter Leber bevorzugt werden.
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Prazisionsgewebeschnitte

Gewebeschnitte werden schon seit den 1920ern verwendet, konnten jedoch lange nicht
reproduzierbar hergestellt werden und waren oftmals nicht diinn genug, sodass sie auf
Grund der unzureichenden Sauerstoffversorgung der innenliegenden Zellschichten nicht
langer als 24 h kultivierbar waren (Parrish et al., 1995). Erst die Entwicklung spezieller
Apparaturen, der sog. Tissue Slicer, ermoglichte die Préparation reproduzierbar diinner
Schnitte in grofer Stiickzahl (Brendel et al., 1987; Krumdieck et al., 1980).

Préazisionsgewebeschnitte konnen aus verschiedenen Organen wie Leber, Niere, Herz,
Lunge und Darm hergestellt werden, wobei Hohlorgane zuvor mit Agarose gefiillt wer-
den miissen (de Graaf et al., 2007). Auf Grund ihrer Bedeutung fiir Metabolismus-
Studien werden Leberschnitte am héufigsten verwendet. Im Folgenden sollen daher
die Eigenschaften und Anwendungsmoglichkeiten von Leberschnitten néher erlautert

werden.

Vorteil der Tissue Slicer-Systeme gegeniiber der manuellen Praparation ist die Mog-
lichkeit, Durchmesser und vor allem Schnittdicke genau einstellen zu kénnen. Die opti-
male Dicke ist von Sauerstoffverbrauch und Beschaffenheit des Gewebes abhéngig und
liegt bei 200-250 pm fiir Leber und Niere, 200-300 pm fiir Herz und ca. 500 pm fiir mit
Agarose gefiilltes Lungengewebe (Parrish et al., 1995).

In den Anféngen der Technik wurden Schiittelkulturen in Multiwell Platten durchge-
fiihrt, welche haufig mechanische Verletzungen des Gewebes und mangelnde Nahr- und
Sauerstoffversorgung zur Folge hatten. Daraus resultierte eine Lebensfahigkeit von we-
niger als 24 h (Parrish et al., 1995). Mit der Entwicklung der dynamischen Rotationskul-
tur konnte die Lebensdauer von Prézisionsgewebeschnitten um ein Vielfaches gesteigert
werden. In Waymouth s Medium unter Carbogen-Begasung sind Rattenleberschnitte
mit einer Dicke von 250 pm und einem Durchmesser von 8 mm bis zu 5 Tagen kultivier-
bar (Fisher et al., 1995a,b). Viabilititskriterien sind in der Regel der ATP- und K-
Gehalt, die Freisetzung von cytosolischen Enzymen wie Lactat-Dehydrogenase (LDH)
sowie die Reduktion von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT) als Marker fiir mitochondriale Aktivitédt (Parrish et al., 1995).

Neben der Viabilitdt ist jedoch die Funktionalitét, insbesondere die Aufrechterhal-
tung der Aktivitdt von Phase I- und Phase II-Enzymen, das entscheidende Qualitéts-
kriterium. Permanente Zellen besitzen in der Regel keine CYP-Aktivitdt, und auch in

primédren Hepatozyten nimmt diese wihrend der Kultivierung deutlich ab (Rodriguez-
Antona et al., 2002).
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Fiir Leberschnitte existieren diesbeziiglich kontroverse Ergebnisse. Olinga et al. (1997)
beschreiben, dass die Aktivitdt der CYP-Isoformen 3A, 2B1 und 1A2 wéhrend einer
24-stiindigen Kultivierung aufrecht erhalten wird. Dahingegen berichten verschiedene
Autoren von einer mehr als 75-prozentigen Reduktion der CYP-Aktivitdt in huma-
nen Leberschnitten (Renwick et al., 2000; Vandenbranden et al., 1998). Insgesamt
ist die CYP-Aktivitdt in kultivierten Leberschnitten jedoch ausreichend, um Phase

I-Metabolismus bis zu 24 h nachweisen zu konnen.

Phase II-Enzyme wie UGT und SULT sind im Vergleich zu CYP-Enzymen wesentlich
robuster. Nach 4- und 24-stiindiger Kultivierung waren in verschiedenen Studien sowohl
fiir Human- als auch fiir Rattenleberschnitte nur geringe Aktivitdtsverluste (< 25%)
zu verzeichnen (de Graaf et al., 2006; Vandenbranden et al., 1998). Als weitere aktive
Phase II-Reaktionen in Leberschnitten sind die Acetylierung, die Methylierung und die
Acylierung beschrieben (de Graaf et al., 2007; Nave et al., 2006; Wilson et al., 1988).

Ein entscheidender Vorteil von Leberschnitten gegeniiber priméaren Hepatozyten ist die
intakte Gewebearchitektur und die damit verbundene Aufrechterhaltung von Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Kontakten, wodurch auch die als Phase III bezeichneten Transport-
prozesse weitgehend funktional bleiben (Ekins, 1996; Parrish et al., 1995). Die Aktivitét
von verschiedenen Transportproteinen sowie von Transportern fiir organische Anionen
und Gallenséuren ist in der Literatur beschrieben (de Graaf et al., 2007). Daraus resul-
tiert, dass wahrend der Inkubation nicht nur die dufseren, sondern auch innenliegende

Zellschichten am Metabolismus beteiligt sind.

Hepatozyten kénnen durch Kryopréaservation konserviert werden und sind daher auch
kommerziell erwerblich. Gewebeschnitte sind bislang nicht im Handel erhéltlich, kon-
nen jedoch ebenfalls eingefroren werden. Das Schockfrosten in Fliissigstickstoff hat
dabei kaum Auswirkung auf die Enzymaktivitdten, welche auch nach dem Auftauen
fiir bis zu 4 h erhalten bleiben (de Graaf und Koster, 2003). Es konnen demnach grofere
Stiickzahlen (ca. 100 Schnitte aus der Leber einer Ratte) gefertigt und bis zur weiteren
Verwendung tiefgekiihlt aufbewahrt werden. Limitierende Faktoren sind in der Regel
die Kapazitéit des Rotationsinkubators und die Zeitspanne zwischen Praparation und

Inkubation, die méglichst kurz gehalten werden sollte.

Prézisionsgwebeschnitte befinden sich néher an der in vivo-Situation als primére
Zellen. Praparation und Inkubation erfordern jedoch eine spezielle Ausriistung und die
Verfiigbarkeit frischen Gewebes, wahrend Primérzellen mittlerweile kauflich zu erwer-
ben sind und daher nicht zwingend selbst isoliert werden miissen. In Tab. 1.4 sind Vor-

und Nachteile von Préazisionsgewebeschnitten zusammengefasst.
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Tab. 1.4: Zusammenfassung der Vor- und Nachteile von Prézisionsgewebeschnitten.

Vorteile  Erhaltung der Gewebearchitektur
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte
Phase I-, II- und III-Metabolismus funktional
reproduzierbare Schnittdicke
grofe Stiickzahlen aus einem Organ
Kryopraservation ohne Verlust der Enzymaktivitaten
Humangewebe zugénglich
Interspezies-Vergleiche moglich
CYP-Induktion mdoglich

Nachteile interindividuelle Unterschiede

Zellschddigung an den Réndern, Gefahr von Nekrosen
Né&hr- und Sauerstoffversorgung der inneren Schichten kritisch
limitierte Viabilitat im Vergleich zu kultivierten Zellen

teure Ausriistung

Die Anwendungsmoglichkeiten fiir Préazisionsgewebeschnitte sind vielféltig. Leberschnit-
te, iberwiegend aus humanem Gewebe oder aus der Ratte, werden hauptséchlich fiir
Metabolismus-Studien eingesetzt. Bisher wurden eine Vielzahl endo- und exogener
Verbindungen untersucht, darunter Aflatoxin By, Coffein, Cyclosporin A, Diazepam,
Ethoxyresorufin und Testosteron (Berthou et al., 1989; Ekins, 1996; Vickers et al.,
1992).

Auch zur Bestimmung toxikologischer Endpunkte sind Prézisionsgewebeschnitte ge-
eignet. Neben den klassischen Viabilitatstests (z.B. MTT-Reduktion) und der Bestim-
mung des Glutathion (GSH) -Gehalts kann auch die Entstehung von DNA-Addukten
in Gewebeschnitten untersucht werden (Mirvish et al., 1987; Parrish et al., 1995). Es
existieren beispielsweise Studien zur Hepatotoxizitdt von Aflatoxin By, halogenierten

Kohlenwasserstoffen, Kokain und Paracetamol (Parrish et al., 1995).

Insgesamt stellen Prézisionsgewebeschnitte (und insbesondere Leberschnitte) ein niitz-
liches Werkzeug zur Untersuchung von Metabolismus und Toxizitdt unter in wvivo-
dhnlichen Bedinungen dar. Wenngleich isolierte Hepatozyten auf diesem Gebiet héu-
fig bevorzugt werden, haben Leberschnitte durch die Entwicklung spezieller Schneide-

apparaturen und der dynamischen Rotationskultur an Attraktivitdt gewonnen.
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1.2.3 Der HPRT-Genmutationstest

Die Phosphoribosylierung der Purinbasen Hypoxanthin und Guanin zu den jeweili-
gen Nukleotiden wird durch das Enzym HPRT katalysiert. Durch diesen sog. Salvage
Pathway werden in Sdugerzellen bis zu 90% der freien Purine recycelt (Stout und
Caskey, 1985). Auch einige toxische Purinderivate wie 6-Thioguanin (6-TG) oder 8-
Azaguanin sind Substrate der HPRT und werden daher als Selektionsmittel im HPRT-

Genmutationstest eingesetzt.

Das hprt-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert, die codierenden Sequenzen
sind bei Hamster, Maus und Mensch zu etwa 95% homolog und die resultierenden
Genprodukte dieser Spezies sind funktionell identisch (Stout und Caskey, 1985). Der
HPRT-Test beruht auf Vorwértsmutationen im hprt-Gen, welche haufig die Expression
inaktiver Enzymvarianten zur Folge haben. Mutationen, die auf diese Weise erkannt
werden kénnen, sind vor allem Basenpaarsubstitutionen, Leserasterverschiebungen und
kleinere Deletionen (Cole und Arlett, 1984). Grofere Deletionen werden nicht immer
erfasst, da sie haufig auf andere, fiir die Lebensfahigkeit essentielle Gene iibergreifen
und daher letal sind (Andrae, 1996). Untersuchungen von Vrieling et al. (1985) zeigten
jedoch, dass durch Rontgenstrahlung induzierte Mutationen in V79 Zellen zu 70-80%

durch grofere Deletionen verursacht werden.

Das Selektionsprinzip des HPRT-Tests beruht auf der Resistenz gegeniiber Purin-
derivaten wie 6-TG. Zellen mit aktiver HPRT phosphoribosylieren 6-TG, der Einbau
der toxischen Nukleotide fiihrt zur Destabilisierung der DNA und letztendlich zum
Zelltod. HPRT-Mutanten hingegen bilden Nukleotide ausschlieklich iiber die de novo-

Synthese und iiberleben daher in Anwesenheit von 6-TG.

Fir den wn vitro HPRT-Test werden in der Regel die bereits erwdhnten V79 Zel-
len verwendet. Auf Grund der Lokalisation auf dem X-Chromosom sind diese Zellen
hemizygot beziiglich des hprt-Gens. Daher reicht theoretisch eine Mutation aus, um
die Inaktivierung der HPRT zu induzieren (Andrae, 1996; Stout und Caskey, 1985).
V79 Zellen besitzen einen Zellzyklus von etwa 12h, wodurch Mutationen schnell im
Genom fixiert werden. Sie sind aufserdem kolonienbildungsfiahig und exprimieren einen

stabilen, homogenen Karyotyp (Andrae, 1996).
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Ein Nachteil der V79 Zellen ist die fehlende metabolische Kapazitét, insbesondere hin-
sichtlich des oxidativen Phase I-Metabolismus. Viele Substanzen sind nicht per se, son-
dern erst nach Aktivierung mutagen (z.B. BP nach Oxidation durch CYP1A1l zum
BP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid), weshalb zur Beurteilung solcher Verbindungen die
metabolische Aktivierung simuliert werden muss. Dies geschieht entweder extern durch

Zugabe von CYP-Enzymen zum Inkubationsmedium oder intern durch den Einsatz
transgener Zelllinien wie V79h1A1 (vgl. 1.2.2).

Die prinzipielle Durchfiihrung des HPRT-Tests gliedert sich in Exposition, Sub-
kultivierung und Selektion. Nach der Exposition (normalerweise 24h) wird die Zyto-
toxizitdt anhand verschiedener Parameter (Lebendzellzahl und Kolonienbildungsféhig-
keit unmittelbar nach der Inkubation) bestimmt. Wéahrend der anschlieflenden Subkul-
tivierung sollten die Zellen mehrere Zellzyklen durchlaufen, damit die Mutationen im
Genom fixiert werden kénnen. Auferdem dauert es einige Zeit, bis die noch vorhande-
ne HPRT-Aktivitdt sowie die mRNA des intakten Enzyms abgesenkt sind (Cole und
Arlett, 1984).

Da die spontane Mutationsfrequenz der verwendeten Zellen méoglichst niedrig sein
sollte, wurden Gegenselektionsmedien auf Basis von Aminopterin entwickelt (Stout und
Caskey, 1985). Aminopterin blockiert die de novo-Nukleotidsynthese; in Anwesenheit
von Hypoxanthin und Thymidin kénnen Zellen mit aktiver HPRT die Nukleinsdure-
synthese iiber den Salvage Pathway aufrecht erhalten, wiahrend die Mutanten sterben
(Szybalski, 1992).

Insgesamt ist das Enzym HPRT in Kombination mit V79 Zellen aus drei wesentlichen
Griinden zur Durchfithrung des Genmutationstests geeignet: Es ist nicht essentiell fiir
die Lebensfahigkeit der Zellen, diese sind hemizygot beziiglich des hprt-Gens und es

existieren starke Selektionsmittel fiir Mutanten mit inaktiver HPRT.
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2
Problemstellung

Schimmelpilze der Gattung Alternaria sind in Gegenden geméfigten Klimas ubiquitéir
und wachsen besonders auf Obst, Gemiise und Getreide. Sie bilden zahlreiche Myko-
toxine unterschiedlicher chemischer Strukturen, wobei AOH und AME am héaufigsten
auftreten. Hinsichtlich der Toxikokinetik und der Toxizitéit der Alternaria-Toxine wur-
den bislang nur wenige Studien verdffentlicht, auf deren Basis keine Risikobewertung

erfolgen kann.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten daher in vitro-Untersuchungen zur Toxikokinetik
durchgefiihrt werden, wobei insbesondere die intestinale Resorption und der oxidative
Metabolismus von AOH und AME im Fokus standen. Ziel war die Beantwortung der

folgenden Fragen:

e Ist die intestinale Resorption von AOH und AME in vivo zu erwarten?
e Welche humanen CYP-Isoformen sind an der Hydroxylierung beteiligt?

e Besitzt der oxidative Metabolismus von AOH und AME in vivo-Relevanz?

Die Untersuchung der Resorption erfolgte anhand des Caco-2 Millicell® Systems. Zur
Bestimmung der CYP-Aktivitdten wurden humane rekombinante CYP-Isoenzyme in
Form von Supersomen® verwendet. Dabei wurden neben AOH und AME auch die
beiden Stereoisomere ALT und isoALT eingesetzt. Ob der oxidative Metabolismus von
AOH und AME auch in einer in vivo-dhnlichen Situation stattfindet, sollte mit Hilfe

von Prézisionsgewebeschnitten der Rattenleber festgestellt werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Mutagenitédt von AOH, AME und
ALT. Friithere Studien haben gezeigt, dass AOH Mutationen am hprt-Genlokus in V79
Zellen verursacht. In der vorliegenden Arbeit sollte ergénzend dazu das mutagene und

zytotoxische Potential von AME und ALT in vitro untersucht werden.

Es ist bekannt, dass bei der CYP-katalysierten Hydroxylierung von AOH Metaboliten
mit Catecholstruktur entstehen, welche auf Grund ihrer Reaktivitdt moglicherweise von
toxikologischer Relevanz sind. Die Bestimmung der Zytotoxizitdt und der Mutagenitét
von 4-HO-AOH, einem der insgesamt vier oxidativen AOH-Metaboliten, in V79 Zellen

sollte diesbeziiglich erste Erkenntnisse liefern.
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Abschliefsend wurde die Entstehung von GSH-Addukten als eine mogliche Entgiftungs-
reaktion von Catecholen, ebenfalls am Beispiel von 4-HO-AOH, untersucht. Die Ana-
lytik der gebildeten Addukte erfolgte mittels LC-DAD-MS.
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3

Ergebnis und Diskussion

3.1 In wvitro-Resorption von AOH und AME: Das
Caco-2 Millicell System

Humane Caco-2 Kolonkarzinomzellen differenzieren spontan und bilden dabei pola-
risierte Monolayer aus, die morphologische Ahnlichkeiten zum humanen Diinndarm-
epithel aufweisen (van Breemen und Li, 2005). Neben einer apikalen Biirstensaum-
membran mit Mikrovilli-dhnlichen Strukturen werden Tight Junctions ausgebildet und

typische Enzyme und Transporter des humanen Diinndarmepithels exprimiert.

Zur Untersuchung der in vitro-Resorption existieren Transwell-Modelle wie beispiels-
weise das Caco-2 Millicell® System. Die Zellen werden dabei auf semipermeablen Mem-
branen kultiviert, die jede Vertiefung einer Multiwell-Platte in ein apikales und ein
basolaterales Kompartiment teilen (Press und Di Grandi, 2008). Durch Inkubation der
differenzierten Zellen kénnen Transportprozesse in beide Richtungen studiert werden.
Die in diesem Modell bestimmten Resorptionsraten zahlreicher Substanzen korrelieren
gut mit in vivo-Daten, weshalb Caco-2 Zellen heute ein anerkanntes Modell zur Vor-
hersage der in vivo-Resorption darstellen (Artursson und Karlsson, 1991; Yee, 1997).
Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit auch die Resorption von AOH und
AME mit Hilfe des Caco-2 Millicell® Systems untersucht werden.

Caco-2 Zellen verfiigen iiber aktive Phase II-Enzyme wie UGT und SULT, weshalb
die Generierung von Referenzsubstanzen fiir die zu erwartenden Glucuronide und Sul-
fate von AOH und AME erforderlich war. Die Analyse der Metaboliten wie auch der
Muttersubstanzen erfolgte dabei mittels HPLC-UV bzw. LC-DAD-MS.

Zunachst wurde die metabolische Kapazitat differenzierter Caco-2 Zellen durch Inku-
bation mit AOH und AME in 6-Well Platten ohne semipermeable Membran untersucht.
Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der Resorption mit Hilfe des Caco-2 Millicell®
Systems. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind bereits publiziert (Burkhardt et al.,

2009) und werden im Folgenden zusammengefasst.
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3.1.1 Generierung von Referenzsubstanzen

In Abb. 3.1 sind die theoretisch méglichen Konjugate von AOH und AME dargestellt.
AOH besitzt drei, AME hingegen nur zwei freie Hydroxygruppen, welche mogliche An-
griffspunkte fiir UGT und SULT darstellen. Daher kann AOH prinzipiell zu je drei
Glucuroniden und Sulfaten metabolisiert werden, wiahrend fiir AME die Entstehung

von je zwei Konjugaten denkbar ist.

AOH-7-0-G, AME-7-O-G
AOH-7-0-S, AME-7-O-S

AOH-9-0-G

AOH-9-0-s — > RO

AOH-3-0-G, AME-3-0-G

R=H:ACH 3 OH = AOH-3-0-S, AME-3-0-S

R = CHz: AME

Abb. 3.1: Strukturformel von AOH bzw. AME und moégliche Konjugate. G, Glucuronid; S,
Sulfat

Glucuronidierung von AOH und AME

Die Strukturaufklarung der Glucuronide erfolgte bereits in einer fritheren Studie. AOH
und AME wurden dabei mit Lebermikrosomen verschiedener Spezies in Anwesenheit
des Cofaktors UDPGA inkubiert und die gebildeten Metaboliten mittels LC-DAD-MS
analysiert. Dabei konnte die Entstehung von je zwei Glucuroniden beobachtet werden
(Pfeiffer et al., 2009Db).

AME wurde hauptséchlich an Position 3 und in sehr viel geringerem Ausmafs an
Position 7 glucuronidiert, was durch die schwere Zuganglichkeit der Hydroxygruppe
an C-7 zu erkldren ist (Pfeiffer et al., 2009b). Diese wird durch die Ausbildung einer
Wasserstoftbriicke zur Carbonylgruppe in Position 6 blockiert (Molina et al., 1998).
Die beiden gebildeten AOH-Glucuronide konnten als AOH-3- O-Glucuronid und AOH-
9- O-Glucuronid identifiziert werden (Pfeiffer et al., 2009b).

Fiir AME-7-O-Glucuronid war im Vergleich zu AME-3-O-Glucuronid eine deutlich
hohere Polaritét zu beobachten (Pfeiffer et al., 2009b). Es ist anzunehmen, dass die
Konjugation der Hydroxygruppe in Position 7 und die damit verbundene Auflésung der
Wasserstoffbriicke hierfiir verantwortlich ist. Dafiir spricht auch, dass sich die beiden

AOH-Glucuronide hinsichtlich ihrer Polaritat kaum unterschieden.
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Sulfonierung von AOH und AME

Referenzsubstanzen der Sulfate von AOH und AME wurden durch Inkubation der
Toxine mit Rattenlebercytosol unter Zugabe des Cofaktors 3 -Phosphoadenosin-5 -
phosphosulfat (PAPS) generiert. Zur Verbesserung der chromatographischen Eigen-
schaften der Sulfate wihrend der HPLC Analyse enthielt das Fliefmittel Tetrabutyl-
ammoniumphosphat (TBAP) als Reagenz zur Ionenpaarbildung,.

Wie in Abb. 3.2 ersichtlich, konnten nach Inkubation von AOH und AME mit Rat-
tenlebercytosol mehrere Peaks beobachtet werden. Drei (AOH) bzw. zwei (AME) davon

waren nicht in den jeweiligen Kontrollinkubationen ohne PAPS présent.

AOH
AOH-9-0-S AOH-3-0-S
AOH-7-0-S

£ /
Lo T T T T |
N 10 15 20 25 30 35
Q
o]
s AME
a
< AME'7\'O'S AME-3-0-S

N | A\

10 15 20 25 30 35
Retentionszeit (min)

Abb. 3.2: HPLC-UV Analyse (mit TBAP zur lonenpaarbildung) der Sulfate von AOH (oben)
und AME (unten) aus Inkubationen der Toxine mit Rattenlebercytosol und PAPS. Die tentati-

ve Zuordnung basiert auf Analogien zu den Glucuroniden und wird im Text ndher beschrieben.
S, Sulfat

Die Inkubation der Reaktionsgemische mit Sulfatase aus Aerobacter aerogenes fiihrte
zu einer deutlichen Verringerung der Peakflichen bei gleichzeitiger Zunahme des ent-
sprechenden Aglykons. Des Weiteren resultierten aus der LC-DAD-MS Analyse mit
Elektrosprayionisation (ESI) im Negativimodus die [M-H]-Ionen mit m/z 337 bzw. 351,
welche Monosulfaten von AOH bzw. AME entsprechen. Als weitere Hauptfragmente

waren die [M-Sulfat]-Ionen (m/z 257 bzw. 271) auszumachen.
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Die genaue Lokalisation der eingefiihrten Sulfatgruppen konnte bisher nicht zweifels-
frei bestimmt werden. Basierend auf Analogien zu den jeweiligen Glucuroniden (Pfeiffer
et al., 2009b) wird jedoch eine tentative Zuordnung vorgeschlagen: Die beiden polaren
Sulfate (Retentionszeiten bei 12,5 min fiir AOH bzw. 15,9 min fiir AME) sind héchst-
wahrscheinlich an Position 7 konjugiert, da der Verlust der Wasserstoftbriickenbindung
zwischen der Carbonylgruppe in Position 6 und der Hydroxygruppe an C-7 wie bereits
erwéhnt in einer deutlichen Erhéhung der Polaritdt resultiert (Pfeiffer et al., 2009b).
Fir AME ist daneben nur die Konjugation in Position 3 moéglich. Daher handelt es sich
bei den beiden unpolaren Sulfaten, die nach 29,8 min (AOH) bzw. 31,0 min (AME)
eluieren, vermutlich um die 3-O-Sulfate. Folglich ist anzunehmen, dass der mittlere
Peak bei AOH (Retentionszeit 22,7 min) dem 9-O-Sulfat entspricht.

3.1.2 Metabolismus von AOH und AME in Caco-2 Zellen

Zur Identifizierung der in Caco-2 Zellen gebildeten Konjugate wurden die Zellen zu-
nachst in 6-Well Platten kultiviert und nach 21-tagiger Differenzierung mit AOH bzw.
AME inkubiert. Das Medium wurde dann zu verschiedenen Zeitpunkten mittels LC-
DAD-MS analysiert und die Konzentrationen der Muttersubstanzen, der Glucuronide
und der Sulfate bestimmt. Die Differenzierung zwischen freier und konjugierter Sub-
stanz in den Zellen erfolgte nach Zelllyse und Ethylacetat-Extraktion. Hierzu wurde
ein Teil des Zelllysats direkt extrahiert, wihrend weitere Aliquots mit -Glucuronidase
bzw. Sulfatase inkubiert und dann ebenfalls extrahiert wurden (vgl. 5.8). Anschliefend
erfolgte die Quantifizierung der Aglyka mittels HPLC und UV-Detektion.

In Abb. 3.3 sind reprasentative LC-DAD-MS-Profile nach Inkubation der Caco-2
Zellen mit AOH (oben) und AME (unten) dargestellt. Die Zuordnung der Metaboliten
erfolgte durch den Vergleich mit Referenzsubstanzen (vgl. 3.1.1).

Bei der LC-DAD-MS Analyse waren die [M-H]-Tonen (m/z 337 bzw. 351) sowie die
[M-Sulfat]-Ionen (m/z 271 bzw. 257) der Monosulfate detektierbar. Die Umkehrung der
Elutionsreihenfolge ist dabei auf die Abwesenheit von TBAP zuriickzufiihren, welches
bei der MS Analyse ein zu hohes Untergrundsignal erzeugt hitte und dem Fliefmittel

daher nicht zugesetzt wurde.
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Abb. 3.3: LC-DAD-MS Analyse (ohne TBAP zur Ionenpaarbildung) des Kulturmediums nach
zweistiindiger Inkubation von Caco-2 Zellen mit 20 pM AOH (oben) bzw. AME (unten). Die
Zuordnung der Glucuronide und Sulfate erfolgte durch den Vergleich mit Referenzsubstanzen
(vgl. 3.1.1). G, Glucuronid; S, Sulfat

Die HPLC-UV Analyse unter gleichen Bedingungen wie fiir die Inkubationen mit Rat-
tenlebercytosol (d.h. mit TBAP als Reagenz zur lonenpaarbildung) ergab, dass AOH
und AME von den Caco-2 Zellen nur zu den 3- O-Sulfaten umgesetzt werden.

Die Glucuronidierung von AOH erfolgte in etwa gleichem Ausmafl an den Positionen
3 und 9, AME hingegen wurde bevorzugt zu AME-3- O-Glucuronid metabolisiert (Abb.
3.3). Durch Behandlung des Kulturmediums mit S-Glucuronidase bzw. Sulfatase ver-
schwanden entweder die Peaks der Glucuronide oder die der Sulfate. Nach Kombination
der beiden Enzyme konnte nur noch das jeweilige Aglykon detektiert werden.

Nach der Inkubation fiir 1h bzw. 3h waren qualitativ die gleichen Konjugate zu
beobachten (Tab. 3.1). Die Konzentration der Aglyka im Medium sank dabei zeitab-

hangig, wahrend die der Glucuronide und Sulfate zunahm.

29



Kapitel 3. Ergebnis und Diskussion

Tab. 3.1: Gehalte der Aglyka sowie der konjugierten Metaboliten in Medium und Zelllysat
von Caco-2 Zellen nach Inkubation mit 20 pM AOH bzw. AME fir 1h, 2h und 3h. Die Werte
entsprechen nmol Substanz und sind dargestellt als Mittelwert, + Standardabweichungen (SA)
aus je vier (Medium) bzw. £ halbe Schwankungsbreiten aus je zwei (Zelllysat) unabhéngigen
Experimenten. nd, nicht detektierbar

Medium nach Zelllysat nach
Substanz 1h 2h 3h 1h 2h 3h
AOH 6,8+1,9 2,9+0,8 1,1+0,6 87+2,1 52+1,5 1,9+1,2

AOHG® 52419 11,9+1,0 17,14+1,7 0,3+0 0,3+£0,1 0,4+0,2
AOHS" 3,14+1,3 59+26 82+35 05+01 0,5+03 0,5+0,3
AME 9,84+0,9 49+1,1 23+0,3 61+08 6,0+0,9 2,9+0,8
AME G¢ 3,44+0,5 7,3+0,8 123+1,7 0,4+0,1 0,3+0,3 0,3+0,1
AME S nd 1,3+£0,9 25+1,7 0,5+02 0,2+0,2 0,9+1,2

¢Summe AOH-3- O-Glucuronid und AOH-9- O-Glucuronid
b3- O-Sulfat
cSumme AME-3-O-Glucuronid und AME-7-O-Glucuronid

AOH schien etwas schneller aufgenommen und auch rascher konjugiert zu werden. Dies
zeigt sich darin, dass die intrazellulire AOH-Konzentration im Vergleich zu AME nach
1 h deutlich héher war und im Zeitverlauf schneller abnahm. Im Medium waren des Wei-
teren zu jedem Zeitpunkt grofsere Stoffmengen der AOH-Konjugate nachweisbar. Im
Zelllysat konnten insgesamt nur sehr geringe Mengen der Konjugate detektiert werden.
Dies deutet auf einen effektiven und schnellen Transport der konjugierten Metaboliten

aus den Zellen hin.

3.1.3 AOH und AME im Caco-2 Millicell System

Caco-2 Zellen wurden in 24-Well Millicell® Platten nach 21-tdgiger Differenzierung
von der apikalen Seite mit 10-40 pM AOH bzw. AME inkubiert und die Konzentration
der Muttersubstanzen sowie der Konjugate im basolateralen Kompartiment nach 0, 5-
3h mittels LC-DAD-MS bestimmt. Die Uberpriifung der Integritéit jedes Monolayers
erfolgte durch einstiindige Nachinkubation mit LY (vgl. 5.9.2).

In Abb. 3.4 ist der Zeitverlauf der Konzentrationen von AOH (obere Graphen) bzw.
AME (untere Graphen) und den jeweiligen Konjugaten dargestellt.
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Kapitel 3. Ergebnis und Diskussion

Fiir AOH war eine zeitabhéngige Zunahme des Aglykons und der Konjugate im ba-
solateralen Kompartiment zu beobachten. Bei Konzentrationen > 20 M entstanden
dabei etwa gleiche Mengen der beiden Glucuronide. Die Bildung des AOH-3- O-Sulfats
schien verzogert; es konnte erst nach 1,5h in geringen Mengen detektiert werden. Nach
Inkubation mit 10 pM AOH wurde das 3- O-Glucuronid bevorzugt gebildet, wihrend

AOH-3-O-Sulfat erst nach 2h in Spuren nachzuweisen war.

Mit steigender Inkubationskonzentration nahm auch die Menge des in das basolate-
rale Kompartiment abgegebenen Aglykons zu, wobei im Zeitverlauf jeweils ein Plateau
erreicht wurde (Abb. 3.4). Dies ist als Indiz dafiir zu werten, dass AOH hauptséch-
lich entlang seines Konzentrationsgradienten in das basolaterale Kompartiment ge-
langt. Demnach kénnten passive oder erleichterte Diffusion einen wichtigen Beitrag
zum Durchtritt von AOH durch den Caco-2 Monolayer leisten. Auf Grund des feh-
lenden Durchflusses entspricht das Millicell® zwar nicht der realen Situation, wie be-
reits erwahnt beschreiben verschiedene Studien jedoch eine gute Korrelation zwischen
Caco-2 Transwell-Modellen und in vivo-Daten zur intestinalen Resorption zahlreicher
Verbindungen (Artursson und Karlsson, 1991; Yee, 1997).

Bei der Inkubation der Caco-2 Zellen mit AME war als Hauptmetabolit AME-3-
O-Glucuronid auszumachen; daneben konnten Spuren des 7- O-Glucuronids und des
3-O-Sulfats detektiert werden.Im Gegensatz zu AOH erreichte AME das basolatera-
le Kompartiment nicht in Form des Aglykons (Abb. 3.4). Denkbar wére, dass AME
auf Grund seiner hoheren Lipophilie bevorzugt in den Membranen, beispielsweise des
Endoplasmatischen Retikulums, lokalisiert ist und demnach die tatséachliche intrazellu-
lare freie AME-Konzentration niedrig ist. Durch den schwach ausgepragte Konzentra-
tionsgradient zwischen Innen- und Aufsenseite der basolateralen Zellmembran wére das
Ausmafs der passiven und/oder erleichterten Diffusion demnach stark vermindert. Um
diese Aussage zu belegen, miisste zunédchst eine verstéarkte Lokalisation von AME in
den Membranen beispielsweise durch eine Zellfraktionierung mit anschlieffender Quan-

tifizierung von AME (und AOH) in den einzelnen Fraktionen gezeigt werden.

Die Verteilung der Aklyka und der Konjugate in beiden Kompartimenten nach drei-
stiindiger Inkubation ist in Abb. 3.5 dargestellt. Fiir AOH zeigte sich dabei, dass unab-
héngig von der eingesetzten Konzentration 23-26% der apikal applizierten Substanz das
basolaterale Kompartiment in Form des Aglykons und der bereits beschriebenen Kon-

jugate erreichten. Im Gegensatz dazu gelangten insgesamt nur 3-7% des applizierten
AMEs, fast ausschlieflich als AME-3-O-Glucuronid, auf die basolaterale Seite.
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3.1. In wvitro-Resorption von AOH und AME: Das Caco-2 Millicell System

Interessanterweise wurden die Konjugate von AOH und AME auch zur apikalen Sei-
te hin abgegeben. Nach dreistiindiger Inkubation konnten etwa gleiche Mengen der
beiden Glucuronide, aber hauptsédchlich AOH-3-O-Sulfat, im apikalen Kompartiment
nachgewiesen werden (Abb. 3.5). Insgesamt ist zu erkennen, dass die Glucuronide von
AOH zu etwa gleichen Teilen auf beiden Seiten vorliegen, wihrend AOH-3-O-Sulfat
préferenziell in das apikale Kompartiment transportiert wird (Abb. 3.4 und 3.5).

Wiéhrend basolateral fast ausschlieklich AME-3-O-Glucuronid nachzuweisen war,
konnten im apikalen Kompartiment nach dreistiindiger Inkubation auch betrachtli-
che Mengen des 7-O-Glucuronids detektiert werden. Bei einer Anfangskonzentration
von > 20 pM wurde zudem AME-3-0O-Sulfat in das apikale Kompartiment abgegeben
(Abb. 3.5). AME-3- O-Glucuronid wird demnach bevorzugt, AME-7- O-Glucuronid und
AME-3- O-Sulfat hingegen ausschlieflich zur luminalen Seite hin abgegeben (Abb. 3.4
und 3.5).
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Abb. 3.5: Apikale und basolaterale Konzentrationen der Agklyka und der Konjugate nach
dreistiindiger apikaler Inkubation mit 10-40 uM AOH (oben) bzw. AME (unten). Dargestellt
sind die Mittelwerte und SA aus je drei unabhéngigen Experimenten.
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Kapitel 3. Ergebnis und Diskussion

Der préferenzielle Transport einiger Konjugate in das apikale Kompartiment, welcher
insbesondere fiir die AME-Konjugate zu beobachten war, kénnte durch Efflux-Proteine
wie MRP-2 oder P-gp vermittelt werden. Eine Beteiligung dieser Carrier ist dadurch
zu erkennen, dass der Transport von basolateral nach apikal stirker ausgeprigt ist als
in die andere Richtung. Beispielsweise wird das Mykotoxin Ochratoxin A im Caco-2
Zellmodell bevorzugt von basolateral nach apikal transportiert, wobei die Beteiligung
von MRP-2 durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren nachgewiesen werden konnte
(Berger et al., 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden basolaterale Inkubationen mit 20 pM
AOH bzw. AME durchgefithrt. Der Vergleich der Konzentrationen in beiden Kom-
partimenten nach dreistiindiger apikaler bzw. basolateraler Inkubation ist in Abb. 3.6

dargestellt.
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Abb. 3.6: Apikale und basolaterale Konzentrationen der Agklyka und der Konjugate nach
dreistiindiger Inkubation mit 20 pM AOH (oben) bzw. AME (unten). Die Inkubation erfolgte
entweder von der apikalen oder von der basolateralen Seite. Dargestellt sind die Mittelwerte
und SA aus je drei unabhéngigen Experimenten.
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3.1. In vitro-Resorption von AOH und AME: Das Caco-2 Millicell System

Es ist zu erkennen, dass beide Toxine von der basolateralen Seite deutlich langsamer
aufgenommen werden. So ist beispielsweise die Konzentration der Muttersubstanzen
im Donor-Kompartiment verglichen mit der apikalen Inkubation etwa um das 7-fache
hoher. Dies kénnte darauf hindeuten, dass aktive Transporter in der apikalen Mem-
bran an der Aufnahme von AOH beteiligt sind. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die

geringere Oberfliche der basolateralen Membran die Aufnahme limitiert.

AOH-3-O-Sulfat wurde, unabhéngig von welcher Seite die Inkubation erfolgte, be-
vorzugt in das apikale Kompartiment transportiert (Abb. 3.6). Zudem waren die Kon-
zentrationen der apikal detektierten Konjugate unabhéangig vom Donor-Kompartiment.
Der Transport der Muttersubstanz schien von basolateral nach apikal hoher zu sein als

umgekehrt, ein ausgeprigter Efflux von AOH war jedoch nicht zu beobachten.

Bei der Inkubation mit AME zeigte sich interessanterweise, dass der Grofteil der
Konjugate in das jeweilige Donor-Kompartiment abgegeben wurde (Abb. 3.6). Dies
war insbesondere fiir AME-3-O-Sulfat der Fall. AME gelangte nach basolateraler In-
kubation nicht in unkonjugierter Form in das apikale Kompartiment. Demnach ist eine
Beteiligung von Efflux-Proteinen im Caco-2 Modell fiir AME und seine Konjugate wei-

testgehend auszuschliefsen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass AOH im Vergleich zu AME deutlich schnel-
ler in die Zellen aufgenommen und dort in groferem Ausmak konjugiert wird. Die

Barrierefunktion der Efflux-Proteine scheint fiir beide Toxine nicht relevant zu sein.

3.1.4 Permeabilitatskoeffizienten von AOH und AME

Der scheinbare Permeabilitatskoeffizient (P,,;,) gibt die Stoffmenge einer Substanz an,
die pro Zeit- und Flacheneinheit bei apikaler Inkubation in das basolaterale Komparti-
ment gelangt, und ist demnach ein Mafs fiir die Resorption einer Substanz (Artursson
und Karlsson, 1991). Die Herleitung der Formel zur Berechnung des Permeabilitéts-
koeffizienten ist in Abschnitt 5.9.3 zu finden.

Zur Bestimmung der P,,,-Werte wurden Caco-2 Monolayer im 24-Well Millicell®
System mit 20 pM AOH bzw. AME von der apikalen Seite fiir 1-6 h inkubiert und die
Konzentrationen der Muttersubstanzen und der Konjugate im basolateralen Komparti-
ment bestimmt. Die ermittelten Werte waren vergleichbar zu den im vorangegangenen
Abschnitt beschriebenen, zusétzlich konnte jedoch AME-3-O-Sulfat nachgewiesen wer-
den (Tab. 3.2).
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Kapitel 3. Ergebnis und Diskussion

Die Berechnung der P,,,,-Werte nach Inkubationszeiten von 1-6 h erfolgte sowohl fiir das
Aglykon alleine als auch fiir die Summe aus Aglykon und Konjugaten. Fiir AOH waren
beide P,,,-Werte nach einer Stunde am hochsten und es konnte eine zeitabhangige
Abnahme beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass AOH schnell aufgenommen
und konjugiert wird und sowohl in Form des Aglykons als auch konjugiert durch die

basolaterale Membran permeieren kann.

Tab. 3.2: Konzentrationen im basolateralen Kompartiment und P,p,-Werte, ermittelt nach
apikaler Inkubation mit 20 pM AOH bzw. AME fiir 1-6 h. Die Werte sind Mittelwerte & SA
aus je drei unabhéngigen Experimenten. ,Gesamt® entspricht der Summe aus Aglykon und
allen konjugierten Metaboliten. nd, nicht detektierbar

Basolaterale Konzentration (1M) Papp (cm-s~*-107°)
Unkonjugiert Gesamt Unkonjugiert Gesamt
AOH 1h 0,5+0,2 2,2 40,4 81426 34,9+56
2h  0,8£0,3 3,3+0,8 6,4 +2,8 26,4+6,4
3h  0,5£0,7 3,4+0,9 2,8+3,6 18,0£4,8
6h 0,4£0,3 3,6 £0,7 1,0 £ 0,7 9,6 £ 1,8
AME 1h nd 0,6 £0,3 0 10,3 £ 4,9
2h nd 1,2+ 0,5 0 9,5+ 4,3
3h nd 2,2+ 0,4 0 11,4 + 2,1
6h nd 4,5+ 1,0 0 11,9 £ 2,5

Die rasche Konjugation von AOH war bereits bei der Bestimmung der kinetischen Da-
ten zu beobachten, als nach 0,5h und 1h betréchtliche Mengen der beiden Glucuronide
auf der basolateralen Seite detektiert werden konnten (vgl. Abb. 3.4). Die P,,,-Werte,
die zwischen 1-10° und 35-10° liegen, lassen nach Yee (1997) eine gute und rasche in-
testinale Resorption erwarten (vgl. Tab. 1.2), wobei AOH das Pfortaderblut sowohl in

freier als auch in konjugierter Form erreicht.

Fiir AME weisen die niedrigen und zeitunabhéngigen P,,,-Werte (Tab. 3.2) gemein-
sam mit dem langsamen, beinahe linearen Anstieg des 3-O-Glucuronids im basolate-
ralen Kompartiment (vgl. Abb. 3.4) auf eine verzogerte Aufnahme und Konjugation
hin. Da keine unkonjugierte Substanz in das basolaterale Kompartiment gelangt, ist die
intestinale Resorption von AME vermutlich gering. Aus diesem Grund besitzen AOH
und AME vermutlich unterschiedliche Zielorgane. Wahrend AME vorwiegend lokal im
Gastrointestinaltrakt von Bedeutung sein diirfte, kann AOH im gesamten Organismus

verteilt werden und daher auch systemisch wirken.
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Allerdings ist bisher nicht bekannt, welche Konzentrationen bei der Exposition mit
AOH oder AME im Gastrointestinaltrakt, im Plasma und in den Geweben in vivo er-

reicht werden konnen.

3.2 Oxidativer Metabolismus der Alternaria-Toxine

Zur Untersuchung des oxidativen Metabolismus wurde neben AOH und AME auch
ALT und dessen Stereoisomer isoALT eingesetzt. AOH und AME besitzen je vier,
ALT und isoALT je zwei freie aromatische C-Atome, die potentielle Angriffspunkte fiir
CYP-Enzyme darstellen (Abb. 3.7).

4
H
10 ‘ 3€0° T
Y OH

ALT 6H iISOALT (:)H

Abb. 3.7: Strukturformeln von AOH, AME, ALT und isoALT. Die nummerierten Kohlenstoff-
atome markieren mogliche Positionen fiir CYP-katalysierte Hydroxylierung.

Die CYP-vermittelte Hydroxylierung der vier Verbindungen wurde kiirzlich anhand von
Inkubation mit Lebermikrosomen von Ratte, Schwein und Mensch untersucht (Pfeif-
fer et al., 2007b, 2009a). Durch Strukturaufklarung mittels GC-MS waren fiir AOH
und AME je vier, fiir ALT und isoALT je zwei aromatisch hydroxylierte Metaboliten
auszumachen. ALT und isoALT wurden zudem am aliphatischen C-4 oxidiert (Pfeiffer
et al., 2009a).

Die Metabolitenprofile variierten je nach Spezies und Substanz. AOH wurde mit Le-
bermikrosomen ménnlicher SD-Ratten hauptséchlich an Position 10 hydroxyliert, wéh-
rend dieser Metabolit nach Inkubation mit Lebermikrosomen von Schwein und Mensch
nur in geringen Mengen nachweisbar war (Pfeiffer et al., 2007b). Dort entstanden 2-

und 4-Hydroxy (HO) -AOH in anndhernd ausgeglichenem Verhéltnis.
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Kapitel 3. Ergebnis und Diskussion

AME wurde mit Ratten- und Schweinelebermikrosomen bevorzugt zu 8-HO-AME um-
gesetzt. Hauptmetabolit mit humanen Lebermikrosomen war hingegen 2-HO-AME
(Pfeiffer et al., 2007b). Die Hydroxylierung von ALT und isoALT erfolgte speziesunab-
héngig tiberwiegend an C-8. Daneben machten 4- und 10-HO-(iso)ALT jeweils weniger
als 15% der Gesamtmetabolitenmenge aus (Pfeiffer et al., 2009a)

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welche humanen CYP-Isoformen
an der Hydroxylierung von AOH, AME, ALT und isoALT beteiligt sind. Dazu wurde
eine Reihe hepatischer und extrahepatischer Isoenzyme getestet, welche in Form von
Mikrosomen transfizierter Sf9-Insektenzellen (Supersomen®, vgl. 5.2.1.2) kiuflich zu

erwerben sind.

Die Konjugation von AOH und AME im zelluldren System ist bereits fiir HT29 Zel-
len beschrieben (Pfeiffer et al., 2007a) und konnte in dieser Arbeit fiir Caco-2 Zellen
gezeigt werden (vgl. 3.1.3). Da diese beiden Zelllinien keine CYP-Aktivitit aufweisen,
kann bisher keine Aussage dariiber gemacht werden, ob oxidativer Metabolismus von
AOH und AME im zelluldren System generell und speziell in Anwesenheit aktiver Pha-
se II-Enzyme stattfindet. Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit das in
vitro-Modell der Prézisionsgewebeschnitte herangezogen werden, welches die Aktivitét
von CYP- und Phase II-Enzymen vereint (Parrish et al., 1995). Ziel war es zu unter-
suchen, ob der oxidative Metabolismus von AOH und AME in diesem System trotz
aktiver UGT und SULT relevant ist.

3.2.1 Oxidation durch humane rekombinante CYP-Enzyme

Die verwendeten Supersomen® beinhalten die gingigsten hepatischen CYP-Isoformen
(1A2, 2A6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4 und 3A5) sowie extrahepatische Isoenzyme wie
CYP1A1l und 1B1, welche in der Lunge, der Speiserohre und in hormonabhéngigen
Geweben aktiv sind (Bieche et al., 2007). Zusétzlich wurden gepoolte humane Leber-
mikrosomen (HLM) aus den Lebern von 30 Spendern eingesetzt (vgl 5.2.1).

Substratkonzentration und Inkubationszeit fiir eine lineare Produktbildung ergaben
sich aus den beiliegenden Datenblédttern. Nach Ende der Inkubation wurden die Proben
extrahiert und mittels HPLC-DAD analysiert. Die Zuordnung der Metaboliten erfolg-
te durch Vergleich mit mikrosomalen Umsetzungen, die analog zu fritheren Arbeiten
durchgefiihrt wurden (Pfeiffer et al., 2007b, 2009a). Aus dem Gesamtumsatz zu den
hydroxylierten Metaboliten konnte die Aktivitét als pmol-(min-nmol CYP)~" berech-

net werden.
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3.2.1.1 Hydroxylierung von AOH und AME

In Abb. 3.8 sind exemplarisch die HPLC-Profile der Inkubation von CYP3A4 mit AOH
(links) bzw. AME (rechts) dargestellt.
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Abb. 3.8: HPLC-Profile der Inkubationen von CYP3A4-Supersomen® (0,25 nmol CYP) mit
50 M AOH (links) bzw. AME (rechts).

Mit Ausnahme von CYP2C8 und 3A5 waren alle getesteten humanen CYP-Isoformen
mehr oder weniger aktiv beziiglich der Hydroxylierung von AOH und AME. Das ex-
trahepatische CYP1A1 wies dabei mit Abstand die hochste Aktivitat auf (Tab. 3.3).
Unter den hepatischen Isoenzymen war CYP1A2 das Aktivste, gefolgt von CYP3AA4.

AOH wurde bevorzugt am C-Ring hydroxyliert, wobei 2-HO-AOH in der Regel ge-
geniiber 4-HO-AOH dominierte. Lediglich CYP2D6, 2E1 und 3A4 bildeten grofiere
Mengen 8-HO-AOH, und nur mit CYP3A4 konnte die Entstehung von 10-HO-AOH
beobachtet werden (Tab. 3.3).

Bei der Umsetzung mit HLM wurde erwartungsgeméft hauptséchlich 2-HO-AOH
gebildet, gefolgt von 4- und 8-HO-AOH. Dieses Muster ldsst sich sehr gut anhand
der durchschnittlichen CYP-Zusammensetzung in der humanen Leber erklaren. Neben
50% CYP2EL sind dort je 3-10% CYP1A2, 2A6, 2C8, 2C9 und 3A4 sowie je ca. 2%
CYP2B6, 2C19 und 2D6 enthalten (Bieche et al., 2007).
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Tab. 3.3: Aktivitaten der humanen CYP-Isoformen und der HLM beziiglich der Hydroxylierung von AOH (links) und
AME (rechts) sowie die prozentualen Metabolitenverteilungen. Die Werte der Gesamtaktivitdten sind Mittelwerte £+ halbe
Schwankungsbreiten aus je zwei unabhéngigen Experimenten. Die Inkubationen mit CYP2E1 und 3A5 wurden nur einmal
durchgefiihrt. nd, nicht detektierbar

CYP Gesamtaktivitdt® Metabolitenverteilung AOH (%) Gesamtaktivitdit Metabolitenverteilung AME (%)

fiir AOH 2-HO 4-HO 8-HO 10-HO fiir AME 2-HO 4-HO 8-HO 10-HO
1A1 4566 + 243 80 20 nd nd 13937 + 576 59 24 14 3
1A2 2493 + 289 69 22 9 nd 3086 + 114 70 28 2 nd
1B1 175 £ 14 50 50 nd nd 2606 + 62 89 9 2 nd
2A6 113 + 25 90 10 nd nd 109 + 4 71 7 22 nd
2B6 41 + 27 100 nd nd nd 434 + 34 17 68 15 nd
2C8 < 6° nd nd nd nd <6 nd nd nd nd
2C9 722 + 124 85 15 nd nd 102 £ 7 57 24 19 nd
2C19 855 + 16 92 2 6 nd 3090 + 87 78 2 20 nd
2D6 221 £ 20 31 38 31 nd 408 + 24 56 28 16 nd
2F1 283 46 14 40 nd 162 80 nd 20 nd
3A4 599 + 109 27 32 24 17 4006 + 101 14 15 68 3
3A5 <6 nd nd nd nd 350 19 25 49 7
HLM 375 £ 7 7 17 6 nd 977 + 65 27 18 55 nd

“entspricht der Summe aller gebildeten Metaboliten als pmol-(min-nmol CYP)™!
®Detektionsgrenze, basierend auf der Nachweisbarkeit eines Metaboliten mittels HPLC-DAD

40



3.2. Oxidativer Metabolismus der Alternaria-Toxine

2- und 4-HO-AOH entstehen daher hauptséichlich durch die Aktivitdt von CYP1A2
mit einem gewissen Beitrag der Isoformen 2A6, 2B6 und 2C9. 8-HO-AOH hingegen
wird vor allem durch CYP2E1, 3A4 und 2D6 gebildet, welche eher geringe Aktivitét
fiir die Hydroxylierung von AOH aufweisen (Tab. 3.3).

Die mit Abstand hoéchste Aktivitat bei der Hydroxylierung von AME konnte analog
zu AOH fiir CYP1A1 beobachtet werden, gefolgt von CYP3A4, 2C19, 1A2 und 1B1
(Tab. 3.3). Insgesamt war AME fiir fast alle Isoformen ein deutlich besseres Substrat
als AOH. Die Hydroxylierung erfolgte ebenfalls hauptséchlich am C-Ring, wobei 2-HO-
AME der dominierende Metabolit war (Tab. 3.3). CYP3A4 hingegen bildete als einzige
Isoform hauptsédchlich 8-HO-AME. Zusétzlich zu den hydroxylierten Metaboliten ent-
standen analog zu Pfeiffer et al. (2007b) durch oxidative Demethylierung von AME
geringe Mengen AOH.

Bei der Inkubation von HLM mit AME wurde hauptsédchlich 8-HO-AME gebil-
det (Tab. 3.3). Dies ist durch die hohe CYP3A4-Aktivitdt und die Abwesenheit von
CYP1A1 zu erklidren. Frithere Befunde, in denen 2-HO-AME der dominierende Meta-
bolit mit HLM war (Pfeiffer et al., 2007b), sind vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass

die dort verwendeten Mikrosomen aus der Leber eines einzelnen Spenders stammten.

Vergleich der CYP-Aktivititen

Die Betrachtung der Gesamtaktivitdten erlaubt gewisse Aussagen iiber eine mogliche
organspezifische Metabolisierung von AOH und AME. In Abb. 3.9 sind die Aktivitéaten

aller getesteten CYP-Isoenzyme fiir die vier Alternaria-Toxine zusammengefasst.

Die mit Abstand hochste Aktivitét fiir die Hydroxylierung von AOH und AME wies
CYP1A1l auf. Eine wichtige Voraussetzung fiir CYP1A1-Substrate ist deren planare
Molekiilstruktur (Lewis et al., 1994). Dies ist sowohl fiir AOH als auch fiir AME gege-
ben. CYP1A1 stellt ein ausschlieflich extrahepatisches Isoenzym dar, welches haupt-
sachlich in Lunge, Speiserchre, Brust, Uterus und Prostata exprimiert wird (Bieche
et al., 2007). Da Alternaria-Toxine entweder durch die Inhalation der Atemluft in von
Schimmel befallenen Rdumen oder durch den Verzehr von mit Alternaria kontaminier-
ten Lebensmitteln aufgenommen werden konnen, ist die Exposition von Lungen- und
Speiserohrenepithel mit AOH und AME wahrscheinlich und die Hydroxylierung der

Toxine in diesen Geweben denkbar.
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Abb. 3.9: Aktivitdten humaner rekombinanter CYP-Isoenzyme fiir die Hydroxylierung von
AOH, AME, ALT und isoALT. Die Werte entsprechen pmol-(min-nmol CYP)™! und sind
Mittelwerte und halbe Schwankungsbreiten aus je zwei unabhéngigen Experimenten bzw. die
Werte eines Versuchs fiir CYP2E1 und 3A5.

Auch Brust, Uterus oder Prostata konnten auf Grund der Aktivitat von CYP1A1 und
1B1 potentielle Zielgewebe fiir die Hydroxylierung von AOH und insbesondere von
AME sein. Da AME vermutlich schlecht resorbiert wird (vgl. 3.1.4), ist der oxidative
Metabolismus jedoch eher in den direkt exponierten Geweben wie Lunge, Speiserchre
und Darm zu erwarten. Im Diinndarm exprimierte Isoformen wie CYP1A2, 3A4 und
2C19 (Bieche et al., 2007) wiesen ebenfalls hohe Aktivitat fiir AME und teilweise auch
fir AOH auf (Abb. 3.9).

Epidemiologische Daten deuten auf eine Beteiligung von Alternaria-Toxinen an der
Entstehung von Speiserdhrenkrebs in bestimmten Regionen Chinas hin (Liu et al.,
1992). Denkbar wire, dass die Bildung hydroxylierter Metaboliten von AOH und AME
auf Grund der CYP1A1- und 1A2-Aktivitdt des Esophagusepithels (Bieche et al., 2007)
dabei eine Rolle spielt. Uber den Einfluss des oxidativen Metabolismus auf die Toxizi-

tat der Alternaria-Toxine ist bisher jedoch nichts bekannt.
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3.2.1.2 Hydroxylierung von ALT und isoALT

Wihrend 8 der 14 getesteten CYP-Enzyme keine Aktivitat gegeniiber ALT zeigten,
wurde isoALT lediglich von CYP1B1, 2A6 und 3A4 nicht umgesetzt (Tab. 3.4). Die
aktivste Isoform war bei beiden Toxinen CYP2C19, gefolgt von 2C9, 2D6 und 1A1,
wobei die Aktivitdten fiir isoALT jeweils etwas hoher lagen als fiir ALT.

ALT und isoALT wurden fast ausschliefslich an Position 8 hydroxyliert. Einige der
hepatischen Isoenzyme, darunter CYP1A2, 2B6, 2C8 und 2E1, bildeten auferdem 10-
HO-(iso)ALT. Dennoch konnte dieser Metabolit weder fiir isoALT noch fiir ALT nach
der Inkubation mit HLM nachgewiesen werden (Tab. 3.4).

Vergleich der CYP-Aktivitidten

Bei Betrachtung der Gesamtaktivititen wird deutlich, dass der oxidative Metabolis-
mus von ALT und isoALT hauptséchlich fiir den Diinndarm relevant sein diirfte. Dort
sind die humanen Isoformen CYP2C19, 2C9 und 2D6 stark exprimiert (Bieche et al.,
2007), welche die hochsten Aktivitdten bei der Hydroxylierung von ALT und isoALT
aufweisen (Abb. 3.9). Auch in den Ovarien ist CYP2C19 das dominierende Isoenzym
(Bieche et al., 2007). Es ist jedoch bisher nicht untersucht, ob und in welchem Ausmafs
die intestinale Resorption und damit auch die Verteilung von ALT und isoALT im

Organismus zu erwarten ist.
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Tab. 3.4: Aktivitdten der humanen CYP-Isoformen und der HLM beziiglich der Hydroxylierung von ALT (links) und isoALT
(rechts) sowie die prozentualen Metabolitenverteilungen. Die Werte der Gesamtaktivitdten sind Mittelwerte + halbe Schwan-
kungsbreiten aus je zwei unabhéngigen Experimenten. Die Inkubationen mit CYP2E1 und 3A5 wurden nur einmal durchge-
fiihrt. nd, nicht detektierbar

CYP Gesamtaktivitdt® Metabolitenverteilung ALT (%) Gesamtaktivitdt Metabolitenverteilung isoALT (%)

fir ALT 4-HO 8-HO 10-HO flir isoALT 4-HO 8-HO 10-HO

1A1 1087 + 31 nd 100 nd 1813 4+ 494 nd 100 nd
1A2 < 10° nd nd nd 638 + 73 nd 59 41
1B1 < 10 nd nd nd <10 nd nd nd
2A6 < 10 nd nd nd < 10 nd nd nd
2B6 <10 nd nd nd 133 £+ 33 nd 89 11
2C8 <10 nd nd nd 129 £ 9 nd 73 27
2C9 1024 + 27 nd 100 nd 12543 + 2330 nd 100 nd
2C19 15011 £ 357 16 84 nd 20286 + 455 nd 99 1

2D6 2746 + 21 nd 98 2 4628 + 88 nd 99 1

2E1 < 10 nd nd nd 101 nd nd 100
3A4 < 10 nd nd nd < 10 nd nd nd
3A5 < 10 nd nd nd 128 nd 7 23
HLM 238 4+ 58 nd 100 nd 1239 + 30 nd 100 nd

®entspricht der Summe der gebildeten Metaboliten als pmol-(min-nmol CYP)™*
®Detektionsgrenze, basierend auf der Nachweisbarkeit eines Metaboliten mittels HPLC
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3.2.2 Metabolismus in Prazisionsgewebeschnitten der Ratten-

leber

Der erste Schritt bei der Untersuchung des Metabolismus einer Substanz ist die Be-
trachtung der isolierten Reaktionen mit Hilfe von Zellfraktionen wie Lebermikrosomen
oder rekombinanten Enzymen. Dabei konnen die Strukturen der entstehenden Metabo-
liten aufgekldrt und die beteiligten Isoenzyme identifiziert werden. Anschliefend sollte
eine Annéherung an die in vivo-Situation erfolgen. Die Verwendung von permanenten
und priméren Zellen offenbart dabei verschiedene Nachteile. So verfiigen diese je nach
Zelltyp iiber unterschiedliche metabolische Féhigkeiten. Aufserdem nimmt die CYP-
Aktivitat in Kultur sehr schnell ab, sodass insbesondere permanente Zelllinien in der

Regel keine aktiven CYP-Enzyme exprimieren (Rodriguez-Antona et al., 2002).

Aus diesem Grund haben sich in den vergangenen 20 Jahren Prézisionsgewebeschnit-
te als ein in vitro-Modell fiir Metabolismusstudien unter in vivo-adhnlichen Bedingungen
etabliert. Die Vorteile gegeniiber permanenten und priméren Zellen liegen in der Auf-
rechterhaltung der Gewebearchitektur, wodurch Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte
erhalten bleiben. Des Weiteren sind alle am Metabolismus beteiligten Enzyme aktiv
und Transportprozesse funktional (de Kanter et al., 2002; Vickers und Fisher, 2004;
Ekins, 1996).

Ziel der durchgefiihrten Versuche war es herauszufinden, ob der oxidative Metabo-
lismus von AOH und AME in einer in vivo-dhnlichen Situation trotz aktiver Phase
[I-Enzyme relevant ist. Dazu wurden Préazisionsgewebeschnitte aus den Lebern ménn-
licher SD-Ratten hergestellt und mit AOH bzw. AME inkubiert. Anschliefend wurde
das Kulturmedium mittels LC-DAD-MS auf die Anwesenheit oxidativer Metaboliten

untersucht.

Nicht nur die Muttersubstanzen, auch die gebildeten hydroxylierten Metaboliten kon-
nen durch Phase II-Enzyme wie UGT und SULT konjugiert werden. Da es sich bei den
hydroxylierten Metaboliten mit Ausnahme von 10-HO-AME um Catechole handelt, ist
des Weiteren die Methylierung durch Catechol-O-Methyltransferasen (COMT) mog-
lich. Fiir einige Metaboliten wie z.B. 4-HO-AME konnte dies in fritheren Versuchen be-
reits gezeigt werden (Pfeiffer et al., 2007b). Da jedoch zur Analyse der Gewebeschnitte
die Kenntnis aller moglicher Methylierungsprodukte (MP) nétig ist, mussten zunéchst

Referenzsubstanzen der relevanten Metaboliten generiert und identifiziert werden.

Ein Grofiteil der in diesem Kapitel beschriebenen Versuche wurde kiirzlich publiziert
(Burkhardt et al., 2011).
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3.2.2.1 Generierung von Referenzsubstanzen

In Abb. 3.10 ist die Methylierung am Beispiel von 2-HO-AOH schematisch dargestellt.
Da die Ubertragung der Methylgruppe prinzipiell auf beide Hydroxygruppen erfolgen
kann, ist fiir jedes Catechol die Entstehung von zwei MP moglich. 8-HO-AOH, welches
eine Pyrogallolstruktur (drei vicinale Hydroxygruppen an einem Aromaten) besitzt,

kann theoretisch sogar an drei Positionen methyliert werden.

OH O OH O OH O

o o o
oI ®
HO ‘ \ A/ HoO ‘ . HO ‘
on COMT OH OCH;

OH OCHs OH

Abb. 3.10: COMT-katalysierte Methylierung von Catecholen am Beispiel von 2-HO-AOH.
SAH, S-Adenosyl-L-homocystein; SAM, S-Adenosyl-L-methionin

Referenzsubstanzen der MP wurden durch Inkubation der isolierten Catechole mit
Rattenlebercytosol in Anwesenheit des Cofaktors S-Adenosyl-L-methionin (SAM) ge-
neriert. Die LC-DAD-MS Analyse ergab je ein oder zwei neue Peaks, die nicht in
den Kontrollinkubationen ohne SAM zu sehen waren. Die UV-Spektren der gebildeten
Produkte dhnelten denen der hydroxylierten Metaboliten, auferdem konnten bei der
massenspektrometrischen Analyse im negativen ESI Modus [M-H]-Ionen der jeweiligen
MP (m/z 287 fir AOH bzw. m/z 301 fir AME) beobachtet werden.

Eine Zusammenfassung der ESI MS"-Daten der hydroxylierten Metaboliten und der
MP ist im Anhang zu finden. Die Massenspektren der hydroxylierten AOH-Metaboliten
wiesen [M-HJ-Tonen mit nahezu 100% Intensitdt auf, unterschieden sich jedoch hin-
sichtlich ihrer MS® Tochterionenspektren. Die zugehorigen MP zeigten ebenso wie die
hydroxylierten AME-Metaboliten auf MS*-Ebene (m/z 287) nur ein Fragmention mit
m/z 272, welches dem [M-15]-Ion und damit dem Verlust der Methylgruppe entspricht.
Sie waren jedoch durch MS*-Analyse (m/z 287>272) unterscheidbar (vgl. A.1). Die
MP der hydroxylierten AME-Metaboliten hingegen zeigten lediglich den Verlust einer
Methylgruppe auf MS*-Ebene (m/z 301) sowie einer weiteren Methylgruppe bei MS?*-
Analyse (m/z 301>286) und waren daher auch auf dieser Ebene nicht unterscheidbar
(vel. A1),
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Aussagen iiber die Lokalisation der eingefithrten Methylgruppen waren allein anhand
der MS”-Daten nicht méglich. Retentionszeiten, chromatographische Eigenschaften so-
wie der Vergleich mit Referenzsubstanzen erlaubten jedoch eine tentative Zuordnung
fiir einige MP, welche im Folgenden naher erlautert wird und in Tab. 3.5 zusammen-

gefasst ist.

Tab. 3.5: Methylierung der oxidativen Metaboliten von AOH und AME: Chromatographische
Eigenschaften, Bildungsverhéltnisse der MP und Position der eingefiihrten Methylgruppe. RT,
Retentionszeit

Oxidativer RT (min) MP RT (min)  Position der ~ Verhéltnis®
Metabolit LC GC? LC GC Methylgruppe MP-1/MP-2
2.HO-AOH 11,8 27,2 MP-1 13,1 25,3 C-2oder C-3¢ 6:1
MP-2 14,2 27,0
AHO-AOH 10,5 23,7 MP-1 12,1 23,6 C-3oder C-4 1:12
MP-2 12,6 24,3
8-HO-AOH 9,5 25,0 MP 12,7 24,7 (C-8¢
10-HO-AOH 11,3 21,4 MP 13,9 21,2 C-9¢
9.HO-AME 16,8 27,5 MP-1 20,3 25,4 C-2oder C-3 1:1
MP-2 21,8 27,3

4-HO-AME 14,9 23,6 MP-1 18,8 23,6 C-3/ 1:7
MP-2 19,8 24,3 C-4
8-HO-AME 11,2 26,0 MP-1 9,5 26,5 C-79 1:5

MP-2 16,7 25,6 C-8
10-HO-AME" 13,9 21,2

?der Peakflachen (UV-Absorption bei 254 nm)

*Trimethylsilyl-Derivate

¢*MP mittels GC-MS? Analyse nicht unterscheidbar

dtentative Zuordnung nach dem Ausschlussprinzip

¢identische LC Retentionszeit und LC-MS2-Daten mit 10-HO-AME

fidentische Retentionszeiten und MS2-Daten (LC-MS und GC-MS) mit Graphislacton A
9hohere Polaritédt als 8-HO-AME deutet auf Methylierung an C-7 hin

"keine Reaktion mit COMT

Das einzige MP von 8-HO-AOH kann die Methylgruppe an Position 7, 8 oder 9 tragen.
Die Methylierung an C-7 hétte den Verlust der Wasserstoftfbriickenbindung mit der
Carbonylgruppe an C-6 zur Folge und wiirde in einer Erhohung der Polaritat resultie-
ren. Dies konnte bereits bei AME-7-O-Glucuronid (Pfeiffer et al., 2009b) sowie bei den
7-O-Sulfaten von AOH und AME (vgl. 3.1.1) beobachtet werden.
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Durch Methylierung von 8-HO-AOH an C-9 entstiinde 8-HO-AME, sodass Retenti-
onszeit und Massenspektren mit dieser Verbindung identisch sein miissten. Da beides

nicht der Fall war, ist die eingefithrte Methylgruppe héchstwahrscheinlich an Position
8 lokalisiert.

10-HO-AOH kann entweder an C-9 oder an C-10 methyliert werden. Da das einzi-
ge detektierbare MP in Retentionszeit und MS*-Spektrum mit 10-HO-AME iiberein-
stimmte, befindet sich die eingefiihrte Methylgruppe an Position 9.

4-HO-AME wurde zu zwei MP umgesetzt, die an Position 3 bzw. 4 methyliert sind.
MP-1 coeluierte mit der synthetischen Substanz Graphislacton A (3-O-Methyl-4-HO-
AME) und ist somit an Position 3 methyliert. MP-2 entspricht folglich 4-Methoxy-
AME.

Die beiden MP von 8-HO-AME tragen die Methylgruppe an Position 7 bzw. 8. Da
MP-1 eine deutlich hohere Polaritat aufwies, ist anzunehmen, dass es sich hierbei um
das an C-7 methylierte Produkt handelt. MP-2 entspricht somit 8-Methoxy-AME.

In Abb. 3.11 sind die LC-DAD-MS Profile von Mischungen der hydroxylierten Meta-
boliten und der jeweiligen MP von AOH (A und B) bzw. AME (C und D) dargestellt.

10-HO c 8-HO
10-HO
2-HO
\4-HO
s
®
)
< 2-HO MP-1 8-HO MP-2
£ |B D
BHOMP Il 10-Ho MP 8-HO MP-1
4-HO \ / 2-HO J
MP-1 \ 7 MP-2
T T 1 T T T 1
5 10 15 20 5 10 15 20 25
Retentionszeit (min) Retentionszeit (min)

Abb. 3.11: LC-DAD-MS Profile der hydroxylierten Metaboliten von AOH (A) und AME (C)
sowie der jeweiligen MP von HO-AOH (B) und HO-AME (D). MS™ Modi: HO-AOH, MS? auf
m/z 273; MP von HO-AOH, MS? auf m/z 287>272; HO-AME, MS® auf m/z 287>272; MP
von HO-AME, MS? auf m/z 301>286

Die Retentionszeiten der entwickelten Methode erlaubten gemeinsam mit den Massen-
spektren auf unterschiedlichen MS"-Ebenen die simultane Analyse aller zu erwartenden
hydroxylierten Metaboliten und MP von AOH bzw. AME. Daher konnte die Metho-
de zum Nachweis der Metaboliten im Inkubationsmedium von Rattenleberschnitten

verwendet werden.
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3.2.2.2 Metabolismus von AOH und AME

Die aus den frisch entnommenen Lebern méannlicher SD-Ratten préaparierten Schnitte
wurden mit 50 pM AOH bzw. AME fiir 24 h inkubiert, wobei je Substanz und Kon-
zentration eine Dreifachbestimmung mit Schnitten aus der Leber eines Versuchstiers
erfolgte. Das Kulturmedium wurde nach Inkubationsende mit 0, 1% Ascorbinsiure ver-

setzt, schockgefroren und bis zur Analyse bei —80°C gelagert (vgl. 5.3).

Zur Bestimmung der unkonjugierten Metaboliten wurde ein Aliquot des Inkubations-
mediums direkt mit Ethylacetat extrahiert. Nach Behandlung eines weiteren Aliquots
mit [S-Glucuronidase und Sulfatase und anschliefsender Extraktion ergab sich die Sum-
me aus freien, glucuronidierten und sulfatierten Metaboliten. Durch Subtraktion dieser

beiden Werte konnte der Anteil der konjugierten Metaboliten berechnet werden.

In Tab. 3.6 sind die Gehalte der hydroxylierten Metaboliten und MP aufgelistet, die
nach 24-stiindiger Inkubation im Medium nachweisbar waren. Es zeigte sich dabei, dass
86% (AOH) bzw. 74% (AME) der Metaboliten konjugiert vorlagen.

AOH wurde hauptséchlich an C-2 und AME an C-8 hydroxyliert. Letzteres spiegelt
das bei mikrosomalen Umsetzungen beobachtete Metabolitenverhéltnis wieder (Pfeiffer
et al., 2007b). Fiir AOH hingegen wurde durch Einsatz von Lebermikrosomen ménn-
licher SD-Ratten 10-HO-AOH als der dominierende Metabolit identifiziert, welcher
jedoch nach Inkubation der Gewebeschnitte nicht nachgewiesen werden konnte (Tab.
3.6). Auf Grund der chemischen Struktur, die sowohl eine Catechol- als auch eine
Hydrochinonstruktur an einem aromatischen Ring vereint, ist 10-HO-AOH vermutlich
sehr oxidationsanféllig und reaktiv gegeniiber Proteinen und anderen Zellbestandtei-
len. Moglicherweise reagiert dieser Metabolit im zelluldren System schnell ab, wiahrend

er eine 40-miniitige Inkubation mit Mikrosomen iiberdauern kann.

Insgesamt wurde AME in Rattenleberschnitten in deutlich geringerem Ausmafs meta-
bolisiert als AOH; die detektierte Gesamtmetabolitenmenge betrug fiir AME nur etwa
40% der Summe der AOH-Metaboliten. Dies steht im Widerspruch zu den bestimmten
CYP-Aktivitédten, die fiir AME betréchtlich hoher lagen als fiir AOH (vgl. 3.2.1.1).

Die Erhchung der AOH-Konzentration auf 100 pM ergab ein qualitativ und quantita-
tiv vergleichbares Metabolitenmuster. Bei Einsatz von 200 tM AOH war ein Riickgang
der Metabolitenmenge zu verzeichnen, was moglicherweise auf zytotoxische Effekte und

daraus resultierende Verminderung von Enzymaktivitaten zuriickzufiihren ist.
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Tab. 3.6: Gehalte der freien und konjugierten Metaboliten im Kulturmedium nach 24-stiindiger Inkubation von
Rattenleberschnitten mit 50 pM AOH bzw. AME. Als Konjugate werden die Summe der Glucuronide und Sulfate
einer Verbindung bezeichnet. Die Werte entsprechen pmol Metabolit pro mg Gewebe und sind die Mittelwerte +
SA, ermittelt aus je drei Schnitten der Leber eines Versuchstiers. nd, nicht detektierbar (< 0, 1)

Metabolit frei konjugiert Metabolit frei konjugiert
2-HO-AOH 4,2+ 72 17,4+9,3 2-HO-AME nd nd
2-HO-AOH MP-1 11,1 + 1,7 48,1 + 4,8 2-HO-AME MP-1 nd nd
2-HO-AOH MP-2 nd 1,0£0,1 2-HO-AME MP-2 nd nd
4-HO-AOH nd 3,7+0,4 4-HO-AME nd 1,9+0,3
4-HO-AOH MP-1 nd 0,2+0,2 4-HO-AME MP-1 nd nd
4-HO-AOH MP-2 1,04+ 0,1 2,8+0,5 4-HO-AME MP-2 4,24+0,9 0,8 +0,5
8-HO-AOH nd 6,7 + 3,1 8-HO-AME 6,7+ 4,2 24,14+9,9
8-HO-AOH MP nd 4,9+ 4,3 8-HO-AOH MP-1 nd 1,4 £0,6
10-HO-AOH nd 1,3 £0,2 8-HO-AME MP-2 nd 2,6 +£0,9
10-HO-AOH MP  nd nd 10-HO-AME nd nd
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3.2. Oxidativer Metabolismus der Alternaria-Toxine

Die Detektion von mehreren hydroxylierten Metaboliten und deren MP zeigt insge-
samt deutlich, dass der oxidative Metabolismus von AOH und AME in einer in vivo-
dhnlichen Situation in Anwesenheit aktiver Phase II-Enzyme stattfindet. Es ist aufier-
dem offensichtlich, dass die COMT-katalysierte Methylierung eine wichtige Konjugati-

onsreaktion fiir die hydroxylierten Metaboliten der beiden Toxine darstellt.

Der oxidative Metabolismus von ALT in Prézisionsgewebeschnitten der Rattenleber
wurde bereits in einer fritheren Arbeit untersucht, wobei jedoch die Leber einer weib-
lichen SD-Ratte verwendet wurde (Pfeiffer et al., 2009a). Dabei konnten hauptséchlich
8-HO-ALT sowie geringe Mengen von 4- und 10-HO-ALT detektiert werden. Der einzi-
ge hydroxylierte Metabolit mit Catecholstruktur, 8-HO-ALT, wurde im Gegensatz zu
AOH und AME nicht methyliert (Pfeiffer et al., 2009a).

Wenngleich es sich bei dem verwendeten Gewebe um Leber der Ratte handelte, ist
davon auszugehen, dass der oxidative Metabolismus von AOH, AME und ALT auch in
der humanen Leber in vivo stattfindet. Hierfiir miisste jedoch zunéchst die Resorption
der Toxine im Gastrointestinaltrakt nach dem Verzehr von Alternaria-kontaminierten
Lebensmitteln erfolgen. Wie im Caco-2 Modell gezeigt werden konnte, ist dies zumin-

dest fiir AOH zu erwarten (vgl. 3.1).

3.2.2.3 Reaktivitat der oxidativen AOH-Metaboliten

Um einen Eindruck von der Reaktivitat der hydroxylierten AOH-Metaboliten zu erhal-
ten, wurden Rattenleberschnitte mit AOH fiir 4h inkubiert, wobei die Hemmung der
COMT durch Coinkubation mit der synthetischen Substanz Ro 41-0960 (2 “-Fluoro-3, 4-
dihydroxy-5-nitrobenzophenon) erfolgte. Dadurch sollte die Methylierung der AOH-

Catechole unterdriickt werden.

In Abb. 3.12 sind die Gehalte von 2-HO-AOH und den entsprechenden MP als Summe
der freien und konjugierten Metaboliten dargestellt. Da die MP der anderen hydroxy-
lierten Metaboliten nach dieser kurzen Inkubationszeit auch ohne COMT-Inhibierung
nur in geringen Mengen (< 5 pmol pro mg Gewebe) nachgewiesen werden konnten,

wurde auf deren Darstellung verzichtet.

o1



Kapitel 3. Ergebnis und Diskussion

40 -

[__] - COMT-Inhibitor
B -+ COMT-Inhibitor

304

204

10 4

pmol Metabolit pro mg Gewebe

0 . .

2-HO 2-HO MP-1 2-HO MP-2

Abb. 3.12: 2-HO-AOH, MP-1 und MP-2 im Kulturmedium von Leberschnitten einer ménn-
lichen SD-Ratte nach 4-stiindiger Inkubation mit 100 pM AOH bzw. nach Coinkubation mit
20nM Ro 41-0960 zur Inhibierung der COMT. Die Werte entsprechen pmol Metabolit pro
mg Gewebe und sind Mittelwerte und halbe Schwankungsbreiten aus je zwei Leberschnitten
eines Versuchstiers.

In Abwesenheit des COMT-Inhibitors konnte hauptséichlich MP-1 zusammen mit ge-
ringen Mengen 2-HO-AOH nachgewiesen werden. Der Zusatz von Ro 41-0960 bewirkte
wie erwartet die vollstandige Unterdriickung der Methylierung (Abb. 3.12). Gleichzeitig
nahm der Gehalt des Catechols zu, kompensierte jedoch nicht den kompletten Verlust
von MP-1. Dies ist als Indiz fiir die Reaktivitdt von 2-HO-AOH zu werten und bedeutet

gleichzeitig, dass die Methylierung eine Inaktivierungsreaktion darstellt.

Die Reaktivitat der hydroxylierten AOH-Metaboliten deutet sich auch dadurch an,
dass 10-HO-AOH — der Hauptmetabolit bei der oxidativen Umsetzung von AOH mit
Lebermikrosomen méannlicher SD-Ratten — nach der 4-stiindigen Inkubation nur in sehr
geringen Mengen detektiert werden konnte. Dies ist wahrscheinlich durch die Oxidati-
onsanfalligkeit des Metaboliten zu erkldren, wobei das Catechol iiber das Semichinon-
radikal zum Chinon oxidiert wird. Dabei kénnen reaktive Sauerstoffspezies entstehen,

die oxidativen Stress erzeugen (Salama et al., 2008).

Chinone sind elektrophil und daher reaktiv gegeniiber nukleophilen funktionellen
Gruppen wie Thiol- oder Aminogruppen, die in grofer Zahl in Proteinen zu finden sind.
Die Bildung kovalenter Addukte kann unter anderem zur Inaktivierung von Enzymen
fithren. Gelangen die reaktiven Metaboliten in den Zellkern und addieren an DNA-
Basen, kann dies in Mutationen resultieren (Wang et al., 2006; Zahid et al., 2010).
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3.3. Resorption und Metabolismus von AOH in der Ratte in vivo

Da Catechole bzw. Chinone héufig {iber Konjugation mit GSH abgefangen werden
(Butterworth et al., 1996), sollte die Reaktivitat der hydroxylierten AOH-Metaboliten
gegeniiber GSH im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls untersucht werden. Dies ist in

Kapitel 3.6 beschrieben.

Insgesamt ist festzuhalten, dass die AOH-Catechole in Leberschnitten eine gewis-
se Reaktivitdt aufweisen, die von toxikologischer Relevanz sein konnte. Um dieser
Frage nachzugehen, sollten zusédtzlich toxikologische Endpunkte untersucht werden.
Neben zytotoxischen Effekten wie LDH-Austritt oder MTT-Reduktion konnte der
GSH-Gehalt und die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies in Leberschnitten pho-
tometrisch bestimmt werden (Parrish et al., 1995). Auferdem wére der Nachweis von
DNA-Strangbriichen, DNA-Addukten und oxidativen DNA-Schaden denkbar.

3.3 Resorption und Metabolismus von AOH in der

Ratte in vivo

Die Untersuchungen in Prazisionsgewebeschnitten der Rattenleber ergaben deutliche
Hinweise auf die in vivo-Relevanz des oxidativen Metabolismus von AOH und AME.
Dennoch ersetzt dieses System in vivo-Versuche nicht komplett, da nur der Metabolis-
mus in einem bestimmten Gewebe aufgeklirt wird. Aufserdem werden die Resorption

und die Verteilung der Testsubstanzen im Organismus nicht beriicksichtigt.

Ein erster Tierversuch in Kooperation mit dem Institut fiir Toxikologie der Uni-
versitat Wiirzburg sollte die Entstehung oxidativer Metaboliten in der Ratte in vivo
bestéitigen sowie erste Informationen beziiglich der Toxikokinetik von AOH liefern. Die
Ergebnisse dieses Experiments wurden kiirzlich publiziert (Burkhardt et al., 2011) und

werden im Folgenden kurz zusammengefasst.

Zwei méannliche SD-Ratten wurden anésthesiert und mit Gallengang-Kaniilen verse-
hen. Anschliefend erfolgte die Verabreichung von je 2mg AOH per Schlundsonde. Von
0,5h vor bis 4,5 h nach der Gabe wurde die Gallenfliissigkeit in Fraktionen zu je 30 min
gesammelt und in unserem Labor in Karlsruhe mittels GC-MS auf die Anwesenheit
der oxidativen AOH-Metaboliten und der entsprechenden MP untersucht. Die Quan-
tifizierung von AOH in den einzelnen Fraktionen sollte zusétzlich erste Aussagen iiber

den zeitlichen Verlauf der bilidren AOH-Exkretion ermoglichen.
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Analog zur LC-DAD-MS Analyse (vgl. 3.2.2.1) wurden zunéchst Referenzsubstanzen
der hydroxylierten Metaboliten und der entsprechenden MP zur Entwicklung einer
geeigneten Methode untersucht. Dazu erfolgte die GC-MS Analyse der Proben nach
Derivatisierung durch Trimethylsilylierung im Dual-MS? Modus. Dies entspricht der si-
multanen Analyse der Ionen mit m/z 547 (trimethylsilylierte AOH-Catechole) und m/z
489 (trimethylsilylierte MP). Anhand dieser Methode konnten alle relevanten Meta-
boliten in einem Lauf nachgewiesen werden. Da insbesondere die Massenspektren der
MP auf der MS*-Ebene nicht unterscheidbar waren, erfolgte die Zuordnung der Metabo-
liten hauptséachlich anhand der Retentionszeiten. Die Fragmentionen nach MS*-Analyse

und die jeweiligen relativen Intensitéiten sind in Anhang A.2 zu finden.

In Abb. 3.13 sind die GC-Chromatogramme einer Mischung der oxidativen Meta-
boliten und einiger MP (oben) sowie des Extrakts der Gallenfliissigkeit 1-1,5h nach
AOH-Gabe (unten) dargestellt.

2-HO
8-HO -~ MP-1
MP
10-HO 2-HO
4-HO MP-2
MP-2
4-HO
\
D
C
Q
= 4-HO
10-HO MP-2 510
T T T T T T T 1

20 21 22 23 24 25 26 27 28
Retentionszeit (min)

Abb. 3.13: GC-Profil einer Mischung der hydroxylierten AOH-Metaboliten und der entspre-
chenden MP (oben) bzw. des Extrakts der Gallenfliissigkeit einer Ratte 1-1,5h nach oraler
AOH-Gabe (unten). Die Glucuronide und Sulfate in dieser Probe wurden vor der Analyse
durch Inkubation mit 8-Glucuronidase und Sulfatase hydrolysiert. MS-Modus: Dual-MS? auf
m/z 547 (Molekiilion der trimethylsilylierten AOH-Catechole) und m/z 489 (Molekiilion der
trimethylsilylierten MP). Dargestellt ist die Massenspur m/z 459, welche den [M-88]-Ionen
der AOH-Catechole und den [M-30]-Ionen der MP entspricht.
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3.3. Resorption und Metabolismus von AOH in der Ratte in vivo

Zur Hydrolyse der Konjugate wurde die Galle vor der Extraktion mit S-Glucuronidase
und Sulfatase behandelt. Beide Chromatogramme sind als Massenspur m/z 459 dar-
gestellt, was den [M-88]-Ionen der AOH-Catechole bzw. den [M-30]-Ionen der MP ent-
spricht. Der Verlust von 88 ist dabei charakteristisch fiir zwei vicinale Hydroxygrup-
pen, wahrend die Abspaltung eines Fragments von 30 atomaren Masseneinheiten auf
eine Methoxygruppe in Nachbarschaft zu einer Hydroxygruppe hinweist (Pfeiffer et al.,
2007b). Insgesamt konnten in der analysierten Fraktion alle vier hydroxylierten Me-
taboliten sowie die MP von 2-, 4- und 8-HO-AOH nachgewiesen werden (Abb. 3.13,

unten).

Die GC-MS? Analyse der gepoolten Fraktionen beider Ratten wies zudem das qualita-
tiv gleiche Metabolitenspektrum auf. Quantitative Aussagen und Vergleiche zu den mit-
tels LC-DAD-MS analysierten Kulturmedien der Rattenleberschnitte sind auf Grund
der unterschiedlichen Ionisationen von LC-MS und GC-MS nicht moglich.

Dennoch ist festzuhalten, dass die oxidativen Metaboliten von AOH in der Ratte
in vivo nach oraler Gabe gebildet werden. Dies ist zudem als indirekter Nachweis der
intestinalen Resorption von AOH zu werten. Durch Quantifizierung von AOH in den
einzelnen Fraktionen nach Hydrolyse der Glucuronide und Sulfate mittels HPLC und
Fluoreszenzdetektion konnte dies bestéatigt werden. AME wurde dabei vor der Inkuba-
tion mit S-Glucuronidase und Sulfatase als interner Standard zugegeben (vgl. 5.4.2).

Die resultierende Konzentrations-Zeit-Kurve ist in Abb. 3.14 dargestellt.
In den Fraktionen von Ratte 1 stieg der AOH-Gehalt innerhalb der ersten Stunde

stark an (Abb. 3.14). Der Verlauf der Kurve impliziert eine maximale Konzentration
zwischen 1h und 2h nach AOH-Gabe. Die Fraktion 1-1,5h nach Verabreichung stand
allerdings nicht zur Quantifizierung von AOH zur Verfiigung. Im weiteren Verlauf sank

der AOH-Gehalt nur langsam, was auf eine verzogerte bilidre Exkretion hindeutet.

Von Ratte 2 konnten nur die Fraktionen ab 1,5h analysiert werden. Diese enthielten
je nach Fraktion im Vergleich zu Ratte 1 die 1,4- bis 2-fache AOH-Menge. Zudem
konnte ein steilerer Abfall der Kurve beobachtet werden (Abb. 3.14).

Insgesamt wurden bis 4,5h nach Gabe ca. 2% der AOH-Dosis iiber die Galle ausge-
schieden. Dies deutet entweder auf eine geringe Resorptionsrate oder auf eine ausge-
priagte Gewebeverteilung hin. Auf Grund der ungewohnlich langsamen bilidren Exkreti-
on, die insbesondere bei Ratte 1 zu beobachten war (Abb. 3.14), kénnte bei chronischer
Exposition die Akkumulation der Substanz im Organismus resultieren. Bisher existie-

ren jedoch keine Daten hinsichtlich der Plasma- und der Gewebekonzentrationen von

AOH nach oraler Gabe.
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Abb. 3.14: AOH-Gehalt (Summe aus freier, glucuronidierter und sulfatierter Substanz) in
der Gallenfliissigkeit zweier mannlicher SD-Ratten nach Verabreichung von je 2mg AOH per
Schlundsonde. Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion. Darge-
stellt sind die Mittelwerte aus drei Bestimmungen je Fraktion. Die Fraktionen 1-1,5h (Ratte
1) bzw. bis 2h nach Verabreichung (Ratte 2) standen nicht zur Analyse zur Verfiigung.

Eine von Pollock et al. (1982a) veréffentlichte in vivo-Studie untersuchte lediglich die
Resorption, Verteilung und Eliminierung von AME in der ménnlichen SD-Ratte. Hier-
zu wurde "“C-markiertes AME oral verabreicht und die Radioaktivitdt in Fézes und
Urin bis drei Tage nach der Verabreichung gemessen. Im Anschluss daran erfolgte die
Bestimmung der Radioaktivitidt in den Geweben. Es zeigte sich, dass > 80% der ein-
gesetzten Substanz nach drei Tagen unveréndert mit den Féazes ausgeschieden wurden.
Hierbei war jedoch keine Differenzierung zwischen nicht resorbierter und bilidr elimi-
nierter Substanz moglich. Etwa 10% der Dosis wurden innerhalb der ersten 24h als
polare Konjugate renal ausgeschieden. Die untersuchten Gewebe hingegen wiesen nur

marginale Radioaktivitéten auf (Pollock et al., 1982a).

Die Ergebnisse der Resorptionsstudien im Caco-2 Millicell® System lassen darauf
schliefen, dass AOH deutlich besser resorbiert wird als AME (vgl. 3.1), weshalb mit
AOH mdéglicherweise hohere Plasma- und Gewebespiegel erzielt werden. Da in der Stu-
die von Pollock et al. (1982a) keine differenzierte Analytik der Muttersubstanz und der
Konjugate erfolgte und zudem die mogliche Entstehung oxidativer Metaboliten nicht
beriicksichtigt wurde, sollten fiir beide Toxine weitere in vivo-Studien zur Toxikokine-

tik durchgefiithrt werden.
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3.4. Zytotoxizitdt und Mutagenitiat von AOH, AME und ALT in V79 Zellen

3.4 Zytotoxizitat und Mutagenitat von AOH, AME
und ALT in V79 Zellen

AOH induziert DNA-Strangbriiche in verschiedenen kultivierten Zellen (Pfeiffer et al.,
2007a) und ist mutagen in V79 Lungenfibroblasten des ménnlichen Chinesischen Ham-

sters (Brugger et al., 2006), jedoch nicht im Ames-Test in verschiedenen Salmonella-
Stammen (Davis und Stack, 1994; Scott und Stoltz, 1980).

Wahrend die Mutagenitiat und die Zytotoxizitdt von AOH in V79 Zellen recht gut
untersucht sind, fehlen Informationen beziiglich der anderen Toxine bislang. In der
vorliegenden Arbeit sollte daher das mutagene Potential von AME und ALT am hprt-
Genlokus in V79 Zellen im direkten Vergleich zu AOH bestimmt werden. NQO wurde
als Positivkontrolle mitgefiihrt. Im Vorfeld dieser Versuche wurden die Stabilitdt der
Testsubstanzen im Kulturmedium sowie die intrazelluldren Konzentrationen im Verlauf

einer 24-stiindigen Inkubation von V79 Zellen bestimmt.

Der HPRT-Test beruht auf dem durch Mutationen im hprt-Gen verursachten Ver-
lust der HPRT-Enzymaktivitat. Mutanten konnen toxische Purinbasen wie 6-TG nicht
in die DNA einbauen und sind daher resistent gegeniiber diesen Verbindungen. Daher
wird 6-TG, wie auch in der vorliegenden Arbeit, haufig als Selektionsmittel im HPRT-
Genmutationstest eingesetzt (Cole und Arlett, 1984).

3.4.1 Stabilitat und zellulire Aufnahme

Fiir die Arbeiten mit Zellkulturen sind Informationen iiber die Stabilitdt der Testsub-
stanzen im Kulturmedium ebenso von Bedeutung wie die tatséchlichen intrazellulédren
Konzentrationen wahrend der Inkubation. Des Weiteren ist die Kenntnis der meta-
bolischen Féhigkeiten der verwendeten Zelllinie wichtig, um zelluldre Effekte besser
interpretieren zu konnen. V79 Zellen weisen zwar eine geringe COMT-Aktivitat auf
(Gerstner et al., 2008), exprimieren daneben jedoch keine aktiven Phase I- und Phase
[I-Enzyme. Daher ist die Metabolisierung der Alternaria-Toxine in dieser Zelllinie nicht

zu erwarten.
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Die Bestimmung der intra- und extrazelluldren Konzentrationen erfolgte nach der In-
kubation von V79 Zellen mit 20 pM AOH, AME bzw. ALT. Hierzu wurden die Zellen
nach der Entnahme des Mediums zu verschiedenen Zeiten (1-24 h) lysiert. Anschlieffend
erfolgte die Extraktion von Medium und Zelllysat sowie die Analyse und Quantifizie-
rung mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion. Die im Zelllysat ermittelten Stoffmen-
gen wurden auf 10° Zellen normiert, da die Zellzahlen je nach Testsubstanz auf Grund
von zytotoxischen Effekten insbesondere nach der 24-stiindigen Inkubation sehr unter-

schiedlich waren.

In Tab. 3.7 sind die Gehalte von AOH, AME und ALT im Kulturmedium und im
Zelllysat nach 1h, 2h, 3h und 24 h dargestellt. Die relativ grofen Schwankungen bei den
Zellysaten sind dabei auf die geringen Stoffmengen sowie die komplexe Aufarbeitung

zuriickzufiithren.

Im Kulturmedium konnten zeitunabhéngig zwischen 32,2 und 35,4 nmol AOH bzw.
ALT detektiert werden. Dies entspricht etwa 80-89% der Dosis. Da die Aufarbeitung oh-
ne den Zusatz eines internen Standards erfolgte, sind die fehlenden 11-20% vermutlich
durch Aufarbeitungs- und Extraktionsverluste zu erklaren. Es ist daher anzunehmen,

dass beide Verbindungen unter den gegebenen Bedingungen stabil sind.

Tab. 3.7: Stoffmengen in Medium und Zelllysat nach der Inkubation von V79 Zellen mit 20 pM
AOH, AME oder ALT. Die Werte sind Mittelwerte = SA aus je mindestens drei unabhéngigen
Experimenten.

Stoffmenge im  Stoffmenge im Zelllysat

Medium (nmol)  (pmol pro 10° Zellen)

AOH 1h 34,0 £ 5,4 11,6 & 4,6
2h 35,2 + 3,6 19,8 + 9,6
3h 34,3 +4,3 18,5 & 8,1
24h 34,6 £ 0,8 32,1 + 10,8
AME 1h 33,9 £ 4,5 58,8 + 8,1
2h 34,3 £ 2,2 106,7 + 10,3
3h 31,1 +0,8 107,6 £ 9,9
24h 26,0 £ 6,0 285,8 + 71,2
ALT 1h 33,6 +£3,9 1,1+ 0,9
2h 32,3 £ 2,5 1,7+ 0,5
3h 35,4 + 4.4 3,2 + 0,6
24h 34,1 £ 4,0 0,5+ 0,2
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3.4. Zytotoxizitdt und Mutagenitiat von AOH, AME und ALT in V79 Zellen

Die intrazelluldren Konzentrationen von AOH und ALT sind sehr gering. Wahrend fiir
AOH bezogen auf 10° Zellen zwischen 11,6 und 32,1 pmol ermittelt wurden, lag die

intrazellulire Konzentration von ALT etwa um den Faktor 10 darunter (Tab. 3.7).

Moglicherweise sind beide Verbindungen nicht lipophil genug, weshalb die passive
Diffusion durch die Zellmembran eingeschrankt ist. Denkbar wére jedoch auch, dass
V79 Zellen Efflux-Proteine exprimieren, welche die Substanzen aktiv ausschleusen. Die
Aktivitat solcher Proteine ist beispielsweise fiir humane kultivierte Caco-2 Zellen be-
schrieben (Press und Di Grandi, 2008). Inwieweit &hnliche Transporter in V79 Zellen

exprimiert werden, ist jedoch nicht bekannt.

Fiir AME konnte eine zeitabhingige Reduktion der Stoffmenge im Kulturmedium
von etwa 34nmol (nach 1h) auf 26nmol (nach 24h) beobachtet werden. Dies ent-
spricht 85% bzw. 65% der Dosis. Gleichzeitig stieg die intrazelluliare Konzentration von
58,9 4+ 8, 1 pmol pro 10° Zellen etwa um das Fiinffache auf 285, 8 4+ 71, 2. Unter Beriick-
sichtigung der absoluten Zellzahlen befinden sich damit nach 24 h etwa 1,5 nmol AME
in den Zellen. Dies entspricht weniger als 4% der eingesetzten Stoffmenge. Auch bei
der Extraktion des Zelllysats wurde kein interner Standard verwendet, weshalb davon
auszugehen ist, dass die tatsdchlichen Konzentrationen im Medium und in den Zellen
hoher liegen. AME ist folglich unter den gegebenen Bedingungen ebenfalls als stabil

anzusehen.

Im Gegensatz zu AOH und ALT schien AME in den Zellen zu akkumulieren. Dies
zeigte sich unter anderem darin, dass AME um den Faktor 5 bis 10 konzentrierter in
den Zellen vorlag als AOH (Tab. 3.7). Aukerdem war die zeitabhéngige Zunahme der
intrazelluldren Konzentration deutlich stirker ausgepragt. Die bessere Permeabilitat
der Zellmembran fiir AME kdénnte durch die héhere Lipophilie im Vergleich zu AOH
und ALT zu erklaren sein. Denkbar wére jedoch auch, dass AME die Inhibierung von
Transportproteinen verursacht, wodurch es weniger effektiv aus den Zellen geschleust
wird. Wie bereits erwahnt, ist die Anwesenheit von Efflux-Proteinen in der V79 Zell-
membran jedoch nicht untersucht.

Die sehr geringen und zeitunabhéngigen intrazelluliren Konzentrationen von ALT
legen den Schluss nahe, dass es sich dabei um Substanzreste handelt, welche durch das
Waschen des Zellrasens nicht entfernt werden konnten. Die Zellgéngigkeit von ALT ist
somit noch nicht zweifelsfrei bewiesen.

Insgesamt ist festzuhalten, dass die im Zelllysat bestimmten Konzentrationen in der
Reihenfolge AME > AOH >> ALT abnehmen. Dies ist bei der Interpretation der im

Folgenden beschriebenen zelluldren Effekte zu beriicksichtigen.
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3.4.2 Zytotoxizitat und Zellproliferation

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Entstehung von Mutationen ist die Zellprolifera-
tion, da meist einige Zellzyklen durchlaufen werden, bis DNA-Schéden als Mutationen
im Genom fixiert sind (Cole und Arlett, 1984). Die zu untersuchenden Konzentrationen
einer Testsubstanz richten sich daher im Wesentlichen nach der akuten Zytotoxizitat

und der Beeinflussung der Zellproliferation.

Durch die Bestimmung der Lebendzellzahl und der Kolonienbildungsfahigkeit un-
mittelbar nach der Inkubation sollte die Zytotoxizitdt der Testsubstanzen untersucht
werden. Des Weiteren wurde das Zellwachstum bis zum Tag der Selektion verfolgt. Da
AOH, AME und ALT unterschiedlich stark zytotoxisch wirkten, lagen die untersuchten
Konzentrationsbereiche bei 5-20 pM (AOH), 10-50 uM (AME) bzw. 20-100 pM (ALT).

3.4.2.1 Akute Zytotoxizitat

In Abb. 3.15 ist die Lebendzellzahl und die Kolonienbildungsfihigkeit (Plating efficien-
cy, PE) der V79 Zellen unmittelbar nach der 24-stiindigen Inkubation mit AOH, AME
und ALT dargestellt.

Die Inkubationen mit ALT und NQO, das als Positivkontrolle mitgefiihrt wurde,
zeigten keinen Einfluss auf die Lebendzellzahl und die PE (Abb. 3.15, Sdulen). Le-
diglich bei der hochsten Konzentration von ALT (1001nM) deutete sich eine leichte
Verbesserung der Kolonienbildungsfiahigkeit an (Abb. 3.15, Symbole).

Die zytotoxische Wirkung von AOH ist etwa zweimal starker als die von AME.
Eine signifikante Reduktion der Zellzahl konnte ab 15 M AOH, jedoch erst ab 30 ptM
AME beobachtet werden (Abb. 3.15, Séulen). Auch die Kolonienbildungsféhigkeit wur-
de durch AOH deutlich stérker verringert. Nach der Inkubation mit 20 pM AOH betrug
die PE weniger als 10% der Losungsmittelkontrolle (Abb. 3.15, Symbole). Dagegen ver-
ursachte die hochste eingesetzte AME-Konzentration (50 pM) lediglich eine Reduktion
der PE auf ca. 20% der Kontrolle.
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Abb. 3.15: Absolute Zellzahl (Séulen) und Kolonienbildungsféhigkeit (PE1, Symbole) unmit-
telbar nach 24-stiindiger Inkubation von V79 Zellen mit Losungsmittel alleine (Dimethylsul-
foxid (DMSO), 0,5%), AOH, AME, ALT oder NQO. Dargestellt sind die Mittelwerte und
SA aus je mindestens drei unabhéngigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zur Lo-

sungsmittelkontrolle wurden fiir die Zellzahlen mittels t-Test bestimmt; ** p < 0,01, ***
p < 0,001.

Auch Brugger et al. (2006) beschreiben eine konzentrationsabhéngige Abnahme der
Zellzahl und der Kolonienbildungsfahigkeit nach 24-stiindiger Inkubation von V79 Zel-
len mit AOH, die jedoch etwas schwécher ausgepragt ist. Daher reicht der getestete
Konzentrationsbereich in dieser Studie bis 30 uM AOH.

3.4.2.2 Proliferation bis zum Zeitpunkt der Selektion

Anhand der Wachstumskurven, die sich durch Auftragung der absoluten Zellzahlen
gegen die Zeit ergeben, kann das Wachstum der Zellen wahrend des gesamten HPRT-

Tests verfolgt und der Einfluss der Testsubstanzen auf die Proliferation erkannt werden.
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Liegt eine Hemmung des Zellwachstums vor, ist die Steigung der Kurve behandelter

Zellen geringer als die der Losungsmittelkontrolle.

In Abb. 3.16 sind die Wachstumskurven fiir eine reprasentative Auswahl der geteste-
ten Konzentrationen von AOH, AME und ALT im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle
(0,5% DMSO) abgebildet. Wahrend die mit 40 pM AME und 10 pM AOH behandelten
Zellen im Vergleich zur Kontrolle lediglich ein deutlich verlangsamtes Wachstum auf-
wiesen, konnte mit 20 pM AOH sogar eine Reduktion der Lebendzellzahl von Tag 2 auf
Tag 3 beobachtet werden (Abb. 3.16). Auch im Verlauf der ersten Subkultivierungs-
phase (Tag 3 bis Tag 5) waren die Wachstumsraten der mit 20 uM AOH oder 40 pM
AME behandelten Zellen deutlich herabgesetzt.

Fiir die hochste getestete Konzentration von ALT (100 pM) hingegen konnte ein
tendentiell pro-proliferativer Effekt beobachtet werden. Dies zeigt sich darin, dass die
Wachstumskurve im Verlauf der Substanzinkubation sowie zwischen Tag 3 und Tag
5 eine grofere Steigung im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle aufwies (Abb. 3.16).
Wie bereits im letzten Abschnitt beschrieben, bewirkt die Inkubation mit 100 pM ALT
zudem eine leichte Verbesserung der Kolonienbildungsfihigkeit der V79 Zellen (vgl.
Abb. 3.15).

3.4.2.3 Einfluss von AOH, AME und ALT auf den Zellzyklus

Zur Bestimmung der Zellzyklus-Verteilung wurden 10° inkubierte Zellen mit Ethanol
fixiert und die DNA mit Hilfe des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs 4‘,6-Diamidin-
2-phenylindol (DAPI) geférbt. Im Anschluss erfolgte die durchflusszytometrische Mes-

sung der Fluoreszenzintensitéiten (vgl. 5.11).

Der Zellzyklus gliedert sich in die Zellteilung (Mitose) und die Interphase. Diese ist
wiederum in eine postmitotische Phase (G,), eine Synthesephase (S), in der die DNA
verdoppelt wird, und eine pramitotische Phase (G,) unterteilt. Nicht teilungsaktive
Zellen befinden sich in der Ruhephase (G), in die im Prinzip jede Zelle aus der G-

Phase iibergehen kann, beispielsweise bei ungiinstigen Wachstumsbedingungen.

In der G;- und der Gy-Phase besitzt jede Zelle einen diploiden Chromosomensatz.
Nach der Replikation, das heifst in der Go-Phase und zu Beginn der Mitose, weist sie
den doppelten DNA-Gehalt auf. Die Fluoreszenz nach der Interkalation von DAPI ist
proportional zum DNA-Gehalt.
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Abb. 3.16: Einfluss von AOH, AME und ALT auf das Wachstum von V79 Zellen wahrend
des HPRT-Tests. Dargestellt ist eine représentative Auswahl der getesteten Konzentratio-
nen. Die berechneten Zellzahlen sind die Mittelwerte aus je mindestens drei unabhéngigen
Experimenten. Tag 1: Ausstreuen der Zellen, Tag 2-3: Substanzinkubation, Tag 3-5: erste
Subkultivierungsphase, Tag 5-8: zweite Subkultivierungsphase, Tag 8: Selektion
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Daher ergeben sich aus der durchflusszytometrischen Messung der DAPI-Fluoreszenz
Histogramme mit charakteristischen Zellzyklusverteilungen fiir jede Population. Durch
Berechnung des prozentualen Anteils der Zellen in der G, /G-, der S- und der G,/M-

Phase konnen substanzinduzierte Verzogerungen des Zellzyklus erkannt werden.

In Abb. 3.17 sind die Zellzyklusverteilungen von V79 Zellen nach der Inkubation mit
AOH, AME und ALT dargestellt. AOH induzierte eine ab 10 pM signifikante Zunahme
des Anteils der Population in der G,/M-Phase des Zellzyklus. Die von Brugger et al.
(2006) beobachtete gleichzeitige Reduktion der Mitoserate ldsst darauf schlieften, dass
der beobachtete Zellzyklusarrest nicht in der Mitose, sondern durch Aktivierung des
G,/M-Kontrollpunkts am Ubergang von der G,-Phase zur Mitose induziert wird. Dies
ist haufig als Reaktion der Zelle auf genotoxischen Stress zu beobachten (Shackelford
et al., 1999).

Die Aktivierung des G,/M-Kontrollpunkts kann durch die Entstehung von Strang-
briichen der DNA in der spaten Phase der Replikation oder in der G,-Phase ausge-
16st werden (Kaufmann und Paules, 1996). Fiir AOH ist die Induktion von DNA-
Strangbriichen in V79 Zellen und in kultivierten humanen Zellen beschrieben (Pfeiffer
et al., 2007a).

Als ein moglicher Mechanismus fiir die Entstehung von DNA-Strangbriichen ist die
Interaktion einer Verbindung mit Topoisomerasen zu nennen. Dabei handelt es sich um
Enzyme, die essentiell fiir die Aufrechterhaltung der DNA-Topologie sind (Wang, 1996).
Die Beeinflussung von Topoisomerasen kann auf zwei Arten erfolgen: entweder durch
die Herabsetzung der katalytischen Aktivitédt der Enzyme oder durch die Stabilisierung
des transienten Enzym/DNA-Komplexes (Cortes et al., 2007). Letzteres wird auch als
Topoisomerase-Giftung bezeichnet. Fiir AOH sind beide Mechanismen sowohl unter

zellfreien Bedingungen als auch in kultivierten Zellen beschrieben (Fehr et al., 2009).

AOH zeigt als Topoisomerase-Gift eine gewisse Priferenz zur humanen Ila-Isoform
(Fehr et al., 2009). Dies erklért moglicherweise die von Lehmann et al. (2006) beschrie-
bene klastogene Wirkung von AOH, da bei der Inhibierung von Typ II Topoisomerasen
DNA-Doppelstrangbriiche entstehen (Capranico et al., 1999).

Die Expression der Topoisomerase Ila ist wihrend der G,- und der S-Phase des
Zellzyklus am hochsten (Larsen et al., 1996). Der signifikante Riickgang des Anteils
der Population in der G,/Gy-Phase (Abb. 3.17) impliziert, dass die Zellen ungehindert
in die S-Phase iibergehen konnten und demnach der G;/S-Kontrollpunkt durch AOH

nicht aktiviert wurde.
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Kapitel 3. Ergebnis und Diskussion

Da zudem keine Verzogerung der S-Phase zu beobachten war, ist davon auszugehen,
dass die Induktion der DNA-Strangbriiche in der spaten Phase der Replikation sowie
in der Go-Phase erfolgt. Dies ist als weiteres Indiz dafiir zu werten, dass die Interaktion

von AOH mit Topoisomerasen fiir den G,/M-Arrest verantwortlich ist.

Auch AME induzierte einen G,/M-Arrest der V79-Zellen, welcher jedoch sehr viel
schwécher ausgepréagt war als bei AOH (Abb. 3.17). Der Anteil der Zellen in der G,/M-
Phase wurde durch 50 pM AME gerade verdoppelt, wihrend bereits mit 20 pM AOH

eine Verdreifachung zu beobachten war.

Dies steht im Einklang mit der von Fehr et al. (2009) beschriebenen geringeren
Inhibierung von Topoisomerasen durch AME. Die Induktion von DNA-Stranbriichen
durch AOH und AME erfolgte hingegen in vergleichbarem Ausmafs. Da AME jedoch
eine deutlich héhere intrazellulére Konzentration aufwies als AOH (vgl. 3.4.1) ist davon

auszugehen, dass AME insgesamt deutlich weniger potent ist.

ALT zeigte bis 100 uM keinen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung der V79 Zellen
(Abb. 3.17). Dies ist moglicherweise auf die geringe zellulédre Aufnahme zuriickzufiihren
(vgl. 3.4.1). Im Gegensatz zu AOH und AME interagiert ALT jedoch auch nicht mit
isolierten humanen Topoisomerasen (Fehr et al., 2009). Es konnte daher nicht abschlie-
fsend gekléart werden, ob ALT tatséchlich keinen Effekt auf Zellzyklus und -proliferation

der V79 Zellen hat oder ob die fehlende zellulare Aufnahme hierfiir verantwortlich ist.

3.4.3 Mutagenitat

Die Bestimmung der Mutagenitit von AME und ALT im Vergleich zu AOH erfolgte
anhand des HPRT-Genmutationstests in V79 Zellen. Nach der 24-stiindigen Inkubation
mit den Testsubstanzen wurden die Zellen passagiert und anschlieftend fiir weitere vier
Tage kultiviert, wobei nach 48 h eine erneute Zellpassage erfolgte. An Tag 8 wurden die
HPRT-Mutanten durch Ausplattieren der Zellen in 6-TG-haltigem Medium selektiert.
Nach einer Woche wurden die gebildeten Kolonien mit Methylenblau geféarbt und ausge-
zéhlt. Anschliefend erfolgte die Berechnung der Mutantenfrequenz (MF) als Mutanten
pro 10° lebende Zellen (vgl. 5.10).

Die MF der mit 0,5% DMSO behandelten Kontrollen betrug gemittelt iiber alle
durchgefiihrten Versuche 21 + 11 Mutanten pro 10° Zellen; die Positivkontrolle NQO
(0,51uM) induzierte 117 4+ 39 Mutanten pro 10° Zellen (Abb. 3.18). Vergleichbare Werte
wurden von Brugger et al. (2006) ermittelt.
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Kapitel 3. Ergebnis und Diskussion

Zum Zeitpunkt der Selektion lagen die Kolonienbildungsfahigkeiten (PE2) fiir alle ge-
testeten Substanzen und Konzentrationen etwa im Bereich der Losungsmittelkontrolle
(Abb. 3.18, Symbole).

Sowohl AOH als auch AME fiihrten zu einer Erhéhung der MF, welche ab 10 pM AOH
bzw. 20 pM AME signifikant war (Abb. 3.18, Sdulen). Wéhrend fiir AOH eine klare
Konzentrationsabhéngigkeit beobachtet werden konnte, resultierte die Verdopplung der
AME-Konzentration von 10 pM auf 20ppM in einem sprunghaften Anstieg der MF,
welche bis zur hochsten Konzentration (50 M) jedoch nur noch marginal gesteigert

wurde.

Ein dhnliches Bild konnte bei der Induktion des Go/M-Arrests der V79 Zellen be-
obachtet werden (vgl. Abb. 3.17). Lediglich die Herabsetzung der Kolonienbildungs-
fahigkeit unmittelbar nach der Inkubation (PE1l) wies auch fir AME eine deutliche
Konzentrationsabhéngigkeit auf (vgl. Abb. 3.15).

Wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben, ist die intrazellulare AME-Konzentrationen wah-
rend einer 24-stiindigen Inkubation von V79 Zellen um den Faktor 5-10 héher als die
von AOH. Da anzunehmen ist, dass eine hohere intrazellulare Konzentration der glei-
chen Substanz einen stirker ausgepragten Effekt verursacht, ist das mutagene Potential

von AME als deutlich schwacher zu bewerten.

Die Inkubation der V79 Zellen mit ALT fiithrte zu einem marginalen Anstieg der
MF, welcher jedoch nur fiir die hochste getestete Konzentration (100pM) schwach
signifikant war (Abb. 3.18, Sdulen). Des Weiteren ist beschrieben, dass ALT in kul-
tivierten humanen Zellen keine DNA-Strangbriiche induziert (Fehr et al., 2009). Ob
ALT tatsédchlich weder genotoxisch noch mutagen ist oder ob dies durch die fiir V79
Zellen beobachtete geringe zelluldre Aufnahme begriindet ist, kann nicht abschliefend

beantwortet werden.

Es ist festzuhalten, dass sowohl AOH als auch AME Mutationen am hprt-Genlokus
in V79 Zellen erzeugen. Beide Verbindungen erhéhen konzentrationsabhéngig die MF
und sind zytotoxisch. Dies dufsert sich in der Reduktion der Lebendzellzahl sowie der
Herabsetzung der Kolonienbildungsféhigkeit, welche fiir AOH besonders stark ausge-
prégt ist. Zusammengefasst weisen die in diesem Kapitel beschriebenen Versuche auf ein
deutlich hoheres toxisches Potential von AOH im Vergleich zu AME hin. ALT hingegen
besitzt weder zytotoxische noch mutagene Wirkung, jedoch ist die niedrige intrazellu-

lare Konzentration moglicherweise mitverantwortlich fiir das Ausbleiben dieser Effekte.
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3.5 Zytotoxizitat und Mutagenitat von 4-HO-AOH in
V79 Zellen

Wie bereits in Abschnitt 3.2 beschrieben, handelt es sich bei den vier aromatisch hydro-
xylierten AOH-Metaboliten um Catechole, welche méglicherweise von toxikologischer
Relevanz sind, da sie in Anwesenheit von Metallionen zu elektrophilen Chinonen oxi-
diert werden konnen (Monks et al., 1992; Zhang et al., 1996). Daher sind hinsichtlich der
Genotoxizitdt und Mutagenitdat im Vergleich zur Muttersubstanz andere Wirkmecha-
nismen denkbar. Beispielsweise bilden Chinone héufig Addukte mit Proteinen oder der
DNA, wodurch Enzyme inaktiviert werden und Mutationen entstehen kénnen (Bolton
et al., 2000; Monks et al., 1992).

Da V79 Zellen keine aktiven CYP-Enzyme exprimieren (Doehmer, 1993), wird an-
hand der in dieser Zelllinie durchgefithrten HPRT-Tests ausschliefslich das mutagene
Potential der Muttersubstanzen bestimmt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte
daher der Einfluss des oxidativen Metabolismus auf das mutagene Potential von AOH
in der transgenen Zelllinie V79h1A1 untersucht werden. Diese Zellen exprimieren nach
der stabilen Transfektion der cDNA in das Genom humanes CYP1A1 (Schmalix et al.,
1993). Da dieses als das aktivste Isoenzym fiir die Hydroxylierung von AOH identifiziert
wurde (vgl. 3.2), sind V79h1A1l Zellen zur intrazelluldren metabolischen Aktivierung
von AOH geeignet.

Die Durchfiithrung der Experimente erfolgte im direkten Vergleich zu nichttransfizier-
ten V79 Zellen, um einen Einfluss der Metabolisierung auf das mutagene Potential von
AOH bestimmen zu kénnen. Die CYP-Aktivitdt wurde durch die Detektion der hydro-
xylierten Metaboliten sowie der jeweiligen MP mittels LC-DAD-MS verifiziert. Da die
Untersuchungen insgesamt kontroverse Ergebnisse lieferten, wird auf eine ausfiihrliche

Beschreibung in dieser Arbeit verzichtet. Eine kurze Zusammenfassung ist jedoch in
Anhang A.3 zu finden.

Durch die Untersuchung der Mutagenitéit und Zytotoxizitat von 4-HO-AOH in V79
Zellen sollte in der Folge Aufschluss dariiber erhalten werden, ob die toxischen Wirkun-
gen des oxidativen Metaboliten und der Muttersubstanz {iber verschiedene Mechanis-
men vermittelt werden. Die Durchfithrung der HPRT-Tests und die Bestimmung der
Stabilitdat im Kulturmedium sowie der zellularen Aufnahme von 4-HO-AOH erfolgte
wie in Abschnitt 3.4 beschrieben. Die Ergebnisse dieser Versuche werden im Folgenden

naher erlautert.
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3.5.1 Stabilitat, zellulare Aufnahme und Metabolismus

Wie bereits beschrieben, ist die Kenntnis der Stabilitidt einer Substanz im Kulturmedi-
um sowie der metabolischen Kapazitit der verwendeten Zelllinie wichtig, um zellulare

Effekte richtig interpretieren zu konnen.

Die Konzentration von 4-HO-AOH im Kulturmedium bei der Inkubation von V79
Zellen kann im Wesentlichen durch zwei Faktoren beeinflusst werden: Zum einen wird
4-HO-AOH in den Zellen moglicherweise methyliert und in Form der MP wieder an das
Medium abgegeben. Zum anderen ist eine erh6hte Reaktivitit des Catechols gegeniiber

Proteinen und anderen Bestandteilen der Zellen und des Mediums zu erwarten.

Die Bestimmung der Konzentrationen von 4-HO-AOH und den beiden MP erfolgte
nach der Inkubation von V79 Zellen mit 20 M 4-HO-AOH. Dazu wurden das Kul-
turmedium und das Zelllysat extrahiert und mittels HPLC-UV analysiert. In Tab. 3.8
sind die Stoffmengen von 4-HO-AOH und den beiden MP im Verlauf einer 24-stiindigen
Inkubation dargestellt.

Tab. 3.8: Stoffmengen von 4-HO-AOH und den MP in Kulturmedium und Zelllysat nach der
Inkubation von V79 Zellen mit 20 pM 4-HO-AOH (entspricht 40 nmol). Die Quantifizierung
erfolgte mittels HPLC und UV-Detektion bei 254 nm. MP-1 konnte erst nach 24 h detektiert
werden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SA aus je mindestens drei unabhéngigen Experi-
menten. nd, nicht detektierbar

Stoffmenge im  Stoffmenge im Zelllysat
Medium (nmol)  (pmol pro 10° Zellen)

AHO-AOH 1h 17,8 + 6,2 51+ 0,5
2h 13,6 £ 5,7 53+ 1,6

3h 10,4 +£4,7 3,7+ 2,5

24h 0,2+ 0,1 0,5+ 0,4

MP-1 24h 0,1 +0,1 nd
MP-2 1h 0,1+ 0,0 nd
2h 0,1 £0,0 nd

3h  0,4+0,1 nd

24h  2,5+0,9 nd
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Wihrend die AOH-Konzentration im Kulturmedium iiber den gesamten Zeitraum kon-
stant blieb (vgl. Tab. 3.7), waren nach 24 h nur noch sehr geringe Mengen 4-HO-AOH
zu detektieren. Bereits nach einstiindiger Inkubation konnten nur noch etwa 50% der
eingesetzten Stoffmenge nachgewiesen werden. Mit steigender Inkubationsdauer nah-
men die MP im Kulturmedium zu, wobei MP-1 erst nach 24 h detektiert wurde (Tab.
3.8). Insgesamt betrug der Gehalt der MP im Kulturmedium bis zu 2,6 nmol. Dies ent-
spricht 6,5% der applizierten Substanz. Im Zelllysat hingegen waren die methylierten

Metaboliten zu keinem Zeitpunkt zu beobachten.

Analog zur Konzentration im Medium sank die intrazelluldre Konzentration von 4-
HO-AOH wéahrend der 24-stiindigen Inkubation stark ab, sodass nach 24h nur noch
Spuren des Catechols detektiert werden konnten (Tab. 3.8). Innerhalb der ersten drei
Stunden lag die intrazellulare Konzentration im Vergleich zu AOH um den Faktor 2
bis 5 niedriger (vgl. Tab. 3.7 und 3.8).

Es konnte somit gezeigt werden, dass 4-HO-AOH in die Zellen aufgenommen und in
Form der MP wieder abgegeben wird. Die stark ausgepréigte Reduktion der Konzen-
tration des Catechols im Kulturmedium weist jedoch darauf hin, dass die eingesetzte
Stoffmenge lediglich als Anfangswert zu sehen ist und keinesfalls die tatsachlichen Ver-
héltnisse wahrend der Experimente wiederspiegelt. Es kann keine Aussage dariiber
getroffen werden, in welchem Ausmaft 4-HO-AOH bereits im Kulturmedium abreagiert

und damit den Zellen von vorne herein nicht zur Verfiigung steht.

3.5.2 Zytotoxizitat und Zellproliferation

3.5.2.1 Akute Zytotoxizitat

Die 24-stiindige Inkubation mit 4-HO-AOH fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der
Lebendzellzahl (Abb. 3.19, Sdulen). Bereits bei einer Konzentration von 5uM konnte
ein signifikanter Effekt beobachtet werden, wiahrend dies erst ab 15 uM AOH der Fall

war.
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Abb. 3.19: Lebendzellzahl (Sdulen) und Kolonienbildungsféhigkeit (PE1, Symbole) unmittel-
bar nach 24-stiindiger Inkubation von V79 Zellen mit Losungsmittel alleine (0,5% DMSO),
4-HO-AOH oder AOH. Dargestellt sind die Mittelwerte und SA aus je mindestens drei un-
abhéngigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden fiir die Zellzahlen
mittels t-Test berechnet; ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Die Herabsetzung der Kolonienbildungsfihigkeit war durch beide Substanzen etwa
gleich stark ausgepriagt (Abb. 3.19, Symbole). Mit der hiéchsten getesteten Konzen-
tration (20 uM) wurde die PE jeweils auf weniger als 10% der Losungsmittelkontrolle
gesenkt. Dabei war fiir 4-HO-AOH eine deutlich groflere interexperimentelle Schwan-
kung zu beobachten als fiir AOH.

3.5.2.2 Proliferation bis zum Zeitpunkt der Selektion

In Abb. 3.20 ist die Entwicklung der Lebendzellzahl wihrend des HPRT-Tests mit
10 uM und 20 pM 4-HO-AOH bzw. AOH dargestellt. Es ist zu erkennen, dass 4-HO-
AOH bei gleicher Anfangskonzentration deutlich zytotoxischer wirkt als AOH. Dies
zeigte sich insbesondere in der starker ausgepragten Reduktion der Lebendzellzahl im
Verlauf der Substanzinkubation. Zwischen Tag 3 und Tag 5 war das Wachstum der
mit 20 pM 4-HO-AOH bzw. AOH inkubierten Zellen etwa gleich stark gehemmt. Der
anndahernd parallele Verlauf der Kurven nach Tag 5 weist darauf hin, dass sich das

Zellwachstum zu diesem Zeitpunkt wieder normalisiert hatte.
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Abb. 3.20: Einfluss von 4-HO-AOH und AOH auf das Zellwachstum wéahrend des HPRT-
Tests. Die Zellzahlen sind die Mittelwerte aus je mindestens drei unabhéngigen Experimenten.
Dargestellt ist eine reprasentative Auswahl der getesteten Konzentrationen. Tag 1: Ausstreuen
der Zellen, Tag 2-3: Substanzinkubation, Tag 3-5: erste Subkultivierungsphase, Tag 5-8: zweite
Subkultivierungsphase, Tag 8: Selektion
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3.5.2.3 Einfluss von 4-HO-AOH auf den Zellzyklus

AOH induzierte, wie bereits in Abschnitt 3.4.2 beschrieben, einen stark ausgeprigten
Go/M-Arrest der V79 Zellen. Im Gegensatz dazu konnte mit 4-HO-AOH ab einer Kon-

zentration von 10 pM die signifikante Zunahme des Anteils der Zellpopulation in der

S-Phase beobachtet werden (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: Zellzyklusverteilung von V79 Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit 4-HO-AOH
(links) und AOH (rechts). Dargestellt sind die Mittelwerte und SA aus je mindestens drei
unabhéingigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mittels t-Test
berechnet; ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Analog zu AOH war zudem eine Verringerung des Anteils der Zellen in der G, /G-Phase
zu verzeichnen. Dies lasst darauf schliefsen, dass auch durch 4-HO-AOH keine Aktivie-
rung des G1/S-Kontrollpunkts induziert wurde. Eine Aktivierung dieses Kontrollpunkts
geschieht héufig als Antwort auf DNA-Schiden wie Addukte, Einzelstrangbriiche oder
Quervernetzungen (Kaufmann und Paules, 1996). Dadurch wird die Zelle am Eintritt
in die Replikation gehindert. Es ist aus diesem Grund nicht davon auszugehen, dass

solche Schéden in grofserem Ausmaf in der G;-Phase gebildet wurden.

Die Verzogerung der Replikation nach der Inkubation mit 4-HO-AOH kann verschie-
dene Ursachen haben. Beispielsweise fithren DNA-Schéden, die in der G;-Phase nicht
repariert oder in der frithen S-Phase gesetzt wurden, zur Inhibierung der Replikations-
initiation (Kaufmann und Paules, 1996). Dies geschieht durch die Inhibierung von
RNA-Polymerasen, welche fiir die Synthese der Primer zusténdig sind, an denen die
DNA-Polymerasen anschliefsend die Elongation der neu synthetisierten Stréinge durch-

fithren (Kaufmann und Paules, 1996).
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Die direkte Interaktion der Testsubstanz mit DNA-Polymerasen stellt einen weiteren
moglichen Ausloser der verzogerten S-Phase dar (Kaufmann und Paules, 1996). Es
ist bekannt, dass durch die Hemmung der humanen DNA-Polymerase Isoform « ein
Zellzyklus-Arrest in der S-Phase induziert wird (Murakami-Nakai et al., 2004). Als
Beispiel fiir eine strukturverwandte Verbindung, die als Inhibitor der humanen DNA-
Polymerase « identifiziert wurde, ist Dehydroaltenusin (Abb. 3.22, links) zu nennen
(Mizushina et al., 2000; Murakami-Nakai et al., 2004).

OH O OH O OH O

o 0 o
OH

H3CO B HsCO ‘ HO ‘
OH " VOH OH

Abb. 3.22: Strukturformeln von Dehydroaltenusin (links), ALT (Mitte) und 4-HO-AOH
(rechts).

o OH

Kamisuki et al. (2002) beobachteten eine drastische Reduktion der katalytischen Akti-
vitdt der humanen DNA-Polymerase o durch Inkubationen der isolierten Enzyme mit
Dehydroaltenusin. Auch AOH, AME und ALT wurden in dieser Studie eingesetzt. Letz-
teres zeigte trotz der strukturellen Ahnlichkeit zu Dehydroaltenusin (vgl. Abb. 3.22)
keine Interaktion mit der DNA-Polymerase. Ein dhnliches Phédnomen konnte fiir AOH
und AME beobachtet werden: Wahrend AOH die Aktivitdt der DNA-Polymerase «
nicht beeinflusste, konnte fiir AME eine deutliche Inhibierung der DNA-Polymerase o
beobachtet werden (Kamisuki et al., 2002). AME induzierte dennoch keinen S-Phase-
Arrest in V79 Zellen (vgl. Abb. 3.17).

Der unverdnderte Anteil der mit 4-HO-AOH inkubierten Zellpopulationen in der
Gy/M-Phase (Abb. 3.21) weist des Weiteren auf eine geringfiigige Aktivierung des
G,/M-Kontrollpunkts hin. Méglicherweise wirkt 4-HO-AOH analog zu AOH als Topo-
isomerasegift, wodurch in der spiaten S- und der G,-Phase DNA-Strangbriiche entste-
hen, die eine Aktivierung des G,/M-Kontrollpunkts auslésen. Dies miisste, wie fiir AOH

beschrieben (Lehmann et al., 2006), mit der Induktion von Mikrokernen einhergehen.

Insgesamt ist festzuhalten, dass die Toxizitdt von AOH und 4-HO-AOH bzw. die
daraus resultierende Verzogerung des Zellzyklus der V79 Zellen wahrscheinlich iiber
unterschiedliche Mechanismen vermittelt wird, wobei die Interaktion mit Topoisome-
rasen bzw. DNA-Polymerasen involviert sein kénnte. Diesbeziiglich, sowie hinsichtlich

der Genotoxizitit von 4-HO-AOH, sind weitere Untersuchungen notig.
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3.5.3 Mutagenitat

4-HO-AOH wirkte, wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben, deutlich zy-
totoxischer als AOH. Im Gegensatz dazu konnte jedoch keine Induktion von Mutationen
am hprt-Genlokus beobachtet werden. Vielmehr sank die MF der mit 4-HO-AOH be-
handelten Zellen ab einer Konzentration von 10 uM signifikant unter das Kontrollniveau

(Abb. 3.23, Sdulen).
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Abb. 3.23: Mutantenfrequenz (MF, Siulen) und Kolonienbildungsfahigkeit (PE2, Symbole)
zum Zeitpunkt der Selektion nach Behandlung von V79 Zellen mit Losungsmittel alleine
(0,5% DMSO), 4-HO-AOH oder AOH fiir 24h. Dargestellt sind die Mittelwerte und SA
aus je mindestens drei unabhéngigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle
wurden fiir die MF mittels t-Test berechnet; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Die mit 4-HO-AOH inkubierten Zellen bildeten in Anwesenheit von 6-TG nahezu kei-
ne Kolonien, sodass die MF ab einer Konzentration von 10 1M signifikant unter das
Niveau der Losungsmittelkontrolle sank; die Kolonienbildungsfahigkeiten (PE2) in 6-
TG-freiem Kulturmedium hingegen waren fiir alle Proben vergleichbar, sodass keine
generell verminderte Kolonienbildungsfahigkeit, beispielsweise verursacht durch den
in Abschnitt 3.5.2.2 beschriebenen ausgepragten S-Phase-Arrest, hierfiir verantwort-
lich sein kann. Es ist anzunehmen, dass auch ein Teil der spontanen HPRT-Mutanten
durch die Behandlung mit 4-HO-AOH die Resistenz gegeniiber 6-TG verloren hat. Dies
konnte darauf zurlickzufithren sein, dass durch substanzinduzierte Mutationen neben
der HPRT-katalysierten Rettung der Purinbasen auch die de novo-Nukleotidsynthese

zum Erliegen kommt.
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Bei der Bestimmung der PE2 werden demnach Zellen mit aktiver HPRT und/oder
funktionaler de novo-Nukleotidsynthese erfasst; in Anwesenheit von 6-TG sind nur
noch die Zellen kolonienbildungsféhig, die inaktive HPRT exprimieren, aber weiterhin

in der Lage sind, ihren Nukleotidbedarf {iber die de novo-Synthese zu decken.

Das unterschiedliche Verhalten von AOH und 4-HO-AOH im HPRT-Genmutations-
test und den ergénzend durchgefiihrten Untersuchungen lésst darauf schliefsen, dass
Muttersubstanz und oxidativer Metabolit {iber unterschiedliche Mechanismen wirken.
Wie in Abschnitt 3.4 und in den dort zitierten Literaturstellen ausgefiihrt, induziert
AOH konzentrationsabhédngig Mutationen am HPRT-Genlokus sowie einen ausgeprig-
ten Arrest in der G2-Phase des Zellzyklus, wozu die durch Inhibierung der Topoiso-
merasen induzierten DNA-Strangbriiche und die in der Folge gebildeten Deletionen
moglicherweise einen wichtigen Beitrag leisten. Dass durch AOH sowohl kleinere als
auch grofsere Deletionen induziert werden, konnte in Mauslymphomzellen mit Hilfe des
TK-Tests gezeigt werden (Brugger et al., 2006). Es ist bislang jedoch nicht bekannt, ob
auch 4-HO-AOH (bzw. die hydroxylierten AOH-Metaboliten im Allgemeinen) in der

Lage ist, mit Topoisomerasen zu interagieren.

Auf Grund ihrer strukturellen Eigenschaften ist abgesehen davon jedoch die oxidative
Schiadigung der DNA durch reaktive Sauerstoffspezies, die wahrend des Redox-Cyclings
der Catechole und Hydrochinone gebildet werden kénnen, wahrscheinlich. Die dabei
resultierenden o- oder p-Chinone kénnen auf Grund ihres elektrophilen Charakters
zudem moglicherweise kovalente Addukte mit der DNA bilden. Diese verschiedenen
genotoxischen Wirkungen und daraus resultierende zusétzliche Mutationen kénnten
eine Erklarung fiir den Verlust der 6-TG-Resistenz nach Behandlung der Zellen mit
4-HO-AOH darstellen.

Um diese These zu belegen und das genotoxische und mutagene Potential der oxi-
dativen AOH-Metaboliten ndher zu beleuchten, sind weitere Untersuchungen nétig.
Insbesondere der Einfluss geringer Konzentrationen der Metaboliten in Anwesenheit
der Muttersubstanz sollte dabei Gegenstand zukiinftiger Studien sein. Die in dieser
Arbeit angewandten Methoden sind fiir solche Fragestellungen mdoglicherweise nicht

ausreichend empfindlich.
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3.6 Reaktion von 4-HO-AOH mit Glutathion

Catechole konnen in Anwesenheit von Metallionen iiber Ein-Elektronen-Reaktionen zu
Semichinonradikalen und in der Folge zu Chinonen oxidiert werden (Zhang et al., 1996).
Dies ist in Abb. 3.24 am Beispiel von 4-HO-AOH schematisch dargestellt.

Abb. 3.24: Schematische Darstellung der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies durch Oxi-
dation von 4-HO-AOH sowie der moglichen Inaktivierungswege fiir die Catechol- und die
Chinonform. Die Oxidation des Catechols (A) lauft iiber das Semichinonradikal (B) hin zum
Chinon (C). Dieses reagiert moglicherweise mit GSH unter Bildung eines Monoaddukts (D).
4-HO-AOH selbst kann in zelluldren Systemen durch COMT methyliert werden, wobei zwei
MP entstehen (E). ROS, reaktive Sauerstoffspezies

Die Ubertragung der Elektronen erfolgt dabei hiufig auf Sauerstoff, wobei das Super-
oxidanionradikal entsteht, welches beispielsweise durch Disproportionierung zu H,0O,
reagieren kann. Daraus wird in der Folge das hochreaktive Hydroxylradikal gebildet
(Bolton et al., 2000; Schweigert et al., 2001).
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In zellularen Systemen wird die Riickreaktion des Chinons zum Catechol beispielswei-
se durch NADPH-abhéngige Reduktasen katalysiert (Monks et al., 1992). Das rege-
nerierte Catechol steht dann erneut zur Oxidation zur Verfiigung. Dieses sog. Redox-
Cycling verstiarkt das Ausmaf der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, wodurch oxida-

tiver Stress induziert wird.

Daneben stellt die Arylierung von Proteinen und DNA-Basen einen weiteren Mecha-
nismus dar, der zur Toxizitét von Catecholen beitragen kann (Bolton et al., 2000). Vor
allem die Thiolgruppen an Cystein-Resten, aber auch Aminogruppen, beispielsweise in
Lysin-Seitenketten und an DNA-Basen, sind Angriffspunkte fiir die Bildung kovalenter
Addukte. Diese verlduft nach dem Mechanismus der Michael-Addition (Wang et al.,
2006). Auch das zelluldre Antioxidans GSH besitzt eine Thiolgruppe, welche reaktiv
gegeniiber Chinonen ist. Die Entstehung von GSH-Addukten nach der Oxidation zum
Chinon ist fiir eine Vielzahl an Catecholen beschrieben, darunter die Catecholestrogene
und hydroxylierte Metaboliten von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen
(Iverson et al., 1996; Murty und Penning, 1992a,b). Die Konjugation mit GSH wird im
Allgemeinen als Entgiftung verstanden, wiahrend die Bildung von Protein- und DNA-

Addukten meist von toxikologischer Relevanz ist.

Die Reaktivitat der hydroxylierten Metaboliten von AOH gegeniiber GSH wurde in
der vorliegenden Arbeit analog zur Mutagenitéit exemplarisch fiir 4-HO-AOH unter-
sucht. Das Catechol wurde hierzu mit der dquimolaren bzw. zehnfachen Menge GSH
in Phosphatpuffer inkubiert. Die Oxidation zum Chinon erfolgte durch die Zugabe
von Cu?"-Ionen bzw. Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) und H,O,
(vgl. 5.5). Im Anschluss an die Inkubation wurden die gebildeten GSH-Addukte mit-
tels LC-DAD-MS analysiert und anhand charakteristischer Fragmentierungen auf MS*-
und MS®-Ebene identifiziert.

In Abb. 3.25 sind die HPLC-Profile nach 5-miniitiger Inkubation dquimolarer Men-
gen von 4-HO-AOH und GSH ohne Aktivierung (links) sowie nach Zugabe von CuCl,
(rechts) bzw. HRP und H,O, (unten) dargestellt. Ohne Aktivierung und in Anwesen-
heit von Cu®*-Ionen konnte jeweils ein zusatzlicher Peak detektiert werden, der nicht
in den Kontrollinkubationen ohne GSH zu beobachten war. Der Vergleich von Reten-
tionszeiten, UV- und Massenspektren ergab, dass es sich bei beiden Inkubationen um
das gleiche Produkt handelt.
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Abb. 3.25: HPLC-Profile nach der Inkubation von je 40pM 4-HO-AOH und GSH alleine
(links) sowie in Anwesenheit von 200 pM CuCl, (rechts) bzw. HRP (0,5 mg/ml und 0,5 mM
H,O, (unten). Peak A (m/z 578): mono-GSH-Addukt, reduzierte Form; Peak B (m/z 576):
mono-GSH-Addukt, oxidierte Form; Peak C (m/z 883): di-GSH-Addukt, reduzierte Form.
Bei den mit arabischen Ziffern versehenen Peaks handelt es sich um Oxidationsprodukte, die
dhnliche UV-Spektren wie 4-HO-AOH aufweisen, jedoch nicht ndher charakterisiert wurden.

Peak A besitzt ein dhnliches UV-Spektrum wie 4-HO-AOH, bei dem lediglich geringe
Verschiebungen der Maxima zu beobachten sind. Bei der massenspektrometrischen
Analyse im negativen ESI-Modus entsteht das [M-H]-Ion mit m/z 578, welches einem
mono-GSH-Addukt von 4-HO-AOH entspricht. Das MS*-Spektrum weist zudem die fiir
GSH-Addukte typischen Fragmentierungen auf. Dies ist in Abb. 3.26 dargestellt.

Bei der Fragmentierung im negativen ESI-Modus kann GSH entweder komplett
(Fragmention m/z 272) oder ohne das Schwefelatom (m/z 305) abgespalten werden.
Der Verlust des Glutamylrests resultiert in dem Fragmention mit m/z 449. Eine Zusam-
menstellung der Fragmentionen und ihrer Intensitdten bei der MS*- und MS?-Analyse

ist in Anhang A.1 zu finden.

80



3.6. Reaktion von 4-HO-AOH mit Glutathion

"S)SoI[AWRIN[E) SOP ISN[IDA USP YoInp
IsIue (6FF 2/ ) UOTIUSWISRI] SOI0jIoM UL ‘gLG 2/UW U Juowisel sep }Io1)nsal ‘uojfedsodqe 1jo[dwioy HGY) PIIA\ TWOIR[IJOMYDS SBD dUTO
880 -HSH sop Sunjredsqy yoamp egsiue GOg z/w yrur quowderyydney se( “(syyool) HOV-OH-F U0A s)NPPY-HSH)-0UOW Sop SunIououdel,j
oj101mgsod oIp pun (syul]) SNPOJN-ISH UdAIjeSou wl osA[euy SIN-AQVA-DT Yoeu (846 z/w) y Yeod uoa wmipgpdg-. SN sed :92°€ "qqy

zLz W HS S0€ Z/w Zu
HO , 0
£ %
OH - S B
HO Q ce- -
D
o 3
O HO Loy &
- L ] -L | N 5
N T
=}
Log 2
Q:
ez =
o
90¢- Log ~
— — — - ool
0 8
HO NH HO N 7
0 O
s
-

HO
_O 621
HO

6vy Zw 816G zyw

81



Kapitel 3. Ergebnis und Diskussion

In Anwesenheit von CuCl, war der Umsatz zu Verbindung A nur unwesentlich hoher als
ohne Aktivierung. Nach Zusatz von HRP und H,0O, konnte die Entstehung zahlreicher
Peaks beobachtet werden (Abb. 3.25), welche dhnliche UV-Spektren wie 4-HO-AOH
aufweisen. Bei den mit Ziffern nummerierten Peaks handelt es sich um oxidative Ab-
bauprodukte von 4-HO-AOH, welche nicht néher identifiziert wurden. Die MS-Analyse
im negativen ESI-Modus ergab fiir Peak B bzw. Peak C die [M-H]-Ionen mit m/z 576
bzw. m/z 883. Diese entsprechen der oxidierten Form eines mono-GSH-Addukts bzw.
einem di-GSH-Addukt. Analog zu Peak A konnten auf MS?- und MS*-Ebene die fiir
GSH-Addukte charakteristischen Fragmentierungen beobachtet werden (vgl. A.1). Da
die Entstehung des Diaddukts und der oxidierten Form des Monoaddukts auf das stark
oxidative Milieu zuriickzufiihren ist, sind beide Verbindungen unter physiologischen

Bedingungen vermutlich nicht relevant.

GSH-Addukte kénnen nicht nur spontan, sondern auch enzymkatalysiert durch GST
gebildet werden. Dies wurde durch Coinkubation von 4-HO-AOH mit GSH und Rat-
tenlebercytosol untersucht. Die darin enthaltenen GST-Isoformen fiihrten jedoch nicht

zu einer gesteigerten Bildung von GSH-Addukten.

Die genaue Position, an die GSH addiert wurde, konnte nicht bestimmt werden. In
der Regel erfolgt die Adduktbildung bei einer Michael-Addition an «,S-ungeséttigte
Carbonylverbindungen in a-Stellung zur Carbonylgruppe. Dies entspricht der Position
2 von 4-HO-AOH. Der mégliche Mechanismus der Michael-Addition von GSH an die
oxidierte Form von 4-HO-AOH ist in Abb. 3.27 dargestellt. Auf Grund des konjugierten
m-Elektronen-Systems sind Umlagerungsreaktionen moglich, die eine Aktivierung der
beiden nicht-substituierten aromatischen C-Atome (C-8 und C-10) zur Folge haben
kénnen. Dadurch ist die Entstehung des Diaddukts in Anwesenheit von HRP und H,O,

zu erklaren.
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Abb. 3.27: Postulierter Mechanismus der Michael-Addition von GSH an die Chinonform von
4-HO-AOH.
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3.6. Reaktion von 4-HO-AOH mit Glutathion

Ob die Bildung von GSH-Addukten im zelluldren System relevant ist, sollte anhand
der Inkubation von V79 Zellen mit 4-HO-AOH untersucht werden. Nach dreistiindiger
Inkubation mit 5 pM 4-HO-AOH konnten im Kulturmedium mittels MS*-Analyse ledig-
lich Spuren des Monoaddukts (Peak A, vgl. Abb. 3.25) detektiert werden. Gleichzeitig
waren die beiden MP mittels UV-Detektion nachweisbar. Dies lasst darauf schliefsen,

dass die Methylierung gegeniiber der Addition an GSH bevorzugt ist.

Da nach 24 h nur noch die beiden MP zu beobachten waren, ist davon auszugehen,
dass das GSH-Addukt von 4-HO-AOH, wie auch das Catechol selbst, im Medium insta-
bil ist. Dies ist dadurch zu erkldren, dass die Catecholstruktur auch nach der Addition
des GSH noch vorhanden ist, wodurch das Addukt erneut oxidiert werden und in der

Zelle oder im Kulturmedium abreagieren kann.

Im Gegensatz dazu wird das Catechol bei der Methylierung inaktiviert, weshalb
die MP auch nach 24-stiindiger Inkubation im Medium nachzuweisen sind und diese
Reaktion zumindest hinsichtlich der Redox-Aktivitdt von 4-HO-AOH als Entgiftung

zu werten ist.

Auf Grund der Instabilitit des GSH-Addukts kénnen keine verldsslichen Aussagen
dariiber getroffen werden, in welchem Ausmafs die Addition von GSH an 4-HO-AOH
in V79 Zellen tatséchlich erfolgt. Es deutet sich jedoch an, dass die Methylierung ge-
geniiber der Bildung von GSH-Addukten bevorzugt ist. V79 Zellen weisen eine mit 100
pmol-(min-mg Protein)~' vergleichsweise geringe COMT-Aktivitat auf (unveroffent-
lichte Ergebnisse aus dem Arbeitskreis). Humane Zellen, wie beispielsweise die MCF-7
Brustkrebszelllinie, besitzen im Vergleich dazu eine um den Faktor 10 hohere COMT-
Aktivitat (Lehmann et al., 2008). Daher kénnte die Entstehung der MP in humanen

Zellen noch deutlich stérker ausgeprégt sein.

Insgesamt ist feszuhalten, dass die Reaktivitat der oxidativen AOH-Metaboliten ge-

geniiber GSH zwar vorhanden, jedoch als eher schwach zu bewerten ist.
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4

Zusammenfassung

Die Mykotoxine Alternariol (AOH) und Alternariol-9-methylether (AME) zédhlen zu
den am héufigsten in Lebensmitteln nachgewiesenen Alternaria-Toxinen. Die Exposi-

tion des Verbrauches ist daher gegeben; dennoch existieren bisher nur wenige Studien
hinsichtlich der Toxikokinetik und der Toxizitdt von AOH und AME.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher hauptséchlich in vitro-Untersuchungen zur
Resorption, zum oxidativen Metabolismus und zur Mutagenitdt von AOH und AME
durchgefiihrt, welche einen Beitrag zur Risikobewertung dieser Verbindungen liefern

sollen.

I. Untersuchungen zur Toxikokinetik

Die Bestimmung der in vitro-Resorption von AOH und AME erfolgte mit Hilfe des
Caco-2 Millicell® Systems. Dabei konnte gezeigt werden, dass AOH sowohl unkonju-
giert als auch in Form des 3-O- und 9-O-Glucuronids sowie des 3-O-Sulfats auf die
basolaterale Seite gelangte. AME hingegen erreichte das basolaterale Kompartiment
ausschliefslich in Form des 3-O-Glucuronids. Die berechneten P,,,-Werte, welche ein
Maf fiir die zu erwartende in vivo-Resorption darstellen, weisen darauf hin, dass AOH
schnell und in grofem Ausmaf resorbiert wird, wiahrend fiir AME nur eine geringe in

vivo-Resorption zu erwarten ist.

Frithere Untersuchungen unseres Labors haben gezeigt, dass durch die aromati-
sche Hydroxylierung von AOH und AME Catechole oder Hydrochinone entstehen, die
moglicherweise von toxikologischer Relevanz sind. Welche humanen Cytochrom P450
(CYP) -Isoenzyme die Oxidation von AOH und AME katalysieren, wurde mit Hil-
fe von Supersomen® untersucht. Dabei kamen zusitzlich die ebenfalls von Alternaria
gebildeten Stereoisomere Altenuen (ALT) und Isoaltenuen (isoALT) zum Einsatz.

AME wurde von den meisten der getesteten humanen CYP-Isoformen mit deutlich
hoherer Aktivitdt umgesetzt als AOH, wobei CYP1A1 fiir beide Verbindungen das
mit Abstand aktivste Isoenzym darstellte. Daneben wiesen unter anderem CYP1A2,
CYP3A4 und CYP2C19 hohe Aktivitéaten fiir AOH und AME auf. Diese Aktivitatspro-
file lassen vermuten, dass die Hydroxylierung der beiden Alternaria-Toxine hauptséich-

lich in den direkt exponierten Geweben wie der Speiserohre oder der Lunge stattfindet.
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Kapitel 4. Zusammenfassung

Die im Caco-2 Modell beobachteten Unterschiede in der Resorption weisen auferdem
darauf hin, dass fiir AOH der hepatische Phase [-Metabolismus von Bedeutung ist,
wahrend AME iiberwiegend lokal im Diinndarm metabolisiert werden diirfte. Auch fiir
ALT und isoALT ist der Diinndarm vermutlich der Hauptort des oxidativen Metabolis-
mus, da die beiden aktivsten Isoformen, CYP2C19 und CYP2D6, dort stark exprimiert

sind.

Die in vivo-Relevanz des oxidativen Metabolismus von AOH und AME wurde mit
Hilfe von Prézisionsgewebeschnitten untersucht. Dabei sollte gezeigt werden, dass die
Hydroxylierung von AOH und AME auch bei gleichzeitigem Phase II-Metabolismus
wie Glucuronidierung und Sulfonierung stattfindet. Nach der Inkubation von Ratten-
leberschnitten mit AOH konnten im Kulturmedium alle vier Catechole sowie einige
der durch Catechol-O-Methyltransferasen (COMT) gebildeten Methylierungsproduk-
te mittels LC-DAD-MS detektiert werden. Im Gegensatz dazu wurden nur zwei der
vier moglichen hydroxylierten AME-Metaboliten sowie einige der entsprechenden Me-
thylierungsprodukte nachgewiesen. Die Gesamtmetabolitenmenge war dabei fiir AME
deutlich geringer als fiir AOH. Dies steht im Widerspruch zu den mit Supersomen® er-
mittelten Aktivitdten der humanen CYP, welche hinsichtlich der hepatischen Isoenzyme

fiir AME tendentiell hoher waren.

Eine zusétzliche Bestéatigung der in vivo-Relevanz des oxidativen AOH-Metabolismus
lieferte ein Tierexperiment, bei dem zwei anésthesierte Ratten je 2 mg AOH per Schlund-
sonde erhielten. Die bis 4,5 h nach der Verabreichung gesammelte Gallenfliissigkeit der
Tiere wurde mittels GC-MS analysiert, wobei alle vier AOH-Catechole sowie einige der
Methylierungsprodukte nachgewiesen werden konnten. Die Quantifizierung von AOH
ergab aufserdem, dass bis 4,5h nach AOH-Gabe nur etwa 2% der Dosis bilidr ausge-
schieden wurden. Der First-Pass-Effekt ist fiir AOH somit nur schwach ausgeprigt,
weshalb nach der in vivo-Resorption die Verteilung von AOH im gesamten Organismus

erfolgen kann.

II. Untersuchungen zur Toxizitat in vitro

Die Bestimmung der Zytotoxizitit und der Mutagenitéat am hprt-Genlokus in V79 Zel-
len wurde fiir AME und ALT im direkten Vergleich zu AOH durchgefiihrt. AME indu-
zierte analog zu AOH einen G,/M-Zellzyklusarrest sowie die konzentrationsabhéangige

Erhohung der Mutantenfrequenz.
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Unter Berticksichtigung des in der Literatur beschriebenen klastogenen Potentials ist
die mutagene Wirkung von AOH vermutlich zu einem Grofsteil auf die Entstehung gro-
fserer Chromosomendeletionen zuriickzufiithren, wobei die molekulare Ursache hierfiir
in der Inhibierung von Topoisomerasen durch AOH zu sehen ist. Auch AME ist als
Topoisomerase-Inhibitor beschrieben; die strukturelle Ahnlichkeit sowie die vergleich-
baren Ergebnisse fiir AOH und AME lassen darauf schliefen, dass beide Verbindungen
iiber diesen Mechanismus wirken. Das genotoxische bzw. mutagene Potential von AME
ist dabei auf Grund der schwécher ausgepréigten Effekte und der hoheren intrazellu-
laren Konzentration, welche in V79 Zellen bestimmt wurde, im Vergleich zu AOH als
deutlich geringer einzuschéitzen. ALT erwies sich in allen durchgefiihrten Versuchen
als nicht-toxisch, wobei mdoglicherweise die sehr geringe zelluldre Aufnahme fiir das

Ausbleiben der Effekte verantwortlich ist.

Erste Untersuchungen hinsichtlich des toxischen Potentials der oxidativen AOH-
Metaboliten wurden am Beispiel von 4-HO-AOH durchgefiihrt, wobei es sich um einen
der Hauptmetaboliten bei der oxidativen Umsetzung von AOH mit humanen rekombi-
nanten CYP-Isoenzymen handelt. 4-HO-AOH zeigte eine starke Zytotoxizitdt in V79
Zellen, die sich vor allem in einer ausgepragte Verzogerung der Replikation dufserte.
Auf Grund dieser Stérung der Replikation konnten im HPRT-Test keine Mutationen
nachgewiesen werden. Die molekulare Ursache der Induktion des S-Phase-Arrests liegt
moglicherweise in der Interaktion von 4-HO-AOH mit DNA-Polymerasen. Strukturell
dhnliche Verbindungen wie Dehydroaltenusin sind in der Literatur als potente DNA-
Polymerase-Inhibitoren beschrieben; ob auch 4-HO-AOH zu diesen Substanzen zéhlt,

ist bisher nicht untersucht.

4-HO-AOH erwies sich wahrend der Inkubation von V79 Zellen als sehr reaktiv und
konnte nach 24 h nur noch in Form der methylierten Metaboliten nachgewiesen werden.
Dies ldasst darauf schliefsen, dass die Methylierung eine Inaktivierung darstellt. Als eine
weitere potentielle Entgiftungsreaktion fiir 4-HO-AOH wurde die Bildung von Glutathi-
on (GSH) -Addukten untersucht. Im zellfreien System war die Entstehung eines mono-
GSH-Addukts von 4-HO-AOH zu beobachten, welches durch charakteristische Frag-
mentierungen in der LC-DAD-MS Analyse identifiziert werden konnte. Auch in V79
Zellen entstand dieses GSH-Addukt in geringen Mengen, erwies sich jedoch als insta-
bil. Die Konjugation von 4-HO-AOH mit GSH ist gegeniiber der COMT-katalysierten
Methylierung demnach zu vernachlassigen und stellt vermutlich auf Grund der Auf-

rechterhaltung der Catecholstruktur keine Inaktivierungsreaktion dar.
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5
Material und Methoden

5.1 Allgemeines

5.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Gerite
Durchflusszytometer Ploidy Analyzer® (PA) II (Partec, Miinster)
Evaporator SPD 1010 Speedvac Concentrator (Thermo Scientific,

Gewebeschnitt-Apparatur

Kolonienzahlgerat

Mikrotiterplatten-Lesegerét

CASY® Cups
Millicell-24

Waltham, MA, USA)

Vitron Tissue Slicer (Vitron, Tucson, AZ, USA)
Colony Counter BZG 30 (WTW, Weilheim)
GENios (Tecan, Crailsheim)

Reinstwasseranlage Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, USA)
Rotationsinkubator Dynamic Roller Culture (Vitron)
Zellzahlmessgerét CASY® Cell Counter (Roche, Mannheim)
Zentrifugen Universal 30F (Hettich, Tuttlingen)
5415D, 5417R und 5810R Tischzentrifugen (Eppen-
dorf, Hamburg)
Verbrauchsmaterial

aus Polypropylen; fiir CASY® Cell Counter (Roche)
Einsatz fiir 24-Well Platten (Millipore)

Multiwellplatten steril, NunclonT™ 6-Well, 24-Well und 96-Well
(Thermo Scientific)
Spritzenfilter Porengrofe 0,2 pm (Carl Roth)

Sterilfilter Bottle-Top

Nalgene® Aufsiitze fiir Schott-Flaschen (& 45mm);
Porengrofe 0,2 um (VWR International, Bruchsal)

Szintillationsglaser 20ml (Wheaton, Millville, NJ, USA)

Zellkulturflaschen steril mit Filter im Deckel; Wachstumsflache 175 c¢m?
(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich)

Zellkulturschalen steril, @ 4 cm, 10 cm und 15 cm (Biochrom, Berlin)
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5.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien und Enzyme wurden, sofern nicht anders angegeben,
von Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen und waren mindestens ,zur Synthese“. Zur
Herstellung der Puffer und Pulvermedien sowie als Fliefmittel fiir die HPLC wurde bi-
destilliertes (bidest.) Wasser verwendet. Weitere Fliefmittel waren Acetonitril (ACN)
fiir die HPLC Gradientenanalyse bzw. fiir die LC-MS sowie Methanol fiir die LC-MS
(Carl Roth, Karlsruhe).

Alternaria-Toxine und Referenzsubstanzen

ALT aus einer Totalsynthese nach Altemoller et al. (2006);
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von J. Podlech
(Institut fiir Organische Chemie, KIT, Karlsruhe)

AME Reinheit > 96%; enthalt 2, 2% AOH (mittels HPLC be-
stimmt)
AOH aus einer Totalsynthese nach Koch et al. (2005); enthélt

1,1% AME (mittels HPLC bestimmt); freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt von J. Podlech
Graphislacton A aus einer Totalsynthese nach Altemoller et al. (2009);

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von J. Podlech

Isolierte Enzyme

[B-Glucuronidase Typ B-1 aus Rinderleber; lyophilisiertes Pulver
Glutathion Reduktase aus Backhefe; (NH,),SO,-Suspension (pH 7)
HRP Typ VI aus Meerrettich; lyophilisiertes Pulver
Isocitrat Dehydrogenase  Typ IV aus Schweineherz; Glycerol-EDTA-Puffer (pH 6)
Sulfatase Typ VI aus Aerobacter aerogenes; Glycerol-Tris-Puffer
(pH 7,5)
Sonstige

CASYton Counter Puffer gepufferte Losung fiir CASY® Cell Counter (Roche)

CyStain® 1-Step DNA /Protein-Farbelosung (Partec, Miinster)

Sheath Fluid fiir die Durchflusszytometrie, mit 0,01% Natriumazid
und Detergens (Partec)
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Medien und Zusatze fiir die Zell- und Gewebekultur

DMEM high glucose steriles Fliissigmedium mit Phenolrot, D-Glucose
(4,5g/1), L-Glutamin, Natriumpyruvat und NaHCO,

DMEM/F12 Pulvermedium mit Phenolrot, D-Glucose (3,15g/1),
L-Glutamin, HEPES und Natriumpyruvat; ohne
NaHCO,

Fetales Kélberserum (FKS) Invitrogen, Karlsruhe

Geneticindisulfat Carl Roth

Gentamicin wéssrige Losung (50 mg/ml), steril

Penicillin /Streptomycin wassrige Losung (10kU/ml Penicillin und 10 mg/ml
Streptomycin), steril

Trypsin wassrige Losung mit 2, 5% Trypsin (w/v), steril

Waymouth MB 752/1 Pulvermedium mit Phenolrot, D-Glucose (5g/1) und

L-Glutamin; ohne NaHCO4

5.1.3 Biologische Materialien und Versuchstiere

5.1.3.1 Versuchstiere

Zur Préaparation der Préazisionsgewebeschnitte wurden Lebern méannlicher SD-Ratten
(Harlan-Winkelmann, Borchen) verwendet. Die Tiere wurden in einem 12 h hell /dunkel-
Rhythmus gehalten und bekamen Wasser und kommerzielles Tierfutter ad libitum. Der
Tierversuch zur Kollektion der Galle zweier SD-Ratten nach oraler AOH-Gabe wurde
am Insitut fiir Toxikologie der Universitat Wiirzburg nach den Richtlinien des Deut-
schen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt (Referenz-Nr. 54-3521.01-59/05).

5.1.3.2 Zellfraktionen

Mikrosomen und Cytosol wurden im Arbeitskreis wie bereits beschrieben aus den frisch
entnommenen Lebern von SD- oder Wistar-Ratten hergestellt (Pfeiffer et al., 2007b)
und der Proteingehalt nach Bradford (vgl. 5.7) bestimmt. Supersomen® von BD Gen-
test (Heidelberg) sind Mikrosomen aus Sf9 Insektenzellen, die mit einem Baculovirus
infiziert wurden, welcher die ¢cDNA fiir je ein humanes CYP-Isoenzym enthélt. Der

CYP-Gehalt der Suspensionen betrug jeweils 1nmol/ml. Folgende Isoformen wurden
verwendet: CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 und 3A5.
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Die gepoolten HLM von 30 Spendern (21 Méanner und 9 Frauen; 26 Kaukasier, 1 Asiate,
2 Hispanos und 1 Afroamerikaner; Alter von 10 bis 77) wurden ebenfalls von BD Gen-
test bezogen (Katalog-Nr. 452161, Lot-Nr. 49771). Der Proteingehalt betrug 20 mg/ml
und folgende Isoformen waren laut Datenblatt enthalten: CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8,
2C9, 2C19, 2D6, 2E1 und 3A. Alle Zellfraktionen wurden bei —80°C gelagert.

5.1.3.3 Permanente Zelllinien

Caco-2 humane Kolonkarzinomzellen (DSMZ, Braunschweig; Nr. ACC169);
Kultivierung bis Passage 80 in DMEM /F12 mit 10% FKS; Verdopp-
lungszeit: 24 h

V79 Lungenfibroblasten des ménnlichen Chinesischen Hamsters (Dochmer,
17.10.04); Kultivierung (ausgenommen HPRT-Test) bis Passage 30 in
DMEM mit 10% FKS; Verdopplungszeit: 12 h

V79 h1A1  exprimieren humanes CYP1A1 (Doehmer, 22.05.07); Kultivierung bis
Passage 30 in DMEM mit 10% FKS und 0,5 mg/ml Geneticindisulfat;
Verdopplungszeit: 14 h

5.1.4 Puffer, Medien und Zusitze

Kaliumphosphat- und Tris-Puffer

Fiir Arbeiten mit Zellfraktionen (vgl. 5.2.1).

Eine 0,1 M K,HPO,-Losung wurde vorgelegt und der gewiinschte pH-Wert (7,4)
durch Zugabe der 0,1 M KH,PO,-Losung eingestellt.

Fir den Tris-Puffer wurde eine 0,056 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) -
Losung mit 0,1 N HCI auf pH7,5 eingestellt.

HBSS, PBS und Krebs-Henseleit-Puffer

Krebs-Henseleit-Puffer (KHP) wurde zur Préparation von Gewebeschnitten eingesetzt
(vgl. 5.3). HBSS wurde in der Caco-2 Kultur verwendet (vgl. 5.9), PBS fiir Arbei-
ten mit allen anderen Zelllinien (vgl. 5.6). PBS-EDTA diente als Grundlage fiir die

Trypsinlosungen.
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In der folgenden Tabelle sind Zusammensetzungen der verschiedenen Puffer aufgefiihrt:

Konzentration (mM)
HBSS PBS PBS-EDTA KHP

NaCl 140 100 100 118
D—Glucose 5,6 — — 25
Na,HPO, 0,3 7 7 -
NaH,PO, 4,4 - - -
KCl1 5,3 4,5 4,5 4,8
KH,PO, 0,4 3 3 1
CaCl, 1,9 - - 2,9
MgCl, 0,5 - - -
MgSO, - - - 1,2
EDTA - — 0,5 -

Alle Komponenten wurden in 90% des Endvolumens gelost und ein pH-Wert von 7,4
mit 0,1 N NaOH oder HCI eingestellt. Die Puffer wurden nach dem Auffiillen auf das
Endvolumen sterilfiltriert. KHP enthielt zusitzlich 50 mg/1 Gentamicin.

Medien fiir die Zell- und Gewebekultur

In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Zell- und Gewebekulturmedien zusam-

mengefasst:
DMEM DMEM/F12  Waymouth
Einsatzgebiet Zellkultur ~ Zellkultur ~ Gewebekultur
Zelllinie V79 Caco-2 -
Zusatz von NaHCO, — 1,2g/1 22g/1

Die Pulvermedien DMEM/F12 und Waymouth MB 752/1 wurden unter Zugabe von
NaHCOj; in bidest. Wasser (90% des Endvolumens) gelost und ein pH-Wert von 6, 8-
6,9 eingestellt. Nach dem Auffiillen auf das Endvolumen wurde sterilfiltriert, wobei
sich der pH-Wert auf etwa 7,4 erhohte.
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Zusatze fiir die Zell- und Gewebekultur

Geneticindisulfat:

Zur Selektion der transfizierten V79 h1A1-Zellen. Geneticindisulfat wurde in PBS ge-
16st (50 mg/ml), sterilfiltriert und in DMEM auf eine Endkonzentration von 0,5 mg/ml
verdiinnt.

Gentamicin:

Wurde anstelle von Penicillin-Streptomycin als Antibiotikum in der Gewebekultur ein-
gesetzt. Gentamicin wurde in bidest. Wasser gelost (50 mg/ml), sterilfiltriert und in

Waymouth MB 752/1 Medium auf eine Endkonzentration von 50 pg/ml verdiinnt.

Penicillin-Streptomycin:

Die Zellkulturmedien wurden vor Verwendung mit 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml
Streptomycin versetzt. Hierzu wurde die gebrauchsfertige Losung im jeweiligen Medi-

um 1:100 verdinnt.

6-TG:

Selektionsmittel fiir HPRT-Mutanten. 20 mg/ml 6-TG wurden in 1 N NaOH gelost und
sterilfiltriert. Die Losung wurde jeweils am Tag der Selektion frisch angesetzt und in

DMEM auf eine Endkonzentration von 7pg/ml verdiinnt.

Trypsin-EDTA:

Die 2, 5%ige gebrauchsfertige Trypsinlosung wurde mit sterilem PBS-EDTA 1:10 auf
0,25% (fiir V79) bzw. 1:4 auf 0, 625% (fiir Caco-2) verdiinnt. Vorréte wurden bei —20°C,
angebrochene Losungen bei +4°C gelagert.
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5.2 Generierung von Referenzsubstanzen

5.2.1 Inkubationen von Zellfraktionen

5.2.1.1 Oxidative mikrosomale Umsetzung

Die Generierung der hydroxylierten Metaboliten als Referenzsubstanzen oder zur an-
schliefenden Methylierung (vgl. 5.2.1.3) erfolgte durch Inkubation von Mikrosomen
mit den Toxinen bei 37°C in Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4). Es wurden Le-
bermikrosomen ménnlicher und weiblicher SD- bzw. Wistar-Ratten verwendet, um die
unterschiedlichen hydroxylierten Metaboliten fiir weitere Versuche in ausreichenden
Mengen zu generieren. Der Cofaktor NADPH wurde analog zu Pfeiffer et al. (2007b)
mit Hilfe eines NADPH-generierenden Systems direkt im Inkubationsansatz erzeugt.
Das Gesamtvolumen der Ansétze betrug 1 ml, der DMSO-Gehalt 0, 5%.

Inkubationsansatz:
Substrat 50 M
mikrosomales Protein 1 mg/ml
[socitrat Dehydrogenase 0,9U
Isocitrat 9,4 mM
MgCl, 4,3 mM
NADP* 1,21 mM

Durchfiihrung:

Substrat, mikrosomales Protein und Kaliumphosphatpuffer wurden zunéchst fiir 5 min
bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe des NADPH-generierenden Sy-
stems, welches unmittelbar vor der Inkubation separat zusammen gemischt wurde,
gestartet. Nach 40 min wurde dreimal mit je 500 nl Ethylacetat extrahiert, der Extrakt
im Evaporator vom Losungsmittel befreit, der Riickstand in 50 ul Methanol aufgenom-
men und zur HPLC-Analyse eingesetzt. Die Derivatisierung fiir die GC-MS Analyse
erfolgte mittels N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA).
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5.2.1.2 Oxidation mit humanen rekombinanten CYP

Die Aktivitdten verschiedener humaner CYP-Isoenzyme hinsichtlich der Hydroxylie-
rung von AOH, AME, ALT und isoALT wurden durch oxidative Umsetzungen mit
Supersomen® bestimmt. Die Inkubationsansétze in Kaliumphosphatpuffer (0,05 M; pH
7,4) oder Tris-Puffer (0,05 mM; pH 7, 5) enthielten 50 pM Substrat (0, 5% DMSO) sowie
25 pmol CYP. Das Gesamtvolumen betrug 500 pl.

Die Inkubationszeiten richteten sich nach den fiir jede Isoform im mitgelieferten Da-
tenblatt angegebenen linearen Bereichen, um eine lineare Kinetik der Produktbildung
zu gewahrleisten. Vorinkubation, Zusammensetzung des NADPH-generierenden Sys-

tems sowie nachfolgende Aufarbeitung erfolgten wie in Abschnitt 5.2.1.1 beschrieben.

Fir CYP2E1L, welches durch Losungsmittel gehemmt wird, wurde die dquivalen-
te Menge einer methanolischen Losung eingesetzt, das Methanol unter dem Stick-
stoffstrom entfernt und der Riickstand durch ausgiebiges Vortexen und Ultraschall-

Behandlung in entsprechenden Inkubationspuffer gelost.

Nach HPLC-UV Analyse (vgl. 5.12.1.1) erfolgte die Quantifizierung der gebildeten
hydroxylierten Metaboliten mit Hilfe externer Kalibrierungen der entsprechenden To-

xine (vgl. A.4), wobei ahnliche Extinktionskoeffizienten vorausgesetzt wurden.

5.2.1.3 Methylierung

Referenzsubstanzen der MP wurden durch Inkubation der isolierten Catechole von
AOH und AME mit Rattenlebercytosol (ménnliche SD-Ratte) und SAM generiert.
SAM wurde als 20 mM Lésung in Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4) bei —20°C fiir
maximal zwei Wochen aufbewahrt.

Die hydroxylierten Metaboliten wurden mittels HPLC fraktioniert, extrahiert, die
Riicksténde in 5pl DMSO (entspricht 0,5% DMSO im Ansatz) aufgenommen und

komplett zur Inkubation eingesetzt.

Inkubationsansatz:

Substrat unbekannte Konzentration
mikrosomales Protein 1 mg/ml

MgCl, 4mM

SAM 0,5mM
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5.2. Generierung von Referenzsubstanzen

Durchfiihrung:

Alle Komponenten mit Ausnahme des Cofaktors wurden zunéchst fiir 5min bei 37°C
inkubiert. Im Anschluss erfolgte der Reaktionsstart durch Zugabe von SAM. Nach
30 min wurde dreimal mit je 500 pl Ethylacetat extrahiert. Der Extrakt wurde im Eva-
porator vom Losungsmittel befreit, der Riickstand in 50 pl Methanol aufgenommen und
zur HPLC-Analyse eingesetzt. Fiir die GC-MS Analyse wurde mit BSTFA derivatisiert.

5.2.1.4 Sulfonierung

Referenzsubstanzen der Sulfat-Konjugate von AOH und AME wurden durch Inkuba-
tionen mit Cytosol méannlicher SD-Ratten bei 37°C in Kaliumphosphatpuffer (0,1 M;
pH 7.4) generiert. Der Cofaktor PAPS wurde in einer Konzentration von 4 mM in
Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 8,0) gelost, aliquotiert und bis zur Verwendung bei
—80°C gelagert. Das Gesamtvolumen der Ansatze betrug 1 ml, der DMSO-Gehalt 0, 5%.

Inkubationsansatz:
Substrat 50 nM
mikrosomales Protein 1 mg/ml
MgCl, 10mM
PAPS 0,4mM
Durchfiihrung:

Alle Komponenten mit Ausnahme des Cofaktors wurden zunéchst fiir 5 min bei 37°C
vorinkubiert. Anschliefend erfolgte der Reaktionsstart durch Zugabe von PAPS. Nach
30min wurden die Proben fiir 5min bei 2000g zentrifugiert und direkt zur HPLC-

Analyse eingesetzt.

5.2.2 Synthese von 4-HO-AOH

Phenolische Verbindungen werden durch 2-Iodoxybenzoesédure (IBX) selektiv zu o-
Chinonen oxidiert. Durch anschliefsende Reduktion, z. B. mit Ascorbinséure, entsteht
das entsprechende Catechol. Diese Reaktion stellt daher eine gebrauchliche Methode
zur Synthese von Catecholen (Magdziak et al., 2002; Saeed et al., 2005). Fir AOH
sind auf diese Weise vier Produkte denkbar, jedoch erfolgte die Oxidation selektiv am

C-Ring. Dabei entstand fast ausschlieflich die an Position 4 hydroxylierte Verbindung.
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Durchfiihrung:

1mg AOH wurde mit 5mg IBX in Dimethylformamid gelést und im Dunkeln bei
Raumtemperatur fiir 2h riithren gelassen. Nach einer Stunde erfolgte die Zugabe einer
weiteren Spatelspitze IBX. Der Reaktionsansatz war nach Ende der Reaktionszeit dun-
kelbraun gefirbt. Die anschliefende Zugabe von 0,5 ml einer 10-prozentigen wéssrigen

Ascorbinsdurelésung (w/v) fithrte zur nahezu vollstdndigen Entfarbung der Losung.

Das Reaktionsgemisch wurde mittels praparativer HPLC fraktioniert. Als Fliefsmit-
tel wurden Wasser und ein 50:50-Gemisch aus ACN und Methanol verwendet. Nach
Entfernung des Losungsmittelanteils am Rotationsverdampfer wurden die Fraktionen
dreimal mit je 5 ml Ethylacetat extrahiert und anschliefend zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand der Catecholfraktion wurde in Methanol aufgenommen und die Konzentrati-
on mittels HPLC-DAD als AOH-Aquivalent bestimmt. Nach erneutem Einengen wurde
der Riickstand in DMSO gelost (Konzentration: 10 mM).

5.3 Metabolismus in Prazisionsgewebeschnitten

5.3.1 Praparation und Inkubation von Rattenleberschnitten

Priaparation:

Fiir die Priparation der Préizisionsgewebeschnitte wurden die Lebern ménnlicher SD-
Ratten verwendet. Die Tiere wurden durch CO,-Inhalation getotet und anschliefend
seziert. Die frisch entnommenen Lebern wurden sofort weiter verarbeitet. Aus der Leber
eines Tiers wurden pro Versuchstag etwa 50-100 Schnitte gewonnen, welche gleichzeitig

inkubiert werden konnten.

Die Schnitte wurden mit Hilfe des Vitron Tissue Slicers hergestellt, welcher mit
eisgekiihltem KHP geflutet und iiber ein Schlauchsystem mit Carbogen begast war.
Der Puffer zirkulierte zur Kiithlung und Sauerstoffversorgung des Gewebes wihrend des
Schneidevorgangs in der Apparatur. Mit Hilfe eines geschérften Hohlzylinders (& 8 mm)
wurden aus der Leber Gewebekerne gestanzt, welche in KHP zwischengelagert und
einzeln in den Schneidearm eingesetzt wurden. Die Praparation der Schnitte erfolgte

durch manuelles Bewegen des Schneidearms iiber ein rotierendes Rasiermesser.
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5.3. Metabolismus in Prazisionsgewebeschnitten

Die gewiinschte Schnittdicke konnte dabei iiber eine Mikrometerschraube eingestellt
werden und betrug bei allen durchgefithrten Versuchen 250 pm. Die Schnitte wurden
durch den zirkulierenden Pufferstrom weggespiilt, in einem Reservoir gesammelt und

der Apparatur durch ein Auslassventil entnommen.

Inkubation:

Die Inkubation wurde bei 37°C unter Carbogen-Begasung in einem Rotationsinkuba-
tor durchgefiihrt. Die Vor- und die Substanzinkubation erfolgte in 1,7ml Waymouth
Medium in 20-ml Szintillationsglésern, wobei der Gasaustausch durch Locher im De-
ckel gewahrleistet war. In jedes Glas wurde ein Drahtnetz eingesetzt, auf welches 1-2
Schnitte platziert wurden. Im Anschluss an die FKS-freie Vorinkubation (1h) erfolgte
die Inkubation mit den Testsubstanzen fiir 4h (ebenfalls FKS-frei) oder fiir 24 h (mit
10% FKS). Die Substanzkonzentrationen betrugen 50-200 pM bei 0,1% DMSO. Fiir
die Versuche mit COMT-Inhibition betrug der Losungsmittelgehalt insgesamt 0,6%
bei einer Konzentration von 20 pM Ro 41-0960.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Schnitte mit einer Pinzette vom Draht-
netz gelost und gewogen. Das Medium wurde mit 0, 1% Ascorbinsiure versetzt. Medium
und Schnitt wurden separat in Kryogefafien mit Hilfe von Fliissigstickstoff schockge-
froren und bei —80°C gelagert.

5.3.2 Konjugatspaltung und Extraktion

Der Nachweis der von Leberschnitten gebildeten Metaboliten erfolgte ausschliefslich im
Inkubationsmedium. Zur Hydrolyse der Glucuronide und Sulfate wurden 500l Me-
dium mit dem gleichen Volumen Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 7,1) vermischt,
welcher 250 U/ml -Glucuronidase, 0,1 U/ml Sulfatase und 0, 1% Ascorbinsiure ent-
hielt. Im Anschluss an die zweistiindige Inkubation bei 37°C erfolgte die Extraktion mit
dreimal je 500 pl Ethylacetat. Zur Bestimmung der unkonjugierten Metaboliten wurden
ebenfalls 500 nl Medium mit dem gleichen Volumen Kaliumphosphatpuffer versetzt und
ohne Vorbehandlung extrahiert. Nach der Entfernung des Losungsmittels im Evapora-
tor wurden die Riickstdnde in 50 pl Methanol aufgenommen und zur Analyse mittels
LC-DAD-MS eingesetzt.
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5.4 Resorption und Metabolismus von AOH in der

Ratte in vivo

Der Tierversuch wurde am Institut fiir Toxikologie der Universitat Wiirzburg durchge-

fithrt. Die Analytik der Proben erfolgte in unserem Labor am KIT.

5.4.1 Tierversuch

Zwei méannliche SD-Ratten (331 g bzw. 355 g Korpergewicht) wurden durch Inhalation
von Sauerstoff mit zundchst 5% (v/v) Isofluran anésthesiert. Die Dosis wurde nach
20 min zur Aufrechterhaltung der Narkose auf 1,5% reduziert. Der Gallengang wurde
anschliefend mit einem Polyethylen-Schlauch (Innendurchmesser 0,36 mm) kaniiliert.
Jedes Tier erhielt eine Einmaldosis von 2mg AOH (gelost in 50 pl DMSO und 400 pl
Maisol) per Schlundsonde.

Die Galle wurde in Fraktionen zu je 30 min iiber einen Zeitraum von 0,5h vor bis
4,5h nach Verabreichung gesammelt und bis zur Verwendung bei —80°C gelagert. Die

Volumina der gesammelten Fraktionen betrugen je ca. 450 nl.

5.4.2 Konjugatspaltung und Extraktion

Die Hydrolyse der Glucuronide und Sulfate in den Gallenproben erfolgte wie fiir die In-
kubationsmedien der Leberschnitte beschrieben (vgl. 5.3.2). Der nach Extraktion und
Entfernung des Losungsmittels erhaltene Riickstand wurde in 10 ul BSTFA aufgenom-
men und mittels GC-MS analysiert.

Zur Quantifizierung von AOH wurden 50 l jeder Fraktion mit je 200 pl Kaliumphos-
phatpuffer (0,1 M; pH 7,1) verdiinnt, welcher 250 U/ml S-Glucuronidase, 0,1 U/ml
Sulfatase und 0, 1% Ascorbinséure enthielt. Auferdem wurden 2 ul einer 0,1 mM AME-
Losung als interner Standard zugegeben. Nach Extraktion und Evaporation wurde der
Riickstand in 50 pl Methanol aufgenommen. Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC
und Fluoreszenz-Detektion anhand einer externen Kalibriergerade (vgl. 5.12.1.3 und

Ad).
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5.5. GSH-Addukte von 4-HO-AOH

5.5 GSH-Addukte von 4-HO-AOH

Die Reaktivitiat von 4-HO-AOH gegeniiber Thiolgruppen wurde unter zellfreien Be-
dingungen durch Inkubation mit GSH untersucht. Ziel war es, die dabei gebildeten
GSH-Addukte mittels LC-DAD-MS nachzuweisen und anhand charakteristischer Frag-

mentierungsreaktionen auf verschiedenen MS"-Ebenen zu identifizieren.

Durchfiihrung:

4-HO-AOH (200 pM) wurde mit der dquimolaren bzw. zehnfachen Menge GSH in Kali-
umphosphatpuffer (0,1 M; pH 7, 4) fiir 5 min bei 37°C inkubiert. Zur Erh6hung der Aus-
beute wurde die Reaktion teilweise unter oxidativen Bedingungen durchgefiihrt. Hierzu
wurde entweder Cu**™ (als CuCl,; 0,2mM) oder eine Mischung aus H,O, (0,5 mM) und
HRP (0,5mg/ml) eingesetzt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben zentrifugiert (3 min, 16000g)
und der Uberstand direkt zur Analyse mittels LC-DAD-MS eingesetzt.

5.6 Allgemeine Methoden in der Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, in einer
mit Wasserdampf geséttigten Atmosphére kultiviert. Kulturmedium, PBS und Tryp-

sin wurden vor der Verwendung im Wasserbad auf 37°C erwérmt.

5.6.1 Kryokonservierung und Auftauen

Die Kryokonservierung der verwendeten Zelllinien erfolgte zwischen Passage 5 und 10,
um stets auf niedrige Passagen zuriickgreifen zu kénnen. Hierzu wurden 3-10° Zellen
in einem Kryogefaf in Einfriermedium (70% Kulturmedium, 20% FKS, 10% DMSO)
bei —20°C fiir 24 h und danach fiir weitere 24 h bei —80°C gefroren und schlieflich in
Fliissigstickstoff gelagert.
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Unmittelbar nach dem Auftauen im Wasserbad wurde der Inhalt eines Kryorchrchens
in ein steriles, mit 10 ml Kulturmedium befiilltes Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Nach
Zentrifugation (300g, 20°C, 5min) wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in
10 ml Kulturmedium resuspendiert und auf eine Petrischale (& 10cm) ausgebracht.
Nach 24 h erfolgte der Wechsel des Kulturmediums. Die erste Zellpassage wurde vor

Erreichen der Konfluenz durchgefiihrt, was je nach Zelllinie 3-7 Tage dauerte.

5.6.2 Passagieren

V79 Zellen wurden zwei- oder dreimal pro Woche passagiert, Caco-2 Zellen hingegen nur
einmal wochentlich. Morphologie und Zelldichte wurden regelméfig lichtmikroskopisch

iiberpriift, wobei vollstdndige Konfluenz vermieden wurde.

Nach Aspiration des Kulturmediums wurde der Zellrasen zweimal mit PBS (V79)
bzw. HBSS (Caco-2) gewaschen. Anschliefsend erfolgte die Zugabe der Trypsinlosung
(2,5ml bei @ 10cm bzw. 5ml bei @ 15cm). Diese wurde nach 30s abgesaugt und die
Petrischale fiir 3min (V79) bzw. 5min (Caco-2) im Brutschrank inkubiert.

Nach dem mechanischen Ablésen vom Plattenboden wurden die Zellen in Kulturme-
dium suspendiert, die Zellzahl elektronisch bestimmt (vgl. 5.6.4) und die gewiinschte

Anzahl an Zellen auf eine neue Petrischale ausgestreut.

5.6.3 Mykoplasmentest

Etwa alle drei Monate wurden die verwendeten Zelllinien auf Anwesenheit von Myko-
plasmen untersucht. Hierzu wurden 10° Zellen fiir 24 h in einer Petrischale (& 10cm)
auf einem Objekttrager kultiviert. Zur Fixierung der Zellen wurde der Objekttrager
iiber Nacht in eiskaltem Methanol gelagert. Anschliefsend erfolgte die Féarbung der
DNA mit DAPI. Bei Mykoplasmenfreiheit waren wéahrend der fluoreszenzmikroskopi-

schen Betrachtung nur die blau gefarbten Zellkerne zu sehen.

5.6.4 Elektronische Zellzahlbestimmung

Die elektronische Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe des CASY® Cell Counters. Ein
Aliquot der Zellsuspension wurde in einem mit 10 ml CASYton befiillten CASYcup pi-

pettiert, welcher nach griindlichem Mischen in das Gerét eingesetzt wurde.
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5.7. Proteinbestimmung nach Bradford

Geriteeinstellungen:

Pipettiertes Volumen (ul) 20 50 100 200 500 1000
Verdiinnungsfaktor 501 201 101 51 21 11
Ansaugvolumen (pl) 200 200 200 200 400 400

Zellgrofsenverteilung:

Zur Ermittlung der Zellzahl musste fiir jede Zelllinie einmalig die Zellgrofenverteilung
lebender und toter (mit Ethanol lysierter) Zellen bestimmt werden. Dabei ergaben sich
zwei Gaufkurven, deren Schnittpunkte den Grofenbereich der toten Zellen begrenzen.
Alle Partikel mit einem groferen Durchmesser als der oberen Grenze werden bei der
Messung als lebende Zellen erfasst. Fiir die verwendeten Zelllinien wurden folgende
Werte ermittelt: 8,1-12,5 pm (Caco-2), 5,3-8,8 um (V79) bzw. 5,5-9,5um (V79h1A1).

5.7 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt von Caco-2 Zelllysaten sowie von Zellfraktionen der Rattenleber wur-
de anhand der Methode von Bradford (1976) bestimmt. Der Triphenylmethan-Farbstoff
Coomassie Brilliant Blau G-250 bildet in saurer Losung Komplexe mit hydrophoben
und kationischen Seitenketten von Proteinen. Durch diese Komplexierung wird die un-
protonierte Sulfonatform des Farbstoffs stabilisiert; dies fiihrt zu einer Verschiebung
des Absorptionsmaximums von 470nm nach 595 nm. Die bei dieser Wellenldnge ge-
messene Extinktion ist direkt proportinal zur Proteinmenge, wobei die Quantifizierung

anhand einer externen Kalibriergerade mit Rinderserumalbumin erfolgte.

Bradford-Reagenz:

10 mg Coomassie Brilliant Blau G-250 wurden in 5 ml Ethanol gelost, mit 10 ml 85%iger
ortho-Phosphorsidure (v/v) versetzt und mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt. Das Rea-
genz wurde am Tag vor der Verwendung hergestellt und lichtgeschiitzt im Kiihlschrank
aufbewahrt. Es sollte eine braunliche Farbe besitzen und wurde unmittelbar vor der

Verwendung durch ein Faltenfilter filtriert.
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Durchfiihrung:

Je 100 pl der Kalibrierlgsungen (20-160pg/ml) bzw. der Proben wurden in Plastik-
Kiivetten mit 1 ml Bradford-Reagenz vermischt und im Dunkeln fiir 5 min bei Raum-
temperatur stehen gelassen. Anschliefend erfolgte die Messung der Extinktion bei
595nm im Photometer. Zur Bestimmung des Blindwerts wurde bidest. Wasser ein-
gesetzt. Die Konzentration der Rinderserumalbumin-Stammlosung (in bidest. Wasser)

betrug 1 mg/ml.

5.8 Konzentrationsbestimmung der Toxine in Medi-

um und Zellen

Die Konzentrationen der Testsubstanzen im Medium und in den Zellen wahrend der
Inkubation von Caco-2 und V79 Zellen in 6-Well Platten wurde zu verschiedenen Zeit-
punkten bestimmt. In der folgenden Tabelle sind die relevanten Parameter fiir die

Inkubation und die anschliefende Aufarbeitung zusammengefasst.

Caco-2 V79
Zellzahl pro Well 6-10* 8-10*
Wachstumsphase 21 Tage 24h
Verwendete Substanzen AOH, AME 4-HO-AOH, AOH, AME, ALT
Medium HBSS DMEM (+ 10% FKS)
Konzentration der Testsubstanz 20 uM 20 pM
Dauer der Inkubation 0,5-6h 1-24h
Puffer zur Aufarbeitung HBSS PBS

Durchfiihrung:

Im Anschluss an die Inkubation mit 20 pM (0,5% DMSO) der Testsubstanzen wurde
das Medium abgenommen und der Zellrasen dreimal mit je 2ml HBSS bzw. PBS ge-
waschen. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom Plattenboden abgelost
und im jeweiligen Puffer resuspendiert. Anschliefsend erfolgte die Zelllyse iiber Nacht
bei —80°C.

Da die Konzentrationsbestimmungen in Medium und Zelllysat auf Grund der me-
tabolischen Fahigkeiten der verwendeten Zelllinien unterschiedliche Vorbehandlungen

erforderten, werden die Vorgehensweisen im Folgenden getrennt beschrieben.
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Konzentrationsbestimmung in Caco-2 Zellen:

Das Medium wurde direkt mittels LC-DAD-MS analysiert und die Konzentration der
Muttersubstanz sowie der Glucuronide und Sulfate mit Hilfe externer Kalibriergeraden
fir AOH bzw. AME bestimmt (vgl. A.4). Dabei wurden dhnliche Extinktionskoeffizi-

enten vorausgesetzt.

Das Zelllysat wurde durch Ultraschallbehandlung homogenisiert und der Proteinge-
halt bestimmt (vgl. 5.7). Anschliefsend erfolgte die Zugabe von 20 pl einer 5mM Losung
von 4,4 -Isopropylidenbis(2,6-dimethylphenol) in DMSO als interner Standard. Diese
Methode wurde von Pfeiffer et al. (2009b) beschrieben.

Die Bestimmung der unkonjugierten Substanz erfolgte durch Verdiinnung von 100 pl
des Zelllysats mit dem gleichen Volumen Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4) und
Extraktion mit dreimal 500 pl Ethylacetat. Zur Erfassung der Konjugate wurden weite-
re Aliquots des Zelllysats mit 100 pl Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 7,1) verdiinnt,
wobei entweder 250 U [-Glucuronidase oder 0,2 U Sulfatase zugesetzt waren. Nach

zweistlindiger Inkubation bei 37°C wurde ebenfalls mit Ethylacetat extrahiert.

Die Extrakte wurden nach Evaporation in 100 ul Methanol aufgenommen, mittels
LC-DAD-MS analysiert und die Toxinkonzentration im Zelllysat iiber Einpunktkali-
brierungen bestimmt. Der MW aller ermittelten Proteingehalte lag bei 1,6 4+ 0,1 mg
pro Well. Auf Grund der geringen Schwankung wurde auf eine Normierung der ermit-

telten Stoffmengen verzichtet.

Konzentrationsbestimmung in V79 Zellen:

Ein Aliquot des Mediums sowie das komplette Zelllysat wurde nach dem Auftauen
mit dreimal 500 pl Ethylacetat extrahiert, der Riickstand nach Evaporation in 100 jl
Methanol aufgenommen und mittels HPLC-DAD (4-HO-AOH) bzw. HPLC mit Fluo-
reszenzdetektion (AOH, AME und ALT) analysiert (vgl. 5.12.1.3). Eine Behandlung
mit [-Glucuronidase und Sulfatase war nicht notig, da V79 Zellen weder UGT- noch
SULT-Aktivitat besitzen. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe von Einpunktkalibrie-

rungen, wobei der intrazelluldre Gehalt jeweils auf 10° Zellen normiert wurde.
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5.9 Resorption: Das Caco-2 Millicell System

Das Caco-2 Millicell® System besteht aus einer 24-Well Platte mit einem Aufsatz, der
jedes Well in ein apikales (oben) und ein basolaterales (unten) Kompartiment teilt.
Die beiden Kompartimente sind nur durch eine semipermeale Polycarbonat-Membran
getrennt, auf welcher die Zellen kultiviert werden. Diese sind dabei von allen Seiten
von Medium umgeben. Nach Erreichen der Konfluenz beginnen die Zellen spontan zu
differenzieren und dabei eine dem humanen Diinndarmepithel d&hnliche Morphologie

auszubilden.

5.9.1 Ausstreuen, Differenzierung und Inkubation

Die Volumina der beiden Kompartimente betrugen 0,4ml (apikal) bzw. 0,8 ml (baso-
lateral). Es wurden 6-10* Zellen pro Well ausgestreut und 21 Tage lang kultiviert, um
eine vollstandige Differenzierung des Monolayers zu erreichen. Alle zwei bis drei Ta-
ge wurde das Kulturmedium (DMEM/F12 mit 10% FKS) in beiden Kompartimenten

gewechselt.

An Tag 21 erfolgte die Substanzinkubation mit 10-40 pM AOH bzw. AME in HBSS
(1% DMSO). Zuvor wurde das Kulturmedium abgesaugt und beide Kompartimente
zweimal mit HBSS gewaschen. Zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 5-3h) wurde dem Ak-
zeptorkompartiment (basolateral bei der Inkubation von apikal und umgekehrt) ein
Volumen von 200 pl entnommen und durch frischen Puffer ersetzt. Am Ende der Inku-
bation wurde das gesamte Volumen beider Kompartimente entnommen. Zur Bestim-
mung der P,,,-Werte wurde mit 20 pM von der apikalen Seite inkubiert und nach 1h,

2h, 3h und 6 h jeweils das komplette basolaterale Volumen entommen.

Die Proben wurden mittels LC-DAD-MS durch direkte Injektion ohne vorherige Pro-
benaufbereitung analysiert (vgl. 5.12.3). Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe externer
Kalibriergeraden fiir AOH bzw. AME (vgl. A.4), wobei fiir die Konjugate dhnliche Ex-

tinktionskoeffizienten angenommen wurden.
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5.9.2 Integritatskontrolle

Die Integrititskontrolle stellt ein wichtiges Qualitéitskriterium fiir das Caco-2 Millicell®
System dar, da die Monolayer beispielsweise beim Absaugen des Mediums beschadigt
werden konnen, woraus eine Verfialschung der Resorptionsraten resultieren wiirde. Wie
in Kapitel 1.2.1 beschrieben, gibt es zwei Arten der Integritatskontrolle fiir das Caco-2
Modell: die Messung des TEER sowie die Bestimmung des Transports einer Marker-
substanz durch den Monolayer. In dieser Arbeit wurde der Transport des Fluoreszenz-

farbstoffs LY als Qualitédtskriterium herangezogen.

Hierzu wurden beide Kompartimente nach dem Ende der Substanzinkubation vor-
sichtig mit HBSS gewaschen. Anschliefsend erfolgte die einstiindige apikale Inkubation
mit einer Losung von 100 pg/ml LY in HBSS bei 37°C im Brutschrank. Je 200 pl HBSS
(Doppelbestimmung) aus dem basolateralen Kompartiment wurden anschliefend in
eine 96-Well Platte iiberfithrt und im Plattenlesegerdt fluorimetrisch vermessen (An-

regungswellenlédnge 485 nm, Emissionswellenlédnge 535 nm).

Zur Berechnung der Verteilung von LY wurden aufserdem eine Blindprobe (HBSS)
und die Equilibrium-Konzentration bestimmt. Diese entspricht einer Gleichverteilung
der Substanz iiber beide Kompartimente und errechnet sich wie in der folgenden Formel

dargestellt:

. o ¢(LY )apikal © Vapikat 100 pg/ml - 0,4 ml
Fauilibrium = (Vapikal + vbasolateral) B (0;4m1 + 0>8m1>

= 33,3 pg/ml
(c: Konzentration im Kompartiment, V: Volumen des Kompartiments)

Die Berechnung des prozentualen Anteils von LY im basolateralen Kompartiment er-

folgt anhand folgender Formel:

1%FUvProbe - 1%F[IBlindprobe
RFUEquilibrium - RFUBlindprobe

(RFU: Relative Fluorescence Unit)

% LY-Passage = - 100%

Als Integritéatskriterium wurde in Anlehnung an Literaturwerte eine Transportrate von
< 1% LY pro Stunde festgelegt (Gres et al., 1998).
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5.9.3 Berechnung des Permeabilitatskoeffizienten

Der scheinbare Permeabilitatskoeffiziente (P,p;,) gibt den Substanzfluss (%) iber den
Caco-2 Monolayer an (Artursson und Karlsson, 1991) und wird wie folgt berechnet:
dQ 1 Q

Pa = —_— =
PP dt A'CO CO'A't

Papp: Scheinbarer Permeabilitétskoeffizient (cm-s~")

dQ/dt: Substanzfluss iiber den Monolayer (nmol-s™")

Q: Stoffmenge im Akzeptorkompartiment zum Zeitpunkt t (nmol)

co: Ausgangskonzentration im Donorkompartiment (1M)

A: Fliche des Caco-2 Monolayers (0,7 cm? im 24-Well Millicell® System)
t: Zeit (s)

5.10 Mutagenitat: Der HPRT-Test

Vor der Durchfiihrung jedes HPRT-Genmutationstests wurden V79 Zellen frisch auf-
getaut und zweimal passagiert (jeweils nach 48-72h). Danach hatten die Zellen ihr

exponentielles Wachstum wieder erlangt und der HPRT-Test konnte gestartet werden.

Gegenselektion

Die spontane MF der fiir den HPRT-Test verwendeten V79 Zellen wurde im Vorfeld
durch Kultivierung in HAT-Gegenselektionsmedium gesenkt. Die resultierende Popu-
lation wurde vermehrt und kryokonserviert, sodass fiir jeden Test auf die gleiche Aus-

gangspopulation zuriickgegriffen werden konnte.

Die Endkonzentrationen der HAT-Komponenten im Kulturmedium (DMEM mit 10%
FKS) betrugen 2mM Hypoxanthin, 8 uM Aminopterin und 0,32 mM Thymidin. Die
Stammlosungen wurden jeweils frisch in 1 N NaOH (Aminopterin) bzw. bidest. Wasser
(Hypoxanthin und Thymidin) angesetzt. Pro Petrischale (& 15cm) wurden 10° Zellen
in 20 ml HAT-Medium ausgestreut. Nach 48 h wurden die Zellen abtrypsiniert und er-
neut 10° Zellen in HAT-Medium fiir weitere 48 h kultiviert. Im Anschluss daran erfolgte
die Kultivierung in HAT-freiem Medium, bis die Zellen ihr exponentielles Wachstum
wieder erlangt hatten. Die Kryokonservierung wurde danach wie in Abschnitt 5.6.1

beschrieben durchgefiihrt.
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HPRT-Testprotokoll

Tag 1 Je 1,5-10° Zellen wurden in 20 ml DMEM (mit 10% FKS) in Zellkul-
turflaschen (175 cm?® Wachstumsflache) ausgestreut. Pro Versuch
wurden ca. 5-8 Testsubstanzen bzw. Konzentrationen sowie zwei
Negativ- (0,5% DMSO) und eine Positivkontrolle (0,5puM NQO)
mitgefiihrt.

Tag 2 24h nach dem Ausstreuen erfolgte die Substanzinkubation ohne
vorherigen Wechsel des Mediums. Aus einer zusétzlich mitgefiihrten
Flasche wurde die Zellzahl zur Berechnung der Wachstumskurven
bestimmt.

Tag 3 Nach 24-stiindiger Inkubation erfolgte die Zellpassage, wobei je-
weils 10° Zellen in Zellkulturflaschen ausgestreut wurden. Zuséatz-
lich wurden je 10° Zellen zur Messung der Zellzyklusverteilung ab-
genommen (vgl. 5.11). Fiir die Bestimmung der Kolonienbildungs-
fahigkeit (PE1) wurde eine Suspension von 2000 Zellen in 40ml
nichtselektivem Medium (DMEM mit 5% FKS) angesetzt, aus der
drei Petrischalen (@ 10cm) mit je 500 Zellen ausgestreut wurden.

Tag 5 Zellpassage wie an Tag 3

Tag 8 Die Zellen wurden abtrypsiniert und eine Suspension von 3, 3-10°
Zellen in Selektionsmedium (DMEM mit 5% FKS und 7 pg/ml) an-
gesetzt. Daraus wurden dreimal je 30 ml in Petrischalen (& 15cm)
ausgestreut. Zusatzlich wurden drei Petrischalen mit je 500 Zel-
len zur Bestimmung der Kolonienbildungsfihigkeit (PE2) analog
zu Tag 3 ausgestreut.

Tag 10/15 Zur Methylenblau-Farbung der PE1-Platten (Tag 10) bzw. der
Selektions- und PE2-Platten (Tag 15) wurde das Medium abgekippt
und die Petrischalen zundchst mit 0, 9-prozentiger NaCl gewaschen.
Anschliefsend erfolgte die Fixierung mit 70-prozentigem Ethanol
fiir 15min, bevor die Kolonien fiir 30 min mit 0, 5-prozentiger
Methylenblau-Losung (in Methanol) gefarbt wurden. Die Platten
wurden im Anschluss mit bidest. Wasser gewaschen und die Kolo-

nien manuell ausgezahlt.
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Wachstumskurve

An allen fiir den HPRT-Test relevanten Tagen wurde die Zellzahl der abtrypsinierten
Zellen elektronisch bestimmt (vgl. 5.6.4). Unter Berticksichtigung eines Passagenfak-
tors lasst sich fiir jeden dieser Zeitpunkte die theoretische Gesamtzellzahl berechnen,
woraus sich aufgetragen gegen die Zeit eine Wachstumskurve ergibt. Die Steigungen
dieser Kurven im Vergleich zur Negativkontrolle zeigen den Einfluss der Toxine auf das
Wachstum der Zellen.

An den Tagen 1, 2 und 3 entsprachen die bestimmten Zellzahlen pro Flasche der
Gesamtzellzahl. Zur Berechnung der theoretischen Gesamtzellzahlen an Tag 5 und Tag
8 wurden die elektronisch ermittelten Zellzahlen pro Flasche mit dem Passagenfaktor
(Zellzahl (Tag 3) -107° bzw. Zellzahl (Tag 5) -10~°) multipliziert.

Auswertung

Die PE als Maf fiir die Kolonienbildungsfahigkeit errechnet sich als Quotient der An-
zahl ausgezéhlter Kolonien und der Anzahl pro Petrischale ausgestreuter Zellen. Die
PE1 entspricht dabei der Kolonienbildungsfahigkeit unmittelbar nach Substanzinku-
bation, die PE2 derjenigen zum Zeitpunkt der Selektion. Die relative PE ergibt sich

durch Normierung auf die Negativkontrolle.

PE — Anzahl gewachsener Kolonien  Anzahl gewachsener Kolonien

Anzahl ausgestreuter Zellen 500

PEProbe

- 100%
PEKontrolle

relative PE =

Die MF entspricht der Anzahl der 6-TG-resistenten Kolonien, bezogen auf 10° kolo-

nienbildende Zellen:

Anzahl Mutanten

= - 10°
Zellzahl (Tag 8) - PE2

MF
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5.11 Zellzyklusverteilung

Die Bestimmung der Zellzyklusverteilung der V79 Zellen erfolgte anhand der durch-
flusszytometrischen Messung des DNA-Gehaltes. In der Présynthesephase (G;) und
der Ruhephase (Gg) besitzen die Zellen einen diploiden Chromosomensatz. Nach der
Replikation (S-Phase), also in der pramitotischen Phase (G,) und der Mitose, ist der
DNA-Gehalt im Vergleich dazu doppelt so hoch. Nach der Interkalation des blauen
Fluoreszenzfarbstoffs DAPI in die DNA kann der DNA-Gehalt jeder einzelnen Zelle
durchflusszytometrisch bestimmt werden, woraus fiir jede Population eine Zellzyklus-

verteilung resultiert.

Durchfiihrung

Die wahrend des HPRT-Tests direkt nach der Substanzinkubation entnommenen Zel-
len (dreimal je 10°) wurden in 15 ml-Zentrifugenréhrchen iiberfithrt und fiir 4 min bei
Raumtemperatur und 300g zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und das Zell-
pellet im Anschluss mit 2ml PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Aspi-
ration des PBS erfolgte die tropfenweise Zugabe von 2ml eiskaltem Ethanol auf dem
Vortex. Die fixierten Zellen wurden anschliefsend iiber Nacht bei —20°C gelagert. Un-
mittelbar vor der durchflusszytometrischen Messung erfolgte die erneute Zentrifuga-
tion bei Raumtemperatur (4min, 2800g). Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zell-
pellet mit 900 pl CyStain® 1-Step Losung versetzt und griindlich resuspendiert. Nach
5-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Suspensionen in Plastikréhr-
chen (Sarstedt, Niimbrecht) iiberfiihrt, griindlich durchmischt und durchflusszytome-

trisch vermessen.

Geriteparameter

Die Verstiarkung (Gain) wurde vor Beginn der Messung so eingestellt, dass die Fluo-
reszenzintensitét der Zellen, die sich in der G;/Gy-Phase des Zellzyklus befinden, bei
ca. 200 Einheiten lag. Die Dauer der Messung sollte mindestens 100s betragen. Dies
wurde durch die Anpassung der Durchflussgeschwindigkeit (Speed) reguliert. Lag die
Gesamtzahl der detektierten Partikel (Counts pro ml) auf Grund von Verlusten bei der

Aufarbeitung unter 2-10*, wurde die Messung nicht gewertet.
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Auswertung

Die Auswertung der Histogramme erfolgte mit Hilfe der Flowmax® Software (Par-
tec), wobei die Unterteilung in die einzelnen Zellzyklusphasen manuell bei der DMSO-
Kontrolle vorgenommen und fiir alle weiteren Proben einer Messeinheit beibehalten
wurde, sofern zwischendurch keine Verdnderung der Gerdteparameter erfolgt waren.
Aus den ermittelten Werten wurden schliefslich die prozentualen Anteile der Popula-
tion in der G;/Gy, der S- bzw. der G,/M-Phase berechnet.

5.12 Analytik

5.12.1 Analytische HPLC

Fiir die Analysen mit den in diesem Abschnitt aufgefiithrten analytischen HPLC-Anlagen
wurde stets der gleiche Saulentyp ,Luna“ von Phenomenex (Torrance, CA, USA) ver-
wendet (C8-Umkehrphase, Porengrofe 5 pm, Lange 250 mm, Innendurchmesser 4,6 mm).
Die Vorsdulen stammten ebenfalls von Phenomenex (C8-Umkehrphase, 4 x 3 mm) und

wurden regelméfig gewechselt.

5.12.1.1 HPLC-DAD

Fiir die Detektion der oxidativen Metaboliten und der entsprechenden MP aus den
Umsetzungen mit Zellfraktionen und Supersomen sowie zur Fraktionierung der oxida-

tiven Metaboliten.

Geritedetails
Hersteller Beckman Coulter
Geratebezeichnung Beckman HPLC-DAD168
Injektionsart manuell (Rheodyne 7725i Injektionsventil)
Injektionsvolumen  bis 100 pul
Detektor DAD
Software Karat 7.0
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Gradientenprogramm

Zeit (min) 0
Eluent B (%) 17 17 45 50 100 100 17

2 12 22 27 32 35

Weitere Parameter

Eluent A
Eluent B

Flussrate

bidest. Wasser, mit Ameisenséure auf pH 3 eingestellt

ACN

1 ml/min

Detektionswellenldnge 254 nm

5.12.1.2 HPLC-UV

Zur Analytik der Sulfate von AOH und AME.

Geratedetails

Hersteller
Geratebezeichnung
Injektionsart
Injektionsvolumen
Detektor

Software

Beckman Coulter

Beckman HPLC-UV166

manuell (Rheodyne 7725¢ Injektionsventil)
bis 100 ul

Uv

Karat 7.0

Gradientenprogramme

AOH-O-Sulfate:

Zeit (min) 0 2 22 29 33 35
Eluent B (%) 5 5 50 100 100 5

AME- O-Sulfate:

Zeit (min) 0 1 26 31 33 36
Eluent B (%) 30 30 100 100 30 30
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Weitere Parameter

Eluent A bidest. Wasser mit 5mM TBAP
Eluent B ACN mit 0, 1% Ameisensaure
Flussrate AOH-O-Sulfate: 1 ml/min

AME- O-Sulfate: 0,5 ml/min
Detektionswellenlénge 254nm

5.12.1.3 HPLC-DAD mit Fluoreszenz-Detektor

Zur Quantifizierung von AOH in der Rattengalle sowie von AOH, AME, ALT und 4-
HO-AOH im Medium und im Zelllysat von V79 Zellen.

Geritedetails
Hersteller Shimadzu
Gerétebezeichnung Prominence
Pumpen LC-20AT
Injektionsart Autosampler (SIL-20AC)
Injektionsvolumen  bis 500 ul
Detektor DAD (SPD-M20A)
Fluoreszenz-Detektor (RF-Axy)
Software LC Solution 1.22

Gradientenprogramm

Zeit (min) 0 15 23 26 28 30 34
Eluent B (%) 30 60 70 100 100 30 30

Weitere Parameter

Eluent A bidest. Wasser mit 0,1% Ameisensaure
Eluent B ACN

Flussrate 0,5 ml/min

Detektionswellenléange 254 nm

Fluoreszenzwellenldngen — Anregung: 325 nm, Emission: 475 nm (ALT)
Anregung: 330 nm, Emission: 430 nm (AOH, AME)
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5.12.2 Praparative HPLC

Zur Isolierung von 4-HO-AOH aus der Oxidation von AOH mit IBX. Es wurde der
Séulentyp ,Luna“ (C18-Umkehrphase, Porengrofe 5pm, Lénge 250 mm, Innendurch-

messer 10 mm) von Phenomenex (Torrance, CA, USA) verwendet.

Geratedetails

Hersteller Shimadzu

Geratebezeichnung Prominence

Pumpen LC-8A

Injektionsart manuell (Rheodyne 7725 Injektionsventil)
Injektionsvolumen  bis 2ml

Detektor UV-Detektor (SPD-20A)

Software LC Solution 1.22

Gradientenprogramm

Zeit (min) 0 5 17 24 29 32
Eluent B (%) 30 50 50 100 100 30

Weitere Parameter

Eluent A bidest. Wasser

Eluent B ACN:Methanol (50:50)
Flussrate 8 ml/min
Detektionswellenlénge 254 nm
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5.12.3 LC-DAD-MS

HPLC-DAD gekoppelt an ein Massenspektrometer zur Analyse der in Leberschnitten
und in Caco-2 Zellen gebildeten Metaboliten sowie der GSH-Addukte von 4-HO-AOH.

Geratedetails LC-DAD-MS

Hersteller Thermo Scientific
Gerétebezeichnung Finnigan Surveyor
Injektionsart Autosampler

Injektionsvolumen  bis 25l

Detektor DAD
MS (LXQ Linear Ion Trap MS")
Software Xcalibur 2.0.7

Gradientenprogramme

Zeit (min) 0 25 28 29 32
Caco-2:

Eluent B (%) 30 100 100 30 30

Zeit (mi 0o 2 7 12 24 29 32 33 35
Leberschnitte: cit (min)

Eluent B (%) 40 40 50 57 70 100 100 40 40

Zeit (min) 0 6 10 20 25 27 29 33
Eluent B (%) 20 25 30 60 100 100 20 20

GSH-Addukte:

Weitere Parameter

Eluent A bidest. Wasser mit 0, 1% Ameisensaure
(+ 5mM (NH,)CH;COO bei Caco-2 Zellen)
Eluent B ACN mit 0, 1% Ameisensaure
Flussrate 0,5 ml/min
Detektionswellenlénge 254 nm
Ionisierung ESI, negativ-Modus
Fragmentierung Collision Induced Dissociation (CID)
CID-Spannung als % von 5V eingestellt
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Fiir MS"™ Analysen relevante Parameter

In der folgenden Tabelle sind die m/z und CID-Werte der in dieser Arbeit durchge-

fithrten MS"™ Analysen zusammengefasst:

Modus Metaboliten m/z CID (V)
Leberschnitte  Full Scan alle 100-800 0
MS? HO-AOH 273 1,75
MS? HO-AME 287>272 1,75
MP von HO-AOH 287>272 1,75
MP von HO-AME 301>286 1,75
Caco-2 Zellen  Full Scan  Glucuronide und Sulfate 100-600 0
GSH-Addukte Full Scan alle 100-1000 0
MS? Mono-GSH-Addukt, reduziert 578 1,75
Mono-GSH-Addukt, oxidiert 576 1,75
Di-GSH-Addukt, reduziert 883 1,75
MS?® Mono-GSH-Addukt, reduziert 578>305 1,75
Mono-GSH-Addukt, oxidiert — 576>303 1,75
Di-GSH-Addukt, reduziert 883>576 1,75

Die in den Tune-Files gespeicherten MS-Parameter sind in Anhang A.5 zu finden.
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5.12.4 GC-MS

Zur Detektion der oxidativen Metaboliten von AOH und der entsprechenden MP in
der Rattengalle. Es wurde eine 5% Phenylmethyl MDN-5S fused silica Kapillarsaule

(Léange 30 m, Innendurchmesser 25 mm, Filmdicke 0,25 um) verwendet (Supelco, Belle-
fonte, CA, USA).

Geratedetails GC-MS

Hersteller Thermo Finnigan (Austin, TX, USA)
Gerétebezeichnung Finnigan GC-MS GCQ Linear Ion Trap MS™

Temperaturprogramm

Starttemperatur 60°C, 1 min
Auftheizrate 15°C pro min
Endtemperatur ~ 290°C, 15 min

Weitere Parameter GC-MS

Tragergas Helium
Flussrate 40 cm/s
Injektionsart on-column

Injektortemperatur 50°C
Injektionsvolumen  1-2pul

Ionisation EI
Fragmentierung CID
CID-Spannung 1,7V (fur 0,15s)

Scan Events und Fragmentierungsbedingungen

Die MS"-Analysen wurden im Dual-MS*-Modus durchgefiihrt. Dies entspricht der si-
multanen MS*-Analyse von m/z 547 ([M-15] der trimethylsilylierten AOH-Catechole)
und m/z 489 ([M-15] der trimethylsilylierten MP).
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A

Erganzende Daten

A.1 ESI-Massenspektren

Oxidative Metaboliten und MP von AOH und AME

ESI-Massenspektren der monohydroxylierten Metaboliten von AOH und AME sowie
der entsprechenden MP aus der LC-DAD-MS Analyse. Die Zahlen in Klammern ent-

sprechen der relativen Intensitat in %. Nur die Werte > 10% sind angegeben.

Metabolit MS? von M-H (m/z 273)
2-HO-AOH 273 (100), 258 (10), 229 (19)
4-HO-AOH 273 (29), 258 (100), 229 (13)
8-HO-AOH 273 (100)
10-HO-AOH 273 (100), 258 (63), 245 (26), 229 (18), 217 (33), 201 (33)
MS? von M-H (m/z 287>272)
2. HO-AOH  MP-1 271(100), 257 (26), 244 (76), 243 (19), 200 (44)
MP-2  272(12), 271 (100), 257 (28), 244 (73), 243 (17), 200 (46)
AHO-AOH  MP-1 271 (11), 257 (24), 244 (10), 243 (14), 216 (48), 188 (100)
MP-2  257(22), 244 (12), 243 (16), 216 (46), 188 (100)
8HO-AOH MP  272(100), 244 (59)
10-HO-AOH MP 272 (20), 257 (100)
2-HO-AME 272 (15), 271 (100), 257 (30) 244 (75), 243 (21), 200 (51)
A HO-AME 957 (21), 243 (13), 216 (47), 188 (100)
8-HO-AME 272 (100), 244 (14)
10-HO-AME 272 (20), 257 (100)
MS® von M-H (m,/z 301>286)
HO-AME ~ MP  271(100)
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GSH-Addukte von 4-HO-AOH

ESI-Massenspektren der GSH-Addukte von 4-HO-AOH aus der LC-DAD-MS Analy-
se. Die Zahlen in Klammern entsprechen der relativen Intensitéat in %. Nur die Werte

> 10% sind angegeben.

Metabolit MS™ von M-H (m/z) m/z Fragmention

Monoaddukt, ~ MS? (578) 305 (100), 272 (43)
reduzierte Form MS? (578>305) 305 (100), 271 (97), 261 (51)
Monoaddukt,  MS? (576) 531 (20), 303 (100), 291 (18), 272 (53)
oxidierte Form  MS? (576>303) 303 (29), 275 (100), 269 (29)
Diaddukt  MS? (883) 754 (19), 576 (100), 303 (11)
MS? (883>576) 532 (11), 303 (100), 291 (14), 272 (40), 254 (40)

A.2 EI-Massenspektren

EI-Massenspektren der monohydroxylierten AOH-Metaboliten und der entsprechenden
MP nach Trimethylsilylierung und GC-MS Analyse. Die Zahlen in Klammern entspre-
chen der relativen Intensitit in %. Nur die Werte > 10% sind angegeben.

Metabolit MS? von M (m/z 547)
2-HO-AOH 548 (19), 547 (100), 476 (14), 475 (43), 460 (12), 459 (45), 387 (15)
4-HO-AOH 548 (11), 547 (100), 531 (8), 476 (13), 475 (41), 459 (30)
8-HO-AOH 547 (87), 532 (35), 517 (20), 460 (13), 459 (100), 387 (14)
10-HO-AOH 547 (40), 460 (12), 459 (100)
MS? von M (m/z 489)

2.HO-AOH  MP-1 489 (21), 459 (100)

MP-2 459 (100)
4-HO-AOH  MP-1 489 (16), 459 (100)

MP-2 489 (14), 459 (100)
8-HO-AOH MP 489 (17), 459 (100)
10-HO-AOH MP 489 (20), 459 (100)
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A.3 Mutagenitat von AOH in V79h1A1 Zellen

Die verwendeten transgenen V79h1A1l Zellen exprimieren humanes CYP1A1l, wobei
das Gen hierfiir durch stabile Transfektion in das Genom von V79 Zellen integriert
wurde (Schmalix et al., 1993).

Anhand der Inkubation von V79h1A1 Zellen mit AOH sollte untersucht werden, ob
die Mutagenitdt und die Zytotoxizitdt von AOH durch die Entstehung der oxidativen
Metaboliten beeinflusst wird. Des Weiteren wurden vergleichende Experimente mit
und ohne Coinkubation von AOH und Ro 14-0960 zur Inhibierung der COMT durch-
gefiihrt. Die Unterdriickung der Methylierung der Catechole sollte dabei aufzeigen, ob
die Catechole hinsichtlich der Zytotoxizitdt und der Mutagenitéit ein hoheres Potential

aufweisen als die methylierten Metaboliten.

Uberpriifung der CYP-Aktivitét

Die Uberpriifung der CYP1A1-Aktivitét der Zellen erfolgte regelmifig durch den Nach-
weis der oxidativen Metaboliten und der entsprechenden MP im Kulturmedium nach
der Inkubation mit AOH. Dieses wurde dabei erwartungsgeméfs an C-2 und C-4 hy-
droxyliert, wobei die Bildung von 2-HO-AOH bevorzugt war (Abb. A.1, links). Beide
Metaboliten konnten nach 24-stiindiger Inkubation jedoch nicht direkt, sondern in Form

der MP detektiert werden. Dies spricht dafiir, dass beide Catechole gute Substrate der
COMT darstellen.
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Abb. A.1: LC-MS Profile der Metaboliten im Kulturmedium nach 24-stiindiger Inkubation
von V79h1A1 Zellen mit AOH alleine (links) bzw. nach Coinkubation mit 10 pM Ro 41-0960

(rechts). Dargestellt sind die Massenspuren m/z 273 (AOH-Catechole) und m/z 287 (MP der
AOH-Catechole).
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Durch Coinkubation mit dem COMT-Inhibitor Ro 41-0960 und die daraus resultieren-
de Unterdriickung der Methylierung konnten auch nach 24-stiindiger Inkubation beide
AOH-Catechole im Kulturmedium nachgewiesen werden (Abb. A.1, rechts). Erwar-
tungsgeméls waren gleichzeitig keine Methylierungsprodukte detektierbar.

Positivkontrolle BP

Die spontane MF der V79h1A1 Zellen war mit 4+3 Mutanten pro 10° Zellen deutlich
niedriger als als die der eingesetzten V79 Zellen (21411). Somit schied ein direkter Ver-

gleich zwischen beiden Zelllinien von vorneherein aus. Dennoch wurde die Mutagenitét
von AOH in V79h1A1 Zellen mit und ohne Inhibierung der COMT bestimmt.

Als Positivkontrolle fiir die durchgefiithrten Versuche diente BP, welches in V79 Zel-
len ohne metabolische Aktivierung auch in hohen Konzentrationen nicht mutagen ist
(Schmalix et al., 1993). Dies konnte in Vorversuchen mit bis zu 50 nM BP bestétigt
werden. Die mutagene Wirkung von BP beruht auf der CYP1A1-vermittelten metabo-
lischen Aktivierung zu BP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (Schmalix et al., 1993).

Erwartungsgemaéfs resultierte die 24-stiindige Inkubation von V79h1A1 Zellen mit BP
in einem starken Anstieg der MF. Beispielsweise konnte bei der Inkubation mit 4 pM
BP eine Erhohung der MF um das 100-fache beobachtet werden (Tab. A.1).

Tab. A.1: Lebendzellzahl an Tag 3, Kolonienbildungsfahigkeiten (PE1 und PE2) und MF nach
der Inkubation von V79h1A1 Zellen mit Losungsmittel alleine (0,5% DMSO) bzw. 0,4-10 pM

BP. Dargestellt sind die Mittelwerte eines Versuchs in Dreifachbestimmung.

BP (uM) 0 04 1 410
Zellzahl an Tag 3 (-10°) 18,7 10,7 11,4 7,7 8,8
PE1 (% der Kontrolle) 100 99,9 87,5 57,9 53,1
PE2 (% der Kontrolle) 100 89,7 91,8 90,0 84,8
MF 44 94,5 308,7 407,4 398,2

BP war dabei zytotoxisch, die Lebendzellzahl und die PE wurden jedoch nur auf etwa
50% der Kontrolle gesenkt. Fiir die weiteren HPRT-Tests wurde 0,4 pM BP als Posi-
tivkontrolle mitgefiihrt, da die MF bei dieser Konzentration mit etwa 100 Mutanten
pro 10° Zellen in einem praktikablen Bereich lag und die akute Zytotoxizitat zudem

nur schwach ausgeprigt war (Tab. A.1).
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Zytotxizitat und Einfluss von AOH auf den Zellzyklus

Zur Bestimmung des zytotoxischen und mutagenen Potentials von AOH in V79h1A1l
Zellen wurden diese mit 2-20 pM AOH alleine oder in Anwesenheit von 10 pM Ro 41-
0960 fiir 24 h inkubiert. Wie bereits in Kapitel 3.4 beschrieben, wurden die Zellzahl
und die Kolonienbildungsfahigkeit (PE1) unmittelbar nach der Inkubation sowie die
MF und die PE2 nach zweimaliger Subkultivierung bestimmt.

In Abb. A.2 sind die Lebendzellzahl an Tag 3 (Séulen) sowie die PE1 (Symbole) der
Inkubationen von V79h1A1 Zellen mit Losungsmittel (0,6% DMSO) oder AOH alleine
(oben) bzw. in Anwesenheit des COMT-Inhibitors (unten) dargestellt.
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Abb. A.2: Absolute Zellzahl (Sdulen) und Kolonienbildungsfihigkeit (PE1, Symbole) unmit-
telbar nach 24-stiindiger Inkubation von V79h1A1 Zellen mit Losungsmittel alleine (0,6%
DMSO) oder mit AOH. Die Versuche wurden zusétzlich in Anwesenheit von 10 M Ro 41-
0960 zur Inhibierung der COMT durchgefiihrt (unten). Dargestellt sind die Mittelwerte und
SA aus je drei unabhédngigen Experimenten bzw. die Werte eines Versuchs fiir 20 pM AOH oh-
ne COMT-Inhibitor. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden fiir die Zellzahlen mittels
t-Test berechnet; * p < 0, 05.
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Mit Ausnahme der hochsten Konzentration konnte keine signifikante Erniedrigung der

Zellzahl beobachtet werden. Die Kolonienbildungsfahigkeit jedoch wurde konzentrations-
abhéangig herabgesetzt, wobei der Effekt weniger stark ausgepragt war als in V79 Mut-

terzellen (vgl. Abb. A.2 und Abb. 3.15). Die Inhibierung der COMT hatte dabei keinen

Einfluss auf die Zytotoxizitdt von AOH (Abb. A.2).

Die Zellzyklusverteilung der nur mit DMSO inkubierten Zellen war fiir beide Zelllini-
en vergleichbar. In V79h1A1 Zellen konnte analog zu V79 Zellen unmittelbar nach der
Inkubation mit AOH die Induktion eines G,/M-Arrests beobachtet werden, welcher bis
10 pM jedoch schwach ausgepréigt und in beiden Zelllinien vergleichbar war (vgl. Abb.
3.17).
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Abb. A.3: Zellzyklusverteilung nach der Inkubation von V79h1A1l Zellen mit Losungsmittel
alleine (0,6% DMSO) oder AOH ohne und mit COMT-Inhibierung durch Coinkubation mit
10pM Ro41-0960. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ halbe Schwankungsbreiten aus je zwei
(ohne COMT-Inhibitor) bzw. die Mittelwerte & SA aus je drei (mit Inhibitor) unabhéngi-
gen Experimenten. n.b., nicht bestimmt. Signifikante Unterschiede zur Losungsmittelkontrol-
le wurden fiir die Versuche mit COMT-Inhibitor mittels t-Test berechnet; * p < 0,05, **
p < 0,01, *** p < 0,001.

Der prozentuale Anteil der Population in der G;/Gy-Phase wurde durch Inkubation mit
10pM AOH von 51, 7% auf 44, 5% reduziert. Diese Herabsetzung war vergleichbar zu
V79 Zellen. Auch in V79h1A1 Zellen ohne und mit Coinkubation des COMT-Inhibitors
konnte kein Unterschied festgestellt werden (Abb. A.3).
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Mutagenitat

Die Inkubation von V79h1A1 Zellen mit AOH fiihrte zu einer konzentrationsabhédngigen
Erhohung der MF, die analog zu V79 Zellen erst ab 10 pM AOH signifikant war (Abb.

A4, oben). Die Absolutwerte waren dabei wie erwartet deutlich niedriger als in den

V79 Zellen (vgl. Abb. 3.18).
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Abb. A.4: Mutantenfrequenz (MF, Sdulen) und Kolonienbildungsfahigkeit (PE2, Symbole)
zum Zeitpunkt der Selektion nach 24-stiindiger Inkubation von V79h1A1 Zellen mit Losungs-
mittel alleine (0,6% DMSO) oder mit AOH. Die Versuche wurden zusétzlich in Anwesenheit
von 10 pM Ro 41-0960 zur Inhibierung der COMT durchgefiihrt (unten). Dargestellt sind die
Mittelwerte und SA aus je drei unabhéngigen Experimenten bzw. die Werte eines Versuchs
mit 20uM AOH ohne COMT-Inhibitor. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden fiir
die MF mittels t-Test berechnet; * p < 0,05, ** p < 0,01.
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Nach der Coinkubation mit Ro 41-0960 zeigte sich ebenfalls eine konzentrationsab-
héngige Induktion von Mutationen (Abb. A.4, unten). Die Absolutwerte waren iiber-
raschenderweise im Vergleich zur Inkubation ohne COMT-Inhibitor nochmals deutlich
geringer. Da dies auch fiir die Kontrolle mit 10 pM Ro 41-0960 aber ohne AOH beobach-
tet werden konnte, ist davon auszugehen, dass die Anwesenheit des COMT-Inhibitors
einen Finfluss auf die Entstehung von Mutationen am hprt-Genlokus bzw. auf deren

Fixierung im Genom hat.

Die Erhéhung der MF war bei Coinkubation mit Ro 41-0960 bereits ab 2uM AOH
signifikant, die Absolutwerte waren dabei jedoch ausgesprochen gering (Abb. A.4, un-
ten). Aus diesem Grund ist nicht davon auszugehen, dass bei der Unterdriickung der

Methylierung tatséchlich eine erhohtes mutagenes Potential besteht.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass das System der transgenen V79 Zellen zwar
generell geeignet ist, die Mutagenitéit einer Substanz nach metabolischer Aktivierung
zu untersuchen. Dies konnte zweifelsfrei fiir BP gezeigt werden, welches in V79 Zellen
nicht mutagen war, in Anwesenheit von CYP1A1 jedoch ein ausgeprigtes mutagenes
Potential aufwies. Schwieriger ist es jedoch, den Einfluss des oxidativen Metabolismus
einer mutagenen Substanz herauszuarbeiten. Der Umsatz zu den hydroxylierten Meta-
boliten ist fiir AOH in V79h1A1l Zellen gering, sodass vermutlich weder ein stérkeres
noch ein schwicheres mutagenes Potential im Vergleich zur Muttersubstanz ins Ge-
wicht fallen wiirde. BP ist in dieser Hinsicht ein Sonderfall, da es per se nicht mutagen
ist, der durch CYP1A1 gebildete Metabolit BP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxids hingegen

ein sehr potentes Mutagen darstellt.

Der Einsatz des COMT-Inhibitors zur Unterdriickung der Methylierung war nicht
zytotoxisch fiir die Zellen. Jedoch resultierten in Anwesenheit von Ro 41-0960 bei glei-
chen AOH-Konzentrationen deutlich geringere Werte der MF. Aus diesem Grund ist
der direkte Vergleich der Tests ohne und mit COMT-Inhibierung schwierig. Basierend
auf dieser Datenlage kann keine Aussage iiber den Einfluss des oxidativen Metabolis-
mus auf das mutagene Potential von AOH gemacht werden. Der HPRT-Test auch in
Kombination mit der Verwendung des COMT-Inhibitors haben sich diesbeziiglich als

ungeeignet erwiesen.
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A.4 Externe Kalibrierungen

Parameter zu den Kalibrierungen der LC-DAD-MS Analyse der Metaboliten in Le-

berschnitten und in Caco-2 Zellen sowie der Quantifizierung von AOH in Rattengalle

mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion. Die lineare Regression erfolgte mit Hilfe der
OriginPro 8 Software (OriginLab, Northampton, MA, USA). A, Peakfliche von AOH;
n, Stoffmenge (pmol); B, Peakflichenverhéltnis von AOH:AME

Detektionsart Substanz Kalibrierbereich Geradengleichung

RZ

UV-Absorption AOH 25-250 pmol A =4,53-10°n + 11452 0,9987
AME 25-250 pmol A =5,23-10°n + 18576  0,9955
Fluoreszenz AOH 10-50 pmol B = 0,029n+-0, 052 0,9993

A.5 MS-Gerateparameter

Auflistung der Parameter der Tune Files der fiir die einzelnen Themenkomplexe ver-

wendeten MS-Methoden.

Gewebeschnitte Caco-2 GSH-Addukte
N, Flow Rate Sheath (1/min) 40 30 40
Auxiliary (1/min) 10 15 10
Sweep (1/min) 0,02 —0,02 0
Spray Voltage (kV) 5,5 4,5 5,5
Current (pA) 0,05 3,15 0,05
Capillary Voltage (V) -1 —45 -3
Temperature (°C) 300 350 300
Tube Lens Voltage (V) 69,9 125,6 -75,7
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