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EINFUHRUNG

1 EINFUHRUNG

1.1 BIOTRANSFORMATION

1.1.1 DEFINITION UND BEDEUTUNG

Als Biotransformation wird die Umwandlung endogener (z.B. Steroidhormone,
Gallensauren) und exogener Substanzen (z.B. Arzneistoffe) durch den Organismus
bezeichnet. Dabei ist besonders die Metabolisierung der als Xenobiotika bezeichneten
korperfremden Stoffe von groBer Bedeutung, da diese durch verschiedene Enzyme in
hydrophilere und damit besser eliminierbare Produkte umgewandelt werden kénnen
[Lewis und Pratt, 1998; Mutschler, 2001]. Die meist lipophilen Xenobiotika wiirden
sonst aufgrund ihrer guten Resorbierbarkeit und vorhandener Riickresorption tber
den enterohepatischen Kreislauf nur langsam aus dem Organismus eliminiert
werden, wodurch es zu einer Kumulation und einer Schadigung des Kérpers kommen
kénnte [Forth et al., 2001]. Das Hauptorgan der Metabolisierung ist die Leber, da sie
zum einen stark durchblutet wird und zum anderen wichtige metabolisierende
Enzyme enthdlt. So gelangen per oral applizierte Arzneistoffe nach der Resorption
aus dem Gastrointestinaltrakt ber die Pfortader in die Leber, in der sie sowohl
extrahiert als auch biochemisch umgewandelt werden kdnnen, bevor sie in den
systemischen Kreislauf gelangen. Diese prasystemische Elimination kann bei
verschiedenen Arzneistoffen unterschiedlich stark ausgepragt sein und ist fir die
Bioverfiligbarkeit eines Pharmakons von entscheidender Bedeutung. Aber auch in
anderen Organen wie Darm, Niere, Lunge, Haut und Blut werden
Biotransformationen untergeordnet durchgeftihrt [Mutschler, 2001].

Diese substratunspezifisch arbeitenden fremdstoffmetabolisierenden Enzyme kénnen
sowohl strukturgebunden an den Membranen des endoplasmatischen Retikulums
oder in den Mitochondrien lokalisiert sein, als auch in léslicher Form vorliegen. Die
Biotransformationsreaktionen werden dabei in zwei Phasen unterteilt. In der als
Funktionalisierungsreaktion bezeichneten Phase I entstehen durch Oxidation,
Reduktion oder Hydrolyse polare Metaboliten, die zudem in Phase II durch

Konjugation mit koérpereigenen Substanzen des Intermedidrstoffwechsels wie z.B.

1
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Glucuronsaure, Aminosauren, Glutathion oder Schwefelsaure in Metabolite mit
erhdhter Wasserloslichkeit umgewandelt werden kodnnen [Testa, 1995b] (siehe
Abb. 1-1). Das AusmaB der Biotransformation ist dabei z.B. abhangig von Geschlecht,

Alter, Erndhrung, Tageszeit oder Interaktionen mit anderen Pharmaka.

Arzneistoff __, ¥, Arzneistoff-Metabolit

meist lipophil hydrophil und eliminierbar
Oxidation Glucuronidisrung
Reduktion Sulfatierung
Hydrolysea Acetylierung

Methylierung
Konjugation mit Glycin
oder Glutathion
Abb. 1-1 Biotransformation eines Arzneistoffes im Organismus

Durch Funktionalisierungs- und Konjugationsreaktionen wird ein meist lipophiler

Arzneistoff in einen hydrophilen und somit ausscheidbaren Metaboliten umgewandelt.

Ebenso wird die Metabolisierung eines Arzneistoffes durch Enzyminduktoren
beeinflusst, die bewirken, dass exogen zugefiihrte Substanzen durch vermehrte
Bildung metabolisierender Enzyme schneller biotransformiert werden [Auterhoff et
al, 1999]. Durch genetische Polymorphismen treten Gendefekte bestimmter Enzyme
auf, sodass diese entweder gar nicht, nur in geringem MaBe oder nicht korrekt
exprimiert werden. Auch im Menschen konnten genetische Polymorphismen bei
einigen biotransformierenden Isoenzymen (z.B. CYP2D6) entdeckt werden
[Guengerich, 1994]. Dadurch sind einige Biotransformationsreaktionen stark
eingeschrankt oder aber gar nicht mdglich. Bei Vorliegen einer hohen
Bindungsaffinitdt an diese fremdstoffmetabolisierenden Enzyme sowie bei der
Metabolisierung von Substraten durch genetisch bedingte polymorphe P450-Enzyme
wird die Weiterentwicklung eines potenziellen Arzneistoffes meistens abgebrochen
[Venhorst et al., 2000].

Oft unterliegen Arzneistoffe in Biotransformationsprozessen einer Bioinaktivierung. Es
kdénnen aber auch Bioaktivierungen bzw. Toxifizierungen stattfinden (siehe Abb. 1-2)
[Goeptar et al., 1995; Testa, 1995a]. Im Menschen sind hauptsachlich die Isoenzyme
CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 und CYP2D6 an der Biotransformation von
Xenobiotika beteiligt [Smith und Jones, 1992].
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Arzneistoff

Eq
Biotransformation

Pharmakgkinetische

<:| Interakkticnen;

Genetische
Palymarphismen;
Induktion

Aktivierung <:I Metaboliten |:> Toxifizierung

Prodrugs mutagen

teratogen
kanzerogen

Inaktivierung
unwirksam

Abb. 1-2 Auswirkungen der Biotransformation auf einen Arzneistoff

Durch die Biotransformation eines Arzneistoffes entstehen hauptsachlich inaktive

Metaboliten. Sie kann aber auch zu einer Bioaktivierung bzw. Biotoxifizierung fiihren.

Das Prinzip der Bioaktivierung wird bei der Entwicklung von sogenannten Prodrugs
ausgenutzt und wurde erstmals von Tréfouel et al/. [1935] beschrieben. Prodrugs
sind inaktive Substanzen, die erst im Koérper durch enzymatische bzw.
nichtenzymatische Biotransformationsvorgange in aktive Metaboliten umgewandelt
werden. Die Synthese solcher Prodrugs ist dann notwendig, wenn eine verbesserte
Resorbierbarkeit, langere Wirkungsdauer und erhoéhte Wirkungsselektivitat
gewlinscht sind [Mutschler, 2001]. Eine Vielzahl von Arzneistoffen ist zugelassen
worden, die dieses Prinzip ausnutzt (z.B. Enalapril, Aciclovir, Simvastatin, Omeprazol)
[Ettmayer et a/.,, 2004].

Da die fremdstoffmetabolisierenden Enzyme des Korpers nicht unterscheiden
kénnen, ob die von ihnen gebildeten Metabolite flir den Kdrper utilitar oder toxisch
sind, kann es auch zu einer Giftung kommen [Forth et a/, 2001]. Diese
Biotoxifizierung flihrt im Allgemeinen zur Bildung von reaktiven Metaboliten wie
Elektrophilen oder Radikalen, die durch Angriff an Makromolekile wie z.B.
Nukleinsauren durch genotoxische oder zytotoxische Effekte zu irreversiblen Schaden
an der Struktur flihren. Das Prdkarzinogen B-Naphthylamin wird z.B. im Organismus
durch Einflihrung einer Hydroxylgruppe zu o-Hydroxy-B-naphthylamin metabolisiert,

welches kanzerogen ist.
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1.1.2 FREMDSTOFFMETABOLISIERENDE ENZYME

1.1.2.1 UBERSICHT

Xenobiotika kénnen zum Teil durch spontan ablaufende Hydrolysen wie z.B. die
Spaltung von Estern im sauren Magenmilieu nichtenzymatisch metabolisiert werden,
jedoch wird die Biotransformation von exogen zugefiihrten Substanzen berwiegend
enzymatisch katalysiert. Diese fremdstoffmetabolisierenden Enzyme weisen neben
einer geringen katalytischen Effizienz auch eine geringe Substratspezifitat auf, sodass
sie Substrate unterschiedlicher chemischer Strukturen umzusetzen vermoégen
[Mutschler, 2001] und auch an der Biotransformation einiger endogener
Verbindungen, wie z.B. Steroidhormone und Gallensduren, beteiligt sind [Ruckpaul,
1993].

Wie bereits erwahnt, ist die Leber der Hauptmetabolisierungsort mit hdéchster
Enzymaktivitdt im Korper, wahrend der extrahepatische Stoffwechsel eine
untergeordnete Rolle spielt. Dennoch kdnnen z.B. auch Darmbakterien an der
Metabolisierung von Fremdstoffen beteiligt sein, die bedingt durch das anaerobe
Milieu Uberwiegend Reduktionen katalysieren [Forth et a/., 2001].

Die hepatischen Enzyme liegen Uberwiegend strukturgebunden an den Membranen
des endoplasmatischen Retikulums und der Mitochondrien vor oder sind l6slich im
Cytosol lokalisiert [Ruckpaul und Bernhardt, 1984]. Strukturgebunden sind sowohl
Enzyme der Phase I, wie die Cytochrom P450 Monooxygenasen (EC 1.14.14.1)
[Guengerich, 1987], die flavinhaltigen Monooxygenasen (FMO) (EC 1.14.13.8)
[Ziegler, 1988], die Epoxidhydrolase [Forth et al, 2001] und die NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase (EC 1.6.2.4) [Nebert und Gonzalez, 1987; Yabusaki et
al, 1988a], als auch Enzyme der Phase II, wie die UDP-Glucuronyltransferasen
(EC 2.4.1.17) und einige Methyltransferasen (EC 2.1.1.X) [Mulder, 1990a, b]. Zu den
im Cytosol I6slich vorliegenden Enzymen der Phase I sind u.a. die
Aldehyddehydrogenase (EC 1.2.1.3), die Alkoholdehydrogenase (EC 1.1.1.1), die
Xanthinoxidase (EC 1.1.3.22) [Testa, 1995f, h, i] sowie verschiedene Esterasen und
Monoaminooxidasen zu zahlen. Auch an Konjugationsreaktionen beteiligte Enzyme
der Phase II wie MAcetyltransferasen (EC 2.3.1.X), Sulfotransferasen (EC 2.8.2.X)
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und Glutathion-S-Transferasen (EC 2.5.1.18) liegen im Cytosol I6slich vor [Mulder,
1990c¢, d, e].

1.1.2.2 DAS CYTOCHROM P450-ENZYMSYSTEM

1.1.2.2.1 Vorkommen, Struktur und Funktion

Das Cytochrom P450-Enzymsystem katalysiert den Metabolismus vieler Xenobiotika
und Endobiotika [Wrighton und Stevens, 1992; Honkakoski und Negishi, 2000] und
hat die groBte Bedeutung bei der Katalyse von oxidativen Biotrans-
formationsprozessen [Guengerich, 2001]. Die Cytochrom P450-Superfamilie ist dabei
an der Biotransformation von Arzneistoffen, Chemikalien und Schadstoffen beteiligt.
Des Weiteren katalysiert sie u.a. die Biosynthese von Eicosanoiden, Cholesterol,
Gallensauren sowie Vitamin D; und wandelt biogene Amine um [Nelson et a/., 2004].
Diese in Sdugern membrangebundenen Hamoproteine katalysieren dabei die meisten
der Phase I-Reaktionen [Coon et a/, 1992] und sind ubiquitdr in fast allen Organen
und Geweben (z.B. Nasenschleimhaut, Niere, Lunge, Haut, Gehirn, Intestinaltrakt)
lokalisiert [Warner et al, 1991; Johns Cupp und Tracy, 1998], kommen aber mit
erhohter Praferenz in der Leber vor [Guengerich, 2001]. Sowohl (ber einen
hydrophoben Anker am N-Terminus des Apoproteins als auch Uber eine weitere, als
F-G loop bezeichnete, hydrophobe Struktur sind die Proteine an die Membran des
endoplasmatischen Retikulums gebunden [Werck-Reichhart und Feyereisen, 2000],
wahrend die katalytische Domane des Proteins zum Cytoplasma zeigt. Dabei ist eine
flexible Struktur der katalytischen Domane erforderlich, damit eine Interaktion mit
einem Substrat oder dem ebenfalls membrangebundenen zur Elektronenibertragung
bendtigten Redox-Partner, der NADPH-Cytochrom P450-Reduktase, stattfinden kann
[Chen et al, 1997]. 75 % der NADPH-Cytochrom P450-Reduktasen sind dabei
auBerhalb der Membran lokalisiert (siehe Abb. 1-3) [Nebert und Gonzalez, 1987].
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Abb. 1-3 Einbettung des P450-Enzyms und der NADPH-Cytochrom P450-
Reduktase in die Membran des endoplasmatischen Retikulums und
die fiir die Monooxygenase-Aktivitit erforderliche Elektronen-
libertragung (modifiziert nach Ruckpaul [1993])

Mittlerweile wurden auch dreidimensionale Kristallstrukturen prokaryontischer sowie
eukaryontischer Cytochrom P450-Enzyme verdffentlicht, die bei der Arzneistoff-
Entwicklung helfen sollen, Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Arzneistoffen
vorhersagen zu koénnen [Williams et a/, 2000; Kim und Guengerich, 2004]. Die
Bestimmung der dreidimensionalen Kristallstrukturen aus Eukaryonten gestaltete sich
zunachst schwierig, da es sich dabei um membrangebundene Enzyme handelt.
Mittlerweile liegen aber die Rontgenstrukturanalysen von einigen P450-Isoenzymen
aus Saugetieren einschlieBlich des Menschen vor [Williams et a/, 2003; Williams et
al., 2004].

Der Name Cytochrom P450 leitet sich davon ab, dass das Cytochrom im reduzierten
Zustand im Kohlenstoffmonoxid-Differenzspektrum ein Absorptionsmaximum (Soret-
Bande) bei 450 nm aufweist (Pigment 450) [Forth et a/., 2001]. Die Cytochrom P450-
Isoenzyme besitzen ein durchschnittliches Molekulargewicht von 45-62 kDa und
gehoren zu der Gruppe der Hamthiolatproteine. Sie sind aus einem Apoprotein und

einem als prosthetische Gruppe bezeichneten Eisen-Protoporphyrin IX aufgebaut. Die
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Bindung an die flinfte Koordinationsstelle dieses Ham-Restes erfolgt Uber ein
hochkonserviertes  Cystein  des  Apoproteins und durch  hydrophobe
Wechselwirkungen. Mittlerweile zahlen mehr als 500 Mitglieder unterschiedlicher
Spezies zu der Cytochrom P450-Superfamilie, wobei sich die einzelnen Isoenzyme in
ihrer Primarstruktur, ihren immunologischen Eigenschaften, ihrer Substratspezifitat
und ihrer Induzierbarkeit unterscheiden, weshalb eine Einteilung der P450-Enzyme in
verschiedene Klassen mit einer vereinheitlichten Nomenklatur vorgenommen wurde.
So zahlen P450-Enzyme bei einer 40 %igen Sequenzidentitdt zu einer mit einer
arabischen Zahl gekennzeichneten Familie, wahrend die Zugehorigkeit zu einer mit
einem GroBbuchstaben gekennzeichneten Subfamilie durch eine 59 %ige
Sequenzidentitat bestimmt wird [Ruckpaul, 1993], wobei jedes einzelne Isoenzym
durch eine weitere arabische Ziffer charakterisiert wird [Nebert et a/, 1987; Nelson
et al., 1996] (siehe Abb. 1-4).

" Cytochrom P450 | Subfamilie

| /

CYP 2 D 25
S

: -speziﬁsches Isoenzym ',

Abb. 1-4 Einteilung der P450-Enzyme in Familien, Subfamilien und Isoenzyme

P450-Enzyme katalysieren Monooxygenasereaktionen, in deren Verlauf ein
Sauerstoffatom aus molekularem Sauerstoff auf das zu metabolisierende Substrat
Ubertragen und das zweite zu Wasser reduziert wird [Ortiz de Montellano, 1986].
Unter bestimmten Voraussetzungen kann dieses Enzymsystem auch Oxidase- und

Peroxidaseaktivitaten aufweisen [Guengerich, 1991] (siehe Abb. 1-5).
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(a) R-H + NADPH + H* + O, _PA% 5, R-OH + H,O + NADP*
P450

(b) NADPH + H* + 0, A% . NADP* + H,0, (via 0y)
(©) R-H + XOOH _PA% 5 R-OH + X-OH

Abb. 1-5 Durch Cytochrom P450 katalysierte Reaktionen

Enzyme des Cytochrom P450-Systems agieren als (a) Monooxygenase, (b) Oxidase

bzw. (c) Peroxidase.

Das Cytochrom P450-System weist aber tiberwiegend Monooxygenase-Eigenschaften
auf. In Sdugetieren gliedert sich das Cytochrom P450-Enzymsystem dabei in zwei
groBe Klassen. Die in Mitochondrien vorkommenden Enzyme katalysieren spezifische
Reaktionen der Steroidhormon- sowie Gallensdure-Biosynthese, wahrend die zweite
Klasse der an das endoplasmatische Retikulum gebundenen Enzyme wiederum in
zwei Gruppen untergliedert werden kann. Die eine ist ebenfalls am Metabolismus von
Steroidhormonen und Cholesterin beteiligt, wahrend die andere Reaktionen im
Fremdstoffmetabolismus katalysiert [Wikvall, 2001].

Der Elektronentransport vom NADPH zum Cytochrom P450-Enzym unterscheidet sich
bei mitochondrialen und mikrosomalen Hydroxylasen. Die Unterschiede bei der

Elektroneniibertragung zwischen beiden Enzymgruppen sind in Abb. 1-6 dargestellt.

P450-
+ Reduktase Cytochrom R-H+0,
NADPH-H P450 (red)
1
+ P450- C tochrom
NADP Reduktase py450 (0x) R-OH + H,O
(red)

Ferredoxin
Ferredoxin Cytochrom

. Reduktase R-OH + H,O
NADPH*"'X X (red) X P450 (ox) )C *
NADP+ Ferredoxin Ferredoxm Cytochrom R-H+0,
Reduktase P450 (red)
(red)

Abb. 1-6 Mechanismen der Elektroneniibertragung bei (1) mikrosomalen und
(2) mitochondrialen Cytochrom P450-abhangigen Hydroxylierungen
[Wikvall, 2001]

Wahrend die Elektronen bei mikrosomalen P450-Enzymen von dem Flavoprotein
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase Ubertragen werden, findet der Elektronen-
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transport im mitochondrialen System (ber das Flavoprotein Ferredoxin-Reduktase
sowie Uber das Eisen-Schwefel-Protein Ferredoxin statt.

Bei durch das mikrosomale P450-Enzymsystem katalysierten Oxidationen werden
zwei Elektronen von den Reduktionsaquivalenten NADPH bzw. NADH (Uber das P450-
Enzym auf das Substrat Ubertragen. Da ein Cytochrom P450-Enzym nicht zwei
Elektronen gleichzeitig aufnehmen kann, gibt die membrangebundene NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase [Tamura et a/., 1992], die jeweils ein Molekil FAD und
FMN als prosthetische Gruppe besitzt [Vermilion und Coon, 1978b; Oprian und Coon,
1982], die ihr [Ubertragenen Elektronen sukzessive ab. Sie besitzt ein
Molekulargewicht von 76.5 kDa und weist eine membranbindende und eine
hydrophile Doméne auf [Vergeres et a/., 1989b].

Bei Anwesenheit von NADH ist es des Weiteren mdglich, beide Elektronen oder
bevorzugt das zweite Elektron durch die NADH-Cytochrom bs-Reduktase und
Cytochrom bs zu Ubertragen [Hildebrandt und Estabrook, 1971; Ingelman-Sundberg
und Johansson, 1984].



EINFUHRUNG

1.1.2,.2.2

Der katalytische Zyklus

Der einer oxidativen Substratumwandlung durch Cytochrom P450 zugrunde liegende

Mechanismus ist in Abb. 1-7 aufgezeigt.

Abb. 1-7

:l Protein D

ROH RH
/ ‘Flg) \
L4 | »
0
UG T -
Fp,

Prr|:)tein in
LWL s
e - NADPH + Ht -
5/ é
2
NADF* / =
2H" Fpred
Protein
i
(3) 0,
¢
PI‘(|D19iI"I PI‘|OtQir"I
S, e
3 4
N, B Y
/ RH
‘O;

Mechanismus der oxidativen Substratumsetzung durch Cytochrom
P450 (modifiziert nach Coon et al. [1992])
Fe: Ham-Eisen im katalytischen Zentrum; RH: angelagertes Substrat;

ROH: monooxygeniertes Produkt; Fp: Flavoprotein  NADPH-Cytochrom  P450-
Reduktase.

Der katalytische Zyklus beginnt mit der Anlagerung des Substrates an eine der

Substratbindungsstellen in der Nahe des aktiven Zentrums (1). Dieser Schritt bewirkt

einen Ubergang des Fe(III) vom /ow spin- in den high spin-Zustand [Renaud et al.,

1996], wodurch es zu einer Verdrangung des Liganden aus der sechsten

Koordinationsstelle des Ham-Eisens und zu einer Erhdhung des Redoxpotenzials

kommt. Das

10

erste zu Ubertragende Elektron wird dabei vom NADPH (bzw. NADH)
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Uber die prosthetischen Gruppen FAD und FMN der NADPH-Cytochrom P450-
Reduktase auf das P450 Ubertragen [Vermilion und Coon, 1978a; Guengerich, 2001]
(2). Das nun zweiwertige Eisen bindet den molekularen Sauerstoff (3), der in der
Lage ist, ein Elektron vom zentralen Ham-Eisen zu tbernehmen (4). AnschlieBend
wird ein zweites Elektron vom NADPH (bzw. NADH) {ber die NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase auf diesen aktivierten Substrat-Sauerstoff-Komplex des
Hamthiolatproteins (bertragen (5), wodurch es mithilfe zweier Protonen des
oxidierten Flavoproteins zu einer Wasser-Abspaltung kommt (6). Der daraus
entstehende reaktive Oxo-Komplex kann im ndachsten Schritt das angelagerte
Substrat hydroxylieren. Nach Abspaltung des monooxygenierten Produktes steht das
P450-Enzym filir einen erneuten Zyklus zur Verfligung (7). Vermutlich wird das
Substrat durch eine Oxo-ferryl-Porphyrin™ -Kationen-Radikalstruktur monooxygeniert
[Ruckpaul, 1993].

Durch nicht-aktivierbare Substratmolekiile oder einen instabilen Enzym-0,-Komplex
kann es zu einer Entkopplung des Mechanismus kommen, wodurch im Anschluss an
Schritt (4) Superoxid oder (5) Wasserstoffperoxid mit einer dadurch bedingten
Gewebsschadigung freigesetzt werden kann [Ruckpaul, 1993].

1.1.3 BIOTRANSFORMATION STICKSTOFFHALTIGER FUNKTIONELLER
GRUPPEN

1.1.3.1 UBERSICHT

Sowohl aliphatische und aromatische Kohlenstoffatome als auch stickstoffhaltige
funktionelle Gruppen unterliegen oxidativen, reduktiven und hydrolytischen
Biotransformationsreaktionen ebenso wie Konjugationsreaktionen der Phase II
[Clement et a/., 1998]. Da Stickstoff in vielen Xenobiotika enthalten ist und bei einer
Oxidation stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen auch reaktive oder toxische
Metaboliten gebildet werden kdnnen, ist die Erforschung dieser Metabolismuswege
von entscheidender Bedeutung [Damani, 1982]. So werden aliphatische und
aromatische Amine Aoxygeniert [Kiese, 1959; Coutts und Kovach, 1977; Testa,
1995e], wobei zwischen einer Bildung von Hydroxylaminen aus primdren und

sekundaren Aminen und einer Biotransformation zu A~Oxiden aus tertidren Aminen

11
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unterschieden wird [Cramer et al, 1960; Cha et al, 2001; Santi et al, 2002].
Abb. 1-8 zeigt die Bildung von Hydroxylaminen (1) und A~Oxiden (2) bei Aminen

sowie deren durch andere Enzymsysteme katalysierte Riickreduktion.

Tz MHydroxylierung > ITZ
1 AN N
R1 H MReduktion R1 OH
R2 R2
| MOxygenierung |y
2 N % » R1—NZO
R1 R3 M-Reduktion

R3

Abb. 1-8 Biotransformation zu (1) N-hydroxylierten Metaboliten und zu (2)
N-Oxiden sowie deren Riickreduktion (modifiziert nach Clement
[1998])

Die durch Doppelpfeile gekennzeichneten Hin- und Riickreaktionen werden durch

unterschiedliche Enzyme katalysiert.

Die in Abb. 1-8 aufgezeigten Oxidationswege stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen
werden Uberwiegend durch das Cytochrom P450-Enzymsystem oder durch
flavinhaltige Monooxygenasen (FMO) katalysiert. Beide Enzymarten
monooxygenieren dabei das Substrat und verwenden als Cosubstrat bevorzugt
NADPH, benutzen dabei aber verschiedene Katalysemechanismen [Testa, 1995i].

Clement [1983] konnte erstmals die A~Oxidation verschiedener Benzamidine /in vitro
nachweisen. Bei Amidinen handelt es sich um sehr starke Basen, die bei
physiologischem pH-Wert iberwiegend protoniert als mesomeriestabilisierte Kationen
vorliegen. Diese enzymatische Umwandlung war aufgrund dieser Eigenschaften
Uberraschend und wurde daher intensiver untersucht. So konnte die A~AOxygenierung
von Amidinen zu Amidoximen [Clement, 1983; Clement und Zimmermann, 1987;
Clement et al, 1993a], von Isothioharnstoffen zu A+Hydroxyisothioharnstoffen
[Clement und Wissel, 1991], von Guanidinen zu A-Hydroxyguanidinen [Clement et
al, 1993b; Clement und Demesmaeker, 1997] sowie von Amidinohydrazonen zu
MHydroxyamidinohydrazonen [Clement et al, 1994; Clement et al, 1996]

nachgewiesen werden.

12
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Im Gegensatz zu Aoxidativen Prozessen sind die Reduktionen von Xenobiotika
weniger intensiv untersucht worden. Oxidation und Reduktion kénnen oftmals als
metabolische Zyklen aufgefasst werden, da die A-oxygenierten Metaboliten leicht zu
ihren Ausgangsverbindungen rlickreduziert werden koénnen. Reduktive Aktivitdten
wurden im Cytosol, im endoplasmatischen Retikulum und in Mitochondrien der
Hepatozyten sowie in Bakterien der Darmflora gefunden [Hewick, 1982]. Viele
untersuchte Reduktionen konnten nur unter anaeroben Bedingungen nachgewiesen
werden, wodurch aber die /n vivo Relevanz dieser Biotransformationen in Hinblick auf
das sauerstoffreiche Milieu in Saugetieren in Frage gestellt wurde [Testa, 1995¢].
Erstmals konnte eine Reduktion von Hydroxylaminen zu Aminen unter aeroben
Bedingungen von Kadlubar und Ziegler [1974] nachgewiesen werden. Weitere von
Clement durchgeflihrte Untersuchungen zeigten die Reduktion von A~hydroxylierten
Derivaten stark basischer stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen. So wurde die
MReduktion von Amidoximen [Clement et a/, 1988b], von A-Hydroxyguanidinen
[Clement et a/,, 1993b] und von A-Hydroxyamidinohydrazonen [Clement et al., 1994]
nachgewiesen. Das fir die Reduktion dieser AMhydroxylierten Verbindungen
verantwortliche Enzymsystem konnte aus Schweinelebermikrosomen isoliert und
identifiziert werden [Clement et al, 1997]. Es besteht aus der Benzamidoxim-
Reduktase, bei der es sich vermutlich um ein P450-Enzym handelt, aus Cytochrom bs
und der NADH-Cytochrom bs-Reduktase [Clement et a/, 2000]. Dartiber hinaus
konnten vergleichbare reduktive Aktivitaten auch in Mikrosomen extrahepatischer
Organe, wie z.B. Lunge, Niere, Gehirn und Darm [Mau, 2002], nachgewiesen
werden. Auch mitochondriale Praparationen zeigten hohe Umsetzungsraten bei der
Reduktion A+hydroxylierter Verbindungen [Clement, 2002; Deters, 2002]. Die
Rlckreduktion solcher AMhydroxylierter Substanzen flihrt oftmals zu einer
Detoxifizierung, da viele Athydroxylierte Metaboliten ein genotoxisches Potenzial
besitzen [Clement et a/., 1988a].

Der Nachweis dieser Reduktionen stellt besonders fiir die Entwicklung von Prodrugs
bei Verbindungen mit Amidinen oder Guanidinen als funktionelle Gruppen eine
wichtige Alternative dar [Clement, 2002; Kurian et a/., 2004]. Denn viele Arzneistoffe
verfligen Uber eine Amidinfunktion, wobei diese unsubstituiert oder in ein Ringsystem

eingebunden sein kann. Amidinstrukturen finden sich in verschiedenen
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Arzneistoffkandidaten auf dem Gebiet der Gerinnungshemmer wie z.B.
Thrombininhibitoren, Glykoprotein IIb/IIIa-Rezeptorantagonisten und Faktor Xa-
Inhibitoren. Aber auch aromatische Diamidine wie z.B. das Pentamidin mit
trypanociden und leishmaniciden Aktivitaten, das bei durch Pneumocystis carinii
hervorgerufenen Infektionen eingesetzt wird, weisen solch eine Amidinstruktur auf.
Da Amidine sehr starke organische Basen darstellen, unter physiologischen
Bedingungen am doppelt gebundenen Stickstoff protoniert vorliegen und hoch
mesomeriestabilisierte Kationen ausbilden, ist die orale Bioverfiigbarkeit sehr
schlecht [Albert et al, 1948; Stirzebecher et al, 1988; Gustafsson et al, 2001].
Dagegen sind die AMhydroxylierten Derivate (Amidoxime, A-Hydroxyamidine) nach
Einflhren eines Sauerstoffatoms weniger basisch [Albert et al., 1948] und liegen bei
physiologischem pH-Wert (iberwiegend als freie Base und somit ungeladen vor
[Clement, 1993; Gustafsson et al, 2001]. Dies fihrt bei Amidoximen zu einer
verbesserten oralen Bioverfligbarkeit. So konnten Clement et a/. [1992] zeigen, dass
durch Hydroxylierung des Pentamidins zu dem entsprechenden Diamidoxim die orale
Bioverfiigbarkeit erheblich gesteigert wurde. Das Diamidoxim wurde /n vivo komplett
zu Pentamidin reduziert. Auch an der Entwicklung neuer Arzneistoffe im Bereich der
Blutgerinnung wurde intensiv geforscht und darauf das fir Pentamidin entwickelte
Prodrug-Prinzip Ubertragen. Bei Sibrafiban, einem Glykoprotein IIb/IIla-
Rezeptorantagonisten, und Ximelagatran, einem oral verfligbaren direkten
Thrombininhibitoren, handelt es sich um doppelte Prodrugs. Neben der in der
Wirkform vorhandenen Amidinfunktion, die durch AHydroxylierung in ein
MHydroxyamidin ~ (Amidoxim)  Uberfihrt wurde, liegt auBerdem eine
Carbonsaurefunktion vor, die ebenfalls aufgrund schlechter oraler Verfligbarkeit in
den entsprechenden Ester umgewandelt wurde [Clement und Lopian, 2003].
Mittlerweile ist Ximelagatran (Exanta®) sogar aufgrund sehr guter klinischer Erfolge
in Europa zugelassen worden, wahrend die Entwicklung von Sibrafiban nach
Auftreten vermehrter Blutungen und mangelnder Wirksamkeit in Phase III-Studien
nicht weiter verfolgt wurde [Eriksson et al., 2003]. Das beruhte aber nicht auf dem

Prodrug-Prinzip.
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1.1.3.2 DAS BENZAMIDOXIM-REDUKTASE-SYSTEM

Das flr die Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin verantwortliche
Enzymsystem konnte 1997 erstmals aus Schweinelebermikrosomen isoliert und
in vitro rekonstituiert werden [Clement et al, 1997]. Es besteht aus der
Benzamidoxim-Reduktase (drittes Protein), auf deren Charakterisierung in Kapitel 4
naher eingegangen wird, Cytochrom bs und einer NADH-Cytochrom bs-Reduktase
(siehe Abb. 1-9).

H Benzamidoxim-Reduktase H
| Cytochrom b |

N\H NADH-Cytochrom b;-Reduktase > ~
| NADH
N NH
~OH
Benzamidoxim Benzamidin

Abb. 1-9 Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin durch das

Enzymsystem der Benzamidoxim-Reduktase

Obwohl dieses Enzymsystem auch an der Reduktion von aliphatischen und
aromatischen Hydroxylaminen, AMHydroxyguanidinen, MHydroxyamidinohydrazonen
und anderen Amidoximen [Clement, 1998] unter aeroben Bedingungen beteiligt ist,
wurde es nach der ersten nachgewiesen Reaktion (A~Reduktion von Benzamidoxim
zu Benzamidin) benannt und der Name bis heute beibehalten.

In bisherigen Studien zur Benzamidoxim-Reduktase konnten nach enzymatischem
Verdau drei erhaltene Bruchstlicke sequenziert werden (siehe 3.1.2). Diese
Peptidfragmente zeigten groBe Ubereinstimmungen mit einem CYP2D-Enzym. Die
Zugehorigkeit zur P450-Familie wurde durch ein flir P450-Enzyme typisches
CO-Differenzspektrum zudem bekraftigt [Omura und Sato, 1964]. Diese bisher noch
nicht genau identifizierte dritte Proteinkomponente besitzt nach elektrophoretischer
Auftrennung im SDS-Gel ein Molekulargewicht von ca. 50 kDa und vermag die flr
CYP2D-Enzyme charakteristische  Markerreaktion der Dextromethorphan-O-
Demethylierung zu katalysieren [Kipfer et a/., 1984; Moller, 1997]. Alle Ergebnisse
bekraftigten die Annahme, dass es sich bei der Benzamidoxim-Reduktase um ein zu

der Subfamilie 2D zugehdriges P450-Isoenzym handelt [Clement et al, 1997],
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obwohl bis zu diesem Zeitpunkt noch kein Isoenzym dieser Subfamilie in der Literatur
beschrieben worden war. Im selben Jahr veroffentlichten Postlind et a/. [1997] die
Aminosauresequenz eines weiteren, zur Subfamilie CYP2D zugehdrigen,
mikrosomalen P450-Enzyms aus dem Schwein. Dieses als Vitamin D3 25-Hydroxylase
bezeichnete Enzym (CYP2D25) wies erstaunlicherweise groBe Ahnlichkeiten mit der
dritten Komponente des Benzamidoxim-Reduktase-Systems auf, weshalb
Uberstimmungen zwischen beiden Enzymen genauer untersucht wurden (siehe
Kapitel 3 und 4).

Fir die Reduktion von Amidoximen wurde ein Mechanismus postuliert, bei dem die
vom NADH stammenden Elektronen Uber die NADH-Cytochrom bs-Reduktase und
Cytochrom bs auf das AMhydroxylierte Substrat, das an die sechste Koordi-
nationsstelle des P450-Enzyms gebunden ist, ibertragen werden (siehe Abb. 1-10)
[Clement, 2002; Karhan, 2002].

R
IIDrotein >=N\ Protein
H,N OH
\I IH‘ - \' 111‘
/I - H,0 /|

>*—2*“<F/

Cytochrom b

NADH-Cytochrom b .-Reduktase

?

NADH
Abb. 1-10 Schematische Darstellung des Elektronentransfers bei der Reduktion

von Amidoximen durch das Benzamidoxim-Reduktase-System
(postuliert nach Clement [2002])
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Cytochrom bs (EC 3.4.21.4) ist ein amphiphiles u.a. in der Leber vorkommendes
Hamoprotein, das an vielen Oxidations- und Reduktionsprozessen beteiligt ist
[Strittmatter et al, 1972]. Es ist dabei an die aduBere Membran des
endoplasmatischen Retikulums gebunden [Mitoma und Ito, 1992] und weist drei
verschiedene funktionale Doménen auf. Das N-terminale Ende stellt die Ham-
enthaltende katalytische Domadne dar, wahrend Uber die mittlere hydrophobe
Komponente die Membranverankerung stattfindet und das C-terminale Ende zum
endoplasmatischen Retikulum zeigt [Honsho et al., 1998]. Zudem konnte aber auch
ein Cytochrom bs in der dauBeren Membran von Mitochondrien identifiziert werden
[Ito, 1980], das sich genau wie das im ER vorkommende Cytochrom bs in drei
Domanen untergliedert [Kuroda ef a4/, 1998]. Es fungiert dabei als
Elektronenakzeptor der vom NADH abgegebenen Elektronen, wobei diese im Sinne
einer Transportkette auf einen weiteren geeigneten Elektronenakzeptor Ubertragen
werden. Als Ein-Elektronenakzeptor muss Cytochrom bs mit einem weiteren Enzym,
der NADH-Cytochrom bs-Reduktase, kooperieren, da diese zundchst beide vom
NADH stammenden Elektronen aufnehmen und sie dann sukzessive an das
Cytochrom bs Ubertragen kann. Weiterhin ist Cytochrom bs an einem
Elektronentransport vom NADPH lber die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase und
einem Cytochrom P450-Enzym zum Substrat beteiligt. Dabei kann es sowohl als
Elektronenakzeptor fungieren, indem es Elektronen vom NADPH liber die NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase aufnimmt als auch als Elektronendonator, indem es die
Elektronen nacheinander auf die Cytochrom P450-Enzyme Ubertragt [Imai, 1981;
Morgan und Coon, 1984].

Bei der NADH-Cytochrom bs-Reduktase (EC 1.6.2.2) [Kubota et al, 1977; Testa,
1995d] handelt es sich um eine flavinhaltige Reduktase, die beim Elektronentransport
als Vermittler zwischen dem Zwei-Elektronendonator NADH und dem
Ein-Elektronenakzeptor Cytochrom bs fungiert [Mathews und Czerwinski, 1976]. Die
NADH-Cytochrom bs-Reduktase ist lberwiegend in Leber und Lunge lokalisiert und
weist ein Molekulargewicht von 34.5 kDa auf [Aring, 1991]. Es existieren zwei
Formen dieser Reduktase, eine membrangebundene und eine I6sliche [Shirabe et al.,
1991]. Wahrend die l6sliche Reduktase in Erythrozyten an der Reduktion von

Methamoglobin beteiligt ist, katalysiert die an das endoplasmatische Retikulum
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gebundene Reduktase Reaktionen der Cholesterin-Biosynthese und des
Fremdstoffmetabolismus [Borgese et al, 1982]. Weiterhin kommt sie auch in der
dauBeren Mitochondrienmembran und in Membranen des Golgi-Apparates vor
[Borgese und Meldolesi, 1980]. Wie beim Cytochrom bs handelt es sich auch bei der
NADH-Cytochrom bs-Reduktase um ein amphipathisches Molekiil, bei dem das
hydrophile Segment die prosthetische Gruppe tragt und das hydrophobe Segment als
Membrananker fungiert [Rogers und Strittmatter, 1975; Hackett und Strittmatter,
1984]. Folgender katalytischer Mechanismus wurde von Aring [1991] postuliert: Die
Elektronen werden zunachst vom NADH auf die Reduktase Ubertragen, indem eine
Reaktion mit der oxidierten Form der Reduktase zu NAD* und reduzierter Reduktase
stattfindet. AnschlieBend gibt diese nacheinander jeweils ein Elektron an zwei
Molekiile Cytochrom bs ab. Das Eisenzentralatom wird dabei von Fe(III) zu Fe(II)
reduziert, wodurch die Reduktase wieder in die oxidierte Form umgewandelt wird
und fir einen erneuten Elektronentransfer zur Verfiigung steht [Hara und Minakami,
1971]. Im nachsten Schritt erfolgt die Freisetzung des mit der reduzierten Form der
Reduktase einen Komplex bildenden NAD™.

Die Elektroneniibertragung kann ebenfalls auch in einem langsamer ablaufenden
Prozess von NADPH auf die NADH-Cytochrom bs-Reduktase stattfinden, wobei das
NADP™ nicht in der Lage ist, den bereits erwahnten Komplex zu bilden [Strittmatter,
1958].

Die Identitét des in humaner Leber fur die Reduktion von Amidoximen
verantwortlichen Enzymsystems konnte bisher noch nicht eindeutig identifiziert
werden. Die aus humaner Leber gereinigte dritte Komponente des Enzymsystems
[Yun et al, 1991] zeigte Homologien zum humanen Cytochrom P450-Isoenzym 2A6
[Behrens, 1999; Rieckert, 1999] und katalysierte als spezifische Markerreaktion die
Cumarin 7-Hydroxylierung [Li et al, 2003] unter Rekonstituierung mit NADPH und
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase [Behrens, 1999; Rieckert, 1999] als auch die
Reduktion verschiedener Amidoxime im Zusammenspiel mit Cytochrom bs und
NADH-Cytochrom bs-Reduktase. Rekombinant gewonnenes CYP2A6 vermochte die

Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin nicht zu katalysieren [Lopian, 2002].
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1.2 VITAMIN D; UND DESSEN METABOLITE

1.2.1 VORKOMMEN, STRUKTUR UND BEDEUTUNG

Vitamin D; wird in den Keratinozyten der Haut durch Spaltung von
7-Dehydrocholesterol unter Einwirkung von UV-Licht gebildet [Mutschler, 2001]. Zur
Uberfilhrung von Vitamin Ds in die aktive Wirkform 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds
(Calcitriol) unterliegt es im Organismus zunachst einer 25-Hydroxylierung in der
Leber und anschlieBend einer 1a-Hydroxylierung in der Niere [Holick et a/, 1971;
Tanaka et al,, 1971; Holick und DelLuca, 1971; Axén et al., 1994b] (siehe Abb. 1-11).
Extrarenale 1la-Hydroxylase-Aktivitdéten wurden z.B. auch in der Leber, in
Keratinozyten und Makrophagen gefunden [Wikvall, 2001].

1o, 25-Dihydroxyvitamin Ds sollte aufgrund seiner Bildung in einem speziellen Organ
wie der Niere, die hier als endokrine Driise agiert, des Transportes an einem
Vitamin D bindenden Protein durch das Blut und der Wirkung entfernt vom
Bildungsort als Hormon bezeichnet werden [Wikvall, 2001]. Da die Produktion des
Hormons einem exakten Riickkopplungsmechanismus unterliegt, wird der Bedarf an
Calcium und Phosphat vor allem Uber die Aktivitat der 1a-Hydroxylase gesteuert. Bei
geringem Bedarf an Calcitriol katalysiert stattdessen CYP24 vermehrt die Bildung von
24,25-Dihydroxyvitamin D3, das letztendlich in die bilidr eliminierbare Calcitroinsaure

umgewandelt wird [Jones et a/., 1998].

OH OH

Haut H Leber - H Niere = | H
HO UV-Licht 2 CcYP2D25 (mikrosomal) 2 CYP2D25 (mikrosomal) - 2
CYP27A1 (mitochondrial) CYP27A1 (mitochondrial)
HO HO CYP27B1 (mitochondrial) HO OH
7-Dehydrocholesterol Vitamin D, 25-Hydroxyvitamin D, 1a,25-Dihydroxyvitamin Dy

Abb. 1-11 Metabolismus des Vitamin D; im Schwein (modifiziert nach Wikvall
[2001]; Hosseinpour et al. [2002])

Die physiologische Bedeutung von Vitamin D3 bzw. seiner Hydroxylierungsprodukte

liegt zusammen mit dem Parathormon in der Aufrechterhaltung der
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Calciumkonzentration im Plasma [Jones et al, 1998]. So werden die
Blutcalciumspiegel durch eine erhdhte Calciumresorption aus dem Darm, eine
gesteigerte Riickresorption von Calciumionen in den Nierentubuli und eine vermehrte
Osteoklastentatigkeit in den Knochen durch ihren Einfluss erhdht [DeLuca, 1988;
Ogunkolade et al, 2002]. Neuere Studien zeigten, dass Vitamin Ds; sowohl die
Proliferation und Differenzierung der Hautzellen stimuliert [Mutschler, 2001] als auch
durch Erhéhung der Makrophagen- und Hemmung der T-Lymphozyten-Aktivitat
immunmodulierend wirkt [Alroy et a/., 1995; DeLuca und Cantorna, 2001]. Um seine
biologische Wirkung entfalten zu kdnnen, bindet 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 an den
nuklearen Vitamin D-Rezeptor (VDR), wodurch es zu einer Konformationsanderung
des Rezeptors kommt [Carlberg, 1995; Bareis et al., 2002]. So kann die Transkription
spezifischer Vitamin Ds-regulierter Gene aktiviert bzw. unterdriickt werden [Chen et
al, 1998; Healy et al, 2003]. Als Stimulator der Synthese des calciumbindenden
Proteins (Calbindin) ist Vitamin D3 am Transport der Calciumsalze in die

Knochenmatrix beteiligt [Ammon, 2001].

1.2.2 REAKTIONEN DER VITAMIN D3-HYDROXYLASEN

Die Aktivierung von Vitamin D3 zu 1q,25-Dihydroxyvitamin Ds wird durch
Cytochrom P450-Enzyme katalysiert [Okuda et a/., 1995; Axén et al, 1998]. Da die
hepatische 25-Hydroxylierung von Vitamin Ds in dieser Arbeit im Vordergrund steht,
soll diese im Folgenden genauer betrachtet werden.

In den letzten Jahren gab es kontroverse Ansichten dariiber, ob die
25-Hydroxylierung von nur einem oder von zwei Enzymen katalysiert wird und ob
dieses P450-Enzym vorrangig in der mikrosomalen oder mitochondrialen Fraktion der
Leber lokalisiert ist [Hosseinpour et al., 2003].

1979 wurde erstmals ein mikrosomales Enzymsystem aus der Rattenleber
beschrieben, das bei Anwesenheit von NADPH, molekularem Sauerstoff, einem
Flavoprotein und einem P450-Enzym die 25-Hydroxylierung von Vitamin Ds
katalysierte [Bjorkhem et al, 1979; Madhok und DelLuca, 1979]. Weiterhin
hydroxylierte dieses Enzym 5B-Cholestan-3a,7a-diol und la-Hydroxyvitamin D3 in

Position 25 und katalysierte die 16a-Hydroxylierung von Testosteron, wahrend es
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keine 25-Hydroxylase-Aktivitdt gegenliber Vitamin D, aufwies [Andersson et al.,
1983; Hayashi et al, 1986]. Dieses Enzym war allerdings nur in mannlichen Ratten
vertreten [Dahlback und Wikvall, 1987]. Es zeigte immunologische und strukturelle
Ahnlichkeiten mit der in méannlicher Rattenleber charakterisierten Testosteron-
Hydroxylase (CYP2C11) [Andersson und Jornvall, 1986; Hayashi et a/., 1988a]. Diese
Geschlechtsspezifitat scheint nur in der Ratte vorhanden zu sein, wahrend im
Menschen kein  Unterschied zwischen beiden Geschlechtern bei der
25-Hydroxylierung von Vitamin Ds; besteht [Wikvall, 2001]. Erst kirzlich konnte aus
Rattenleber-Mikrosomen ein Enzym mit einem Molekulargewicht von 56 kDa isoliert
werden, das sowohl die 25-Hydroxylierung von Vitamin Dz als auch von
lo-Hydroxyvitamin Ds; katalysierte. Dieses als CYP2]3 bezeichnete Enzym kam
sowohl in mannlichen als auch in weiblichen Rattenlebern vor und war nicht wie
CYP2C11 geschlechtsspezifisch. Des Weiteren konnten geringe mRNA-Level an
CYP233 auch in der Niere und im Herzen gefunden werden, wahrend CYP2C11 nur in
der mannlichen Rattenleber exprimiert wurde [Yamasaki et a/., 2004].

Es konnte ebenfalls eine mikrosomale Vitamin Ds; 25-Hydroxylase mit einem
Molekulargewicht von 50.5 kDa aus der Schweineleber gereinigt werden [Axén et al.,
1992]. Dieses Enzym war im Gegensatz zu dem aus der Ratte isolierten weder
geschlechtsspezifisch noch zeigte es 16a-Hydroxylase-Aktivitat. Es katalysierte aber
die 25-Hydroxylierung sowohl von Vitamin D3 und lo-Hydroxyvitamin Ds als auch
von Vitamin D, und 1loa-Hydroxyvitamin D, in Anwesenheit von NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase und NADPH [Axén et al., 1994a].

Bei 1a-Hydroxyvitamin D3 handelt es sich um eine unphysiologische Verbindung, die
als Arzneistoff zur Behandlung renaler Osteodystrophie und Hyperparathyroidismus
eingesetzt wird [Kamachi et a/, 2001]. Es wird in der Leber schnell in
10, 25-Dihydroxyvitamin D3 umgewandelt und nimmt dort alle biologischen
Funktionen wahr [Fukushima et a/., 1978].

Ebenfalls konnte eine Aktivitat der Vitamin D3 25-Hydroxylase gegeniiber Tolterodin
festgestellt werden, das ein Substrat des humanen CYP2D6 darstellt [Hosseinpour
und Wikvall, 2000]. Mittlerweile konnte auch die flir die porcine, mikrosomale
Vitamin Ds; 25-Hydroxylase codierende cDNA isoliert werden [Postlind et al., 1997].

Die Sequenzanalyse dieser cDNA ergab, dass die Vitamin D3 25-Hydroxylase aus
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500 Aminosdauren mit einem vorausberechneten Molekulargewicht von 56.4 kDa
besteht. Sie weist eine 70-80 %ige Identitdt zu Mitgliedern der Subfamilie CYP2D
und besonders zu dem humanen CYP2D6 auf [Hosseinpour und Wikvall, 2000] und
wurde vom Nomenklatur-Komitee als CYP2D25 bezeichnet [Nelson, 2000].

Diese Ergebnisse zeigen, dass CYP2D25 nicht nur spezifisch Vitamin Ds-
Verbindungen umsetzt, sondern auch in der Lage ist, andere Substrate zu
hydroxylieren. Northern Blot- und RT-PCR-Experimente zeigten héhere mRNA-Level
von CYP2D25 in der Leber als in der Niere. Es konnten aber auch geringe Mengen in
Nebenniere, Gehirn, Herz, Darm, Lunge, Muskel, Milz und Thymus gefunden werden
[Hosseinpour und Wikvall, 2000]. Das in der Schweineniere exprimierte mikrosomale
CYP2D25 katalysierte dort nicht nur die 25-Hydroxylierung von Vitamin D3, sondern
auch die 1lo-Hydroxylierung von 25-Hydroxyvitamin Ds. Somit scheint das
mikrosomale CYP2D25 die renale lo-Hydroxylase-Aktivitat der Mitochondrien zu
unterstitzen [Hosseinpour et a/., 2002].

Auch die mitochondriale Vitamin Ds; 25-Hydroxylase konnte in den letzten Jahren
ausflihrlich charakterisiert werden. Sie wird als CYP27A1 bezeichnet und katalysiert
wichtige Reaktionen bei der Gallensdauresynthese in Anwesenheit von Ferredoxin,
NADPH-Ferredoxin-Reduktase und NADPH [Bjorkhem et a/, 1980; Wikvall, 2001]. So
wurden aus Lebermitochondrien verschiedener Spezies die entsprechenden Enzyme
gereinigt und auf ihre katalytischen Fahigkeiten untersucht. Im Kaninchen zeigte
dieses Enzym sowohl die 27-Hydroxylierung von Cholesterol und von C,7-Steroiden in
der Gallensauresynthese als auch die 25-Hydroxylierung von Vitamin Ds bzw.
lo-Hydroxyvitamin D3 [Wikvall, 1984; Dahlback, 1988; Dahlback und Wikvall, 1988;
Masumoto et al, 1988]. Eine fiir CYP27A1 aus Kaninchenleber codierende cDNA
konnte 1989 isoliert und kloniert werden. Sie bestand aus 499 Aminosauren und wies
ein Molekulargewicht von 56.7 kDa auf [Andersson et al., 1989]. Aber auch aus der
Ratte [Masumoto et a/, 1988], aus dem Schwein [Axén et al, 1994b] und dem
Menschen [Oftebro et al, 1981; Okuda, 1994] konnten entsprechende Enzyme
gereinigt werden, die sowohl Aktivitat in der 27-Hydroxylierung von C,;-Steroiden in
der Gallensauresynthese als auch in der 25-Hydroxylierung von Vitamin D3 aufwiesen
[Wikvall, 2001]. Dabei konnte ebenfalls festgestellt werden, dass die mRNA dieses

Enzyms nicht nur in der Leber vorhanden ist, sondern auch in der Lunge, im
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Duodenum und in der Niere [Andersson et al, 1989]. CYP27A-mRNA wurde
auBerdem nach Induktion durch Vitamin Ds; oder UVB-Strahlung in humanen
Keratinocyten exprimiert [Lehmann et a/., 1999].

Die Rolle des hepatischen mitochondrialen CYP27A1 als physiologische
Vitamin Ds; 25-Hydroxylase wurde wegen der breiten Substratspezifitdt und hoher
Km-Werte fiir die 25-Hydroxylierung von Vitamin D3 mehrfach diskutiert [Okuda et
al, 1995; Jones et al, 1998]. So konnte bei Patienten mit zerebrotendintser
Xanthomatose (CTX), die durch Mutationen im CYP27A-Gen ausgeldst wird, ein
erhdhtes Osteoporose- und Knochenbruchrisiko festgestellt werden [Berginer et al.,
1993]. Die Serum-Level einiger Vitamin Ds-Metabolite waren bei diesen Patienten
deutlich erniedrigt. Dagegen beschrieben andere Autoren, dass diese Patienten keine
verminderten 25-Hydroxyvitamin Ds-Level aufwiesen und begriindeten dies mit einer
kompensatorisch erhdéhten mikrosomalen Vitamin D; 25-Hydroxylase [Rosen et al.,
1998; Hosseinpour und Wikvall, 2000].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass CYP2D25 und CYP27A1 sowohl
Vitamin D5 sowie 1a-Hydroxyvitamin D3 25-hydroxylieren als auch die Hydroxylierung
von 25-Hydroxyvitamin D; zu 1lo,25-Dihydroxyvitamin D; und zu 25,26(27)-Dihy-
droxyvitamin D3 katalysieren [Araya et a/., 2003]. Somit sind beide Enzyme fiir die
Bioaktivierung von Vitamin Ds; wichtig [Hosseinpour et a/.,, 2003].

In humanen Lebermikrosomen konnte ebenfalls die 25-Hydroxylierung von
Vitamin D; und la-Hydroxyvitamin D; festgestellt werden [Holmberg et al., 1986],
jedoch war eine eindeutige Identifizierung der humanen mikrosomalen
Vitamin Ds; 25-Hydroxylase bisher nicht mdglich. Keines der 14 getesteten
rekombinanten Enzyme (CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9-Cys, 2C9-Arg, 2C19,
2D6-Val, 2D6-Met, 2E1, 3A4, 4Al1l), die in einer B-lymphoblastoiden Zell-Linie
exprimiert wurden, zeigte 25-Hydroxylase-Aktivitdt gegeniber 1a-Hydroxyvitamin Ds
als Substrat [Kamachi et a/, 2001]. Andere Autoren gingen hingegen davon aus,
dass im Menschen nur eine mitochondriale Vitamin D3 25-Hydroxylase (CYP27A)
existiert, deren mRNA-Level transkriptional durch 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds
reguliert werden [Theodoropoulos et al, 2003]. Jedoch scheint der Vitamin Ds-
Metabolismus in gesunden Individuen genauso ausgepragt zu sein wie bei Individuen

ohne funktionstlichtiges CYP27Al1. Diese Ergebnisse belegen, dass neben der
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mitochondrialen auch eine mikrosomale Vitamin D3 25-Hydroxylase vorhanden ist,
die eine nicht vorhandene mitochondriale Aktivitdt kompensieren kann [Cheng et al.,
2003]. So konnte aus Mausen eine cDNA isoliert werden, die fir das mikrosomale
Enzym CYP2R1 codierte, wahrend die Aminosdaure-Sequenz des humanen Enzyms
von einer cDNA erzeugt wurde, die von isolierter mRNA aus der Leber mittels PCR
erhalten wurde. Beide Enzyme wiesen eine 89 %ige Identitat in der Aminosaure-
Sequenz auf und besaBen die Fahigkeit, 1a-Hydroxyvitamin D3 zu aktivieren. Die
Autoren gingen daher davon aus, dass es sich bei CYP2R1 vermutlich um die
mikrosomale Vitamin Ds; 25-Hydroxylase handelt [Cheng et a/., 2003]. So fihrte bei
einem Patienten eine Mutation in dem CYP2R1-Gen zum Verlust der
Vitamin Ds; 25-Hydroxylase-Aktivitat [Cheng et al., 2004].

Erst kiirzlich wurden erneut 16 hepatische Cytochrom P450-Enzyme hinsichtlich ihrer
25-Hydroxylase-Aktivitat getestet [Gupta ef al, 2004]. Dabei zeigte das in
Insektenzellen exprimierte CYP3A4 die hochste Aktivitat. CYP3A4 katalysierte die
25-Hydroxylierung von 1loa-Hydroxyvitamin D,, lo-Hydroxyvitamin D3 und von
Vitamin D,, wahrend Vitamin Ds; kein Substrat von CYP3A4 darstellte. Schon in
friiheren Studien konnte gezeigt werden, dass CYP3A4 25-Hydroxylase-Aktivitat
gegenliber 5B-Cholestan-3a,7a,12a-triol aufwies, welches ein Intermediat in der
Biosynthese von primaren Gallensauren darstellt [Furster und Wikvall, 1999].
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass CYP3A4 mRNA sowie CYP3A4 Protein durch
1o, 25-Dihydroxyvitamin D3 in humanen Caco-2-Zellen induziert wurden [Elizondo
und Medina-Diaz, 2003]. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich bei der
mikrosomalen Vitamin Ds; 25-Hydroxylase evt. um CYP3A4, eines der wichtigsten

fremdstoffmetabolisierenden Enzyme in humaner Leber, handelt.
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1.3 THEMA UND ZIELSETZUNG

Zeitgleich wurden zwei mikrosomale CYP2D-Isoenzyme aus der Schweineleber
entdeckt. Wahrend die Arbeitsgruppe Wikvall (Uppsala, Schweden) die codierende
cDNA-Sequenz der Vitamin Ds; 25-Hydroxylase (CYP2D25) publizierte [Postlind et al.,,
1997], konnte der Arbeitskreis Clement die Benzamidoxim-Reduktase aus
Schweineleber-Mikrosomen isolieren und drei Peptidfragmente dieser Reduktase
genauer identifizieren [Clement ef al, 1997]. Beide Enzyme katalysieren
unterschiedliche Reaktionen. Die Vitamin D3 25-Hydroxylase wandelt in der Leber in
Gegenwart der NADPH-Cytochrom P450-Reduktase und von NADPH das Prohormon
Vitamin D3 in 25-Hydroxyvitamin Ds um (siehe Abb. 1-11), wahrend die
Benzamidoxim-Reduktase u.a. Benzamidoxim zu Benzamidin in Gegenwart von
Cytochrom bs, NADH-Cytochrom bs-Reduktase und NADH reduziert (siehe Abb. 1-9).
Zu Beginn dieser Arbeit stellte sich daher die Frage, ob es sich bei beiden Enzymen
moglicherweise um dasselbe Protein handelte, das in Gegenwart verschiedener
Elektroneniibertrager zur Katalyse unterschiedlicher Reaktionen fahig war. Eine
weitere Erklarungsmoglichkeit bestand in der Annahme, dass es sich um zwei sehr
ahnliche CYP2D-Isoenzyme mit Uberlappenden Substratspezifitdten handelte. Zur
Bearbeitung dieser Fragestellungen sollte rekombinant exprimiertes CYP2D25 aus
verschiedenen Expressionssystemen (Insektenzellen und Hefezellen) gewonnen
werden, da bei Enzymreinigungen aus Geweben Verunreinigungen mit anderen
unerwinschten Proteinen nicht ausgeschlossen werden kénnen und dadurch eine
genaue Charakterisierung erschwert wirde.

Beide Enzyme sollten sowohl im Benzamidoxim-Reduktase-Assay als auch im
lo-Hydroxyvitamin D3 25-Hydroxylase-Assay auf Aktivitat getestet werden, um
Ubereinstimmungen und Unterschiede zwischen beiden Proteinen besser
herausarbeiten zu kénnen. Im Vitamin Ds-Assay wurde statt Vitamin Ds
lo-Hydroxyvitamin D3 als Substrat fir CYP2D25 eingesetzt, da es sehr viel effektiver
als Vitamin D3 25-hydroxyliert wird [Wikvall, 2001] (siehe Abb. 1-12).

25



EINFUHRUNG

Vitamin D, 25-Hydroxylase (CYP2D25)
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase

CH, NADPH

HO
1a-Hydroxyvitamin D, 1a,25-Dihydroxyvitamin D 5

Abb. 1-12 25-Hydroxylierung von 1a-Hydroxyvitamin Ds durch die mikrosomale
Vitamin D; 25-Hydroxylase (CYP2DZ25) in der Schweineleber

Des Weiteren sollte eine neue LC/MS-Methode zur eindeutigen Detektion und
Quantifizierung des Metaboliten 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 entwickelt werden, da
eine alleinige Detektion im UV-Bereich wegen einer vorhandenen Verunreinigung mit

derselben Retentionszeit wie des zu bestimmenden Metaboliten nicht mdglich war.
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2 EXPRESSION DER PORCINEN VITAMIN D;
25-HYDROXYLASE

2.1 EINLEITUNG

2.1.1 IN VITRO BIOTRANSFORMATION

Um Cytochrom P450-vermittelte Biotransformationen endogener Stoffe und
Xenobiotika /n vitro untersuchen zu kdnnen, wurden verschiedene genetisch
ausgereifte Zellsysteme entwickelt [Doehmer et al, 1994]. Zum einen werden
cDNAs, die z.B. fir Cytochrom P450, aber auch fiir andere Enzyme codieren, in
Vektoren kloniert und heterolog in Bakterien-, Hefe- oder Saugetierzellen exprimiert.
Zum anderen setzt man bestimmte Zellsysteme ein, um daran Phase I- und II-
Metabolismusstudien  durchzufiihren. In  Verbindung mit  zellspezifischen
Eigenschaften  kénnen diese Zellsysteme flir eine Abschiatzung von
metabolismusabhdngigen pharmakologischen bzw. toxikologischen Effekten genutzt
werden. Solche J/n wvitro Experimente werden durchgefiihrt, um so
pharmakokinetische Parameter /n vivo vorhersagen zu koénnen und die Zahl an
Tierexperimenten zu reduzieren.

Durch die Verfligbarkeit von Antikdrpern gegen spezifische P450 Isoenzyme,
rekombinant gewonnenen Proteinen, gereinigten Enzymen und selektiven
chemischen Inhibitoren ist es mdglich, die flir den Metabolismus verantwortliche

P450-Isoform eindeutig identifizieren zu kénnen [Yuan et a/., 2002].

2.1.1.1 I~ VITROSYSTEME FUR METABOLISMUSSTUDIEN

Mittlerweile sind verschiedene /n wvitro Systeme zur Durchfihrung von
Biotransformationsstudien etabliert worden, da dadurch die pharmakokinetischen
Eigenschaften einer neu entwickelten Verbindung vorhergesagt werden kénnen
[Andersson et al., 2001]. Eingesetzt werden einerseits tierische Enzympraparationen
wie z.B. Schweinelebermikrosomen, da sie ohne groBen Aufwand und in

ausreichender Menge gewonnen werden kdnnen. Andererseits benutzt man aber
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auch von humanen Geweben abgeleitete Systeme, da eine Ubertragung von
Ergebnissen aus tierischen /in vitro Systemen auf den Menschen problematisch ist
[Wrighton et a/, 1993]. Bei Auswahl der Testspezies sollte darauf geachtet werden,
dass sie beziiglich des Metabolismus und der Produktion von toxischen Intermediaten
dem Menschen entspricht [Yuan et a/., 1999].

Flr solche Metabolismusstudien kommen isolierte perfundierte Organe von z.B.
Leber, Niere und Herz ebenso zum Einsatz wie Leberdlinnschnitte. Diese sog. ,liver
slices" dahneln am meisten der /n vivo Situation, da sie nicht nur die Enzyme der
gesamten Leber beinhalten, sondern auch noch Verbindungen zwischen einzelnen
Leberzellen bestehen. Die Dicke eines solchen Schnittes muss prazise gewahlt
werden, um so die optimale Anzahl an Zellschichten und die bestmogliche
Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu gewahrleisten [Vickers et al., 1995].
Hepatozyten als ein weiteres Zellsystem besitzen alle Phase I- und II-Enzyme, sodass
bei Inkubationen die gesamte Bandbreite an mdglichen Metaboliten bestimmt
werden kann. Mittlerweile lassen sich nicht nur frische Kulturen, sondern auch
kryokonservierte Hepatozyten kauflich erwerben, wodurch ein effizienter Gebrauch
dieses Zellsystems gewahrleistet ist [Maurel, 1996].

Auch subzelluldre Systeme wie Mikrosomen, Mitochondrien und Cytosol
verschiedener Spezies und Organe werden oft eingesetzt, da sie einfach in der
Handhabung sind und die enzymatischen Aktivitaten auch nach Lagerung bei -80°C
erhalten bleiben [Beaune et al, 1986]. Diese subzelluldren Systeme enthalten
ebenfalls P450-Enzyme, wodurch die Untersuchung von inhibitorischen Interaktionen
und CYP-katalysierter Metabolitenbildung ermdglicht wird [Guengerich et a/., 1986].
Des Weiteren hat man die Mdoglichkeit, das flir die Studien bendtigte Protein
(Oxygenasen, Reduktasen, Transferasen) aus dem jeweiligen Organismus zu
reinigen. Ein solcher Reinigungsprozess ist sehr kompliziert (siehe 3.2.1.5) und fiihrt
meistens nicht zu ganz reinen Produkten, weshalb die heterologe Expression von
Enzymen immer mehr bevorzugt wird.

In heterologen Expressionssystemen wird ein individuelles Enzym in einer Wirtszelle
exprimiert. Flr die Produktion von cDNA-exprimierten Enzymen werden bakterielle
Systeme wie z.B. Escherichia coli [Fisher et al., 1992; Gillam et al., 1993; Guo et al.,

1994], Hefen (Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia
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pastoris) [Hayashi et al., 1988b; Peyronneau et a/., 1992; Sakaki und Inouye, 2000],
Sdugetier-Zell-Linien [Urasaki et al., 2001] und Insektenzellen [Asseffa et al, 1989]

eingesetzt.

2.1.1.2 REKOMBINANTE P450-ENzYME

Cytochrom P450-Enzyme sind bisher in allen unter 2.1.1.1 genannten heterologen
Expressionssystemen exprimiert worden [Crespi und Miller, 1999]. Dazu stehen eine
Vielzahl von Vektoren zur Verfligung, die entweder eine transiente oder stabile
Genexpression ermoglichen. Auf diese Weise kann man Uber groBe Proteinmengen
verfligen, die nur die gewtlinschten Proteinkomponenten enthalten. So werden die
komplizierten Reinigungsverfahren immer mehr verdrangt, bei denen nicht immer
reine Enzyme, wenn auch in ihrer natirlichen Umgebung, erhalten werden.
AuBerdem miussen die bei den Reinigungsverfahren eingesetzten Detergenzien
anschlieBend mihsam entfernt werden, da sie bei Aktivitatstestungen inhibierend
wirken.

Bei der Auswahl des Expressionssystems mit dem grdBten Nutzen muss zwischen
moglicher Proteinmenge und den daflir aufzuwendenden Kosten abgewogen werden.
Wahrend in Insektenzellsystemen z.B. sehr hohe Expressionslevel von
Cytochrom P450-Enzymen auch in Verbindung mit der NADPH-Cytochrom P450-
Reduktase erreicht werden konnen [Lee et al., 1995], ist die bakterielle Expression
dagegen sehr viel kostengiinstiger [Crespi und Miller, 1999]. AuBerdem muss
beachtet werden, dass das exprimierte Protein in einigen Expressionssystemen
posttranslationalen Prozessen, wie z.B. Glykosylierung, Phosphorylierung oder
proteolytischer Spaltung, unterliegen kann [Gonzalez und Korzekwa, 1995].

In einem Vektor kann auch mehr als ein Gen in derselben Zell-Linie coexprimiert
werden, um auf diese Weise gleich mehrere Stufen eines Metabolismus-Weges
aufzuklaren [Townsend et a/, 1999]. Da diese Proteine aber in
Biotransformationsstudien isoliert von anderen hepatischen Enzymen betrachtet
werden, wurde der pradiktive Nutzen fiir /7 vivo Metabolismen diskutiert. Wenn der
Metabolismus einer Substanz mit einem einzigen Enzymsystem untersucht werden

sol, muss beachtet werden, dass /n vivo verschiedene Enzymsysteme
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zusammenarbeiten, die in diesen Metabolismus-Wegen aktiviert werden [Rodrigues
et al., 1999].

2.1.2 DAS EXPRESSIONSSYSTEM ESCHERICHIA COLI

In der Molekularbiologie stellt Escherichia coli den wichtigsten Organismus flr
gentechnische Experimente dar, da er in der Lage ist, aus klonierten eukaryontischen
cDNAs heterologe Proteine zu produzieren. Mit diesem Expressionssystem lassen sich
hohe Ausbeuten erzielen, wobei es aber oft nétig ist, das N-terminale Ende zu
modifizieren [Barnes et al, 1991]. Gentechnische Modifikationen werden daher
zunachst in diesem System ausprobiert, auch wenn sich eigentlich eines anderen
Expressionssystems bedient werden soll. Fiir die Transformation in £ coli stehen
daher eine Vielzahl von Vektoren zur Verfiigung, um rekombinierte DNA in diesen
Organismus einschleusen zu kénnen [Dingermann, 1999].

Die Expression von eukaryontischen Proteinen in diesem prokaryontischen
Expressionssystem kann aber auch dazu flihren, dass die gebildeten Proteine instabil
sind oder keine biologische Aktivitat aufweisen und anschlieBend in sog. ,inclusion
bodies" akkumulieren [Williams et a/., 1982]. Auch Toxine aus den Bakterien kénnen
das Endprodukt verunreinigen, wodurch eine pyrogene Wirkung bei Mensch und Tier
verursacht wird [Glick und Pasternak, 1995]. Wenn membrangebundene Enzyme aus
Sdugern in bakteriellen Systemen exprimiert werden sollen, kann es zur Proteolyse

der gebildeten Proteine kommen [Porter et al., 1987].

2.1.3 DAS BACULOVIRUSVEKTOR-EXPRESSIONSSYSTEM (BVES)

2.1.3.1 ALLGEMEINE EINFUHRUNG

Das Baculovirusvektor-Expressionssystem (BVES) ist eines der leistungsfahigsten und
vielseitigsten eukaryontischen Expressionssysteme, das derzeit verfiigbar ist [Kidd
und Emery, 1993]. Insektenkultur-Systeme, wie z. B. die Zell-Linie Spodoptera
frugiperda (Sf), konnen durch Baculoviren infiziert werden. Das am haufigsten
eingesetzte Baculovirus ist das Autographa californica Multiple Nuclea Polyhedrosis

Virus (AcMNPV). Es ist ein doppelstrangiges DNA-Virus, das verschiedene Arten von
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Insekten und Larven infizieren kann. Innerhalb eines Infektionszyklus treten zwei
verschiedene Virusformen auf. Zum einen werden Viren gebildet, bei denen mehrere
stabchenférmige Nukleokapside in eine Polyhedrin-Matrix eingebettet sind. Dies dient
dem Schutz vor Umwelteinfllissen. Zum anderen werden Viren freigesetzt, die nur
aus einem einzigen Nukleokapsid bestehen und fahig sind, andere Wirtszellen direkt
zu infizieren [Jarvis, 1997].

Ein groBer Vorteil dieses Systems liegt darin, dass nur Insekten mit diesen Viren
infiziert werden koénnen, wodurch ein hoher biologischer Sicherheitsstandard
gewahrleistet ist, da héhere Organismen davon nicht betroffen sind. Um Fremd-DNA
in ein Baculovirus einzubringen, muss auf einen Transfer-Vektor zuriickgegriffen
werden, da das Baculovirus-Genom zu groB ist, um es direkt als Klonierungssystem
einsetzen zu kdnnen. Dazu wird der Transfer-Vektor mit der ACMNPV DNA von einem
Helfervirus in SFZellen cotransfiziert, um so eine homologe Rekombination zu
ermdglichen. Dadurch werden rekombinante Baculoviren erhalten, die zwar kein
Polyhedrin-Gen mehr enthalten, aber dennoch von dem Promotor des Polyhedrin-
Gens kontrolliert werden. Das Baculovirus-System stellt eine effiziente Variante zur
Proteinexpression dar, da innerhalb von ein paar Tagen rekombinantes Protein in
groBen Mengen gewonnen werden kann. Die mit diesem System erhaltenen Proteine
weisen die richtige posttranslationale Modifikation auf [Sakaki und Inouye, 2000], die
in anderen Expressionssystemen moglicherweise nicht gewahrleistet ware
[Dingermann, 1999]. So konnte gezeigt werden, dass in diesem System viele
wichtige Proteine sowohl glykosyliert als auch sekretiert wurden [Wickham et al.,
1995]. Um optimale Expressionsergebnisse und Ausbeuten zu erzielen, miissen der
Zeitraum der Virusexposition, die exogene Hamin-Zugabe wahrend des
Infektionszyklus [Asseffa et al, 1989] und der Erntezeitpunkt genau kontrolliert
werden.

Das BVES wurde bereits erfolgreich zur Expression verschiedener P450-Isoenzyme
eingesetzt [Ohta et a/, 1991; Buters et al, 1994; Haining et al., 1996], wobei dieses
System auf die exogene Hamin-Supplementierung angewiesen ist. Durch exogene
Hamin-Zufuhr ins Kulturmedium konnte der P450-Gehalt um das 5- bis 6-fache
gesteigert werden [Asseffa ef a/., 1989]. Um jedoch Umsetzungsraten in oxidativen

Prozessen messen zu kdénnen, muss ein rekombinant exprimiertes P450-Enzym mit
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der NADPH-Cytochrom P450-Reduktase rekonstituiert werden [Clarke, 1998]. Eine
elegantere Losung besteht in der Konstruktion von Fusionsproteinen, um auf diese

Weise ein katalytisch unabhangiges P450-Enzym zu erhalten [Shet et a/., 1993].

2.1.3.2 EXPRESSION VON CYP2D25' 1M BVES/ SF9

Es wurden drei verschiedene Transferplasmide pVL1393/CYP,, pAcG2T/Bacl/3 und
pAcG2T/Bac2/3 kloniert, mit denen unterschiedliche CYP2D25'-Proteine erhalten
werden sollten [Berger, 2002]. In dem Transferplasmid pVL1393/CYP, lag die
CYP2D25'-Sequenz unverandert vor, wahrend es sich bei den aus mit pAcG2T/Bacl/3
und pAcG2T/Bac2/3 infizierten S5f9-Zellen gewonnenen Proteinen um Fusionsproteine
mit der Glutathion-S-Transferase handelte. Dabei lag die CYP2D25'-Sequenz im
Transferplasmid pAcG2T/Bacl/3 unverandert vor, wahrend die Sequenz bei
pAcG2T/Bac2/3 um 28 N-terminale Aminosauren im Bereich des Membranankers
verkilrzt war, um ein potenziell 16sliches Produkt zu erhalten (siehe Abb. 2-1). Diese
Fusionsproteine sollten nach erfolgreicher Expression Uber eine
Affinitdtschromatographie an Glutathion-Agarose aufgereinigt werden. Durch Zugabe
von Thrombin sollte dieser Anker anschlieBend wieder abgespalten werden
[Beekman et al.,, 1994; Sorscher und Sommerfelt, 1995; Lehret al., 1996].

Die drei Expressionsplasmide wurden freundlicherweise von K. Berger zur Verfiigung

gestellt.
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CYP, — A —
"+ GST-Anker"
Bac1/3 — 77 —
"-28 AS"
Bac2/3 —777 —

Abb. 2-1 Schematische Darstellung der drei Transferplasmide

Schraffiert: Promotorsequenz; kariert: die bei Bac2/3 fehlenden N-terminalen
Aminosduren am 5'-Ende; weiB: CYP2D25'-Sequenz; schwarz: Sequenz des GST-
Ankers. CYP, dient zur Expression des unveranderten CYP2D25'-Proteins. Bacl/3 und

Bac2/3 sind GST-Fusionsproteine, wobei Bac2/3 um 28 N-terminale AS verkdrzt ist.

2.1.4 DAS EXPRESSIONSSYSTEM SACCHAROMYCES CEREVISIAE

2.1.4.1 ALLGEMEINE EINFUHRUNG

Die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae wird schon seit langem als
Expressionssystem eingesetzt, da sie einige Vorteile bei der Produktion von P450-
Enzymen aus Saugern bietet. Sie ist im Gegensatz zu Bakterien ein Eukaryont und
war der erste eukaryontische Organismus, dessen Genom vollstandig sequenziert
war [Dingermann, 1999]. Die Hefe wachst sehr schnell in kostenglinstigem Medium
und lasst sich ohne Schwierigkeiten transformieren [Pompon, 1988], sodass in relativ
kurzer Zeit bemerkenswerte Proteinlevel und katalytische Aktivitdten mit diesem
System erhalten werden kénnen [Gonzalez und Korzekwa, 1995]. Die Proteinfaltung
in der Hefe dhnelt der héherer Organismen sehr viel starker als der in Prokaryonten,
sodass z.B. Disulfidbriicken korrekt verbunden werden, wozu Bakterien nicht ohne
weiteres fahig sind. Die Hefe ist auBerdem in der Lage, posttranslationale
Modifikationen wie z.B. Glykosylierungen und Phosphorylierungen durchzufiihren.
Dabei kann es jedoch auch zu Komplikationen kommen, da die Wirtszelle selbst

erkennen muss, ob das Protein posttranslational modifiziert werden muss oder nicht.
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Der Einsatz der Hefe ist biologisch sicher, da sie auch in der Lebensmittelindustrie
eingesetzt wird und keine Pyrogene wie z.B. bakterielle Systeme bildet. Dies ist ein
wesentlicher Vorteil, da viele rekombinant hergestellte Wirkstoffe parenteral
appliziert werden miissen [Dingermann, 1999].

Die Zellwand der Hefe ist aus drei verschiedenen Polysacchariden aufgebaut [Lussier
et al, 1997]: Die auBerste Schicht besteht aus Mannoprotein, welches fiir die
Oberflacheneigenschaften wie Immunogenitat, sexuelle Adhdsion und Flockulation
verantwortlich ist. Ein B-Glucan bildet die innere Schicht eines strukturellen
Netzwerkes, wahrend das dritte Polymer Chitin die Glukan-Bruchstiicke verknipft,
um sie alkali-unlgslich zu machen [Lehle und Tanner, 1995].

Die Hefe teilt viele gemeinsame regulatorische Mechanismen mit Vertebraten [Marin
et al, 2002] und besitzt auBerdem ein eigenes endoplasmatisches Retikulum (ER),
eine an das ER gebundene NADPH-Cytochrom P450-Reduktase [Aoyama et al., 1984]
und Cytochrom bs [Guengerich et a/., 1991], wobei die Ahnlichkeiten in der Sequenz
zwischen den Redoxenzymen aus der Hefe (NADPH-Cytochrom P450-Reduktase und
Cytochrom bs) und den entsprechenden Enzymen aus humaner Leber begrenzt sind
[Pompon et al, 1996]. Somit konnte zwar die endogene NADPH-Cytochrom P450-
Reduktase den Metabolismus von heterolog exprimierten Enzymen unterstiitzen
[Clarke, 1998], allerdings bewirkte die Coexpression einer Sadugetier-Reduktase
gesteigerte katalytische Aktivitaten [Murakami et a/, 1986]. Auch der Austausch der
Hefe-Reduktase gegen die humane Reduktase steigerte die P450-Aktivitat humaner
Enzyme [Urban et al., 1993], sodass die Verfiigbarkeit an endogener Hefe-Reduktase
limitiert zu sein scheint [Kaergel et a/, 1990]. Diese sollte daher zusatzlich exogen
hinzugesetzt werden [Del Carratore et al., 2000], es sei denn, es ist die Mdglichkeit
einer Coexpression zur Produktion von Fusionsproteinen gegeben [Murakami et al.,
1987]. Die exogene Zugabe von Reduktase zu Hefemikrosomen fiihrte zu einem
3- bis 8-fachen Anstieg der P450-Aktivitat [Urban et al, 1990]. Eine weitere
Méglichkeit besteht in der Uberexpression der endogenen Hefe-Reduktase, bei der
diese Sequenz zwischen einen galaktoseinduzierbaren Promotor und einen PGK-
Terminator kloniert wurde [Urban et al, 1990], da Murakami et a/, [1986] auch

zeigen konnten, dass die Ratten-P450-Reduktase in der Hefe nur in geringer Menge
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exprimiert werden konnte. Begriindet wurde dies mit der moglicherweise
vorhandenen Instabilitat dieser Reduktase in Hefezellen [Yabusaki et a/,, 1988b].

Nachdem Oeda et a/. [1985] die erste erfolgreiche heterologe Expression von P450-
Enzymen aus Saugern beschrieben, wurden inzwischen viele P450-Enzyme in der
Hefe exprimiert [Renaud et a/,, 1990; Truan et al., 1993]. Bei Einsatz von aus diesem
System gewonnenen Mikrosomen wird aufgrund des Vorhandenseins endogener
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase, Cytochrom bs und des endoplasmatischen
Retikulums das hepatische mikrosomale Milieu sehr gut imitiert [Guengerich et al.,
1991], wodurch der Einsatz von Saccharomyces cerevisiae als Expressionssystem an

Bedeutung gewinnt.

2.1.4.2 EXPRESSION VON CYP2D25 IN DER HEFE

Hosseinpour et al beschrieben bereits 2001 die Expression der porcinen
mikrosomalen Vitamin Ds; 25-Hydroxylase (CYP2D25) in Saccharomyces cerevisiae.
Sie subklonierten die CYP2D25 cDNA an den BamHI und Apnl Schnittstellen in den
Expressionsvektor pYeDP60. AnschlieBend wurde das Plasmid in den Hefestamm
W(R) transformiert, der gleichzeitig die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase der Hefe
unter der Kontrolle eines galaktoseinduzierbaren Promotors coexprimierte [Truan et
al, 1993]. Daraus gewonnene Mikrosomen wurden freundlicherweise von
M. Hidestrand, Stockholm zur Verfligung gestellt und auf reduktive Eigenschaften
getestet (siehe 3.3.3.4.1).

Fir folgende Studien sollte die Expression von CYP2D25 in dem Hefestamm W(N),
der nicht die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase coexprimierte, durchgefiihrt
werden, da die zusatzlich im Reaktionsansatz vorhandene NADPH-Cytochrom P450-
Reduktase mdglicherweise reduktive Umsetzungen hemmt. Sowohl der mit der
CYP2D25-Sequenz klonierte Vektor, als auch der Hefestamm W(N) wurden von
M. Hidestrand flr diese Studien zur Verfligung gestellt.

Abb. 2-2 zeigt den fir die Expression in Saccharomyces cerevisiae verwendeten
multicopy Vektor pYeDP60 CYP2D25. Es handelt sich dabei um einen sog. Shuttle-
Klonierungsvektor, da dieser sowohl einen Replikationsstartpunkt fir £ coli

(ori £. coli) als auch fiur die Hefe (yeast origin 2 um) enthalt. So konnten erste
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Transformationsschritte zur Uberpriifung und Vervielfiltigung des Vektors zundchst
in £. coli vorgenommen werden, um dann die Transformation und Expression in der
Hefe durchzufiihren. Das Plasmid enthalt ein Resistenzgen gegen Ampicillin (Amp®),
das ihm die Fahigkeit verleiht, in Gegenwart des Antibiotikums Ampicillin zu wachsen,
da das Gen flr die B-Lactamase codiert. Des Weiteren sind zwei Auxotrophie-Marker
ADE 2 und URA 3 vorhanden. Die Produkte dieser Gene katalysieren Teilreaktionen
bei der Biosynthese der jeweiligen Nukleotidbase Adenin bzw. Uracil, wodurch
entsprechende Mutationen in dem verwendeten Hefestamm W(N) komplementiert
werden konnten. Der Gebrauch eines ADE 2-Auxotrophie-Markers ist zudem sinnvoll,
da Kulturmedien bei hohen Zelldichten schnell an Adenin verarmen [Pompon et al.,
1996]. Die als MCS bezeichnete ,multiple cloning site™ nimmt die zu klonierenden
DNA-Fragmente auf und enthdlt daher Erkennungssequenzen fiir verschiedene
Restriktionsendonukleasen [Dingermann, 1999]. Zudem wurde in diesem Vektor ein
regulierbarer GAL10-CYC1 Promotor verwendet, der erst durch die Zugabe von
Galaktose induziert wird [Pompon et &/, 1996]. Das Produkt von GAL10
(UDP-Galaktose-Epimerase), sowie die Produkte der Gene GAL1 (Galaktokinase) und
GAL7 (Galaktose-1-Phosphat-Uridylyltransferase) ermdglichen die Nutzung von
Galaktose als Kohlenstoffquelle in Saccharomyces cerevisiae [Guarente et al., 1982].
Dieser Promotor liegt inaktiviert vor, solange Glukose im Medium vorhanden ist. So
kénnen groBe Zellzahlen in glukosehaltigem Medium erreicht werden, denn erst
durch die Zugabe von Galaktose am Ende der Wachstumsphase der Zellen, wenn die
Glukose ganzlich verbraucht ist und die Zellen auf das im Medium vorhandene
Ethanol als Kohlenstoffquelle zum Wachstum angewiesen sind [DeRisi et al.,, 1997],
wird die Expression des gewiinschten Proteins gezielt gestartet. Von diesem
Zeitpunkt an steigt die Proteinbildung stetig an, wahrend die Zelldichte nahezu
konstant bleibt [Pompon et al., 1996]. Durch den PGK-Terminator werden unndtig
lange Transkripte vermieden, die zudem instabil waren. Die Transkriptions-
Termination ist in der Hefe sehr spezifisch, weshalb Expressions-Kassetten an ihrem
Ende immer ein Transkriptions-Terminations-Signal aus Saccharomyces cerevisiae

enthalten sollten [Dingermann, 1999].
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PGK Terminator CYP2D25 GAL10-CYC1-Promotor

ADE2 4

URA 3
ori E. cofi

pYeDP60 CYP2D25
10768 bp

AmpR

" Yeast origin 2 pm
Abb. 2-2 Expressionsvektor pYeDP60 CYP2D25

AmpR: Ampicillinresistenzgen; ADE 2 und URA 3: Auxotrophiemarker; ori £. coli: origin
of replication als Initiationspunkt in £. coli; yeast origin 2 pm: Replikationsstartpunkt
fir die Hefe; PGK Terminator: Phosphoglycerat-Kinase Terminator; CYP2D25:
klonierte cDNA-Sequenz; GAL10-CYC1 Promotor: galaktoseinduzierbarer Promotor;

MCS: multiple cloning site; bp: Basenpaare (modifiziert nach Urban et a/. [1994]).

Abb. 2-3 zeigt schematisch den groben Ablauf des durchfiihrten
Klonierungsverfahrens. Zunachst wurde die Ziel-DNA aus dem Schwein isoliert,
enzymatisch geschnitten und in den Klonierungsvektor pYeDP60 ligiert. AnschlieBend
wurde dieses DNA-Konstrukt durch Elektroporation in die Hefezelle transformiert. Die
transformierten Hefezellen konnten liber die Auxotrophie-Marker ADE 2 und URA 3
selektiert und isoliert werden. Durch Zugabe von Galaktose wurde die Expression von
CYP2D25 gestartet.
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Klonierungs-
vektor ~

— linearisierte

Vektor-DNA
\]/Ligation
@ Klonierungs-Konstrukt

lTransformation

Wirtszelle
—

l Expression

o> 0O

Abb. 2-3 Schematische Darstellung des Klonierungsverfahrens (modifiziert
nach Glick und Pasternak [1995])

exprimiertes
Protein

2.1.5 ZIELSETZUNG

Die Benzamidoxim-Reduktase zeigte groBe strukturelle Ahnlichkeiten mit der
Vitamin Ds; 25-Hydroxylase (CYP2D25), auf die in den Kapiteln 3 und 4 noch genauer
eingegangen wird. Daher sollte CYP2D25 rekombinant exprimiert werden, um so
reines Protein zu erhalten und es in Bezug auf katalytische Eigenschaften mit der
Benzamidoxim-Reduktase vergleichen zu kénnen. Dabei sollte zundchst die Aktivitat
von rekombinantem CYP2D25 aus Sf9-Zellen [Berger, 2002] durch Anderung der

Hamin-Supplementierung hergestellt werden. Im Verlauf dieser Arbeit sollte auf das
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Expressionssystem Saccharomyces cerevisiae ausgewichen werden, da fir dieses
System bereits ein klonierter Vektor zur Verfiigung stand. Zur Uberpriifung der
Vektoren sollte zunachst eine Transformation in £. colf durchgeflihrt werden.

Ziel war es, rekombinantes CYP2D25 zu gewinnen, bei dem die NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase nicht coexprimiert war und so flir reduktive

Umsetzungen eingesetzt werden konnte.
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2.2 METHODEN
2.2.1 ARBEITEN MIT DEM EXPRESSIONSSYSTEM BACULOVIRUS/ SF9

2.2.1.1 MATERIALIEN

2.2.1.1.1 Chemikalien und verwendete Materialien

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Gewebekulturflaschen Nunclon™ A (25 cm? 80 cm? und 175 cm?) (Nunc,
Wiesbaden), bovines Haminchlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim), Kulturkolben in
Erlenmeyerform (250 ml, 500 ml) mit Metallkappen (Eydam, Kiel), PMSF (Sigma,
Taufkirchen), L-Glutamin 200 mM (100x) (Gibco™ Invitrogen GmbH, Karlsruhe),
Fotales Kalberserum (Gibco™ Invitrogen GmbH), Gentamicinsulfat-Losung (Gibco™
Invitrogen GmbH), Serologische Pipetten (1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) (Sarstedt,
Nimbrecht), TNM-FH-Medium ohne Glutamin (c*c'pro, Neustadt), Schraubréhren mit
Spitzboden (15 ml und 50 ml) (Sarstedt), Pluronic F-68 (Gibco™ Invitrogen GmbH),
Eisen(III)citrat tribasisch Monohydrat (Fluka, Buchs, Schweiz), Gewebekulturplatten
fur adharente Zellen (Sarstedt), GST Expression and Purification Kit (BD Pharmingen,
San Jose, CA, USA), Vitamin B;, (Cyanocobalamin) (Sigma), Natriumchlorid (Sigma),
Kaliumdihydrogenphosphat (Fluka), Dinatriumhydrogenphosphat (Fluka),
Kaliumchlorid (Fluka), Glycerol (Fluka), DTT (Merck), EDTA (Fluka), bovines Serum
Albumin (BSA) (Sigma), NaOH (Fluka), Sterilfilter (Porendurchmesser 0.2 pum)
(Sarstedt), Einmalspritzen 10 ml Ecoject® (Witt, Gelnhausen), d-Aminoldvulinsdure
(Sigma), Eisen(III)chlorid (Fluka).

2.2.1.1.2 Verwendete Viren

AcNPV-CYP, E
AcNPV-Bac2/3 F
AcNPV-Bac1/3 IV
[Berger, 2002]
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2.2.1.1.3 Verwendeter Stamm

Spodoptera frugiperda: ATCC-Nummer: CRL-1711

2.2.1.1.4 Eingesetzte Vektoren

pVL1393 (Pharmingen): Single Promotor Transfer Vector fir Spodoptera frugijperda;
enthalt den Polyhedrin-Genort samt flankierenden Regionen
des ACMNPV und MCS vor dem urspriinglichen Startcodon,
das in ATT geandert wurde.

pAcG2T (Pharmingen): Transfervektor fir das Sf9-Expressionssystem; die Proteine
werden als GST-Fusionsproteine exprimiert, wobei eine
Thrombin-Schnittstelle flir die Abspaltung des GST-Restes
vorhanden ist.

[Berger, 2002]

2.2.1.2 GERATE

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Inkubator (Heraeus, Hanau), Spektralphotometer Uvikon 930 (Kontron Tegimenta,
Rotkreuz, Schweiz), Sonifier® Cell Disruptor B-12 (Branson Sonic Power Company,
Danbury, CT, USA), sterile Werkbank Napflow (Napco, VA, USA), Pipettierhelfer
accu-jet (Eydam, Kiel), Rotationsschiittler (Infors, Einsbach), Hochleistungszentrifuge
J2-21 M/E mit einem Rotor JA 20 (Beckman, Miinchen), Ultrazentrifuge L7-65 mit
einem Rotor Ti 45 (Beckman), Zentrifuge Sigma 3K30 mit dem Rotor Nr. 12159
(Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz), Zentrifuge Universal 2S
(Hettich, Tuttlingen), Wasserbad (Julabo, Seelbach), Schittelwasserbad (GFL,
Burgwedel), Zahlkammer (Fuchs-Rosenthal, Faust GmbH, Halle), Mikroskop Olympus
CK2 (Olympus, Hamburg).
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2.2.1.3 HETEROLOGE EXPRESSION UND MIKROSOMENGEWINNUNG

2.2.1.3.1 Kultivierung der Sf9-Zellen

Zur Kultivierung von 5f9-Zellen wurde folgendes frisch hergestelltes Medium

verwendet:
500 ml TNM-FH ohne Glutamin
25 ml FKS
500 pl Vitamin By
50 pg/ml Gentamicin
10.3 ml L-Glutamin (200 mM)

Das fotale Kalberserum diente als Quelle flir Hormone und Wachstumsfaktoren
[Freshney, 1990], wahrend Gentamicin hinzugesetzt wurde, um Dbakterielles
Keimwachstum zu verhindern. Glutamin wurde erst kurz vor Verwendung des
Mediums beigefligt, da es sich bei 37°C schnell zersetzt [Morgan und Darling, 1994].
Insektenzellen kdnnen als adhdrent wachsende Dauerkultur in Kulturflaschen
gehalten werden. Auf dem Flaschenboden bildet sich nach Inkubation in einem
Brutschrank bei 27°C ein einschichtiger Zellrasen (,Monolayer") aus, der nach
spatestens sechs Tagen in frisches Medium Uberfihrt werden sollte. Die Zellen
wurden dazu durch starkes Abschlagen von dem Kulturflaschenboden geldst und in

einem Splittingverhaltnis von 1:4 bis 1:8 in frischem Medium aufgenommen.

2.2.1.3.2 Uberfithrung einer Dauerkultur in eine Schiittelkultur

Um hohe Ausbeuten an Zellen zu erhalten, musste die Dauerkultur in eine
Schittelkultur Uberfiihrt werden. Dazu wurden die adhdrent wachsenden Zellen der
Dauerkultur (FlaschengréBe 175 cm? 3-4 x 10’ Zellen) wie unter 2.2.1.3.1
beschrieben vom Flaschenboden geldst und in einen 250 ml-Erlenmeyerkolben mit
frischem Medium (ad 100 ml) Uberfiihrt. Zum Schutz vor StoB- und Scherkraften
wurde 0.1 % Pluronic F-68 in die Schittelkultur gegeben und bei 125 rpm und 27°C

fur drei Tage inkubiert.
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2.2.1.3.3 Gewinnung eines High-Titer-Virusstocks

Zur Herstellung eines High-Titer-Virusstocks wurden 25 ml einer Schiittelkultur (siehe
2.2.1.3.2) in 74 ml frischem Medium (sieche 2.2.1.3.1) mit 0.1 % Pluronic F-68
aufgenommen und fir 24 Stunden bei 27°C und 125 rpm auf dem Schittler
inkubiert. Durch Zugabe von 200 ul Virussuspension [Berger, 2002] wurden die
Zellen infiziert und sechs weitere Tage bei 27°C und 125 rpm geschiittelt. Nach einer
Zentrifugation bei 10000 g fiir 10 min bei 4°C befanden sich die Viren im Uberstand

und konnten unter sterilen Bedingungen bei 4°C gelagert werden.

2.2.1.3.4 Infektion von S79-Schiittelkulturen und Zellernte

Zur Expression des gewiinschten Proteins wurde die Schittelkultur geteilt und bei
1000 rpm, 27°C flir 7 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in 5 ml
Virustiberstand aufgenommen, in 0.1 % Pluronic F-68 enthaltendes Medium
(ad 100 ml) gegeben und bei 27°C und 125 rpm inkubiert. Fir die Kontrollzellen
wurde das Pellet statt in Viruslésung in Medium aufgenommen und analog inkubiert.
Nach 24 h wurde Haminchlorid in einer Konzentration von 4 pg/ml aus einer
Stammldsung von 2 mg/ml in 0.4 M NaOH/Ethanol 100 % (1:1) zur Schittelkultur
gegeben und fiir zwei weitere Tage inkubiert. Die Zellernte erfolgte 72 Stunden p.i.
durch Zentrifugation bei 4000 rpm, 4°C flir 8 min. Das so gewonnene Pellet wurde
anschlieBend zweimal mit PBS-Puffer (1.36 M NaCl, 15 mM KH,POs4, 0.2 M Na;HPO4,
26.8 mM KCl) gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach AbgieBen des Uberstandes

wurde das Zellpellet mit dem darin exprimierten Protein bei -80°C eingefroren.

2.2.1.3.5 Mikrosomengewinnung aus Sf9-Zellen

Folgender Lysatpuffer wurde fir die Mikrosomenherstellung verwendet:
0.1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7.4
20 % Glycerol
1mM DTT
1 mM EDTA
1 mM PMSF
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Die Mikrosomenherstellung erfolgte in Anlehnung an die von Tasaki et al [1998]
beschriebene  Methode. Das nach 2.2.1.3.4 gewonnene  Zellpellet
(ca. 3-5 x 107 Zellen) wurde in 4 ml Lysatpuffer resuspendiert und sonifiziert
(4 Impulsperioden a 20 Sekunden bei 50-60 % Intensitat, zwischen den
Impulsperioden Pausen von 30 Sekunden auf Eis). Alle Arbeiten wurden unter
permanenter Eiskiihlung durchgefiihrt. Das Zelllysat wurde bei 9000 g fiir 20 min bei
4°C zentrifugiert, um nicht aufgeschlossene Zellen und Zelltrimmer zu entfernen.
Durch Zentrifugation des Uberstandes bei 100000 g fiir 60 min bei 4°C wurde ein
Mikrosomenpellet erhalten, das in 300 pl Lysatpuffer resuspendiert und bei -80°C
eingefroren wurde.

Zur Kontrolle der Expression im SDS-PAGE und Western Blot wurden Proben vom
9000 g-Uberstand, 9000 g-Pellet, 100000 g-Uberstand und der Mikrosomenfraktion

entnommen.

2.2.1.3.6 Aufreinigung des exprimierten Proteins an Glutathion-Agarose

Das durch Infektion mit AcNPV-Bac2/3 in Sf9-Zellen rekombinant exprimierte
Fusionsprotein verfligt Gber einen Glutathion-S-Transferase-Anker, der anschlieBend
durch Inkubation des isolierten Proteins mit Thrombin proteolytisch abgespalten
werden kann. Dieser GST-Affinitatsrest bietet die Mdglichkeit einer Aufreinigung aus
dem Zelllysat, da das exprimierte Fusionsprotein an die Glutathion-Agarose-Kugeln
gebunden wird, wahrend insektenzelleigenes Protein nicht mit der Matrix in
Wechselwirkung tritt. Mit dieser Methode wird sehr schnell gereinigtes Protein
erhalten, ohne dass Chemikalien oder sonstige Reagenzien verwendet werden, die
die biologische Integritdt des rekombinanten Proteins stéren kénnten [Sorscher und
Sommerfelt, 1995].

Zur Aufreinigung des Proteins wurde der BaculoGold™ GST Expression and
Purification Kit von BD Pharmingen eingesetzt. Die Lésungen waren zum Teil fertig,
zum Teil wurden sie aus Lyophilisaten frisch hergestellt. Zur Sedimentation der
Glutathion-Agarose-Matrix wurden 200 ul Agarose-Kugeln bei 600 g fiir 5 min bei RT
zentrifugiert. Zur Entfernung des vorhandenen Ethanols wurde die Matrix zweimal
mit PBS-Puffer (140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPOs4, 1.8 mM KH,PO4,

44



EXPRESSION VON CYP2D25

pH 7.4) gewaschen und anschlieBend zentrifugiert. Nach Abpipettieren des
Uberstandes wurde die Agarose-Matrix mit klarem Zelllysat befiillt. Zur Gewinnung
des Zelllysats wurden verschiedene Methoden benutzt:

Zundchst wurden 2 x 107 Zellen durch Zugabe von 980 pl Lyse-Puffer (10 mM Tris,
pH 7.5, 130 mM NaCl, 1 % Triton™ X-100, 10 mM Natriumfluorid, 10 mM
Natriumphosphat) und 20 ul Protease-Inhibitor (16 pg/ml Benzamidin-HCI, 10 pg/ml
Phenantrolin, 10 yg/ml Aprotinin, 10 pg/ml Leupeptin, 10 pug/ml Pepstatin A, 1 mM
PMSF) auf Eis flir 45 min lysiert und bei 40000 g und 4°C fiir 45 min zentrifugiert.
1000 pl dieses Lysats wurden auf die vorbereitete Matrix gegeben.

Bei der zweiten Methode sollten die Zellen durch drei Einfrier- und Auftau-Zyklen auf
Eis zerstort werden. Es wurde bei 40000 g und 4°C fiir 45 min zentrifugiert und das
Lysat auf die Matrix gegeben.

Als weitere Mdglichkeit des Zellaufschlusses wurden die Zellen wie bei der ersten
Methode in 980 pl Lyse-Puffer und 20 pl Protease-Inhibitor aufgenommen und
anschlieBend dreimal fir 10 Sekunden auf Eis sonifiziert. Nach oben angegebener
Zentrifugation wurde das Zelllysat auf die Matrix aufgebracht.

Das Zelllysat wurde mit der Agarose-Matrix fiir 30 min bei 4°C auf dem Schittler
inkubiert und anschlieBend bei 600 g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Nach Entfernen
des Uberstandes wurde die Matrix zweimal mit PBS-Puffer wie oben beschrieben
gewaschen. Zur Elution des an die Matrix gebundenen Proteins wurde dreimal mit je
100 pl GST Elutionspuffer (5 mM Glutathion in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0) 2 min bei RT
inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 600 g und 4°C fir 5 min wurde der
Uberstand abgenommen und die drei Fraktionen vereinigt.

Von allen bei dieser Aufreinigung erhaltenen Fraktionen wurde eine Probe von
2 x10° Zellen entnommen, um die Bindungskapazitit der Agarose-Matrix im
SDS-PAGE und Western Blot zu tberpriifen.

2.2.1.3.7 Variation der Hamin-Supplementierung

Da mdglicherweise nicht korrekt inkorporiertes Ham flir funktionsuntichtiges
CYP2D25' verantwortlich war [Berger, 2002], wurde die Hamin-Supplementierung

variiert. Die Biosynthese des Hams beginnt mit Succinyl-CoA und Glycin auf dem
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Shemin-Weg, woraus die 0&-Aminolavulinsaure, die wichtigste Vorstufe der
Porphyrine, gebildet wird. Im weiteren Verlauf der Hdm-Biosynthese reagieren zwei
Molekiile &-Aminolavulinsdure zu Porphobilinogen. Durch Desaminasen und
Cosynthasen wird Uber verschiedene Zwischenprodukte wie Prauroporphyrinogen,
Uroporphyrinogen und Protoporphyrin mit anschlieBender Eisen-Einlagerung Ham
gebildet [Karlson et al., 1994].

In der unter 2.2.1.3.4 beschriebenen Methode wurden 4 pg/ml Hamin 24 Stunden
p.i. in das Kulturmedium gegeben. Im Vergleich dazu wurden ebenfalls 4 pg/ml
Hamin dazugegeben, allerdings zeitgleich mit der Infektion.

Da hohe Konzentrationen an Haminchlorid mdglicherweise toxisch fiir SF9-Zellen sein
kdénnen, wurde die Zugabe von Haminchlorid von 4 pg/ml auf 2 pg/ml gesenkt und
wie unter 2.2.1.3.4 verfahren, obgleich ein toxischer Effekt bei Konzentrationen im
Bereich von 0.1 bis 5.0 pg/ml nicht beobachtet werden konnte [Lee et a/., 1995].

Des Weiteren wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Grogan et al. [1995] ein
Hamin-Albumin-Komplex hergestellt, da bei Zugabe des Hamins als Komplex héhere
Ausbeuten des gewiinschten Proteins erzielt werden konnten als bei reiner Hamin-
Supplementierung. Dazu wurden 2 mg Hamin in 2 ml einer 0.1 N Natronlauge, die
35 mg/ml Na;HPO; enthielt, gelést und tropfenweise in 5 ml einer Albuminlésung
(43 mg/ml) Uberflihrt. Dieser Hamin-Albumin-Komplex wurde sterilfiltriert
(Porendurchmesser 0.2 um) zu der Kultur gegeben.

Um die niedrigen endogenen Hamin-Level in Insektenzellen zu kompensieren, kann
entweder wie beschrieben Hamin oder aber auch 0.5 mM &-Aminoldvulinsdure
exogen hinzugefiigt werden [Paine et al., 1996; Wu et al., 1997; Smith et al., 1998],
da sie ein Zwischenprodukt bei der Hdm-Biosynthese darstellt [Grennan Jones et al.,
1996; Guengerich et al., 1997]. Dazu wurde die 6-Aminolavulinsaure in Aqua bidest.
in der gewilinschten Konzentration gel6st und sterilfiltriert ins Medium gegeben.

In Anlehnung an die Vorschrift von Gillam et a/ [1995] wurden 0.1 mM
d-Aminolavulinsdure und 0.1 mM Eisen(III)chlorid sterilfiltriert ins Medium gegeben,
um das Ham auf diese Weise zu supplementieren. Eine weitere Variation bestand in
der Zugabe von sterilfiltrierten 0.1 mM 0-Aminoldavulinsdure und 0.1 mM
Eisen(III)citrat [Lee et a/., 1995]. Die Zufuhr dieser Hdm-Vorstufen fihrte bei Biagini
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und Celier [1996] zu hdheren Proteingehalten und einem geringeren unspezifischen
Absorptionspeak bei 420 nm.
Als Negativkontrolle wurden Sf9-Zellen gewonnen, die nicht mit Virus infiziert

worden waren, aber die libliche Haminchlorid-Zugabe von 4 ug/ml erhielten.

2.2.2 ARBEITEN MIT DEM EXPRESSIONSSYSTEM ESCHERICHIA COLI

2.2.2.1 MATERIALIEN

2.2.2.1.1 Chemikalien und verwendete Materialien

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Trypton/Pepton aus Casein (pankreatisch verdaut) (Roth, Karlsruhe), Hefeextrakt
(Roth), Natriumchlorid (Roth), Magnesiumchlorid (Merck, Darmstadt), Kaliumchlorid
(Merck), Magnesiumsulfat (Merck), Lactose (Roth), Saccharose (Roth),
Elektroporationskivetten (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen), HindIII
(QBiogene, Heidelberg), Difco Bacto Agar (Difco Laboratories, Detroit, Michigan,
USA), Ampicillin (Roth), Petrischalen (Sarstedt, Nimbrecht), NucleoSpin Plasmid-Kit
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren), ReaktionsgefaBe 1.5 ml und 2.0 ml
(Sarstedt), Inkubationspuffer II (flir AHindIII) (QBiogene), Tris (Merck), Borsaure
(Roth), EDTA (Roth), Ethidiumbromid (Roth), Agarose (Roth), A-Marker (MBBL,
Molekularbiologisches & Biochemisches Labor Dr. Bartling, Bielefeld), Escherichia colF
Stamm XL Blue 1 (Stratagene Europe, Amsterdam, NL).

Alle angegebenen Materialien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in hochster

verfligbarer Reinheit bezogen.

2.2.2.1.2 Enzyme
Restriktionsenzym: AHindIII (10 U/pl)
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2.2.2.1.3 Verwendeter Stamm

Escherichia coli-Stamm XL Blue 1: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F' pro AB lacl"AZM15 Tn10 (Tet")]

2.2.2.1.4 Eingesetzte Plasmide

pYeDP60 V60A1 (Negativkontrolle)
pYeDP60 CYP2D25

2.2.2.2 GERATE

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Schiittelinkubator HT Infors Minitron (Infors AG, Bottmingen, Schweiz),
Elektroporationsgerat (Bio-Rad, Mlinchen), Zentrifuge GS-15R mit dem Rotor F2402H
(Beckman, Miinchen), Gelsystem TM 11-14 (Bio-Rad), Laminar Air Flow Hera Safe
(Heraeus, Kendro Laboratory Products, Langenselbold), Waage Sartorius excellence
(Sartorius AG, Gottingen), Riihr- und Heizplatte IKA-Combimag Ret (Janke & Kunkel,
Staufen), Feinwaage Sartorius MC 1 (Sartorius AG), Dampfautoklav (Webeco GmbH,
Bad Schwartau), pH-Meter (Wiss.- Techn. Werkstatten, Weilheim), Drehteller mit
Glasspatel (Schitt Labortechnik GmbH, Goéttingen), Vortexer (Merck, Darmstadt),
Brutschrank (Heraeus, Willi Fischer KG, Frankfurt).

2.2.2.3 STERILISATION

Alle verwendeten Ldsungen wurden vor Gebrauch entweder in einem
Dampfautoklaven fiir 20 min bei 121°C autoklaviert oder durch einen Filter mit einer
PorengroBe von 0.2 pm sterilfiltriert. Die verwendeten GefaBe wurden ebenfalls

autoklaviert.
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2.2.2.4 TRANSFORMATION VON E, coLI

Folgendes SOC-Medium (Angaben pro 100 ml) wurde zur Uberschichtung von £. coli-
Zellen benutzt:

24 Bacto-Trypton

0.5¢ Hefeextrakt

58 mg NaCl

203 mg MgCl,

18.8 mg KClI

246 mg MgSO4

360 mg Lactose

Fir die Selektionsplatten wurde LB-Medium, pH 7.2 (Angaben pro 1 ) mit Ampicillin
mit folgender Zusammensetzung verwendet:
10g Bacto-Trypton
5g Hefeextrakt
5g NaCl
20g Agar
2 ml Ampicillin (20 mg/ml)

Als Vorbereitung auf die Elektroporation wurden 40 pl elektrokompetenter £. coli-
Zellen mit jeweils 0.5 pl ligierter DNA (CYP2D25 bzw. V60A1) gemischt und
30 Sekunden auf Eis inkubiert. Nach Uberfiihren dieses Gemisches in gekiihlte
Elektroporationskivetten wurde die Elektroporation mit einer Spannung von 2.5 kV,
einer Kondensatorkapazitdt von 25 pF und einem Widerstand von 200 Ohm
durchgefiihrt. Die Zellen wurden sofort mit 1 ml SOC-Medium zur Regeneration
Uberschichtet und flir 10 min bei RT inkubiert. Je 100 pl dieser Losungen wurden auf
Selektionsplatten aufgebracht und iber Nacht bei 37°C inkubiert.

AnschlieBend wurden von beiden Transformanten-Arten einzelne Kolonien von den
Selektionsplatten entnommen und jeweils in 2.5 ml LB-Medium mit 6.25 pl einer
Ampicillin-Stammlésung (20 mg/ml) Gber Nacht auf dem Schiittler bei 230 rpm und
37°C inkubiert.
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2.2.2.5 DNA-ISOLIERUNG AUS E, coL1

Fir die DNA-Isolierung wurde das NucleoSpin Plasmid-Kit verwendet und nach
folgendem Protokoll gearbeitet. Zunachst wurden 2 ml der das gewlinschte Plasmid
enthaltenden Kultur (siehe 2.2.2.4) bei 14000 rpm und RT flir 1 min zentrifugiert.
Das trockene Pellet wurde in 250 ul Resuspensionspuffer Al aufgenommen.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 250 pl Lysepuffer A2 zur alkalischen Lyse der
Zellen. Zur Fallung der Proteine wurden 250 pl Neutralisationspuffer A3
hinzugegeben und bei 14000 rpm und RT fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde auf eine Saule pipettiert, an deren Saulenmaterial die DNA gebunden werden
konnte. Zur Entfernung der Pufferreste wurden 600 ul Waschpuffer A4 auf die Saule
gegeben und jeweils bei 14000 rpm und RT fiir 1 min bzw. danach erneut fiir 2 min
zentrifugiert. Die DNA konnte durch Zugabe von 60 pl Elutionspuffer AE und
einmindtiger Inkubation bei RT durch eine Zentrifugation bei 14000 rpm und RT fir

1 min eluiert werden.

2.2.2.6 RESTRIKTIONSHYDROLYSE DER AUS E. COLI ISOLIERTEN DNA

Zur Uberpriifung der aus Schweden stammenden Vektoren pYeDP60 V60A1 und
pYeDP60 CYP2D25 wurde die aus £. coli isolierte DNA der beiden Vektoren (siehe
2.2.2.5) mit dem Restriktionsenzym HimdIII geschnitten. Dazu wurden 14 ul Aqua
bidest. zusammen mit 3 pl Inkubationspuffer II, 3 pl der nach 2.2.2.5 isolierten DNA
und 1 pl AHindIII bei 37°C flir 1 Stunde inkubiert.

2.2.2.7 KONTROLLE DER RESTRIKTIONSHYDROLYSE MITTELS
GELELEKTROPHORESE

Zur Herstellung des Agarose-Geles sowie zur Flutung der Elektrophoresekammer

wurde ein TBE-Puffer (10 x), pH 8.3 mit folgender Zusammensetzung verwendet:

1M Tris-HCl
1M Borsaure
20mM EDTA

Vor dem Gebrauch wurde der TBE-Puffer (10x) 1:10 mit Aqua dem. verdiinnt.
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Zur Probenvorbereitung wurde folgender Gel-Ladepuffer verwendet:
40 % Saccharose
50mM EDTA
0.001 % Bromphenolblau

Fir das Gel wurden 1 g Agarose mit 100 ml TBE-Puffer (1x) vermischt und in der
Mikrowelle bis zur vollstandigen Auflésung erhitzt. Nach Abkihlen auf ca. 70°C
wurden 10 pl Ethidiumbromid hinzugegeben und das Gel gegossen. Nach Festwerden
des Geles und Flutung der Elektrophoresekammer konnten die Taschen des Geles
befllt werden.

Bei der Probenvorbereitung des Markers wurden 2 ul A-Marker mit 8 pl Aqua bidest.
und 2 pl Gel-Ladepuffer vermischt, wahrend zu den nach 2.2.2.6 inkubierten Proben
lediglich 2 pl Gel-Ladepuffer hinzugegeben wurde. Die Gelelektrophorese wurde fir
2 Stunden bei 100 V durchgefihrt.

2.2.3 ARBEITEN MIT DEM EXPRESSIONSSYSTEM SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

2.2.3.1 MATERIALIEN

2.2.3.1.1 Chemikalien und verwendete Materialien

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Primer KM1 und KM2 (MWG, Ebersberg), D(+)-Glukose Monohydrat flir die
Mikrobiologie (Merck, Darmstadt), Yeast nitrogen base without amino acids (Difco
Laboratories, Detroit, Michigan, USA), GSA-Becher (Beckman, Miinchen),
Lithiumacetat (Sigma, Taufkirchen), DTT (Qbiogene, Heidelberg), D-Sorbitol (Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg), SS34-Becher (Beckman), Bacto Casamino Acids
(Difco), Wasser flir die Molekularbiologie, DEPC-behandelt (Roth, Karlsruhe), 100 bp
DNA-Marker (MBBL, Bielefeld), Incubation Mix T. Pol + MgCl, (10x) (Qbiogene),
dNTPs Mix (5 mM) (Qbiogene), 7ag DNA Polymerase (5 U/ul) (Qbiogene), L-Lysin
(Sigma-Aldrich, Steinheim), L-Histidin (Sigma), L-Leucin (Sigma), Adenin (Sigma),
Uracil (Sigma), Tryptophan (Sigma), MOPS (Roth), PMSF (Sigma), Glycerol (Roth),
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KCI (Merck), MES (Biomol, Hamburg), Sterilfilter PorengréBe 0.2 pm (Eydam),
Einmalspritzen 5 ml und 20 ml Norm-Ject (Henke Sass Wolf GmbH, Tuttlingen),
Quantazyme ylg™ aus Oerskovia xanthineolytica (Qbiogene), Cytohelicase aus Helix
pomatia (Sigma), Zymolyase-20T aus Arthrobacter Iuteus 20000 U/gm (ICN
Biomedicals, Inc., Aurora, OH, USA), Glasperlen ungewaschen (Durchmesser 425-
600 pm) (Sigma), PEG 4000 (Merck), NaCl, D(+)-Galaktose fiir biochemische Zwecke
(Merck), Petrischalen 92 x 16 mm mit Nocken (Sarstedt, Nimbrecht), Tris Ultra
Qualitdt (Roth), Mikroschraubréhren 1.5 ml (Sarstedt), Desinfektionsmittel flr
Flachen Meliseptol (B. Braun AG, Melsungen), Sterillium flir die Hande (Bode Chemie,
Hamburg), Baktolin-Waschlotion (Bode Chemie), Kivetten 10 x 4 x 45 mm
(Sarstedt), Réhre 50 ml, 114 x 28 mm (Sarstedt), Ethanol Rotipuran® (Roth), LiCl
(Fluka), 1.5 ml und 2.0 ml ReagiergefaBBe (Sarstedt).

Hier nicht aufgefiihrte Materialien sind bereits unter 2.2.2.1.1 beschrieben. Alle
angegebenen Materialien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in hdochster

verfligbarer Reinheit bezogen.

2.2.3.1.2 Verwendete Stamme

S 150: a, his 3, leu 2-3, leu 2-12, ura 3-52
PSY 142: wt, ura 3, leu 2, lys + CIT 2-lac Z Reportergen
W(N): o, ade 2-1, his 3-11, -15, leu 2-3, -112, trp 1, ura 3-1, can®, cyr®

2.2.3.1.3 Eingesetzte Plasmide

pYeDP60 V60A1 (Negativkontrolle) mit 9265 bp
pYeDP60 CYP2D25 mit 10768 bp
CYP2D25-Sequenz-GroBe: 1503 bp
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2.2.3.1.4 Verwendete Primer

Start in

Oligo CYP2D25- Lange Tm [°C] %’C Sequenz
o [bp] [%]
quenz
Linker 508 20 59.4 55 5'-gcaagaagtcgttggaggag-3'
Primer: KM1 ) gcaagaagtcgtiggaggag
Rechter ' .
Primer: KM2 914 20 55.3 45 5'-tttcatttcgtccaggaagg-3

ProduktgroBe: 407 bp

2.2.3.2 GERATE

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Beckman Coulter Avanti’" J-20XP Zentrifuge mit den Rotoren JLA 16250 und JLA
2550 (Beckman, Minchen), Zentrifuge GS-15R (Beckman), Wasserbad (GFL,
Burgwedel), Minicycler™ MJ Research bzw. PTC-100™ (MJ Research, Inc., Waltham,
MA, USA), Thermoblock™! (Biometra, Gottingen), Thomazéhlkammer (Fuchs-
Rosenthal, Faust GmbH, Halle), Zweistrahlphotometer Uvicon 930 (Kontron,
Neufahrn), DOUNCE Gewebehomogenisator (VWR, Darmstadt), Beckman Coulter
Allegra™ 2IR centrifuge mit den Rotoren C0650 und F2402H (Beckman),
Erlenmeyerkolber 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Schott, Mainz), Messzylinder aus Plastik
(Kartell, Noviglio, Italien), Reference®-Pipetten 10 pl, 20 pl, 1000 pl, 3000 pl
(Eppendorf, Hamburg), Inkubator (Memmert, Schwalbach), Kamera Typ VarioCam
(Phase, Lubeck), Transilluminator (Phase), Mikrowelle (Severin, Sundern),
Elektroporationsgerat (Bio-Rad, Miinchen), BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg),
Pipettenspitzen (Sarstedt, Niimbrecht).

Hier nicht aufgeflihrte Gerate sind bereits unter 2.2.2.2 beschrieben.
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2.2.3.3 TRANSFORMATION VON S 150

Alle verwendeten Losungen wurden vor Gebrauch entweder autoklaviert (20 min,
121°C) oder sterilfiltriert. Die verwendeten GefaBe wurden ebenfalls autoklaviert.
Fir die Vor- und Hauptkultur wurde YPD-Medium mit folgender Zusammensetzung
verwendet:

1% Hefeextrakt

2 % Pepton

2 % Glukose

Fir die Selektionsplatten wurde YNBD-Medium, pH 5.5 (Angaben pro 100 ml) mit

den entsprechenden Aminosauren in folgender Zusammensetzung verwendet:

0.67 g Yeast nitrogen base without amino acids
29 Glukose
29 Agar

20 mg Histidin

20 mg Leucin

Zur Herstellung der Vorkultur wurden 50 ml YPD-Medium in sterilisierten 250 ml
Kolben vorgelegt und mit 2-4 Kolonien des Hefestammes S150 angeimpft und fir
24 Stunden bei 30°C und 250 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Um die Hauptkultur
zu erhalten, wurde die gesamte Vorkultur in 300 ml YPD-Medium Uberfihrt und
3 Stunden bei 30°C und 250 rpm inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 5000 rpm
und 4°C fir 10 min wurde das Pellet in 15 ml Aqua bidest. resuspendiert und mit
10 ml 10x TE-Puffer (100 mM Tris-Base, 10 mM EDTA, pH 7.5) vermischt. Nach
Zugabe von 10 ml 1 M LiAc-Lésung, pH 7.5 wurde fiir 45 min bei 30°C und 100 rpm
auf dem Schittler inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 2.5 ml 1 M DTT.
Nach einer 15-minltigen Inkubation bei 30°C und 100 rpm wurden alle
nachfolgenden Schritte auf Eis durchgefiihrt. Die Kultur wurde dann ad 500 ml mit
kaltem Aqua bidest. aufgefiillt und bei 5000 rpm und 4°C flir 10 min zentrifugiert.
Das Pellet wurde erneut mit 250 ml Aqua bidest. gewaschen und unter denselben

Bedingungen zentrifugiert. Nachdem das Pellet in 30 ml kaltem 1 M Sorbitol
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resuspendiert worden war, erfolgte erneut eine Zentrifugation. AbschlieBend wurde
das Pellet in 0.5 ml kaltem 1 M Sorbitol aufgenommen.

50 pl dieser elektrokompetenten Zellen wurden mit jeweils 100 ng DNA (siehe
2.2.2.5) gemischt und fir 5 min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation wurde unter
denselben Bedingungen, wie unter 2.2.2.4 beschrieben, durchgefiihrt und die Zellen
anschlieBend sofort mit 1 ml kaltem 1 M Sorbitol Uberschichtet. Als Negativkontrolle
wurde statt DNA Aqua bidest. verwendet. 100 pl dieser drei Zell-Chargen (CYP2D25,
V60A1 und Wasserkontrolle) wurden auf die Selektionsplatten mit YNBD-Medium und

den entsprechenden Aminosauren aufgebracht und 4-6 Tage bei 30°C inkubiert.

2.2.3.4 TRANSFORMATION VON PSY 142

Bereits vorhandene kompetente Zellen des Hefestammes PSY 142 wurden wie unter
2.2.2.4 und 2.2.3.3 beschrieben nach Zugabe der DNA bzw. Aqua bidest. fir die
Negativkontrolle elektroporiert und sofort mit 1 ml 1 M Sorbitol lberschichtet. Je
100 pl dieser Zellen wurden auf YNBD-Selektionsagar ausplattiert, der speziell fir
PSY 142 geeignet war. Aufgrund der zu S 150 verschiedenen Auxotrophie-Marker
setzte sich das YNBD-Medium, pH 5.5 (Angaben pro 100 ml) folgendermaBen

zusammen:
0.67 g Yeast nitrogen base without amino acids
29 Glukose
24 Agar

40 mg Lysin

20 mg Leucin

2.2.3.5 KULTIVIERUNG DES HEFESTAMMES W(N)

Zur Kultivierung des Hefestammes W(N) wurde YNBD-Medium, pH 5.5 (Angaben pro

250 ml) mit folgender Zusammensetzung verwendet:
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1.675¢ Yeast nitrogen base without amino acids
5g Glukose
5g Agar
50 mg Leucin
50 mg Histidin
100 mg Tryptophan
25 mg Uracil
50 mg Adenin

Die Aminosdauren wurden erst nach dem Autoklavieren sterilfiltriert ins Medium
gegeben.

100 pl des Hefestammes W(N) wurden auf YNBD-Agar ausplattiert und anschlieBend
bei 29°C flir 4-6 Tage inkubiert.

2.2.3.6 TRANSFORMATION VON W(N)

Elektrokompetente Zellen von W(N) wurden nach der unter 2.2.3.3 beschriebenen
Methode erhalten. Fir die Elektroporation wurden je 50 ul Zellen mit 100 ng DNA
(CYP2D25 bzw. V60A1) bzw. Aqua bidest. als Negativkontrolle gemischt. Die
Elektroporation wurde mit einer Spannung von 1.5 kV, einer Kondensatorkapazitat
von 25 PF und einem Widerstand von 200 Ohm (4.2-4.9 msec Puls) durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml kaltem 1 M Sorbitol Giberschichtet. Je 100 pl
dieser Zellen wurden auf YNBD-Selektionsagar, pH 5.5 ausplattiert, der sich in
Anpassung an die Auxotrophie-Marker dieses Hefestammes folgendermaBen

zusammensetzte (Angaben pro 250 ml):

1.675¢ Yeast nitrogen base without amino acids
5¢ Glukose
5g Agar
50 mg Leucin
50 mg Histidin
100 mg Tryptophan
50 mg Adenin
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Danach erfolgte eine Inkubation dieser Platten bei 29°C fiir 4-6 Tage.

2.2.3.7 PRIMERKONTROLLE MITTELS PCR

Zur Uberpriiffung der gelieferten Primer wurde eine PCR nach folgendem

Pipettierschema durchgeflihrt:

10x PCR-Puffer + MgCl, S5ul
dNTP Mix 0.5 ul
Primer KM1 (5 pmol/ul) 1 pl
Primer KM2 (5 pmol/ul) 1 pl
7aqg Polymerase (5 U/ul) 0.2 ul
DNA (CYP2D25, V60A1 bzw. H,0) 1l
Aqua bidest. ad 50 pl

Die als Lyophilisate gelieferten Primer wurden zuvor durch Zugabe von Aqua bidest.
auf eine Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt und vor der PCR nochmals 1:20
verdlnnt.
Die nach 2.2.2.5 isolierte DNA wurde vor der Verwendung 1:1000 mit doppelt
autoklaviertem Aqua bidest. verdiinnt.
Das PCR-Programm gliederte sich folgendermafen:
1. Denaturierung der DNA bei 94°C fir 2 min
2. 25 Zyklen mit folgenden Schritten:

Denaturierung bei 94°C fiir 30 Sekunden

Annealing bei 55°C fiir 30 Sekunden

Extension bei 72°C fiir 1 min (beim letzten Zyklus 5 min)
3. Hold bei 10°C

Die so erhaltenen Amplifikate wurden mittels Gelelektrophorese sichtbar gemacht.
Das Gel setzte sich aus 0.3 g Agarose, 30 ml TBE (1x) und 1 pl Ethidiumbromid
zusammen (siehe 2.2.2.7). Fir die Vorbereitung des Markers wurden 2 pl eines
100 bp DNA-Markers mit 1 ul Gel-Ladepuffer (siehe 2.2.2.7) und 8 ul Aqua bidest.
versetzt. Die Wasserkontrolle setzte sich aus 10 pl PCR-Produkt (Aqua bidest.) und
1 yl Gel-Ladepuffer zusammen, wahrend die Proben 10 pl PCR-Produkt (CYP2D25
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bzw. V60A1) und 1 pl Gel-Ladepuffer enthielten. Die Gelelektrophorese wurde bei
100 V durchgefiihrt.

2.2.3.8 UBERPRUFUNG DER TRANSFORMANTEN MITTELS PCR

Die auf dem Selektionsagar gewachsenen Transformanten wurden dahingehend
untersucht, ob sie bei Verwendung von pYeDP60 CYP2D25 (iber das entsprechende
Insert verfligten oder im Falle von pYeDP60 V60A1 erwartungsgemaB nicht. Dazu
wurden verschiedene Kolonien der beiden Transformanten-Chargen zur Halfte mit
einem sterilen Zahnstocher aufgenommen und jeweils in 100 pl Aqua bidest.
resuspendiert. Nach 5-minlitigem Kochen bei 95°C im Heizblock wurde 1 min bei
10000 rpm zentrifugiert und 5 pl des Uberstandes fiir die PCR eingesetzt.

Folgendes Pipettierschema wurde verwendet:

10x PCR-Puffer + MgCl, S5ul
dNTP Mix 0.5 ul
Primer KM1 (5 pmol/ul) 1 pl
Primer KM2 (5 pmol/ul) 1 pl
7aqg Polymerase (5 U/ul) 0.2 ul
DNA (CYP2D25, V60A1 bzw. H,0) 5l
Aqua bidest. ad 50 pl

Das PCR-Programm gliederte sich in folgende Schritte:
1. Denaturierung der DNA bei 94°C fir 2 min
2. 39 Zyklen mit folgenden Schritten:
Denaturierung bei 94°C fiir 1 min
Annealing bei 55°C fir 1 min
Extension bei 72°C flir 30 Sekunden (beim letzten Zyklus 5 min)
3. Hold bei 10°C

Die so erhaltenen Amplifikate wurden mittels Gelelektrophorese sichtbar gemacht
(siehe 2.2.3.7).

Die andere Halfte der jeweils Uiberpriiften und geeigneten Transformanten wurde auf
frischen Selektionsagarplatten mit YNBD-Medium (+ Leu, Ade, Trp, His), pH 5.5
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(siehe 2.2.3.6) mit einer ausgegliihten Impfdse ausgestrichen. Die Inkubation der
Platten erfolgte bei 29°C fiir 4-6 Tage.

2.2.3.9 EXPRESSION VON CYP2D25 1N W(N)

Zur Expression wurden Medien mit folgender Zusammensetzung verwendet:

SGI-Medium (500 ml):

0.5 g Casamino acids

3.5 g Yeast Nitrogen base w/o amino acids
10 g Glukose

10 mg Tryptophan

YPGE-Medium (11):
10 g Yeast extract

10 g Bacto Pepton
5 g Glukose

2 % Ethanol = Zugabe erfolgte nach dem Autoklavieren

SLI-Medium (500 ml):

0.5 g Casamino acids

3.5 g Yeast Nitrogen base w/o amino acids
10 g Galaktose

10 mg Tryptophan

Flr die Expression von CYP2D25 wurde eine ausgestrichene Kolonie mit einer Flache
von 2x2cm der gewlinschten Transformante in 17.5 ml SGI-Medium mit der
ausgegliihten Impfdse abgestreift und flir 24 Stunden bei 250 rpm und 28°C auf dem
Schiittler inkubiert. Nach einer ODggo-Bestimmung, deren Wert bei ca. 7 liegen sollte,
wurden zur Vorkultur 222.5 ml YPGE-Medium gegeben und fir 24 Stunden bei
250 rpm und 28°C auf dem Schiittler inkubiert. Nach erneuter ODgyo-Bestimmung,

deren Wert nun zwischen 10 und 13 liegen sollte, wurde die Expression durch
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Uberfilhren der Hauptkultur in SLI-Medium induziert. Dazu wurden die Zellen
zunachst bei 7000 rpm und 20°C flir 4 min zentrifugiert. Nach Waschen des Pellets
mit Aqua bidest. und erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in SLI-Medium
resuspendiert. Nach 16-stiindiger Inkubation bei 250 rpm und 28°C auf dem
Schittler sollte eine ODggo von 30-40 erreicht werden.

Als Negativkontrollen wurden sowohl pYeDP60 V60A1 enthaltende Transformanten

als auch Kolonien des gentechnisch unveranderten Hefestammes W(N) eingesetzt.

2.2.3.10 MIKROSOMENGEWINNUNG AUS SACCHAROMYCES CEREVISIAE

2.2.3.10.1 Enzymatischer Zell-Aufschluss mit einem zellwandlysierenden
Enzym (Quantazyme ylg™)

Die Mikrosomenherstellung wurde in Anlehnung an die Vorschriften von Urban et al.

[1994] und Cullin und Pompon [1988] durchgefiihrt. Dazu wurden folgende Puffer

und Lésungen verwendet:

TEK-Puffer

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
2mM  EDTA

0.1M KC

TES-Puffer

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
2mM EDTA

0.6 M  Sorbitol

TEG-Puffer

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
1mM EDTA

20 %  Glycerol
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TEKD-Puffer
0.1 M  Tris-HCI, pH 8

5mM EDTA

0.1M KC

5mM DTT

MES-Puffer

20 MM MES, pH 6 = mit Trisbase eingestellt
1.5M  Sorbitol

MOPS-Puffer

20 MM MOPS, pH 7 = mit Trisbase eingestellt
0.6 M  Sorbitol

1mM  PMSF

Protease-Inhibitor-Lésung
1 Tablette Protease-Inhibitor in 50 ml TES-Puffer

Nach Zentrifugation der Zellkultur bei 7000 rpm und 4°C flir 4 min wurde das Pellet
mit 30 ml Aqua bidest. gewaschen und erneut unter denselben Bedingungen
zentrifugiert. Nach Resuspendieren des Pellets in 30 ml TEK-Puffer, wurde fiir 5 min
bei RT inkubiert und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet (8.5 g) wurde in 2.5 ml
Protease-Inhibitor-Lésung aufgenommen, bevor 40 ml TEKD-Puffer hinzugegeben
wurden und fir 10 min bei 30°C im Wasserbad inkubiert wurde. Nach erneuter
Zentrifugation wurde die Kultur geteilt und das Pellet in 20 ml MES-Puffer
resuspendiert. 1 x 10%° Zellen wurden mit 1000 U eines zellwandlysierenden Enzyms
(Quantazyme ylg™) versetzt und die Spheroplasten-Bildung durch Absorptions-
anderung bei 600 nm gemessen. Es folgte eine Zentrifugation der Spheroplasten und
das Waschen des Pellets in MES-Puffer. Die Zelllyse wurde in 3 ml MOPS-Puffer durch
Sonifizierung (3 x 30 sec, 60 W) durchgefiihrt. Das Lysat wurde zunachst 5 min bei
1100 g, dann 20 min bei 14000 g zentrifugiert. CaCl, wurde in einer

Endkonzentration von 18 mM zu dem Uberstand gegeben und fiir 15 min auf Eis
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inkubiert. Die Mikrosomen wurden durch eine 20-min(tige Zentrifugation bei 14000 g

geerntet und in TEG-Puffer resuspendiert.

2.2.3.10.2 Enzymatischer Zell-Aufschluss mit Zymolyase und Cytohelicase

Die Mikrosomenherstellung wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Pompon et al.

[1996] durchgefiihrt. Dazu wurden folgende Puffer und Lésungen verwendet:

TEK-Puffer

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
1mM  EDTA

0.1M KC

TES-Puffer A

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
1mM EDTA

1.5M  Sorbitol

TES-Puffer B

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
1mM  EDTA

0.6 M  Sorbitol

TEG-Puffer

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
1mM EDTA

20 %  Glycerol

TSG-Puffer

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
0.6 M  Sorbitol

20 %  Glycerol

1mM EDTA
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TMS-Puffer

20 MM MES, pH 6.3 = mit Trisbase eingestellt
1.5M  Sorbitol

2mM  EDTA

TEM-Puffer

50 mM Tris-HCl, pH 7.4

1mM EDTA

71 mM 2-Mercaptoethanol

Nach Bestimmung der Zellzahl mit einer Thomazéhlkammer wurden 5 x 10° Zellen
durch eine Zentrifugation bei 7000 rpm und 4°C flir 4 min geerntet. Nach Waschen
des Pellets mit 30 ml Wasser und erneuter Zentrifugation, wurden die Zellen in 25 ml
TEK-Puffer aufgenommen und flir 5 min bei RT inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Pellet in TEM-Puffer aufgenommen, sodass eine Zelldichte
von 2-3 x 10® Zellen/ml erreicht wurde und fiir 5-10 min bei RT inkubiert. 15 mg
Cytohelicase und 5 mg Zymolyase wurden zunachst in 5 ml TMS gel6st und zu dem
in 3 ml TMS resuspendierten Pellet gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 28°C und
130 rpm auf dem Schiittler. Alle 10 min wurde ein 10 pl-Aliquot dieser Zellsuspension
entnommen, um die Absorptionsanderung bei 600 nm zu verfolgen. Nach max.
40-minttiger Inkubationszeit wurden die Spheroplasten durch eine Zentrifugation bei
7000 rpm und 4°C fiir 4 min geerntet. Da die Spheroplasten sehr labil sind, wurden
alle nachfolgenden Schritte auf Eis durchgefiihrt. Nachdem die Spheroplasten mit
30 ml TES A gewaschen und bei 7000 rpm und 4°C flir 5 min zentrifugiert wurden,
erfolgte die Spheroplasten-Lyse durch Resuspendieren in 10 ml TES B und
anschlieBendem Vortexen fir 2 min bei maximaler Geschwindigkeit. Nach
Sonifizierung (3 x 30 sec bei 60 W) wurden die Zellen fir 5 min auf Eis gestellt und
fir 4 min bei 3500 rpm und 4°C zentrifugiert. Im Pellet befanden sich nucledre
Fraktionen und intakte Zellen. Der Uberstand wurde erneut bei 9500 rpm und 4°C fiir
10 min zentrifugiert, um intakte Mitochondrien abzutrennen. Zum Uberstand wurde

CaCl; bis zu einer Endkonzentration von 17 mM hinzugefligt und flr 15 min auf Eis

63



EXPRESSION VON CYP2D25

inkubiert. Nach einer abschlieBenden Zentrifugation bei 9500 rpm und 4°C fir 10 min
konnte das Mikrosomenpellet in ca. 1 ml TEG resuspendiert werden.

Alternativ dazu wurden die Mikrosomen auch in Anlehnung an die Vorschrift von
Hosseinpour et al [2001] gewonnen. Nach der Sonifizierung erfolgte die
Mikrosomengewinnung durch differentielle Zentrifugation. Nach einer Zentrifugation
bei 10000 rpm und 4°C fiir 20 min wurde der Uberstand erneut bei 42000 rpm und

4°C flr 60 min zentrifugiert und das Pellet in TEG-Puffer aufgenommen.

2.2.3.10.3 Mechanischer Zell-Aufschluss mit der Glasperlenmethode

Fir diese Art der Mikrosomengewinnung wurden in Anlehnung an die Vorschrift von

Pompon et al. [1996] folgende Puffer verwendet:

TEK-Puffer

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
1mM EDTA

0.1M KC

TES-Puffer B

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
1mM  EDTA

0.6 M  Sorbitol

TEG-Puffer

50 mM Tris-HCl, pH 7.4
1mM EDTA

20 %  Glycerol

Protease-Inhibitor-Lésung
1 Tablette Protease-Inhibitor in 50 ml TES B-Puffer

Diese Methode ist fiir eine Hefekultur mit einer Zelldichte von 2-5 x 10% Zellen

ausgelegt. Zunachst wurden die Zellen durch eine Zentrifugation bei 7000 rpm und
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4°C flr 4 min geerntet. Nach Waschen des Pellets mit 30 ml Wasser und erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen in 30 ml TEK-Puffer aufgenommen und flir 5 min
bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 2.5 ml Protease-Inhibitor-Lésung wurden
Glaskugeln mit einem Durchmesser von 425-600 um in der Menge hinzugefiigt, dass
der obere Rand der Fliissigkeit auf gleicher Hohe mit den Glaskugeln war. Fiir 9 min
wurde die Zellsuspension mit der Hand geschiittelt, wobei die Suspension jeweils
nach 3 min fir 5 min auf Eis gekiihlt wurde. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde mit einer Pipette abgezogen und in ein neues
Zentrifugenréhrchen tberflihrt, damit anschlieBend die Glasperlen durch Zugabe von
5 ml TES B-Puffer von adhdrentem Protein gereinigt werden konnten. Dieser
Vorgang wurde zweimal wiederholt und alle Fraktionen gepoolt. Es folgte eine
Zentrifugation bei 15000 rpm und 4°C fiir 15 min, um intakte Zellen, Zellkerne und
zerstorte Mitochondrien abzutrennen. Der Uberstand wurde 1:1 mit TES B-Puffer
verdiinnt, um eine Kontamination durch cytoldsliche Proteine moglichst gering zu
halten. Das Protein wurde in einer 15-mindtigen Inkubation auf Eis durch Zugabe
von NaCl in einer Endkonzentration von 0.15 M und PEG 4000 in einer
Endkonzentration von 0.1 g/ml gefdllt. Die Mikrosomen wurden durch eine
Zentrifugation bei 10000 rpm und 4°C fir 10 min gewonnen. Das Pellet wurde in
2 ml TEG-Puffer resuspendiert und aliquotiert. Bei Fallung des Proteins mit
Polyethylenglykol bleibt die biologische Aktivitat des Proteins zwar erhalten, jedoch
fallt PEG aus verdiinnten Ldésungen meist nur unvollstéandig [Englard und Seifter,
1990].

Deshalb wurden alternativ dazu die Mikrosomen in Anlehnung an die Vorschrift von
Hosseinpour et al. [2001] hergestellt. Nachdem die Zellen durch die Glasperlen
zerstort und die Glasperlen mit TES B-Puffer gereinigt worden waren, erfolgte eine
Zentrifugation bei 20000 g und 4°C fir 10 min. Nach 1:1-Verdinnung des
Uberstandes mit TES B-Puffer wurde abschlieBend bei 100000 g und 4°C fiir 60 min
zentrifugiert. Das die Mikrosomen enthaltende Pellet wurde mithilfe eines
Gewebehomogenisators in 2 ml TEG-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.1 mM EDTA,

20 % Glycerol) resuspendiert.
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2.2.3.11 ODggo-BESTIMMUNG

Zur Bestimmung der optischen Dichte wurde die Absorption von in Aqua bidest.
hergestellten 1:10- bzw. 1:100-Verdiinnungen der Zellsuspensionen bei 600 nm am

Photometer bestimmt.

2.2.4 BIOCHEMISCHE METHODEN

2.2.4.1 MATERIALIEN

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Glycin (Merck, Darmstadt), Natriumdodecylsulfat (SDS) (Merck), Acrylamid (Serva,
Heidelberg), APOD (Serva), Bisacrylamid (Serva), Bromphenolblau (Serva),
N,N,NV,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva), Coomassie Brilliant Blue R 250
(Roth, Karlsruhe), B-Mercaptoethanol (Roth), Molekulargewichtsstandard Prestained
Protein Marker (6-175 kDa) (New England Biolabs, Beverly, MA, USA), BM
Chromogenic Western Blotting Kit® (AP, Mouse/Rabbit) (Roche, Mannheim),
Ponceau S (Sigma, Taufkirchen), Tween® 20 (Sigma), Nitrocellulose-Membran Protan
BA 85 (Schleicher & Schiill MicroScience GmbH, Dassel), Blotting Papier GB 002
200 x 200 mm (Schleicher & Schiill), Maleinsaure (Merck), DEPC (Sigma), Phenol
(Roth), Lithiumchlorid (Fluka, Buchs, Schweiz), Chloroform (Roth), Isoamylalkohol
(Roth), Ethanol Rotipuran® (Roth), Ammoniumacetat (Merck), Formaldehyd (Roth),
Formamid (Roth), Nylonmembran (Gene Screen NEN™ Life Science Products,
Boston, MA, USA), Whatmanpapier (VWR, Darmstadt), DECAprimell ™ Kit (Ambion,
Austin), Natriumacetat (Merck), Ficoll 40 (Boehringer, Mannheim), Polyvinylpyrolidon
(Boehringer).

Hier nicht aufgeflihrte Materialien sind bereits unter 2.2.2.1.1 und 2.2.3.1.1
beschrieben. Alle angegebenen Materialien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in

hdchster verfiigbarer Reinheit bezogen.
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2.2.4.2 GERATE

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Blotting-Apparatur flir Western Blots (Frobel-Laborgerate, Lindau), vertikale
Gelelektrophoresekammer Modell 2001 mit Zubehor (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden), Stromversorger Macrodrive 2301 (Pharmacia), Geltrockner 2003 mit
Zubehor (LKB, Bromma, Schweden), Kalteumwaltzthermostat F 20 (Julabo,
Seelbach), 50 pl Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz), Taumelschiittler BEAX
(Heidolph, Kelheim), Vortexer VF2 (Janke & Kunkel, Staufen), Wasserbad (Julabo),
Stratalinker (Stratagene Europe, Amsterdam, NL), Speed Vack Univapo 100 H (MS
Laborgerate, Heidelberg).

Hier nicht aufgeflihrte Gerate sind bereits unter 2.2.2.2 und 2.2.3.2 beschrieben.

2.2.4.3 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wurde in Anlehnung an die von Laemmli [1970] beschriebene
Methode durchgefihrt. Es wurden zur Analyse von Proteinen und

Molekulargewichtsbestimmungen 7.5 %ige bzw. 10 %ige Gele verwendet.

2.2.4.3.1 Verwendete Puffer und Losungen

Sammelgelpuffer 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8
0.4 % (w/v) SDS
Trenngelpuffer 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8
0.4 % (w/v) SDS
Probenauftragspuffer 2.5 ml Trenngelpuffer
0.2 g SDS
1 ml Glycerol
500 pl B-Mercaptoethanol
200 pl einer 0.05 %igen (w/v) Stammldsung
von Bromphenolblau
ad 10 ml Aqua bidest
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Acrylamid-Bisacrylamid-Stammlésung 30 % (w/v) Acrylamid
0.8 % (w/v) Bisacrylamid

Elektrodenpuffer 25 mM Tris-HCl, pH 8.3

0.1 % (w/v) SDS

195 mM Glycin
APOD-Stammldsung 20 % (w/v) APOD
Coomassie-Farbeldsung 2 % (w/v) Coomassie Brilliant blue R 250

10 % (v/v) Eisessig

25 % (v/v) Isopropanol
Entfarbelésung 12.5 % (v/v) Eisessig

12.5 % (v/v) Isopropanol

2.2.4.3.2 Zusammensetzung der Gele

Lésungen/Puffer Trenngel 7.5 % Trenngel 10 % Sammelgel 3.6 %
Sammelpuffer - - 5ml
Trenngelpuffer 14 mi 14 mi -
Acrylamid-L6ésung 7 ml 9.3 ml 1.2 ml
Aqua bidest. 6.9 ml 4.6 ml 3.7 ml
TEMED 0.01 ml 0.01 ml 0.01 ml
APOD 0.1 ml 0.1 ml 0.03 ml

Die Herstellung der Gele erfolgte in einer fliir die Gelelektrophorese (iblichen
Apparatur. Parallel wurden zwei Gele gegossen, wovon das eine im Anschluss an die
elektrophoretische Trennung mit Coomassie gefarbt wurde. Das andere Gel wurde

fur eine Antikdrperreaktion im Western Blot (siehe 2.2.4.4) verwendet.

2.2.4.3.3 Probenvorbereitung und Probenauftrag

Fir die Probenvorbereitung der Insektenzellen wurden 500000 Zellen in 100 pl
Probenauftragspuffer aufgenommen, wobei 10 pl dieses Gemisches auf das Gel

aufgetragen wurden. Den Hefemikrosomen wurde so viel Probenauftragspuffer
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zugegeben, dass 50 pug Protein auf das Gel aufgetragen werden konnten.
AnschlieBend wurden die Proben flir 5 min bei 100°C denaturiert. Nach Aufkochen

des Markers wurden 8 pl aufgetragen.

2.2.4.3.4 Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Trennung der Proteingemische wurde tber Plattengele (Dicke
1.5 mm) in einer vertikalen Kammer durchgefiihrt. Als Molekulargewichtsstandard
diente ein Gemisch definierter Proteine in einem Bereich von 6-175 kDa. Die
Gelektrophorese wurde bei einer Stromstarke von 50 mA gestartet und nach 30 min
auf 100 mA erhoht. Nach einer Laufstrecke von 6 cm im Trenngel wurde die

Gelelektrophorese beendet.

2.2.4.3.5 Farben und Entfarben des Geles

Das Trenngel wurde im Anschluss an die Elektrophorese auf einem Schittler fur
2 Stunden in der Farbeldsung inkubiert. Nach Waschen des Geles mit Aqua dem.
wurde es fiur 1 Stunde in Entfarbelésung auf den Schiittler gelegt. Nach erneutem
Waschen mit Aqua dem. wurde das Gel Uber Nacht in frischer Entfarbelésung
entfarbt.

2.2.4.4 WESTERN BLoT

Durch den Western Blot kénnen elektrophoretisch aufgetrennte Proteine (siehe
2.2.4.3) im elektrischen Feld mit dem ,semi-dry"-Verfahren auf eine Nitrocellulose-

Membran Ubertragen und anschlieBend immunochemisch nachgewiesen werden.

2.2.4.4.1 Verwendete Puffer und Losungen

Transferpuffer 25 mM Tris-HCl, pH 8.3
114 mM Glycin
10 % (v/v) Methanol
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TBS-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 7.5

150 mM NacCl
TBST-Puffer 0.075 % (v/v) Tween® 20 in TBS-Puffer
Ponceau S-Ldsung 0.1 % (w/v) Ponceau S

5 % (v/v) Essigsaure

Maleinsaure-Puffer 100 mM Maleinsaure, pH 7.5
150 mM NacCl
Blocking-Reagenz Blocking-Reagenz aus dem BM Chromogenic

Western Blotting Kit® 1:10 mit Maleinsiure-
Puffer verdinnt

1. Antikdrper (MAK 4D12) 1:1 mit Blocking-Reagenz verdiinnt

2. Antikorper Anti-mouse Ig G/ anti-rabbit Ig G , gekoppelt
an alkalische Phosphatase aus dem BM
Chromogenic Western Blotting Kit® 1:300 mit

Blocking-Reagenz verdiinnt

2.2.4.4.2 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung erfolgte wie unter 2.2.4.3.3 beschrieben.

2.2.4.4.3 Durchfithrung des Western Blots und Detektion

Vor Durchfiihrung des Western Blots wurde die Nitrocellulose-Membran flir 1 Stunde
in Aqua bidest. gelegt, wahrend das Blottingpapier in Transferpuffer getrankt wurde.
Der luftblasenfreie Aufbau zwischen den beiden Elektroden in der Blotting-Apparatur
wurde folgendermaBen durchgefiihrt: sechs Lagen Blottingpapier, Nitrocellulose-
Membran, Trenngel, drei Lagen Blottingpapier. Bei einer konstanten Stromstarke von
90-100 mA erfolgte der Proteintransfer flir 45 min, wobei die Spannung von
anfanglich 4 V auf maximal 14 V anstieg. Zur Uberpriifung des vollstindigen
Proteintransfers wurde die Membran flir 5 min in Ponceau S-Lésung gelegt und
anschlieBend durch ausgiebiges Spilen mit Aqua dem. wieder entfarbt. Diese
Farbung war reversibel und vertrug sich mit der anschlieBenden Immunfarbung.

Nach einer 30-mindtigen Inkubation mit Blocking Reagenz auf dem Schittler zur
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Blockade der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte flir den immunochemischen
Nachweis die Zugabe des 1. Antikérpers 4D12 (siehe 2.2.5) flir 1 Stunde bei RT auf
dem Schiittler. Nach 6 x 5-minitigem Waschen der Membran mit TBST-Puffer folgte
die Inkubation mit dem 2. Antikdrper flir 1 Stunde bei RT auf dem Schiittler. Nach
erneutem Waschen der Membran mit TBST-Puffer fir 6 x 5 min wurden die
Proteinbanden, die mit dem MAK 4D12 reagierten, durch Zugabe des Substrates
NBT/X-Phosphat nach ca. 15 min violett angefarbt.

2.2.4.5 GESAMT-RNA-ISOLIERUNG AUS SACCHAROMYCES CEREVISIAE UND
NORTHERN BLOT

Zur Uberpriifung der Bildung eines Transkriptes in der Hefe nach Induktion mit

Galaktose wurde eine Gesamt-RNA-Isolierung mit anschlieBendem Northern Blot und

radioaktiver Markierung durchgefiihrt.

2.2.4.5.1 Verwendete Puffer und Losungen

Alle verwendeten Ldsungen und Materialien wurden vor Gebrauch zweifach
autoklaviert.
Folgende Puffer und Losungen wurden flir die Gesamt-RNA-Isolierung eingesetzt:
DEPC-Wasser 100 ml Aqua bidest. mit 100 pl DEPC
RNA-Lysepuffer 0.2 M Natriumborat

30 mM EDTA

1 % (w/v) SDS
MOPS-Puffer (10x) 0.2 M MOPS, pH 7.0

50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA
4 M LiCl in DEPC-Wasser
8 M Ammoniumacetat in DEPC-Wasser
Denhardt's (50x) 5 g Ficoll 40

5 g Polyvinylpyrolidon

5 g BSA

in 500 ml Aqua bidest.
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SSPE-Puffer (20x) 3.6 M NaCl, pH 7.4
0.02 M EDTA
0.2 M Natriumphosphat
Nicht autoklaviert wurden:

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol Mischung der drei Reagenzien im Verhaltnis
25:24:1
Chloroform-Isoamylalkohol Mischung der beiden Reagenzien im

Verhaltnis 24:1

2.2.4.5.2 Durchfithrung der Gesamt-RNA-Isolierung und Detektion

Fir die Gesamt-RNA-Isolierung wurden Hefekulturen wie unter 2.2.3.9 beschrieben
angezlichtet und induziert. Zum Vergleich wurde bei einigen Kulturen keine
Galaktose hinzugegeben. Nach der Zellernte und der Zerstérung der Zellwande mit
Glasperlen (siehe 2.2.3.10.3) wurden die Zelltrimmer mit 2 ml kochendem RNA-
Lysepuffer und 60°C heiBem Phenol gemischt und bei 5500 rpm und 4°C fiir 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde insgesamt dreimal phenolisiert. Zum Uberstand
wurden 2 ml Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol zugegeben. AnschlieBend erfolgte
eine Zentrifugation fir 10 min. Der Uberstand wurde mit 2 ml Chloroform-
Isoamylalkohol versetzt und zentrifugiert. Die Nukleinsauren wurden durch Zugabe
von 1/10-Volumen Ammoniumacetat-Lésung und 2 Volumina Ethanol absolutus
gefallt und fir mind. 20 min bei -80°C gelagert. Nach einer Zentrifugation bei
5500 rpm und 4°C fir 15 min wurde das Pellet mit 3 ml 70 %igem Ethanol
Uberschichtet, vorsichtig geschittelt und zentrifugiert. Nachdem das Pellet in 5 ml
DEPC-Wasser gelost worden war, erfolgte die Zugabe von 5 ml LiCl-Lésung und eine
Lagerung bei 4°C lber Nacht. Nach einer Zentrifugation wurde das Pellet mit 2 ml
70 %igem Ethanol gewaschen und zentrifugiert. Das getrocknete Pellet wurde in
150 yl DEPC-Wasser resuspendiert und der Nukleinsaure-Gehalt am Photometer
bestimmt.

Zur Kontrolle der RNA-Isolierung wurde ein 1 %iges Agarose-Gel unter Zugabe von
10 % MOPS-Puffer (10x) und 16 % filtriertem Formaldehyd gegossen. Fir die

Probenvorbereitung wurden jeweils 30 ug aufgearbeitete RNA mit 12.5 pl Formamid,
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4.2 pl Formaldehyd und 1.2 pl MOPS-Puffer (10x) gemischt und zum Auflésen der
Sekundarstrukturen fir 10 min bei 65°C erhitzt. Nach 5 min auf Eis wurden die
Proben mit 2 pl Gel-Ladepuffer vermischt und auf das mit MOPS-Puffer (1x) geflutete
Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 100 V durchgefiihrt. Zur Detektion
wurde das Gel fir 20 min in Ethidiumbromid-Lésung angefarbt und anschlieBend flr

2 Stunden in Wasser entfarbt und fotografiert.

2.2.4.6 NORTHERN BLOT

Zur Vorbereitung des Northern Blots wurde Whatmanpapier in GelgréBe in SSPE-
Puffer (20x) getrankt. Folgender luftblasenfreier Aufbau ergab sich in der Blotting-
Apparatur: zwei Lagen Whatmanpapier, RNA-Gel, Nylonmembran, zwei Lagen
Whatmanpapier, Filterpapierstapel. Uber Nacht wurde so die RNA auf die
Nylonmembran (bertragen. AnschlieBend wurde die Membran direkt auf zwei Lagen
mit SSPE-Puffer (2x) angefeuchtetem Whatmanpapier gelegt und im Stratalinker mit
UV-Licht (1200 pJ x 100) bestrahlt, wodurch die RNA kovalent gebunden wurde. Im

Anschluss daran wurde die Membran im Warmeschrank bei 37°C getrocknet.

2.2.4.7 HYBRIDISIERUNG MIT DECAPRIME-MARKIERUNG

Zum Nachweis membrangebundener RNA dienen radioaktiv markierte Nukleinsaure-

Sonden.

2.2.4.7.1 Verwendete Puffer und Losungen

Hybridisierungspuffer, pH 7.5 37.5 ml Formamid
18.75 ml SSPE-Puffer (20x)
3.75 ml 20 %iges SDS
7.5 ml Denhardt's (50x)
7.5 ml Aqua bidest.
Waschpuffer 250 ml SSPE-Puffer (5x)
10 ml 20 %iges SDS
740 ml Aqua bidest.
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TE-Puffer (10x), pH 7.5 100 mM Tris-Base
10 mM EDTA

2.2.4.7.2 Durchfiihrung

Die getrocknete Membran wurde in einer Hybridisierungsflasche im Warmeschrank
bei 37°C flr 2-3 Stunden in 50 ml Hybridisierungspuffer vorinkubiert.
Wahrenddessen wurde eine mit TE-Puffer beflillte Sephadex-Saule angefertigt. Die

radioaktive Markierung erfolgte unter Verwendung eines DECAprimell™

Kits, woflr
100 ng linearisierte DNA, die nach der unter 2.2.2.5 beschriebenen Methode aus
Saccharomyces cerevisiae isoliert worden war, mit 2.5 pl Decamer-Lésung (10x)
vermischt und 5 min bei 100°C gekocht wurde. Nach Gefrieren in fllissigem Stickstoff
und anschlieBendem Auftauen erfolgte die Zugabe von 5 pl Reaktionspuffer (5x),
3.5yl Aqua bidest.,, 3 pl [o*P]-dCTP und 1 pl Exonuklease-freiem Klenow-
Fragment. Nach einer 10-mintitigen Inkubation bei 37°C erfolgte die Zugabe von
60 pl Dextranblau-Lésung. Diese Sonde wurde anschlieBend Uber die Sephadex-
Sdule gereinigt und das blaue Eluat bei 100°C fiir 10 min aufgekocht. Nach
10-minttiger Inkubation auf Eis wurde die radioaktiv markierte Sonde auf die
Membran gegeben und Uber Nacht bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. Mit
vorgewarmtem Waschpuffer wurde die Membran fir 10 min bei 55°C inkubiert,
wahrend die zweite Waschung bei 65°C fiir 10 min stattfand. Die Membran wurde
getrocknet und mit Klarsichtfolie umwickelt in eine Expositionskassette mit einem
Rontgenfilm gelegt. Nach Exponieren bei -80°C flir 2 Tage wurde der Rontgenfilm in

der Dunkelkammer entwickelt.

2.2.5 VERWENDUNG EINES MONOKLONALEN ANTIKORPERS

Flr den immunochemischen Nachweis beim Western Blot (siehe 2.2.4.4) wurde ein
monoklonaler Antikdrper (MAK) eingesetzt, der von durch Fusion von B-Lymphozyten
und Myelomzellen entstandenen Hybridomzellen produziert wurde. Es konnten nach
der Immunisierung einer Balb/c-Maus mit einer aus der Schweineleber gereinigten

Fraktion der Benzamidoxim-Reduktase verschiedene antikérperproduzierende
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Hybridomaklone isoliert werden, wobei fiir die Studien der Klon 4D12 ausgewahlt
wurde, da dieser die Benzamidoxim-Reduktase spezifisch detektierte [Berger, 2002].
Der MAK wurde freundlicherweise von K. Berger flir die Western Blot-Analysen zur
Verfligung gestellt.

Auch die Sperzifitdt des MAK wurde mittels SDS-PAGE und parallel bearbeitetem
Western Blot Uberpriift. Dazu wurden jeweils 100 pug rekombinanter P450-Enzyme
(CYP2C19, CYP2A6, CYP2E1, CYP2D6, CYP27A1 und CYP3A4) auf das Gel
aufgetragen. Die rekombinanten Enzyme CYP2C19, CYP2A6, CYP2E1, CYP2D6 und
CYP3A4 wurden von der Firma Gentest Cooperation, Woburn, MA, USA/BD
Biosciences, Heidelberg bezogen. CYP27A1 wurde freundlicherweise von I. Pikuleva,
Nashville, TN, USA zur Verfiigung gestellt.

75



EXPRESSION VON CYP2D25

2.3 ERGEBNISSE

2.3.1 EXPRESSION VON CYP2D25' IN SF9-ZELLEN

In allen drei CYP2D25'-Varianten, bei denen es sich zum einen um das
Gesamtprotein ohne Modifikation, zum anderen um das Gesamtprotein mit GST-
Fusion bzw. um das im N-terminalen Bereich um 28 AS verkirzte Protein mit GST-
Anker handelte (siehe 2.1.3.2), lagen flinf Nukleotidaustdusche gegentiber der
CYP2D25-Originalsequenz [Postlind et a/., 1997] vor, die auch alle eine Anderung der
Aminosauresequenz zur Folge hatten. Aus diesem Grund wurde die veranderte
Sequenz als CYP2D25' bezeichnet. Prifungen der Struktur-Funktionalitats-
Beziehungen ergaben, dass die funf Aminosaureaustausche weder in einer der sechs
moglichen Substrat-Erkennungs-Regionen von CYP2—-Enzymen [Gotoh, 1992], noch
in der stark konservierten Ham- bzw. Sauerstoff-Bindungsstelle von Cytochrom P450-
Enzymen [Koymans et al., 1993] lagen. Daher wurde beschlossen, keine Korrektur
der funf veranderten Nukleotide vorzunehmen und mit dieser leicht veranderten
CYP2D25'-Sequenz weiterzuarbeiten [Berger, 2002]. Aufgrund der Anderungen in der
Primarstruktur waren die CYP2D25'-Varianten wahrscheinlich nicht in der Lage, das
Ham korrekt zu inkorporieren, wodurch die enzymatische Aktivitat verloren ging. Aus
diesem Grund wurde statt Hamin u.a. &-Aminolavulinsdure hinzugesetzt, in der
Hoffnung, dass die Zellen durch eine eigene Ham-Biosynthese enzymatisch aktives

Enzym produzierten.

2.3.1.1 AUFREINIGUNG DES EXPRIMIERTEN CYP2D25' AN GLUTATHION-
AGAROSE

An den nach der Expression geernteten S5/9-Zellen wurden verschiedene Zell-
Aufschluss-Methoden (siehe 2.2.1.3.6) getestet, da nur das rekombinant exprimierte
Protein lysierter Zellen an der Glutathion-Matrix durch eine Affinitadtschromatographie
aufgereinigt werden kann. Weder die alleinige Zugabe von Lysepuffer, noch die
Auftau- und Einfrier-Zyklen fihrten zu einer Zerstérung der Zellwande. Erst durch die

nach Zugabe von Lysepuffer erfolgte Sonifizierung konnten die Zellen lysiert werden.
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Die Aufreinigung an der Glutathion-Agarose fand nach der unter 2.2.1.3.6
beschriebenen Methode statt. Anhand des Western Blots mit den wahrend der
Reinigung entnommenen Proben konnte festgestellt werden, dass zwar einerseits
geringe Mengen Protein in der letzten Fraktion eluiert werden konnten, andererseits
aber die Bindungskapazitat der Matrix so gering war, dass von Anfang an nur wenig
Protein gebunden wurde. Der gréBte Teil des aufgetragenen Proteins wurde bereits

ungebunden durch den ersten Zentrifugationsschritt abgetrennt.

2.3.1.2 VARIIERTE HAMIN-SUPPLEMENTIERUNG

Die Zusatze von &-Aminoldvulinsaure, u.a. in Kombination mit Eisen(III)chlorid und
Eisen(III)citrat sowie einem Hamin-Albumin-Komplex im Vergleich zu der zuvor
verwendeten direkten Hamin-Zugabe, sollten zum gewinschten korrekten Ham-
Einbau fuhren. Wie aus Abb. 2-4 ersichtlich wird, wurde bei allen Hamin-Varianten
Protein gebildet, das durch den immunochemischen Nachweis mit dem monoklonalen

Antikdrper 4D12 (siehe 2.2.5) nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 2-4 Western Blot-Analyse von AcNPV/Bac1l/3-infizierten Sf9-Zellen

Bei allen Variationen der Hamin-Supplementierung konnte Protein gebildet werden,
das der MAK erkannte. Bei der Kontrolle handelte es sich um nicht infizierte S79-
Zellen.

2.3.1.3 BESTIMMUNG DES CYTOCHROM P450-GEHALTS

Die Bestimmung des Cytochrom P450-Gehalts wurde nach der unter 3.2.2.2
beschriebenen Methode durchgefihrt. Dabei wurden von allen
Mikrosomenfraktionen, die durch den Zusatz verschiedener = Hamin-
Supplementierungen in AcNPV/Bacl/3-infizierten S5/9-Zellen gewonnen wurden,
CO-Differenzspektren aufgenommen, von denen zwei reprasentativ in den Abb. 2-5
und Abb. 2-6 gezeigt werden. Beide Zellfraktionen zeigen ein Maximum bei 420 nm,

wahrend das erwartete Maximum bei 450 nm nicht zu detektieren war.

78



EXPRESSION VON CYP2D25

0.10

0.057

-0.05
400

Abb. 2-5 P450-Spektrum
Hamin-Zugabe

450 500
Wellenlange [nm]

von AcNPV/Bacl/3-infizierten Sf9-Zellen nach

Die Hamin-Zugabe in einer Konzentration von 4 ug/ml erfolgte 24 Stunden nach der

Infektion.
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Abb. 2-6 P450-Spektrum von AcNPV/Bacl/3-infizierten Sf9-Zellen nach

Zugabe von 0-Aminolavulinsdure in Kombination mit Eisen(III)citrat

0-ALA und Eisen(Ill)citrat wurden jeweils in einer Konzentration von 0.1 mM

24 Stunden p./. sterilfiltriert zu der Sf9-Kultur gegeben.
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2.3.2 TRANSFORMATION IN E. coLr

Zur Kontrolle der beiden aus Schweden zugesandten Plasmide, die fiir die Expression
in Saccharomyces cerevisiae erhalten wurden, erfolgte zunachst eine Transformation
in E. coli. Dabei wurde die /n vitro neu kombinierte DNA passiv, d.h. auf
physikalischem Wege durch Elektroporation in die Zelle eingeschleust. Diese
Tranformation diente der Uberpriifung der Resistenzmarker, Antibiotika-Resistenzen,

Restriktionsstellen und GroBe der Vektoren.

2.3.2.1 DNA-MENGENBESTIMMUNG

Die aus £. coli aufgereinigte DNA (siehe 2.2.2.5) aus pYeDP60 CYP2D25 wies einen
DNA-Gehalt von 627.2 pg/ml auf, wahrend die aus pYeDP60 V60A1 isolierte DNA
einen Gehalt von 621.3 ug/ml besaB.

2.3.2.2 GROBENVERGLEICH BEIDER PLASMIDE

Zum Vergleich der unterschiedlichen PlasmidgréBen wurde mit der aus £ coli
isolierten DNA eine Restriktionshydrolyse mit AHindIII (siehe 2.2.2.6) und
anschlieBender Gelelektrophorese (siehe 2.2.2.7) durchgefihrt. Die
Restriktionsendonuklease schneidet den Vektor pYeDP60 CYP2D25 flinfmal, wahrend
der Vektor pYeDP60 V60A1 nur viermal geschnitten wird, da sich eine Schnittstelle
innerhalb der eingefiigten CYP2D25-Sequenz befindet, die in diesem Vektor nicht
vorhanden ist (siehe Abb. 2-7).
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HindIII 8859 HindIII 9883
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URA 3
ori E. coli

pYeDP60 CYP2D25
10768 bp

<“—— HindIII 1744
<— HindIII 1883

AmpFk

Yeast origin 2 pm
Abb. 2-7 HindIII-Schnittstellen in pYeDP60 CYP2D25

Die Zahlen hinter dem Restriktionsenzym kennzeichnen die Schnittstelle im Vektor
durch HimdIII. AmpR: Ampidillinresistenzgen; ADE 2 und URA 3: Auxotrophiemarker;
ori £. coli: origin of replication als Initiationspunkt in E. coli; yeast origin 2 pm:
Replikationsstartpunkt fiir die Hefe; PGK Terminator: Phosphoglycerat-Kinase
Terminator;  CYP2D25:  klonierte  c¢cDNA-Sequenz;  GAL10-CYC1  Promotor:
galaktoseinduzierbarer Promotor; MCS: multiple cloning site; bp: Basenpaare
(moadifiziert nach Urban et a/. [1994]).

Durch diese Restriktionshydrolyse entstanden bei pYeDP60 CYP2D25 Fragmente mit
einer GroBe von 5608 bp, 2629 bp, 1368 bp, 1024 bp und 139 bp, wahrend pYeDP60
V60A1 FragmentgroBen von 5608 bp, 2150 bp, 1368 bp und 139 bp aufwies. Somit
war eine Unterscheidung der beiden Vektoren durch eine sich der
Restriktionshydrolyse anschlieBende Gelelektrophorese moglich. Abb. 2-8 zeigt ein
Foto der nach der Restriktionshydrolyse durchgefiihrten Gelelektrophorese. Die
Fragmente 1, 3 und 5 sind in beiden Vektoren identisch, wahrend bei Fragment 2 in
pYeDP60 erwartungsgemdB ein kleineres Fragment als bei pYeDP60 CYP2D25
entstanden ist. Die Banden 3 und 4 konnten bei pYeDP60 CYP2D25 im Gel nicht
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ausreichend getrennt werden, da sie sich in ihrer FragmentgréBe nur wenig
unterscheiden.

CYP2D25
CYP2D25

V60A1
| CYP2D25
Marker

vy

m = -23100 bp

" 6600 hp
Fragment 1 —» - e 2400 bp
Fragment2 —» Sl e e == 3300 69

Fragment 3 und 4 —» &= == &= — e

Fragment 5 —»

Abb. 2-8 Foto der nach der Restriktionshydrolyse mit HindIII durchgefiihrten
Gelelektrophorese

Die ersten drei Bahnen mit V60A1 1-3 zeigen den geschnittenen Vektor ohne klonierte
CYP2D25-Sequenz, wahrend auf den Bahnen mit pYeDP60 CYP2D25 4-6 der
geschnittene Vektor mit Insert zu sehen ist. Fragment 1 = 5608 bp; Fragment 2 =
2150 bp (pYeDP60 V60A1l) bzw. 2629 bp (pYeDP60 CYP2D25); Fragment 3 =
1368 bp; Fragment 4 = 1024 bp (pYeDP60 CYP2D25); Fragment 5 = 139 bp.

2.3.2.3 PRIMERKONTROLLE

Abb. 2-9 zeigt einen Ausschnitt der cDNA- und Aminosauresequenz von CYP2D25
[Postlind et al, 1997] sowie die Bindungsstellen der verwendeten Primer KM1 und

KM2. Die von den Primern eingeschlossene ProduktgréBe betrug 407 bp.
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Abb. 2-9 Bindungsstellen der beiden Primer in der cDNA-

Aminosauresequenz von CYP2D25
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Dargestellt ist ein Ausschnitt der cDNA- und Aminosduresequenz von CYP2D25, um

die Bindungsstellen von KM1 und KM2 zu verdeutlichen.

Aus Abb. 2-10 wird ersichtlich, dass die Primer nur an der aus pYeDP60 CYP2D25
isolierten DNA binden konnten. Wurde hingegen pYeDP60 V60A1 als Matrize

eingesetzt, zeigten die Primer keine Bindung. Die von den Primern eingeschlossene

ProduktgroBe lag erwartungsgemal bei 407 bp.
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Wasser-Kontrolle

Marker
V60A1
CYP2D25

4000 bp -
2500 bp -

1500 bp -

1000 bp -
800 bp -

LIl

500 bp - — ProduktgroBe
400 bp - 407 bp

Abb. 2-10 Primerkontrolle mittels PCR

Die Wasserkontrolle und pYeDP60 V60A1 (Negativkontrolle) zeigten erwartungsgemaf
keine Bindung mit den Primern, wahrend bei pYeDP60 CYP2D25 eine Bande mit der

von den Primern eingeschlossenen ProduktgréBe von 407 bp zu detektieren war.

2.3.3 EXPRESSION VON CYP2D25 IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE

2.3.3.1 S 150unD PSY 142

Nach erfolgreicher Transformation von pYeDP60 CYP2D25 bzw. V60Al in den
Hefestamm S 150 wurde festgestellt, dass S 150 vermutlich aufgrund jahrelanger
Kultivierung auf Vollmedium seine URA-Mutation verloren hatte. Daher wurde der
Hefestamm PSY 142 fiir weitere Transformationen ausgewahlt. Jedoch erwies sich

auch dieser Stamm als ungeeignet, da er nicht auf galaktosehaltigem Medium
wachsen konnte.
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2.3.3.2 DER HEFESTAMM W(N)

Daher wurde der Hefestamm W(N) flir die Expression von CYP2D25 ausgewahlt, da
ein von diesem Hefestamm abgewandelter Stamm W(R) bereits fiir die Expression
von CYP2D25 erfolgreich eingesetzt wurde [Hosseinpour et a/, 2001]. Abb. 2-11
zeigt den durch eine ODggo-Messung bestimmten Verlauf einer Wachstumskurve einer
Hefekultur. In den ersten fliinf Stunden befand sich diese Hefekultur in der sog.
Anlauf (lag)-Phase, um dann in die exponentielle (Ig)-Phase Gberzugehen. Am Ende
der Wachstumsphase bzw. zu Beginn der stationdren Phase wurde die Expression

durch Uberfiihrung der Zellen in galaktosehaltiges Medium induziert.
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Abb. 2-11 Typische Wachstumskurve einer Hefekultur

Die Induktion erfolgte nach 24-stiindigem Wachstum durch Zugabe von Galaktose am

Ende der Wachstumsphase, wobei die ODgqo zwischen 10 und 13 liegen sollte.

2.3.3.2.1 Transformation von W(N)

Um die erfolgreiche Transformation zu Uberprifen, wurde die unter 2.2.3.8
beschriebene PCR mit anschlieBender Gelelektrophorese durchgefiihrt. Abb. 2-12
zeigt, dass sowohl die Wasserkontrolle als auch die pYeDP60 V60A1 enthaltenden
Transformanten keine Bindung mit den Primern eingingen. Wurden hingegen die
pYeDP60 CYP2D25 enthaltenden Transformanten als Matrize eingesetzt, konnte ein
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Amplifikat detektiert werden. Diese gepriiften Transformanten wurden auf separaten
Platten selektiert und fiir spatere Expressionen eingesetzt.

Wasserkontrolle

Marker
V60AL Al
V60A1 Bl
V60AL C1
V60A1 C2
V60A1 D1
V60A1 D2
CYP2D25 Al
CYP2D25 A2
CYP2D25 B1
CYP2D25 C1
CYP2D25 D1
CYP2D25 D2
CYP2D25 D3
CYP2D25 D4

4000 bp-

1000 bp-
400 bp-

il

Abb. 2-12 Transformantenkontrolle mittels PCR

Nur an die pYeDP60 CYP2D25 enthaltenden Transformanten konnten die Primer KM1
und KM2 binden. Die Wasserkontrolle sowie die pYeDP60 V60A1 enthaltenden
Transformanten wiesen keine Amplifikat-Bildung auf.

2.3.3.2.2 Expression von CYP2D25

Die Expression wurde gemdB 2.2.3.9 durchgefihrt und ({ber einen
galaktoseinduzierbaren Promotor kontrolliert. Die mittels SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine der drei verschiedenen Transformanten-Arten CYP2D25,
V60A1 und Wildtyp W(N) (Abb. 2-13) unterschieden sich erst im parallel bearbeiteten
Western Blot durch die Reaktion des monoklonalen Antikérpers 4D12 (Abb. 2-14).
Nur das in den Transformanten exprimierte CYP2D25 zeigte im Vergleich zu V60A1
und dem Wildtyp W(N) eine Reaktion mit dem MAK. Eine Bande der

elektrophoretisch aufgetrennten Benzamidoxim-Reduktase (3. Protein) reagierte
ebenfalls mit dem Antikorper.
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Abb. 2-13 SDS-Gel von Mikrosomen aus pYeDP60 CYP2D25, pYeDP60 V60A1
und dem Wildtyp W(N) im Vergleich zur Benzamidoxim-Reduktase

Auf dem SDS-Gel unterscheiden sich die drei Mikrosomen-Arten nur wenig. Bei

Auftrennung der aus der Schweineleber gereinigten BAO-Reduktase werden mehrere

Proteinbanden sichtbar.
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Abb. 2-14 Western Blot verschiedener Mikrosomenfraktionen aus W(N) im

Vergleich zur Benzamidoxim-Reduktase

Der MAK erkennt nur das in den CYP2D25-Mikrosomen enthaltene Protein. V60A1 und
der Wildtyp W(N) reagieren erwartungsgemaB nicht. Eine Bande der BAO-Reduktase

wird ebenfalls erkannt.

2.3.3.2.3 Mikrosomenherstellung

Die  Polyglycan-Zellwande der Hefe mussten flir eine erfolgreiche
Mikrosomenherstellung zunachst zerstért werden. Dazu wurden drei verschiedene
Methoden ausprobiert (siehe 2.2.3.10), wobei zundchst der Zellwand-Aufschluss
durch Zugabe eines zellwandlysierenden Enzyms (Quantazymeylg™) mit
anschlieBender Sonifizierung getestet wurde. Bei diesem Enzym handelt es sich um
eine B-1,3-Glucanase, die rekombinant aus Oerskovia xanthineolytica gewonnen
wurde. Nach mikroskopischer Uberpriifung wurde festgestellt, dass der gréBte Teil
der Zellen durch diese Behandlung nicht zerstdrt worden war, weshalb alternativ die
Zugabe von Cytohelicase und Zymolyase zum frisch geernteten Zellpellet getestet
wurde. Durch eine derartige Enzymbehandlung wurden Protoplasten erhalten, deren
Bildung durch eine Absorptionsanderung bei 600 nm photometrisch bestimmt werden
konnte (Abb. 2-15).
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Abb. 2-15 Absorptionsabnahme bei 600 nm durch Protoplastenbildung

Die ODggy wurde durch Vermessung von 10 pl-Aliquots einer Hefekultur (1:100-

Verdiinnung) bei 600 nm bestimmt.

Nach Abnahme der ODggo auf einen Wert von ca. 10 sollten die Zellen durch eine sich
anschlieBende Sonifizierung zerstort werden. Aber auch bei dieser Methode wurde
festgestellt, dass die Zellwande flir eine Mikrosomenherstellung mit hoher Ausbeute
nur ungenigend aufgeschlossen worden waren.

Daher wurde versucht, die Zellwande mechanisch aufzuschlieBen. Durch Zugabe von
Glasperlen wurden die Zellwande durch Scherkrafte zerstort. Das Ergebnis wurde
unter einem Mikroskop kontrolliert (siehe Abb. 2-16). Auf dem linken Foto sind
unzerstorte Hefezellen abgebildet. Nach 9-minlitigem Schiitteln ist die Zerstérung der
Zellwande deutlich zu erkennen, da kaum noch intakte Zellen, sondern liberwiegend

Zelltrimmer und freigesetzte Zellbestandteile vorhanden sind.
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Abb. 2-16 Zerstorung der Zellwande durch mechanischen Aufschluss

Auf dem linken Foto sind native Hefezellen mit intakter Zellwand und auf dem rechten

Foto zerstorte Hefezellen mit Zelltrimmern abgebildet.

Die sich daran anschlieBende Mikrosomengewinnung erfolgte durch differentielle
Zentrifugation, da die Proteinausbeute mit dieser Methode sehr viel héher als bei der

Proteinfallung durch Zugabe von NaCl und Polyethylenglykol war.

2.3.3.3 PA450-SPEKTREN DER MIKROSOMENFRAKTIONEN

Durch Bindung von Kohlenmonoxid an die sechste Koordinationsstelle des Eisens von
Cytochrom P450-Enzymen in der reduzierten Form entsteht ein Komplex, der ein
Absorptionsmaximum bei 450 nm aufweist. Fir die Bestimmung des Cytochrom
P450-Gehalts wurden von allen Mikrosomenfraktionen CO-Differenzspektren
aufgenommen. Die Aufnahme von P450-Spektren wurde nach der unter 3.2.2.2

beschriebenen Methode durchgefiihrt.

2.3.3.3.1 CYP2D25 und V60A1 im Vergleich

In Abb. 2-17 sind die P450-Spektren einer CYP2D25 enthaltenden
Mikrosomenfraktion im Vergleich zu einer Praparation, die nach Transformation von
pYeDP60 V60A1 gewonnen wurde, dargestellt. Bei CYP2D25 konnte ein Maximum bei
450 nm  detektiert werden, wahrend das P450-Spektrum von V60A1
erwartungsgemaB kein Maximum bei 450 nm aufwies.

Die berechneten P450-Gehalte der in den Messungen (siehe Kapitel 3) verwendeten

Mikrosomenpraparationen sind in Tab. 3-3 aufgeflihrt.
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Abb. 2-17 P450-Spektren einer CYP2D25 enthaltenden Mikrosomenfraktion im
Vergleich zu einer Praparation, die nur den Vektor ohne CYP2D25-
Sequenz enthielt

Die CYP2D25 enthaltende Mikrosomenfraktion wies ein Maximum bei 450 nm auf,

wahrend bei der V60A1 enthaltenden Praparation kein Maximum zu detektieren war.

2.3.3.3.2 CYP2D25 und Wildtyp W(N) im Vergleich

Zudem wurden ebenfalls CO-Differenzspektren von Mikrosomenfraktionen, die aus
dem gentechnisch unveranderten Hefestamm W(N) gewonnen wurden, vermessen.
Abb. 2-18 zeigt, dass die aus dem Wildtyp gewonnene Praparation kein Maximum bei

450 nm aufwies.
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Abb. 2-18 P450-Spektren einer CYP2D25 enthaltenden Mikrosomenfraktion im
Vergleich zu einer aus dem Wildtyp W(N) gewonnenen Préaparation

Die aus dem Wildtyp W(N) erhaltene Praparation wies kein Maximum bei 450 nm auf.

2.3.3.4 GESAMT-RNA-ISOLIERUNG, NORTHERN BLOT UND HYBRIDISIERUNG

Die aus rRNA, tRNA und mRNA bestehende Gesamt-RNA konnte erfolgreich aus der
Hefe nach der unter 2.2.4.5.2 beschriebenen Methode isoliert werden. Die durch
Gelelektrophorese aufgetrennten RNA-Fragmente wurden durch einen Northern Blot
(sieche 2.2.4.6) auf einer
Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde einzelne RNA-Fragmente

Nylonmembran fixiert, um durch eine folgende
spezifisch nachweisen zu kénnen. Dabei wurden zwei CYP2D25 enthaltende Kulturen
mit einer nicht induzierten Kultur als Negativkontrolle verglichen. In beiden
induzierten Kulturen konnte ein Transkript nachgewiesen werden, wahrend in der

nicht induzierten Kultur erwartungsgemaB kein Transkript gebildet wurde.

2.3.3.5 SPEZIFITAT DES MONOKLONALEN ANTIKORPERS

Auch die Reaktivitdt des monoklonalen Antikdrpers wurde mit verschiedenen
rekombinanten P450-Enzymen mittels SDS-PAGE und Western Blot getestet (siehe
2.2.5). Der MAK erkannte weder CYP2C19, CYP2A6, CYP2E1, CYP2D6, CYP27A1 noch
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CYP3A4. Lediglich die Benzamidoxim-Reduktase und das in Hefe rekombinant
exprimierte CYP2D25 reagierten spezifisch mit dem MAK.
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2.4 DISKUSSION

24.1 EXPRESSION VON CYP2D25' IN SF9-ZELLEN

Drei unterschiedliche Transferplasmide wurden konstruiert, um zum einen das
unveranderte CYP2D25 und zum anderen zwei verschiedene GST-Fusionsproteine zu
erhalten, die anschlieBend Uber eine Affinitdtschromatographie an Glutathion-
Agarose aufgereinigt werden sollten. Das aus AcNPV-Bacl/3-infizierten S79-Zellen
gewonnene Protein verfligte Uber die CYP2D25-Sequenz und einen GST-Anker,
wahrend das aus AcNPV-Bac2/3-infizierten S5f9-Zellen gewonnene Protein zusatzlich
um 28 N-terminale Aminosauren verkurzt war.

Kyte und Doolittle [1982] entwickelten ein Computerprogramm, das systematisch die
hydrophilen und hydrophoben Bereiche einer Polypeptidkette berechnete, wahrend
nach White und Wimley [1999] auch die Peptidbindungen und der Doppelschicht-
Effekt miteinbezogen werden sollten, um die mit der Membran interagierenden
Aminosaure-Sequenzen besser feststellen zu konnen [Sudrez et al, 2000]. Jeder
Aminosaure wurde dabei ein Wert beziglich ihrer hydrophilen und hydrophoben
Eigenschaften zugeordnet, wobei dieses System inzwischen weiter optimiert wurde
[Klevanik, 2001]. In Vertebraten vorkommende mikrosomale Cytochrom P450-
Enzyme sind membrangebundene Enzyme, die (iber einen Anker tief in die Membran-
Matrix eingebettet sind [Ruan et a/, 2002]. Jedoch wird kontrovers diskutiert, ob das
P450-Enzym dabei Uber zwei NH,-terminale transmembrandre Helices an die
Membran gebunden wird [Nelson und Strobel, 1988], oder ob der Membrananker nur
einmal durch die Matrix ragt und die sich extramembranar befindende Hauptmasse
des Enzyms zum Cytoplasma ausgerichtet ist [Vergeres et al., 1989a]. Dabei besteht
das fir die Verankerung verantwortliche N-terminale Segment aus genau oder
weniger als 29 Resten [Vergeres et al., 1989b]. Nach Ansicht von Shank-Retzlaff et
al. [1998] ist sowohl eine transmembrandre Helix als auch eine die Membran nicht
umspannende Bindungsstelle flir die Verankerung in der Matrix verantwortlich, die in
der Literatur auch als F-G loop bezeichnet wird [Headlam et a/, 2003; Wu et al.,
2003]. Bei der Expression von CYP2El in £ coli konnten Larson et al [1991]

feststellen, dass das im N-terminalen Bereich verkiirzte Protein dennoch vornehmlich
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an die Bakterienmembran gebunden war. Somit scheint das N-terminale hydrophobe
Segment nicht allein flr eine Membranverankerung verantwortlich zu sein. Ruan et
al. [2002] konnten bei der Untersuchung einer Prostaglandin I,-Synthase feststellen,
dass die ersten 25 Reste des N-terminalen Endes die Membrananker-Domdne
ausbilden. Dabei interagieren die hydrophoben Reste 1-20 mit der Innenseite der
Phospholipid-Doppelschicht des endoplasmatischen Retikulums, wahrend die
hydrophilen Reste 21-25 zum wassrigen Milieu des Cytoplasmas zeigen.

Abb. 2-19 zeigt den Hydrophobizitatsplot von CYP2D25 nach Kyte und Doolittle,
wobei die ersten 30 Aminosduren einen stark hydrophoben Bereich kennzeichnen,

bei dem es sich um die Membranankerregion handeln kénnte [http://us.expasy.org].
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Abb. 2-19 Hydrophobizititsplot von CYP2D25 nach Kyte und Doolittle
[http://us.expasy.org]

Die ersten 30 Aminosauren kennzeichnen einen stark hydrophoben Bereich.

Aus diesen Griinden wurden die ersten N-terminalen 28 Aminosauren der CYP2D25-
Sequenz entfernt, um so eine Membranverankerung zu unterbinden und gleichzeitig

ein losliches Protein zu erhalten.
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Fir die Produktion funktionstiichtigen P450-Enzyms ist das Hinzufligen von Hamin
ins Kulturmedium erforderlich [Patten und Koch, 1995], da gezeigt werden konnte,
dass eine exogene Hamin-Zugabe nach 72-stiindiger Infektion der Sf9-Zellen zu
einem 6-fachen Anstieg an aktivem P450-Enzym fiihrte. Kurz nach der Infektion trat
dabei im CO-Differenzspektrum ein 420 nm-Peak auf, der sich nach langerer
Infektionszeit bei gleichzeitigem Anstieg des P450-Gehalts verringerte [Asseffa et al.,
1989]. Auch Barnes et al. [1994] beschrieben, dass der Bedarf an Ham wahrend der
Infektionsphase mit rekombinantem Baculovirus und der Produktion von
Apocytochrom P450 die biosynthetischen Kapazitdten der SF9-Zellen Uberschreitet.
Die 5f9-Zellen sind nicht in der Lage, de novo genligend Ham zu synthetisieren und
es an den erhdhten Bedarf bei der Expression anzupassen [Gonzalez et al., 1991].
Sowohl die Konzentration des exogen zugefiihrten Hamins als auch der
Erntezeitpunkt beeinflussen die P450-Expression [Chen et al., 1996]. Da die Zugabe
an Haminchlorid fir Sf9-Zellen toxisch sein kann, sollte die Haminchlorid-
Konzentration in einem Bereich von 0.1 bis 5 pg/ml liegen [Lee et al., 1995]. Die
Zufuhr sollte 24 Stunden nach der Infektion erfolgen, da eine frihere Zufuhr in
geringeren Proteinmengen und auftretender Zytotoxizitat resultierte [Ong et al,
1998]. Das Ham soll auBerdem eine Rolle bei der Ausbildung der Substrat-
Bindungstasche spielen, weshalb eine Anderung der Elektronendichte am Ham-Eisen
die katalytische Aktivitat beeinflusst [Modi et a/,, 1995].

Aus diesen Griinden wurde die exogene Zufuhr von 4 ug/ml Hamin 24 Stunden nach
der Infektion gewahlt (siehe 2.2.1.3.4). Unter diesen Bedingungen konnte im
CO-Differenzspektrum nur ein Maximum bei 420 nm und keines bei 450 nm
festgestellt werden, wodurch eine nicht korrekte Hamin-Einlagerung belegt war.
Daher konnte auch keine P450-Aktivitat detektiert werden [Berger, 2002].
Weitergehende Uberlegungen filhrten zu einer schrittweisen Anderung dieser
Bedingungen, um einen korrekten Ham-Einbau zu gewahrleisten. Aber auch nach der
Variation der Hamin-Supplementierung, bei der z.B. statt Hdmin d-Aminolavulinsaure
zusammen mit Eisen(III)chlorid oder ein Hamin-Albumin-Komplex eingesetzt wurden
(siehe 2.2.1.3.7), konnte der monoklonale Antikdrper zwar an das exprimierte Protein
in einer Western Blot-Analyse binden (siehe 2.3.1.2), dennoch erfolgte die

Inkorporierung des Ham-Geristes in das Apoprotein nicht korrekt. Statt eines
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erwarteten Maximums bei 450 nm im CO-Differenzspektrum konnte nur ein
Maximum bei 420 nm detektiert werden (siehe 2.3.1.3). Dies wird mit der
unspezifischen Bindung des Hamins an zellulares Protein begriindet [Asseffa et al.,
1989; Buters et al., 1995].

Der in einer Zeitreihe bestimmte Erntezeitpunkt der Zellen von 72 Stunden nach der
Infektion erwies sich als optimal [Berger, 2002] und bedurfte keiner Variation, da
auch in der Literatur eine Ubereinstimmung mit diesem Vorgehen gefunden werden
konnte [Tamura et a/., 1992; Schwarz et al., 2001].

Die Reinigung von sowohl in prokaryontischen als auch eukaryontischen Systemen
exprimierten Proteinen durch eine Einschritt-Affinitdtschromatographie wurde bereits
mehrfach in der Literatur beschrieben [Smith und Johnson, 1988; Abdullah et al,
1995; Ciccaglione et al, 1998; Bichet et al, 2000]. Die rekombinanten Proteine
wurden dabei als Fusionsproteine an einer geeigneten Matrix aufgereinigt [Sorscher
und Sommerfelt, 1995], wobei die Proteine z.B. an Glutathion-S-Transferase
gekoppelt wurden, um anschlieBend eine Aufreinigung an Glutathion-Agarose
durchfiihren zu kénnen. Der GST-Anker kann im Anschluss an die Aufreinigung durch
proteolytischen Verdau abgespalten werden [Peng et al, 1993]. Eine weitere
Mdglichkeit der Aufreinigung von in Insektenzellen exprimierten Proteinen besteht in
der Synthese von Hexa-His-Fusionsproteinen mit anschlieBender Aufreinigung an
einer Nickelchelat-Matrix [Ruggli et al, 1995]. Die Einschrittchromatographie an
Glutathion-Agarose bietet zwar die Mdglichkeit einer schonenden Aufreinigung,
dennoch ist dieses System nur bei |6slichen rekombinanten Proteinen anwendbar.
Hartman et al. [1992] konnten zeigen, dass in £. coli der Anteil des l6slichen Proteins
entweder durch Induktion bei geringerer Temperatur oder durch eine Solubilisation
des in sog. ,inclusion bodies" gepackten Proteins mit Harnstoff erhéht werden
konnte. Ein weiterer Nachteil dieses Systems besteht in dem Bedarf an hohen
Konzentrationen von reduziertem Glutathion, um das gebundene Protein effizient
eluieren zu kdnnen [Chen et al, 1999]. Durch das Vorhandensein der beiden
Transferplasmide pAcG2T/Bacl/3 und pAcG2T/Bac2/3 war es mdglich, CYP2D25' als
GST-Fusionsprotein zu exprimieren und im Anschluss daran an Glutathion-Agarose
aufzureinigen. Es konnte gezeigt werden, dass geringe Mengen an aufgereinigtem

Protein eluiert werden konnten, jedoch war die Bindungskapazitdt der Glutathion-
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Agarose-Matrix zu gering (siehe 2.3.1.1). Die eluierte Proteinmenge reichte nicht flir
eine Durchflihrung von Aktivitatstests im la-Hydroxyvitamin Ds-Assay aus. Da auch
nach der variierten Hamin-Supplementierung bei der Bestimmung des P450-Gehalts
kein Maximum bei 450 nm detektiert werden konnte, wurde dieses Verfahren nicht

weiter optimiert.

24.2 EXPRESSION VON CYP2D25 IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE

In der Literatur wurde bereits mehrfach die erfolgreiche Expression verschiedener
P450-Enzyme mit dem Vektor pYeDP60 beschrieben [Oscarson et al., 1997; Urban et
al, 1997; Hosseinpour et al, 2001]. Daher wurde dieser Vektor flir die Expression
von CYP2D25 ausgewahlt. Anhand der im Western Blot nachgewiesenen
immunochemischen Reaktion des in dieser Arbeit exprimierten Proteins und anhand
der P450-Spektren mit einem Maximum bei 450 nm konnte die erfolgreiche
Expression von CYP2D25 in dem Hefestamm W(N) gezeigt werden. Sowohl der
gentechnisch unveranderte Hefestamm W(N) als auch die Expression von pYeDP60
V60A1 fuhrten erwartungsgemaB weder zu einer Reaktion mit dem monoklonalen
Antikdrper im Western Blot noch zu einem Maximum bei 450 nm. Die bei der
Mikrosomenherstellung durch enzymatischen Zellaufschluss aufgetretenen Probleme
konnten mit einer mechanischen Zellwand-Zerstérung durch Zugabe von Glasperlen
geldst werden. Somit standen drei verschiedene Proteinquellen zur Verfiigung, mit
denen Aktivitatstestungen sowohl im 25-Hydroxylase- als auch im Benzamidoxim-
Reduktase-Assay durchgeflihrt werden konnten (siehe Kapitel 3).

Jedoch kann es bei der oxidativen Rekonstitution in Kombination mit der NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase und in einigen Fallen zusatzlich mit Cytochrom bs
[Pompon, 1988] von in der Hefe exprimierten Proteinen Schwierigkeiten geben, da
die Menge an endogener P450-Reduktase in der Hefe begrenzt ist und exogen
hinzugesetzt werden muss [Pompon et al., 1996]. Weiterhin beschreiben Truan et al.
[1993], dass humanes CYP3A4 die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase der Hefe nur
schlecht als Reaktionspartner erkannte und nicht in der Lage war, Reaktionen mit
endogenem Cytochrom bs aus der Hefe zu katalysieren. Durch den geringen

endogenen Gehalt an P450-Reduktase in der Hefe wurde gleichzeitig die
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Monooxygenase-Aktivitdt des exprimierten Proteins vermindert [Murakami et al,
1990]. Aus diesen Grinden ist eine Coexpression mit P450-Reduktase als
Fusionsprotein bei der Untersuchung oxidativer Umsetzungen sicherlich zu
empfehlen, jedoch lassen sich dabei relative stdchiometrische Verhaltnisse der
Enzyme kaum beeinflussen [Pompon et al., 1996]. Da in dieser Arbeit vornehmlich
die von einem P450-Enzym katalysierte Reduktion untersucht werden sollte und sich
die coexprimierte NADPH-Cytochrom P450-Reduktase als potenziell inhibitorisch
erwies (siehe 3.3.3.4.4), wurde auf eine Expression eines Fusionsproteins verzichtet
und die Expression in dem Hefestamm W(N) vorgenommen, der die NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase nicht coexprimierte.

Die in rekombinanten Hefezellen gefundenen Expressionslevel variieren sehr stark
und sind abhdngig von dem jeweiligen exprimierten Isoenzym [Bellamine et al.,
1994]. Vermutlich ist dabei die Membranverankerung des P450-Isoenzyms in das
endoplasmatische Retikulum entscheidend. Hsu et a/ [1993] gingen davon aus, dass
die Art der Membranverankerung von der Lange der den ersten 23 Aminosduren
entsprechenden N-terminalen hydrophoben Domane im Protein abhangt, wahrend
Cullin [1992] sich flir eine zweite Membran-Bindungsstelle innerhalb des Proteins
aussprach. Da zundchst nur geringe Expressionslevel von CYP2D25 in Saccharomyces
cerevisiae detektiert werden konnten, wurde Gesamt-RNA aus galaktoseinduzierten
Kulturen isoliert. Die Existenz eines Transkriptes konnte durch den Nachweis der
CYP2D25-Sequenz mittels radioaktiv markierter Sonden nachgewiesen werden. Somit
war der Grund flr die geringe Expression und nicht vorhandene Aktivitdt des
heterolog exprimierten Proteins auf posttranskriptionaler Ebene zu suchen. So kann
z.B. die posttranslationale Glykosylierung in der Hefe die Eigenschaften des
exprimierten Proteins beeinflussen [Dingermann, 1999]. In der Hefe ist zum einen
eine  im endoplasmatischen Retikulum lokalisierte  N-Glykosylierung an
Asparaginresten und zum anderen eine O-Glykosylierung an Serin- bzw. Tyrosin-
Hydroxylresten moglich [Lehle und Tanner, 1995]. Die O-Glykosylierung beginnt
auch zunachst im ER und wird im Golgi-Apparat fortgefiihrt [Proszynski et al., 2004].
Bei der Glykosylierung in der Hefe werden Mannosereste als Oligosaccharidketten an
das exprimierte Protein geheftet [Gopal und Ballou, 1987]. Weiterhin unterscheidet

sich die Glykosylierung in der Hefe von der anderer Eukaryonten, weshalb die in der
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Hefe produzierten Glykoproteine meist nicht mit den gewilinschten Proteinen anderer
Organismen Ubereinstimmen. Allerdings findet eine Glykosylierung nur bei
sezernierten Proteinen statt [Dingermann, 1999]. Bei Vorhandensein von
hydrophoben transmembrandaren Domanen wird die Sekretion verhindert, sodass die
heterolog exprimierten Proteine am endoplasmatischen Retikulum, am Golgi-Apparat
oder an der Cytoplasmamembran gebunden bleiben [Schuster et a/, 2000]. Somit
konnte eine die Eigenschaften von CYP2D25 beeinflussende Glykosylierung in der
Hefe ausgeschlossen werden, da es sich bei CYP2D25 um ein an die Membran des
endoplasmatischen Retikulums gebundenes P450-Enzym handelt.

Eine andere Erklarung flir geringe Expressionslevel kénnte der unterschiedliche
Codongebrauch von Saccharomyces cerevisiae und Sus scrofa sein, da die Codon-
Zusammensetzung des normalerweise im Schwein exprimierten Proteins
moglicherweise nicht mit der optimalen Codonbenutzung der Hefe libereinstimmte.
Die Nukleotidverknipfung der einzelnen Codons wurde von der Natur so gewahlt,
dass Fehler in der Ubersetzung bzw. Mutationen in den resultierenden Proteinen
minimiert werden [Freeland et a/, 2000], da solche Translationsfehler den
Energieverbrauch unndétig erhéhen wiirden [Akashi, 2003]. Der genetische Code
scheint dabei derart organisiert zu sein, dass, wenn einzelne Nukleotidaustdausche in
einem Aminosdureaustausch resultieren, die neue Aminosdure der eigentlich zu
translatierenden Aminosdure sehr dhnlich ist [Zhu et a/., 2003]. Bevorzugt werden in
der P450-Familie Codons benutzt, die an der dritten Position auf C oder G enden
[Porter, 1995]. Verschiedene Codons, die zwar durch den degenerierten genetischen
Code in allen Organismen flir dieselbe Aminosaure codieren, werden dennoch von
den verschiedenen Wirtszellen statistisch nicht gleich haufig verwendet, sodass
verschiedene Organismen unterschiedliche Codons bevorzugen [McHardy et al.,
2004]. Daher kann sich der unterschiedliche Codon-Gebrauch auf das AusmalB der
Proteinbiosynthese auswirken. Die Expression des gewtlinschten Proteins kann fir
Saccharomyces cerevisiae optimiert werden, indem die Nukleotidabfolge so verandert
wird, dass sie einen flr die Hefe optimalen Codongebrauch darstellt [Dingermann,
1999]. Daraufhin wurde der Codongebrauch vom Schwein mit dem der Hefe
verglichen und dahingehend untersucht, ob fiir eine optimale Expression bestimmte

Codons durch andere ersetzt werden missten. In Tab. 2-1 ist der prozentuale
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Codongebrauch von Schwein und Hefe jedem einzelnen Codon zugeordnet.
AuBerdem wurde die CYP2D25-Sequenz dahingehend untersucht, wie oft jeweils
jedes einzelne Codon in dieser Sequenz verwendet wurde. Die fettgedruckten Codons
kennzeichnen die mit einer hdheren Prdferenz verwendeten Codons in Sus scrofa
gegenuber Saccharomyces cerevisiae. Nur die mit einem Stern (*) gekennzeichneten
Codons sollten gegen ein in Saccharomyces cerevisiae mit hoherer Praferenz
verwendetes Codon ausgetauscht werden, um so eine effiziente Proteinexpression zu

gewahrleisten.
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Tab. 2-1 Codongebrauch in Schwein und Hefe mit der Verteilung in CYP2D25
Die fettgedruckten Codons kennzeichnen die mit einer hoheren Praferenz
verwendeten Codons in Sus scrofa gegenliber Saccharomyces cerevisiae. Die mit
einem Stern (*) gekennzeichneten Codons sollten gegen ein Codon mit hdherer
Praferenz in Saccharomyces cerevisiae ausgetauscht werden. Die Daten des
prozentualen = Codongebrauchs  wurden der Codon Usage  Database
(www.kazusa.or.jp/codon) entnommen. Die Codierung der einzelnen Aminosduren
erfolgte in Anlehnung an Freeland und Hurst [2004].

Sus Anzahl in | Prozentsatz | Austausch
scrofa Saccharomyces Aminosaure Abk. | Codon | CYP2D25 | in Sequenz gegen
[%] cerevisiae %] Sequenz [%] Codon
0.96 2.39 Glycin G GGU 5 1.0

2.51 0.98 GGC 7 1.4

1.57 1.09 GGA 4 0.8

1.75 0.60 GGG 14 2.8 *
1.70 2.11 Alanin A GCU 7 1.4

3.16 1.26 GCC 20 4.0 *
1.24 1.62 GCA 2 0.4

0.85 0.62 GCG 7 1.4

0.93 2.20 Valin Y GUU 1 0.2

1.80 1.16 GUC 7 1.4

0.54 1.18 GUA 1 0.2

3.34 1.07 GUG 27 5.4 *
0.54 2.62 Leucin L UUA 2 0.4

1.13 2.71 UUG 8 1.6

1.14 1.22 Cuu 4 0.8

2.32 0.54 CuC 20 4.0 *
0.56 1.34 CUA 2 0.4

4.66 1.04 CUG 36 7.2 *
1.34 3.01 Isoleucin I AuU 1 0.2

2.57 1.71 AUC 15 3.0 *
0.61 1.78 AUA 3 0.6

1.20 2.35 Serin S ucu 2 0.4

1.85 1.42 ucc 7 1.4

0.84 1.87 UCA 3 0.6

0.45 0.86 UCG 5 1.0

102




EXPRESSION VON CYP2D25

0.91 1.42 AGU 0 0

1.96 0.97 AGC 9 1.8 *
1.13 2.03 Threonin T ACU 2 0.4

2.32 1.26 ACC 14 2.8 *
1.21 1.78 ACA 4 0.8

0.78 0.79 ACG 3 0.6

1.86 3.77 Aspartinsaure D GAU 7 1.4

2.86 2.03 GAC 15 3.0 *
2.37 4.58 Glutaminsaure E GAA 8 1.6

4.13 1.92 GAG 21 4.2 *
1.46 3.59 Asparagin N AAU 3 0.6

2.27 2.49 AAC 10 2.0

0.99 2.74 Glutamin Q CAA 5 1.0

3.48 1.22 CAG 18 3.6 *
2.04 4.21 Lysin K AAA 3 0.6

3.39 3.08 AAG 14 2.8

0.40 0.65 Arginin R CGU 1 0.2

1.19 0.26 CGC 25 5.0 *
0.54 0.30 CGA 2 0.4

1.16 0.17 CGG 6 1.2

1.03 2.13 AGA 0 0

1.12 0.92 AGG 3 0.6

0.82 1.37 Hisitidin H CAU 3 0.6

1.54 0.77 CAC 10 2.0 *
1.59 2.61 Phenylalanin F uuu 6 1.2

2.52 1.83 uuc 28 5.6 *
0.93 0.80 Cystein C UGU 4 0.8

1.46 0.47 UGC 3 0.6

1.53 1.35 Prolin P CCu 5 1.0

2.15 0.68 CcC 15 3.0 *
1.40 1.82 CCA 10 2.0

0.83 0.53 CCG 5 1.0

1.10 1.88 Tyrosin Y UAU 1 0.2

1.97 1.47 UAC 5 1.0

1.53 1.03 Tryptophan W UGG 6 1.2

2.23 2.09 Methionin M AUG 16 3.2
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Abb. 2-20 zeigt die cDNA-Sequenz der porcinen Vitamin D3 25-Hydroxylase mit der
entsprechenden Aminosauresequenz [Postlind et al, 1997]. Dabei werden die
fettgedruckten Aminosauren in Saccharomyces cerevisiae bevorzugt mit einer
anderen Codonkombination verwendet. Die zusatzlich kursiv gekennzeichneten
Aminosauren sollten durch eine jeweils andere, flir die Hefe optimale
Codonkombination ersetzt werden, um so die Ausbeute an Protein zu erhéhen. Denn
Sinclair und Choy [2002] konnten zeigen, dass bei Anpassung des optimalen
Codongebrauchs flir Pichia pastoris die Luciferase-Aktivitat um das 7.5- bis 10.6-
fache gesteigert werden konnte. Die kursiv gedruckten Aminosauren bilden knapp
60 % der gesamten Aminosauresequenz von CYP2D25, sodass ein Austausch sinnvoll

erscheint.

1 ATGGGTCTGCTGACTGGGGATTTACTGGGGATCCTGGCCTTGGCCATGGTCATCTTCCTGCTCCTGGTGGACTTG 75
1M 6 L L T D L L G I L AL A MV I F L L L V D L 25

76 ATGCACCGGCGCTCACGCTGGGCTCCACGCTACCCACCGGGCCCCATGCCACTGCCTGGGCTGGGTAACCTGCTA 150
26 M H R R S R W A P RY P P G P M P L P G L G N L L 50

151 CAAGTGAACTTCCAAGACCCACGTCTCAGCTTTATCCAGCTGCGGCGCCGCTTTGGGGATGTATTCAGCCTGCAG 225
519 vV N F Q D P R L S8 ¥ I QL R RRUVF GD V F 8§ L Q 75

226 CAGATCTGGAGGCCCGTGGTCGTGCTCAATGGGCTGGCGGCTGTGCGGGAGGCGCTGGTGTCCCACAGCCATGAA 300
7% Q9 I W R P VV VL N L A A V R E AL V S H S H E 100

301 ACCTCCGACCGCCCACCTGIGTTCATCTTAGAGCACCTGGGTTACGGGCCGCGCTCCGAAGGAGTGATCCTGGCG 375
01T S D R P P VF I L E HL G Y G P R S E G V I L A 125

376 CGCTACGGGAAAGCGTGGCGCGAGCAGCGGCGCTTCTCGGTGTCCACCTTGCGCAACTTTGGCCTGGGCAAGAAG 450
126 R ¥ G K A W R E Q R R F S Vv s T L. R N F G L G K K 150

451 TCGTTGGAGGAGTGGGTGACCCAAGAGGCCTCGTGCCTTTIGTGCCGCCTTCGCCGACCAGGCTGGACGCCCCTTT 525
151 s L E E W VvV T Q E A s C L C A A F A D QA G R P F 175

526 AGCCCTAACAACCTTCTGAATAAAGCGGTGAGCAACGTGATCGCCTCCCTCACCTTCGCGCGCCGCTTCGAGTAC 600
176 s P N N L L N K A VvV § N Vv I A s L T F A R R F E Y 200

601 AACGACCCTCGCATGCTCAAGCTTCTGGACCTAGTGTTGGAAGGACTGAAGGAGGAAGTGGGCCTCATGCGCCAG 675
200N D P RML K L L DL VL EG L K EE V G L M R Q 225

676 GTGCTGGAAGCAATGCCGGTTCTCAGGCATATCCCGGGGCTGTGTGCCAAGCTCTTCCCAAGGCAGAAGGCCTTC 750
226 V..L E A M P V L R H I P G L C A K L F P R Q K A F 250

751 TTGGTCATGATAGATGAGCTGATCACAGAGCACAAGATGACCCGGGACCTGGCCCAGCCCCCCCGAGACTTGACG 825
251 L. v v I D E L I T E H K M T R DL A Q P P R D L T 275

826 GATGCCTTCCTGGACGAAATGAAAGAGGCCAAGGGGAACCCCGAGAGCAGCTTCAATGATGAGAACCTCCGCCTG 900
276 D A F L D E M K E A K 6 N P E 8§ S F N D E N L R L 300

901 GTGGTGGCTCACCTGTTCTCCGCTGGGATGATCACCACCTCGACCACGCTGGCCTGGGCTCTCCTCCTCATGATC 975
301v vaAa H L F s A M I T TS TTLAWAULULTLMTI 325

976 CTGCACCCAGACGTGCAGCGACGCGTCCAACAGGAAATCGATGAGGTGATAGGGCACGTGCGGCAACCGGAGATA 1050
326 L H P DV Q R RV Q Q E I D E V I G H V R Q P E I 350

1051 AAGGATCAGGCCCTCATGCCCTTCACCTTGGCCGTGCTCCATGAGGTGCAGCGCTTTGGGGACATCGTCCCACTG 1125
3531 X D 9 A L M P F T L AV L H E V Q RF G D I V P L 375

1126 GGCGTGGCCCACATGACATCTTGTGACATTGAAGTGCAGGGTTTCCTCATCCCCAAGGGGACCACACTTATCACC 1200
376 G v A H M T s ¢C D I E VvV Q G F L I P K G T T L I T 400
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1201
401

1276
426

1351
451

1426
476

1501
501 *

Abb.

AACCTGACGTCAGTGCTGAAGGACGAGACTGTCTGGAAGAAGCCCTTCCGCTTCTATCCAGAGCACTTICCTGGAC
N L T s v L K D E T V W K K P F R F Y P E H F L D

GCCCAGGGCCGCTTCACCAAGCAGGAGGCCTTCATGCCCTTCTCAGCAGGCCGCCGCTCTTGCCTCGGGGAGCCC
A Q G R F T K Q E A F M PF S A G RIR S C L G E P

CTGGCCCGCATGGAGCTCTTCCTCTITCTTCACCACCCTCCTGCAGGCGTTCAGCTTCTCGGTGCCCACAGGACAG
L A R M E L F L ¥ F T''T L L Q A F S8 F S V P T G @

CCTTGCCCCAGCGACCACGGTGTICTTTGCCTTCCTGCTGTTCCCATCCCCCTACCAGCTCTGTIGCTGTGCCCCGC
p C P 8§ D H GV F A F L L F P S P Y Q L C A V P R

TAGggGGAGGCaccatGCCcccaGCClttcgcecttcagecagtaGCCctGGCatgcaataaagetgtecGGCagcetcece

1275
425

1350
450

1425
475

1500
500

1575

501

2-20 cDNA-Sequenz von CYP2D25 mit der entsprechenden

Aminosauresequenz nach Postlind et al. [1997]

Die fettgedruckten Aminosduren werden in Saccharomyces cerevisiae bevorzugt mit

einer anderen Codonkombination gebildet. Die zusatzlich kursiv gekennzeichneten

Aminosduren sollten fiir eine optimale Proteinexpression durch eine fiir die Hefe

optimale Codonkombination ersetzt werden.
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2.5 ZUSAMMENFASSUNG

Die drei verschiedenen im Baculovirus-Expressionssystem produzierten CYP2D25'-
Chargen zeigten zwar auch nach einer Variation der Hamin-Supplementierung, bei
der die Hamin-Zugabe in einer Konzentration von 4 pg/ml durch Zusatz von z.B.
d-Aminolavulinsdure in Kombination mit Eisen(III)chlorid bzw. Eisen(III)citrat ersetzt
wurde, im Western Blot mit dem monoklonalen Antikérper nachweisbare Proteinlevel,
dennoch waren sie nicht in der Lage, die flir Cytochrom P450-Enzyme notwendige
Ham-Einlagerung korrekt durchzufiihren. AuBerdem waren die bereits von Berger
[2002] beschriebenen funf Nukleotidaustausche nach wie vor in der CYP2D25'-
Sequenz vorhanden, die zu einer Anderung der Primérstruktur fiihrten. Aus diesen
Grinden wurde flr folgende Studien auf das Expressionssystem Saccharomyces
cerevisiae flr die Expression von CYP2D25 zuriickgegriffen.

In dem Hefestamm W(N) konnte die erfolgreiche Expression von CYP2D25 gezeigt
werden. Da mit diesem Enzym vornehmlich Reduktionen untersucht werden sollten,
wurde auf die Coexpression der NADPH-Cytochrom P450-Reduktase verzichtet. Als
Negativkontrollen fiir analytische Studien standen ebenfalls aus V60A1 und dem
gentechnisch unveranderten Hefestamm W(N) gewonnene Mikrosomen zur
Verfligung.

Fir eine Erhdhung der Proteinexpressionslevel eines porcinen Enzyms in der Hefe
kénnte der Codongebrauch fir Saccharomyces cerevisiae optimiert werden. Dazu
mussten die in der Abb. 2-20 kursiv gedruckten Aminosdauren durch Codons mit

erhdhter Praferenz von Saccharomyces cerevisiae ausgetauscht werden.

106



IN VITRO BIOTRANSFORMATIONSSTUDIEN

3 IN VITRO BIOTRANSFORMATIONS-
STUDIEN MIT DER BENZAMIDOXIM-
REDUKTASE UND DER VITAMIN D;
25-HYDROXYLASE

3.1 VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN ZUR
BENZAMIDOXIM-REDUKTASE UND ZUR
10-HYDROXYVITAMIN D; 25-HYDROXYLASE

3.1.1 EINLEITUNG

Substanzen mit stark basischen Stickstoff-Funktionen kdnnen /n vivo leicht im Sinne
von Phase I Reaktionen in Ahydroxylierte und A~oxygenierte Metaboliten
umgewandelt werden. Die auf diese Weise entstehenden Verbindungen sind
hydrophiler und somit auch besser ausscheidbar. Dabei ist es aber auch mdglich,
dass durch A+Oxygenierungen Produkte mit genotoxischem Potenzial entstehen
[Clement et al, 1988a]. Die Reduktion solcher Verbindungen ist daher von
entscheidender Bedeutung. An Detoxifizierungsreaktionen dieser mutagenen
Verbindungen ist u.a. die Benzamidoxim-Reduktase beteiligt.

Die mikrosomale Vitamin D3 25-Hydroxylase katalysiert in der Leber den ersten
Schritt der metabolischen Aktivierung von Vitamin D3 zu 25-Hydroxyvitamin D3, das
dann  anschlieBend in der Niere in seine hormonelle  Wirkform
1o, 25-Dihydroxyvitamin D; umgewandelt wird.

Offensichtlich haben beide Enzyme ganz unterschiedliche physiologische Aufgaben.
Dennoch weisen sie Ahnlichkeiten in Teilen der Aminosiuresequenz auf, sodass eine
weitere  Untersuchung  beziiglich  Ubereinstimmungen, Unterschieden und
Substratspezifitaten erforderlich erschien, um so die Benzamidoxim-Reduktase genau

charakterisieren zu kénnen [Clement et a/,, 1997; Postlind et al., 1997].
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3.1.2 BISHERIGE UNTERSUCHUNGEN

Zeitgleich wurden drei Peptidfragmente der porcinen Benzamidoxim-Reduktase und
die komplette cDNA- und Proteinsequenz der Vitamin D3 25-Hydroxylase (CYP2D25)
verodffentlicht [Clement et al, 1997; Postlind et al, 1997]. Beide Enzyme zeigten
tiberraschender Weise eine hohe Ahnlichkeit mit der von Tsuneoka et al. [1992]
publizierten Struktur eines P450-Enzyms der Subfamilie 2D. Zuvor waren noch keine
CYP2D-Isoenzyme aus dem Schwein beschrieben worden. Beim Vergleich der drei
sequenzierten  Peptidbruchstiicke der Benzamidoxim-Reduktase —mit der
verodffentlichten Aminosauresequenz von CYP2D25 und mit dem humanen Isoenzym
CYP2D6 (Tab. 3-1) konnte eine 98 %ige Homologie zu CYP2D25 festgestellt werden.
Lediglich die Aminosaure Isoleucin bei CYP2D25 war in der Benzamidoxim-Reduktase
gegen Methionin im dritten Peptid ausgetauscht. Die Sequenz von CYP2D6
unterschied sich in sieben Aminosauren in den Peptiden 1 und 3, weshalb man hier
nur noch von einer 84 %igen Homologie zwischen beiden Isoenzymen sprechen

kann. Peptid 2 war bei allen drei Isoenzymen gleich.
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Tab. 3-1 Vergleich der Aminosiduresequenzen der drei Peptidfragmente der
Benzamidoxim-Reduktase mit den entsprechenden Bereichen der
Vitamin D; 25-Hydroxylase (CYP2D25) und des CYP2D6

Die Peptidfragmente der Benzamidoxim-Reduktase wurden nach Bromcyanspaltung
und anschlieBender HPLC-Trennung gewonnen. Die Sequenzierung flihrte Firma
TopLab in Minchen durch. Hervorgehoben ist der einzige Aminosaureaustausch in
Peptid 3 im Vergleich zu CYP2D25, der bei dieser Sequenzierung festgestellt wurde.

Clement et al., 1997], 4 Postlind et al., 1997], J[Gonzalez et a/.,, 1988], - : identische

Aminosdure wie in den Peptidfragmenten der Benzamidoxim-Reduktase.

Spezies Fragment Aminosauresequenz

S. scrofa Peptidi’ M L K L L D L V L E G L K E E
S.scrofa  CYP2D252 - - - - - - - - o o o o o o .
H. sapiens  CYyP2D6° F - R - - - -

o >
o O

S.scrofa  peptid2? M I L H P D V
S. scrofa CYP2D252 - - - - - - - oo o ooooo

H.sapiens  CYP2D6® - - - - - - - - - - - - o - - .
S.scrofa  peptid3’ D E V I G H V R Q P E M
S.scrofa  CYP2D25° - - - - - - - - - - - 1
H. sapiens  CYP2D6’

O
O
o)

3.1.3 ZIELSETZUNG

Bei Vorliegen einer so hohen Homologie zwischen der porcinen Benzamidoxim-
Reduktase und CYP2D25 kénnte es sich entweder um dasselbe Enzym handeln, das
sowohl die Oxidation von lo-Hydroxyvitamin D3 zu la,25-Dihydroxyvitamin Ds als
auch die Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin katalysiert. Es kénnte sich aber
auch um zwei CYP2D Varianten handeln, die aufgrund ihrer hohen strukturellen
Ahnlichkeit Uberlappende Substratspezifititen aufweisen, aber dennoch nicht
vollstandig identisch sind. In dieser Arbeit sollten daher rekombinant exprimiertes
CYP2D25 auf reduktive Eigenschaften und das aus Schweineleber gereinigte dritte

Protein auf oxidative Eigenschaften in dem jeweiligen Assay untersucht werden.
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3.2 METHODEN

3.2.1 GEWINNUNG DER EINZELNEN ENZYMPRAPARATIONEN

3.2.1.1 MATERIALIEN

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Dikaliumhydrogenphosphat (Fluka, Buchs, Schweiz), Kaliumdihydrogenphosphat
(Fluka), EDTA (Fluka), Saccharose (Merck, Darmstadt), DTT (Merck), NaCl (Sigma,
Taufkirchen), Natriumcholat (Sigma), Glycerol (Fluka), Thesit (Fluka), Triton X-100
(Merck), KOH (Fluka), NADH (Fluka), Tris (Fluka), Natriumacetat (Riedel-de Haén,
Seelze), Essigsdure (Mallinckrodt Baker B. V., Deventer, Niederlande), Calbiosorb®
(Calbiochem, CA, USA), Sephadex G-25 (NAP™ 25; Pharmacia, Freiburg), DEAE-
Cellulose (Serva, Heidelberg), Sephadex G-100 (Pharmacia), 5'-AMP-Sepharose
(Pharmacia), Fractogel® EMD TMAE 650 (Merck), Octyl-Sepharose CL-4B (Amersham
Biosciences, Freiburg), Rinderserumalbumin-Standard (Pierce, IL, USA), BCA-Protein-
Assay-Reagent (Pierce), Halb-Mikro-Kiivetten 10 x 4 mm und Kivetten 10 x 10 mm
(Sarstedt, Nimbrecht), Natriumdithionit (Merck), Kaliumhexacyanoferrat (III)
(Merck), 1.5 und 2 ml ReaktionsgefaBe (Sarstedt).

3.2.1.2 GERATE

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Metrohm pH-Meter E632 (Metrohm, Filderstadt) mit den Elektroden Flushtrode P und
Biotrode (Hamilton, Bonaduz, Schweiz) zur pH-Wert-Bestimmung; Fleischwolf
(Jupiter, Typ: 885) und Gewebehomogenisator (Braun, Melsungen) zur Zerkleinerung
der Lebern; Hochleistungszentrifuge J2-21 M/E mit den Rotoren JA 10 und 14
(Beckman, Miinchen) und Ultrazentrifuge L7-65 mit einem Rotor Ti 45 (Beckman) zur
Mikrosomengewinnung; Ultrafiltrations-Rihrzellen und Ultrafiltrations-Membran-
scheiben YM (Amicon, Witten) zur Aufkonzentrierung; Schlauchpumpe Econo Pump
(Bio-Rad, Miinchen), Standard-Glaschromatographiesiulen (Bio-Rad), Uberkopf-
schittler (Heidolph, Kehlheim) und Fraktionssammler Redi frac (Amersham

Biosciences, Freiburg) flir die Enzymreinigung; Zweistrahlphotometer Uvicon 930
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(Kontron, Neufahrn), Photodiodenarray-Spektralphotometer DU 7500 (Beckman) und
Schiittelwasserbad GFL 1083 (Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel) zur Protein-
und  Aktivititsbestimmung, Reference®-Pipetten mit den entsprechenden

Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg).

3.2.1.3 GEWINNUNG DER MIKROSOMEN

3.2.1.3.1 Schweinelebermikrosomen

Zur Gewinnung von Schweinelebermikrosomen wurden pro Charge in der Regel zwei
Schweinelebern von einem ortsansassigen Schlachter besorgt. Die Herstellung der
Mikrosomen erfolgte nach den Vorschriften von Ziegler et al. [1966] und Clement et
al. [1996] mit leichten Modifizierungen. Der Transport der frisch herausgetrennten
Lebern erfolgte in eisgekiihltem Standardpuffer (20 mM Kaliumphosphat, 250 mM
Saccharose, 1 mM EDTA, pH 7.4). Alle darauf folgenden Schritte wurden bei 0-4°C
im Kihlraum bzw. unter Eiskiihlung durchgefiihrt. Die Leberlappen wurden mit BAC-
Puffer (50 mM Phosphat, 1 mM EDTA, pH 7.4) gewaschen und perfundiert,
anschlieBend in kleine Stlicke geschnitten und durch einen Fleischwolf passiert.
Dieses Rohhomogenat wurde mit einem Phosphatpuffer (20 mM Kaliumphosphat,
250 mM Saccharose, pH 7.4) verdinnt und mit einem Gewebehomogenisator
gepottert. Die Gewinnung der SLM erfolgte durch differentielle Zentrifugation:
Zunachst wurde das Homogenat flir 30 min bei 9000 g zentrifugiert. AnschlieBend
wurde der Uberstand nach Kolieren durch Verbandmull fiir 60 min bei 100000 g und
4°C in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wurde in oben genanntem
Phosphatpuffer resuspendiert und erneut ultrazentrifugiert. Aliquots des

resuspendierten Pellets wurden bei -80°C eingefroren.

3.2.1.3.2 Humane Lebermikrosomen

Die gepoolten humanen Lebermikrosomen wurden bei der Firma BD Gentest, MA,
USA gekauft. Die Donoren waren (iberwiegend Kaukasier beiden Geschlechts im Alter
von 23 Monaten bis 74 Jahren, Raucher und Nichtraucher; die Todesursache war

jeweils unterschiedlich. Die HLM wurden bei -80°C gelagert.
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3.2.1.3.3 Porcine und humane Nierenmikrosomen

Die Nierenmikrosomen beider Spezies waren bereits im Arbeitskreis vorhanden und
wurden mir freundlicherweise flr meine /n vitro Biotransformationsstudien
Uberlassen. Die Schweinenieren stammten vom 0&rtlichen Schlachthof. Die humanen
Nieren wurden von Tumor-Patienten, die in der Uniklinik Kiel behandelt wurden, nach
personlicher Einwilligung und Begutachtung durch die Ethikkommission  zur
Verfligung gestellt. Die Gewinnung erfolgte in Anlehnung an die Herstellung von
Schweinelebermikrosomen  bzw. humanen Lebermikrosomen mit leichten
Modifizierungen [Mau, 2002].

3.2.1.4 GEWINNUNG DER MITOCHONDRIEN

Die in dieser Arbeit eingesetzten Mitochondrien aus Schweineleber bzw. —niere sowie
aus humaner Leber bzw. Niere wurden nach den Vorschriften von Beatti [1968] und
Kline et al. [1986] mit einigen Modifizierungen [Deters, 2002] gewonnen. Sie wurden

mir freundlicherweise von S. Deters zur Verfligung gestellt.

3.2.1.5 ISOLIERUNG DER DREI KOMPONENTEN DES REKONSTITUIERTEN
SYSTEMS AUS SLM

Die Benzamidoxim-Reduktase, die NADH-Cytochrom bs-Reduktase und Cytochrom bs
wurden aus solubilisierten Schweinelebermikrosomen (siehe 3.2.1.3.1) in Anlehnung
an die Vorschriften von Kling et a/. [1985] und Clement et a/. [1997] gereinigt.

3.2.1.5.1 Isolierung der Benzamidoxim-Reduktase (3. Protein)

Die solubilisierten SLM wurden durch eine hydrophobe Interaktionschromatographie
an Octyl-Sepharose und anschlieBender Elution mittels eines Stufengradienten aus
unterschiedlichen  Salz- und  Detergenzienkonzentrationen in  einzelne
Proteinfraktionen getrennt. Die Benzamidoxim-Reduktase, die sich nun zusammen in

einer Fraktion mit der NADH-Cytochrom bs-Reduktase befand, wurde in
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Ultrazentrifugationszellen einkonzentriert. Beide Bestandteile dieser Fraktion wurden
durch eine Anionenaustauschchromatographie an Fractogel® EMD TMAE getrennt.
Nach Umpufferung wurde die die Benzamidoxim-Reduktase enthaltende Fraktion
durch Bioaffinitatschromatographie an einer UDP-Hexanolamin-Sepharose-Saule
weiter aufgereinigt. Nach erneuter Einkonzentrierung, Entsalzung und Entfernung der

Detergenzien wurde sie bei -80°C eingefroren.

3.2.1.5.2 Isolierung der NADH-Cytochrom bs-Reduktase

Die nach der HIC gewonnene NADH-Cytochrom bs-Reduktase-haltige Fraktion wurde
durch Bioaffinitdtschromatographie an einer 5'-AMP-Sepharose-Saule isoliert [Mdller,
1997; Lopian, 2002]. Diese aufgereinigte Fraktion wurde einkonzentriert,
umgepuffert und nach Entfernung der Detergenzien mittels Calbiosorb® bei -80°C

gelagert.

3.2.1.5.3 Isolierung des Cytochrom bs

Die zweite durch die HIC gewonnene Cytochrom bs-haltige Fraktion wurde nach der
Vorschrift von Taniguchi et a/. [1984] durch eine Anionenaustauschchromatographie
an DEAE-Cellulose  weiter aufgereinigt. Nach Umpufferung an einer
Sephadex G-100®-Saule wurde die Fraktion eingeengt und in Aliquots bei -80°C

eingefroren.

3.2.2 BESTIMMUNGSMETHODEN ZUR CHARAKTERISIERUNG DER
ENZYMQUELLEN

3.2.2.1 PROTEINBESTIMMUNG NACH DER BCA-METHODE

Der Proteingehalt der einzelnen Praparationen wurde nach der BCA-Methode
bestimmt [Smith ef a/., 1985]. Das benutzte BCA Protein Assay Reagenz A setzt sich
aus Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, 2,2'-Bischinolin-4,4'-dicarbonsaure,
Natriumtartrat in 0.1 N Natronlauge zusammen; Reagenz B besteht aus 4 %iger

Kupfersulfat-Loésung. Vor der Bestimmung wurden beide Reagenzien im Verhaltnis
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51:1 miteinander vermischt. Das zu quantifizierende Protein wird dabei in alkalischer
Lésung durch die Cu?*-Ionen im Sinne einer Biuret-Reaktion komplexiert. Vermutlich
bilden die durch Reduktion entstehenden Cu®-Ionen mit der BCA einen violett
gefarbten Komplex [Wiechelman et al, 1988]. Der Test ist schnell durchzufiihren
und mit einer Nachweisgrenze von 0.5 ug sehr empfindlich [Rehm, 2002].

Die Proteinbestimmung wurde nach folgendem Pipettierschema durchgefiihrt:

Reagenz Probenwert [ul] Blindwert [jl]
Proteinlésung X -
Aqua bidest 100 - x 100
BCA-Reagenz 900 900

Das Volumen der Proteinlésung betrug meistens 10 pl, wobei bei hoch konzentrierten
Proben eine 1:10- bzw. 1:100-Vorverdinnung erforderlich war. In einem
Schittelwasserbad wurden die Proben 30 min bei 60°C inkubiert, in Eiswasser
abgestoppt und innerhalb von 3 min gegen den Blindwert bei 562 nm
spektralphotometrisch vermessen. Parallel wurde eine Kalibriergerade mit flnf
verschiedenen Konzentrationen an Rinderserumalbumin-Standard (2.0 mg/ml in einer
0.9 %igen wassrigen NaCl-Lésung mit 0.05 % Natriumazid; Vorverdiinnung 1:10)

ermittelt, mit der anschlieBend die Proteingehalte berechnet werden konnten.

3.2.2.2 BESTIMMUNG DES CYTOCHROM P450-GEHALTS

Die Bestimmung des Cytochrom P450-Gehalts erfolgte nach der Vorschrift von
Omura und Sato [1964] anhand des Differenzspektrums von reduziertem
Cytochrom P450-CO-Komplex und reduziertem Cytochrom P450. Abhangig von der
Enzympraparation wurden meistens 100 pl in einem Gesamtvolumen von 2 ml
50 mM Phosphatpuffer, pH 7.4 eingesetzt. Bei hoch konzentrierten Praparationen
war eine 1:10-Vorverdinnung erforderlich. Die Bestimmung der in
Saccharomyces cerevisiae exprimierten Mikrosomen (CYP2D25, V60A1, Wildtyp

W(N)) erfolgte durch Zugabe von 250 pul Proteinlésung und 100 pl einer 0.2 %igen
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Triton X-100 Loésung in einem Gesamtvolumen von 1 ml 50 mM Phosphatpuffer,
pH 7.4. Durch Zugabe von Natriumdithionit wurde das zu bestimmende P450-Enzym
in seine reduzierte Form Uberfihrt. Nach 2 min wurde das erste Spektrum bei
400-500 nm gegen einen Blindwert aufgenommen. Nach zwei weiteren Minuten
wurde Kohlenmonoxid flir 1 min eingeleitet, erneut 2 min gewartet und erst dann
das zweite Spektrum gegen Phosphatpuffer als Referenz aufgenommen. Durch
Subtraktion der beiden Spektren wurde das Differenzspektrum erhalten. Mithilfe des
empirisch ermittelten Absorptionskoeffizienten von 91 mM™ * cm™ und der Differenz
der Absorptionswerte von 450 nm und 490 nm wurde der Cytochrom P450-Gehalt

der jeweiligen Enzympraparation berechnet.

3.2.2.3 AKTIVITATSBESTIMMUNG DER NADH-CYTOCHROM Bs-REDUKTASE

Die Aktivitatsbestimmung der NADH-Cytochrom bs-Reduktase erfolgte nach der
Vorschrift von Mihara und Sato [1978] spektralphotometrisch durch Reduktion von

Kaliumhexacyanoferrat (III).

3.2.2.4 BESTIMMUNG DES CYTOCHROM B5-GEHALTS

Der Cytochrom bs-Gehalt wurde in Anlehnung an das von Estabrook und Werringloer
[1978] entwickelte Verfahren durch Messung eines Differenzspektrums von

reduzierter und oxidierter Form des Cytochrom bs bestimmt.

3.2.3 REDUKTION VON BENZAMIDOXIM zU BENZAMIDIN

3.2.3.1 MATERIALIEN

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
Benzamidoxim, Benzamidin (Aldrich-Chemie, Steinheim), NADH (Fluka, Buchs,
Schweiz), Lichrospher® RP-select und Vorsdule RP-select B (Merck, Darmstadt),
DLPC (Sigma-Aldrich, Deisenhofen), Natriumoctylsulfonat (Sigma-Aldrich), Acetonitril
in HPLC-Qualitat (LGC Promochem GmbH, Wesel), Kaliumchlorid (Fluka), Sorbitol

(Fluka), Complete® Proteasen-Inhibitoren-Cocktail (Roche Diagnostics GmbH,
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Mannheim), CHAPS (Sigma, Taufkirchen), PS (Sigma), DOPC (Sigma), Glutathion
(Merck), HEPES (Biochrom AG, Berlin), CYP2E1 aus humanen Lymphoblasten
(Gentest Cooperation, Woburn, MA, USA/BD Biosciences, Heidelberg), rekombinantes
Cytochrom bs (MBL, Woburn, MA, USA).

Benzamidoxim stand bereits im Arbeitskreis flir die /n vitro Biotransformationsstudien
zur Verfligung. Es wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Kriiger [1885] aus
Benzonitril und Hydroxylamin synthetisiert.

An dieser Stelle nicht aufgefiihrte Materialien und Gerate sind bereits unter 3.2.1.1

bzw. 3.2.1.2 vermerkt.

3.2.3.2 GERATE

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
InoLab pH-Meter pH Level 1 (Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH,
Weilheim), Vibrationsmischer IKA Vibrax VXR (Jahnke & Kunkel, Staufen),
Mikroliterzentrifuge EBA 12 (Hettich, Tuttlingen), Zentrifuge Hettich Universal 2S
(Hettich), Schuttelwasserbad GFL 1083 (Gesellschaft flir Labortechnik, Burgwedel),
Vortexer VF2 (Jahnke & Kunkel), Ultraschallbad Sonorex Super RK 106 (Bandelin,
Berlin), Sartorius® Vakuumfiltrationseinheiten (Sartorius, Gottingen), Sartorius®
Membranfilter (Porendurchmesser 0.45 um) (Sartorius).

Die speziell fir die HPLC-Analytik verwendete Anlage wird detailliert unter 3.2.3.3
beschrieben.

3.2.3.3 HPLC-ANALYTIK ZUR DETEKTION VON BENZAMIDIN

Die HPLC-Analytik erfolgte in Anlehnung an das von Wohlers [1994] entwickelte
Verfahren und wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Octylsulfonat-Losung
wurde vor Zugabe des Acetonitrils mithilfe einer Vakuumfiltrationseinheit filtriert. Zur
Entfernung des Sauerstoffs wurde das FlieBmittel flir 15 min im Ultraschallbad
entgast.

HPLC-Pumpe Waters™ 600

Waters™ 600 Controller
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Autosampler
Detektor
Integrator

Stationare Phase

Mobile Phase
Helium-Begasung
Flussrate

Detektion
Detektoreinstellungen
Laufzeit
Injektionsvolumen

Retentionszeiten

Waters™ 717 plus

Waters™ 2487 Dual A Absorbance Detector
EZChrom™ Elite Software, Version 2.8.3
LiChrospher® 60 RP-select B, 250x4 mm, 5 um;
Vorsdule: RP-select B, 4x4 mm, 5 pm

10 mM Natriumoctylsulfonat / Acetonitril 83:17 (v/v)
20 ml/min

1.0 ml/min

UV-Detektor: 229 nm

Aufs = 0.5

30 min

10 pl

Benzamidoxim: 6.5 £ 0.2 min

Benzamidin: 21.9 £+ 0.5 min

3.2.3.4 IN VITROINKUBATIONSBEDINGUNGEN

3.2.3.4.1 Kalibrierung und Wiederfindung

Zur Quantifizierung von Benzamidin wurde eine 7-Punkt-Kalibrierung erstellt, wobei
definierte Konzentrationen des BA im Bereich von 0.5 bis 50 pM in einem
Gesamtvolumen von 300 ul 100 mM Phosphatpuffer, pH 6.3 vermessen wurden.

Die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde zeitgleich mit der Kalibrierung
durchgefiihrt. Diese Ansdtze enthielten die bei der Kalibrierung eingesetzten
Konzentrationen des BA sowie Substrat und hitzedenaturierte Schweine-
lebermikrosomen. Die Inkubation mit anschlieBender Aufarbeitung erfolgte wie unter

3.2.3.4.2 beschrieben.
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3.2.3.4.2 Mikrosomales rekonstituiertes System aus dem Schwein

Die Inkubationen wurden in einem Schuttelwasserbad bei 37°C unter aeroben
Bedingungen in 1.5 ml ReaktionsgefaBen durchgefiihrt. Die Ansatze setzten sich in
Anlehnung an die von Moller [1997] beschriebenen optimierten Bedingungen wie
folgt zusammen: Ein  typischer Inkubationsansatz  enthielt 0.5-1.0 U
NADH-Cytochrom bs-Reduktase, 100 pmol Cytochrom bs, 5 pug gereinigte
Benzamidoxim-Reduktase, 40 uM DLPC und 0.5 mM Benzamidoxim in 300 pl 100 mM
Phosphatpuffer, pH 6.3. Nach dreimintitiger Vorinkubation im Wasserbad wurde die
Reaktion durch Zugabe von 1 mM NADH gestartet. Nach 30 min wurde die Reaktion
durch Zugabe von 300 pl eisgekiihltem Methanol abgestoppt, fiir 5 min geschiittelt
und bei 10000 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde per HPLC
vermessen.

In Anlehnung an die Vorschrift von Stiborova et a/. [2001] wurde zur Rekonstitution
folgende Abwandlung der herkémmlichen Methode gewahlt: Ein typischer
Inkubationsansatz enthielt 0.35 U/ml NADH-Cytochrom bs-Reduktase, 75 pmol
rekombinantes Cytochrom bs, 75 ug CHAPS, 5 ug DLPC, 5 pg PS, 5 ug DOPC, 3 mM
Glutathion, 5 pg gereinigte Benzamidoxim-Reduktase und 0.5 mM Benzamidoxim in
150 pl 50 mM HEPES-Puffer, pH 6.3. Auch hier wurde die Reaktion durch Zugabe von
1 mM NADH gestartet.

Die Liposomen (DLPC, PS und DOPC), das CHAPS und das Glutathion wurden als
Komplettmix (10x) in HEPES-Puffer vorgefertigt.

3.2.3.4.3 Rekombinante Enzympraparationen

Die Durchfiihrung der Inkubation und die Aufarbeitung der Ansatze erfolgte wie
unter 3.2.3.4.2 beschrieben. Ein typischer Inkubationsansatz enthielt 0.5-1.0 U
NADH-Cytochrom bs-Reduktase, 100 pmol Cytochrom bs, 0.5 mg rekombinant
exprimiertes Enzym und 0.5 mM Benzamidoxim in 300 yl 100 mM Phosphatpuffer,
pH 6.3. Auch hier wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 mM NADH gestartet.

In Anlehnung an die Vorschrift von Stiborova et a/. [2001] wurde zur Rekonstitution
folgende Abwandlung der herkémmlichen Methode gewahlt: Ein typischer
Inkubationsansatz enthielt 0.35 U/ml NADH-Cytochrom bs-Reduktase, 75 pmol
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rekombinantes Cytochrom bs, 75 ug CHAPS, 5 ug DLPC, 5 pg PS, 5 ug DOPC, 3 mM
Glutathion, 0.25 mg rekombinant exprimiertes Enzym und 0.5 mM Benzamidoxim in
150 pyl 50 mM HEPES-Puffer, pH 6.3. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mM
NADH gestartet.

3.2.3.4.4 Mikrosomale und mitochondriale Enzympraparationen

Ein Inkubationsansatz setzte sich typischerweise aus 0.5 mg mikrosomalem bzw.
mitochondrialem Protein und 0.5 mM Benzamidoxim in 300 pyl 100 mM Phosphat-
puffer, pH 6.3 zusammen. Durch Zugabe von 1 mM NADH wurde die Reaktion

gestartet.

3.2.4 OXIDATION VON 10a~-HYDROXYVITAMIN D3 zu
10,25-DIHYDROXYVITAMIN D3

3.2.4.1 MATERIALIEN UND GERATE

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.
lo-Hydroxyvitamin Ds (Leo Pharma, Kopenhagen, Danemark),
1o, 25-Dihydroxyvitamin Ds (Solvay-Duphar, Weesp, Niederlande), NADPH (Fluka,
Buchs,  Schweiz), gereinigte = humane  NADPH-Cytochrom P450-Reduktase
(rekombinant) (Gentest Cooperation, Woburn, MA, USA/BD Biosciences, Heidelberg),
humane NADPH-Cytochrom P450-Reduktase-Mikrosomen (Gentest/BD Biosciences),
r-Hexan (Mallinckrodt Baker B. V., Deventer, Niederlande), Isopropanol LiChrosolv®
(Merck, Darmstadt), Dichlormethan LiChrosolv® (Merck), Methanol (Mallinckrodt
Baker B. V.), 1,1,1-Trichlorethan (Merck), Reagenzglaser mit Gewinde, 13x100
(VWR, Darmstadt), Saulenmaterialien (Merck), GlasgefaBe und SpitzgefaBe (Eydam).
ESQUIRE~LC Massenspektrometer (Bruker Daltonik, Bremen), EsquireControl
Software, Version 4.0 zur Datenibertragung und DataAnalysis, Version 3.0 zur
Datenanalyse.

An dieser Stelle nicht aufgefiihrte Materialien und Gerate sind bereits unter 3.2.1.1

bzw. 3.2.1.2 vermerkt.
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3.2.4.2 HPLC-ANALYTIK MIT UV-DETEKTION

Die HPLC-Analytik erfolgte in Anlehnung an das bei Axén et a/. [1992] beschriebene
Verfahren mit leichten Modifizierungen und wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
Auf eine radioaktive Markierung der Substanzen zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate wurde verzichtet. Da die 25-Hydroxylase-Aktivitat von CYP2D25
gegenuber la-Hydroxyvitamin D3 sehr viel hdher ist als gegenliber Vitamin Ds

[Postlind und Wikvall, 1988], wurde 1a-Hydroxyvitamin Ds als Substrat eingesetzt.

Angaben zur NP-HPLC:

HPLC-Pumpe

Autosampler
Detektor
Integrator

Stationare Phase

Mobile Phase
Flussrate

Detektion
Detektoreinstellungen
Laufzeit
Injektionsvolumen
Retentionszeiten

Angaben zur RP-HPLC:

HPLC-Pumpe

Autosampler
Detektor

Integrator

Stationare Phase
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Waters™ 600

Waters™ 600 Controller

Waters™ 717 plus

Waters™ 2487 Dual A Absorbance Detector
EZChrom™ Elite Software, Version 2.8.3
LiChrosorb® Si 60, 125x4 mm, 5 pm
Vorsaule: LiChrospher® Si 60, 4x4 mm, 5 pm
n-Hexan/Isopropanol (9:1, v/v)

0.7 ml/min

UV-Detektor: 265 nm

Aufs = 0.5

25 min

100 pl

lo-Hydroxyvitamin Ds: 8.0 = 0.5 min

1o, 25-Dihydroxyvitamin Ds: 16.5 £ 0.5 min

Waters™ 600

Waters™ 600 Controller

Wisp 710B, Millipore

Waters™ 2487 Dual A Absorbance Detector
EZChrom™ Software, Version 6.7
LiChrosorb® RP-18, 125x4 mm, 5 pm

Vorsdule: RP-select B, 4x4 mm, 5 pm
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Mobile Phase Methanol/Wasser (85:15, v/v)
Flussrate 0.5 ml/min

Detektion UV-Detektor: 265 nm
Detektionseinstellungen Aufs = 0.005

Laufzeit 60 min

Injektionsvolumen 100 pl

Retentionszeiten lo-Hydroxyvitamin Ds: 48.0 £ 0.5 min

1o, 25-Dihydroxyvitamin Ds: 9.0 = 0.5 min

3.2.4.3 IN VITROINKUBATIONSBEDINGUNGEN

3.2.4.3.1 Kalibrierung und Wiederfindung

Die quantitative Bestimmung des Metaboliten 1o,25-Dihydroxyvitamin Ds erfolgte
mithilfe einer 4-Punkt-Kalibrierung, wobei definierte Konzentrationen des Metaboliten
im Bereich von 2-10 pmol in einem Gesamtvolumen von 1 ml eines 50 mM
Trisacetatpuffers, pH 7.4 vermessen wurden. Dazu wurde eine 4 mM Stammldsung
des Metaboliten (gel6st in Isopropanol) zunachst 1:10000 mit Isopropanol verdiinnt.
Alle weiteren Verdlinnungsschritte wurden mit RP-FlieBmittel durchgefiihrt. Das
Injektionsvolumen betrug 100 pl.

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate enthielten die Ansdtze die bei der
Kalibrierung eingesetzten Konzentrationen des 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 sowie
lo-Hydroxyvitamin D3 und hitzedenaturierte Schweinelebermikrosomen. Die
Inkubation und anschlieBende Aufarbeitung erfolgten wie unter 3.2.3.4.2, 3.2.4.4
und 3.2.4.5 beschrieben.

3.2.4.3.2 Mikrosomale Enzympraparationen

Inkubationspuffer: 50 mM Trisacetatpuffer, pH 7.4
20 % Glycerol
0.1 mM EDTA

Der pH-Wert des Inkubationspuffers wurde mit konzentrierter Essigsaure eingestellt.
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Die Inkubationen wurden in einem Schuttelwasserbad bei 37°C unter aeroben
Bedingungen in GlasgefaBen durchgefiihrt. Ein typischer Inkubationsansatz setzte
sich aus 1 mg Protein (SLM bzw. rekombinantes CYP2D25 mit coexprimierter NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase) und 40 pg 1lo-Hydroxyvitamin D3 in  einem
Gesamtvolumen von 1 ml Trisacetatpuffer, pH 7.4 zusammen. Nach einer
dreiminttigen Vorinkubation im Wasserbad wurde die Reaktion durch Zugabe von
1.2 pmol NADPH gestartet. Nach 30 min wurde die Umsetzung durch Zugabe von

5 ml eines Gemisches aus 1,1,1-Trichlorethan/Methanol (2:1, v/v) abgestoppt.

3.2.4.4 PROBENAUFBEREITUNG

Nach Abstoppen der Reaktion wurden die Ansatze 1 min gevortext und 10 min bei
4000 rpm zentrifugiert. Die organische Phase wurde quantitativ mit einer Pipette
abgezogen. AnschlieBend wurden erneut 5 ml des Gemisches aus
1,1,1-Trichlorethan/Methanol (2:1, v/v) zur wassrigen Phase hinzugegeben,
gevortext und zentrifugiert. Beide organischen Phasen wurden in einem Spitzgefal3
vereinigt und unter N,-Begasung bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde in
130 pl NP-FlieBmittel aufgenommen, kurz gevortext und kurz zentrifugiert. 100 pl

dieser Probe wurden mittels NP-HPLC vermessen.

3.2.4.5 HPLC-TRENNUNG

Zunachst wurde eine erste Auftrennung der Substanzen (iber eine NP-HPLC
durchgefiihrt. Mithilfe eines Standards wurde die Retentionszeit des Metaboliten
bestimmt und eine Fraktion aufgefangen, die im Bereich der Retentionszeit £ 2 min
lag. Nach Eindampfen unter N;-Begasung wurde der Riickstand in 130 pl
RP-FlieBmittel aufgenommen, kurz gevortext und der RP-HPLC zugefiihrt. Das
Injektionsvolumen betrug wieder 100 pl. Auch hier wurde die Retentionszeit mithilfe

eines Standards Uberprift.
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3.2.5 LC/MS-ANALYTIK ZUR BESTIMMUNG DES METABOLITEN
10,25-DIHYDROXYVITAMIN D3

Das unter 3.2.4.2 beschriebene Verfahren wurde durch eine anschlieBende

MS-Analytik erweitert, um den Metaboliten quantitativ bestimmen zu kénnen. Die

NP-HPLC wurde entsprechend 3.2.4.2 durchgeflihrt. Bei der RP-HPLC ergaben sich

folgende Anderungen:

HPLC-Pumpe HP Series 1100 Binary Pump
Entgaser HP Series 1100 Degasser
Injektor Rheodyne 100 pl Probenschleife
Detektor HP Series 1100 Detector
Detektion UV-Detektion bei 265 nm

Mobile Phase A: Methanol/Wasser (85:15, v/v)

B: Methanol (100 %)

Gradientenprofil Laufzeit [min] A [%] B [%]
0-12 100 0
12-15 linearer Gradient auf 100 % B
15-18 0 100
18-20 linearer Gradient auf 100 % A
20-25 100 0

Laufzeit 25 min

Retentionszeiten lo-Hydroxyvitamin Ds: 21.3 £ 0.5 min

1o, 25-Dihydroxyvitamin Ds: 9.0 = 0.5 min

Angaben zum Massenspektrometer:

Massenspektrometer ESQUIRE~LC
Interface APCI
Nebulizer 7 psi

Dry Gas 4 |/min

Dry Temperatur 300°C

APCI Temperatur 450°C
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3.2.5.1 IN VITROINKUBATIONSBEDINGUNGEN

3.2.5.1.1 Direktkalibrierung, Kalibrierung und Wiederfindung

Zunachst wurde eine Direktkalibrierung an der LC/MS durchgefiihrt. Dazu wurden
definierte Konzentrationen (2, 5, 8 und 10 pmol) in RP-FlieBmittel hergestellt und
direkt, d.h. ohne jegliche Aufarbeitung, in die RP-HPLC-Anlage eingespritzt. Der
Vergleich dieser Direktkalibrierung mit der Kalibrierung und Wiederfindung, deren
Ansatze jeweils aufgearbeitet wurden (siehe 3.2.5.1.2, 3.2.5.2 und 3.2.5.3), sollte
verdeutlichen, wie hoch der Verlust an Metabolit allein durch das Ausschitteln,
Eindampfen und Auffangen ist.

Die quantitative Bestimmung des Metaboliten 1o,25-Dihydroxyvitamin Ds erfolgte
mithilfe einer 4-Punkt-Kalibrierung, wobei definierte Konzentrationen des Metaboliten
im Bereich von 2-10 pmol in einem Gesamtvolumen von 1 ml eines 50 mM
Trisacetatpuffers, pH 7.4 vermessen wurden. Dazu wurde eine 4 mM Stammldsung
des Metaboliten (gel6st in Isopropanol) zunachst 1:10000 mit Isopropanol verdiinnt.
Alle weiteren Verdlnnungsschritte wurden mit NP-FlieBmittel durchgefiihrt. Das
Injektionsvolumen betrug 100 pl. Die Kalibrierung wurde genauso inkubiert und
aufgearbeitet wie ein Ansatz der Wiederfindung.

Die Bestimmung der Wiederfindungsrate erfolgte wie unter 3.2.4.3.1 beschrieben.
Die Inkubation und anschlieBende Aufarbeitung erfolgten wie unter 3.2.5.1.2, 3.2.5.2
und 3.2.5.3 beschrieben.

3.2.5.1.2 Mikrosomale und mitochondriale Enzympraparationen aus
verschiedenen Organen und Spezies

Die Inkubationen wurden in Anlehnung an die Vorschrift von Hosseinpour et al.
[2001] durchgeflihrt. Sie wurden unter aeroben Bedingungen in einem
Schiittelwasserbad bei 37°C in GlasgefaBen inkubiert. Ein  typischer
Inkubationsansatz setzte sich aus 0.5 mg bzw. 1 mg Protein und 10 uM
lo-Hydroxyvitamin D3 in einem Gesamtvolumen von 1 ml Trisacetatpuffer, pH 7.4
zusammen. Auch hier wurde die Reaktion nach einer flinfminttigen Vorinkubation im
Schiittelwasserbad durch Zugabe von 1 mM NADPH gestartet.
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3.2.5.1.3 Rekombinante mikrosomale Enzympraparationen

Bei Ansatzen mit rekombinantem CYP2D25 aus Hefezellen, bei dem keine NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase coexprimiert wurde, musste die Reduktase exogen
hinzugefligt werden. Hier erfolgte zusatzlich zu dem unter 3.2.5.1.2 beschriebenen
Ansatz die Zugabe von 1 U humaner NADPH-Cytochrom P450-Reduktase-
Mikrosomen bzw. gereinigter humaner NADPH-Cytochrom P450-Reduktase. Die
Expression dieser Reduktasen erfolgte in Insektenzellen, die durch Baculoviren
infiziert worden waren. Die daraus isolierte NADPH-Cytochrom P450-Reduktase
wurde durch eine Affinitdtschromatographie nach der Methode von Yasukochi und
Masters [1976] gereinigt.

Bei den Ansatzen mit rekombinantem CYP2A13, das in S79-Zellen exprimiert wurde,
wurde analog verfahren. CYP2A13 wurde freundlicherweise von X. Zhang, New York,

USA zur Verfligung gestellt.

3.2.5.1.4 Mikrosomales rekonstituiertes System aus dem Schwein

Die Durchflihrung der Inkubation erfolgte wie unter 3.2.5.1.2 beschrieben. Ein
typischer Inkubationsansatz setzte sich aus 50 ug gereinigter
Benzamidoxim-Reduktase, 10 pM 1lo-Hydroxyvitamin Ds, 1 U humaner NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase-Mikrosomen bzw. gereinigter humaner NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase (rekombinant), 40 uM DLPC (gelést in 50 mM
Trisacetatpuffer, pH 7.4) und 1 mM NADPH in einem Gesamtvolumen von 1 ml
Trisacetatpuffer, pH 7.4 zusammen.

Bei einigen Ansatzen wurde auch 1 U der aus Schweineleber gereinigten NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase eingesetzt, um so ein vollstandig porcines
rekonstituiertes Enzymsystem zu erhalten. Diese Reduktase wurde freundlicherweise

von S. Friedrich zur Verfligung gestellt.

3.2.5.1.5 Mitochondriale rekombinante Enzympraparation

Die Zusammensetzung der Ansatze erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von

Pikuleva et al. [1997]. Neben 0.1 nmol humanem CYP27A waren im Ansatz noch
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2 nmol Adrenodoxin, 0.4 nmol NADPH-Adrenodoxin-Reduktase und 30 uM
lo-Hydroxyvitamin Ds in einem Gesamtvolumen von 1 ml eines 40 mM Phosphat-
puffers enthalten. Die Reaktion wurde nach einer finfminitigen Vorinkubation im
Schiittelwasserbad bei 37°C durch Zugabe von 1 mM NADPH gestartet.

Alle in diesen Inkubationsansatzen verwendeten Enzyme wurden freundlicherweise
von I. Pikuleva, Nashville, TN, USA flir diese Metabolismusstudien zur Verfiigung

gestellt.

3.2.5.2 PROBENAUFBEREITUNG

Bei dieser Methode erfolgte das Abstoppen der 30-miniitigen Inkubation durch
Zugabe von 5 ml Dichlormethan/Methanol (2:1, v/v). Die Ansdtze wurden 2 min
gevortext und anschlieBend 5 min bei 4000 U/min zentrifugiert. Die organische Phase
wurde mit einer Pipette quantitativ abgezogen und in ein Einwegreagenzglas mit
Gewinde Uberfihrt. AnschlieBend wurde die organische Phase unter N,-Begasung bis
zur Trockne eingedampft, in 110 pl NP-FlieBmittel aufgenommen, 30 sec gevortext,

kurz zentrifugiert und der NP-HPLC zugeflihrt. Das Injektionsvolumen betrug 100 pl.

3.2.5.3 LC/MS

Die HPLC-Trennung wurde wie unter 3.2.4.5 beschrieben durchgefiihrt. Zusatzlich
wurde die RP-HPLC mit einem Massenspektrometer gekoppelt, um den Metaboliten
eindeutig bestimmen zu kénnen. Die Ionisierung der Probe erfolgte durch die APCI-
Technik.

3.2.6 O-DEMETHYLIERUNG VON DEXTROMETHORPHAN ZU
DEXTRORPHAN

3.2.6.1 MATERIALIEN UND GERATE

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.

Dextrorphan (Sigma, Taufkirchen), Dextromethorphan (Sigma).
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An dieser Stelle nicht aufgeflihrte Materialien und Gerate sind bereits unter 3.2.1.1,
3.2.1.2, 3.2.3.1, 3.2.3.2 bzw. 3.2.4.1 vermerkt.

3.2.6.2 HPLC-ANALYTIK ZUR DETEKTION VON DEXTRORPHAN

Die HPLC-Analytik wurde in Anlehnung an die Arbeiten von Moller [1997] und

Harsdorf [1998] durchgefiihrt. Die Messungen wurden bei Raumtemperatur

durchgefihrt.

HPLC-Pumpe Waters™ 600
Waters™ 600 Controller

Autosampler Waters™ 717 plus

Detektor Waters™ 474 Scanning Fluorescence Detector

Integrator EZChrom™ Elite Software, Version 2.8.3

Stationare Phase Symmetry™ C18 (Waters); 250x4.6 mm, 5 um;
Vorsaule: Phenomenex® C18, 4x3 mm

Mobile Phase 1% Essigsaure in Aqua bidest., pH 4.5 (eingestellt mit
konz. NHs) / Acetonitril 70:30 (v/v)

Flussrate 0.9 ml/min

Detektion Fluoreszenzdetektor: Ex 227 nm, Em 311 nm

Detektoreinstellungen Gain: 100, Attenuation: 128

Laufzeit 20 min
Injektionsvolumen 10 pl
Retentionszeiten Dextrorphan: 4.3 = 0.2 min

Dextromethorphan: 8.5 £ 0.4 min
Das Essigsaure-Aqua bidest.-Gemisch wurde mithilfe einer Vakuumfiltrationseinheit

filtriert (Porendurchmesser 0.45 pm). Zur Entfernung des Sauerstoffs wurde das

FlieBmittel nach Zugabe des Acetonitrils in einem Ultraschallbad flir 15 min entgast.
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3.2.6.3 IN VITROINKUBATIONSBEDINGUNGEN

3.2.6.3.1 Kalibrierung und Wiederfindung

Zur Quantifizierung des Metaboliten Dextrorphan wurde eine 11-Punkt-Kalibrierung
erstellt, wobei definierte Konzentrationen des Metaboliten im Bereich von 0.1-50 uM
in einem Gesamtvolumen von 300 pl 100 mM Phosphatpuffer, pH 7.4 vermessen
wurden.

Die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde zeitgleich mit der Kalibrierung
durchgefiihrt. Diese Ansdtze enthielten die bei der Kalibrierung eingesetzten
Konzentrationen des Dextrorphans sowie Dextromethorphan und hitzedenaturierte
Schweinelebermikrosomen. Die Inkubation und anschlieBende Aufarbeitung erfolgten

wie unter 3.2.6.3.2 beschrieben.

3.2.6.3.2 Mikrosomale und rekombinante Enzympraparationen

Die Inkubationen wurden in einem Schuttelwasserbad bei 37°C unter aeroben
Bedingungen in 1.5 ml ReaktionsgefaBen durchgeflihrt. Ein typischer
Inkubationsansatz enthielt 0.5 mg SLM und 60 pM Dextromethorphan in einem
Gesamtvolumen von 300 pl 100 mM Phosphatpuffer, pH 7.4. Nach flunfmindtiger
Vorinkubation im Wasserbad wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 mM NADPH
gestartet. Nach 30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 300 pl eisgekiihltem
Methanol abgestoppt, flir 5 min geschittelt und bei 10000 U/min fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde per HPLC vermessen.

Bei rekombinanten Enzymprdaparationen bestand ein Inkubationsansatz fir
gewohnlich aus 0.5 mg rekombinantem Protein, 60 yM Substrat, 0.5 U NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase und 1mM NADPH in einem Gesamtvolumen von 300 pl
100 mM Phosphatpuffer, pH 7.4.
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3.2.7 AUFNAHME VON SUBSTRATBINDUNGSSPEKTREN

3.2.7.1 MATERIALIEN UND GERATE

Natriumdithionit (Fluka, Buchs, Schweiz), DMSO (Merck, Darmstadt), 70 pl UV-
Kivetten mikro (Brand, Wertheim);

Spectrophotometer Carey 50 Bio (Varian, Darmstadt).

An dieser Stelle nicht aufgeflihrte Materialien und Gerate sind bereits unter 3.2.1.1,
3.2.1.2, 3.2.3.1, 3.2.3.2 bzw. 3.2.4.1 vermerkt.

3.2.7.2 SUBSTRATBINDUNGSSPEKTREN MIT SCHWEINELEBERMIKROSOMEN

Zur Aufnahme von Substratbindungsspektren mit SLM wurden diese zunachst in
100 mM Phosphatpuffer, pH 7.4 auf eine Endkonzentration von 1 pM verdiinnt. Das
Substrat Benzamidoxim wurde in demselben Puffer gelést und daraus eine Lésung
mit einer Konzentration von 100 mM hergestellt.

Die Aufnahme von Bindungsspektren wurde nach folgendem Pipettierschema

durchgefihrt:
Probe Referenzwert
70 pl Enzympraparation 70 pl Enzympraparation
+ 1 pl Substratlésung + 1 pl Phosphatpuffer, pH 7.4
+ 1 pl Substratlésung + 1 pl Phosphatpuffer, pH 7.4
+ 1 pl Substratlésung + 1 pl Phosphatpuffer, pH 7.4
+ 5 pl Substratlésung + 5 pl Phosphatpuffer, pH 7.4

Zu Beginn der Messungen wurde ein Absolutspektrum der jeweiligen
Enzympraparation gegen 100 mM Phosphatpuffer in einem Wellenlangenbereich von
360 bis 500 nm bei Raumtemperatur aufgenommen. Nach Ermittlung der Basislinie
wurde Substratlésung nach oben aufgefiihrtem Pipettierschema in die Probenkiivette

pipettiert und anschlieBend ein Differenzspektrum gegen die Referenzkiivette, in die
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statt Benzamidoxim in steigender Menge Phosphatpuffer gegeben wurde,

aufgenommen.

3.2.7.3 SUBSTRATBINDUNGSSPEKTREN MIT REKOMBINANTEM CYP2D25
(OHNE COEXPRIMIERTE NADPH-CYTOCHROM P450-REDUKTASE)

Die Zusammensetzung der Ansatze und die Vermessung erfolgten wie unter 3.2.7.2
beschrieben, allerdings besaBen die Enzympraparationen eine Endkonzentration von
0.6 uM.
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3.3 ERGEBNISSE

3.3.1 VERGLEICH VON CYP2D-ISOENZYMEN UNTERSCHIEDLICHER
SPEZIES
In Tab. 3-2 werden die Aminosdauresequenzen weiterer CYP2D-Isoenzyme
verschiedener Spezies in den entsprechenden Abschnitten zu den Peptiden der BAO-
Reduktase miteinander verglichen. In Maus und Ratte sind noch weitere CYP2D-
Isoenzyme bekannt; in dieser Tabelle wird aber nur jeweils ein Isoenzym der
jeweiligen Spezies beispielhaft herausgegriffen. CYP2D2 (Ratte) und CYP2D9 (Maus)
katalysieren  jeweils  Reaktionen  sowohl im  Lipid-, Steroid-  bzw.
Fettsauremetabolismus als auch den Abbau von Xenobiotika [Wong et al, 1989;
Hiroi et al, 2002]. Beim Vergleich der einzelnen Peptidfragmente fallt auf, dass
Peptid 1 deutliche Unterschiede innerhalb der verschiedenen Saugetierarten zeigt.
Wahrend die Fragmente des CYP2D25 und der Benzamidoxim-Reduktase zwar
identisch sind, sind die Fragmente aus Maus und Ratte bis auf wenige Aminosauren
vollig verschieden. Hingegen sind die Fragmente aus Mensch und Affe in diesem
Bereich einander sehr ahnlich und unterscheiden sich lediglich in vier Aminosauren.
Peptid 2 hingegen ist bei fast allen Isoenzymen identisch. Lediglich CYP2D2 zeigt
zwei Aminosdureaustausche. Das spricht fir einen stark konservierten Bereich
innerhalb der CYP2D-Isoenzyme in allen Spezies.
Im dritten Peptid sind die Unterschiede weniger gravierend als im ersten. Meist sind
nur drei Aminosauren gegeniiber den Fragmenten des dritten Proteins ausgetauscht.
Affe und Mensch unterscheiden sich in diesem Fragment sogar nur in einer einzigen
Aminosaure. Nach neuesten Erkenntnissen liegt im dritten Peptidfragment der
BAO-Reduktase kein Austausch des Isoleucins gegen Methionin mehr vor (siehe
4.3.1). Somit besteht eine 100 %ige Homologie zwischen den aufgefiihrten Peptiden
der BAO-Reduktase und CYP2D25. Auffallig ist, dass alle anderen Isoenzyme der
verschiedenen Spezies an dieser Position ein Methionin aufweisen.
Daraus lasst sich schlieBen, dass die Fragmente der Benzamidoxim-Reduktase eine
hohe Homologie zu CYP2D-Isoenzymen verschiedener Spezies aufweisen, wodurch

eine eindeutige Zuordnung zu CYP2D mdglich ist [Clement et a/, 1997]. Nach dieser

131



IN VITRO BIOTRANSFORMATIONSSTUDIEN

Sequenzanalyse sind CYP2D25 und die Benzamidoxim-Reduktase voéllig identisch,

sodass angenommen werden kann, dass beide Enzyme dieselben Reaktionen

katalysieren kénnen.

Tab. 3-2 Vergleich der Aminosiduresequenzen der drei Peptidfragmente der
Benzamidoxim-Reduktase mit den entsprechenden Bereichen
anderer CYP2D-Isoenzyme verschiedener Spezies
Sus scrofa = Schwein; Homo sapiens = Mensch; Mus musculus = Maus; Rattus
norvegicus = Ratte; Macaca fascicularis = Affe; -: identische Aminosdure wie in den
Peptidfragmenten der Benzamidoxim-Reduktase.

Genbank Accession Numbers: 2 046658; ® 04HUD1; ©P11714 ; @ P10634; © Q29488

Spezies Fragment Aminosauresequenz

S. scrofa Peptidi M L K L L D L V L E G L K E E

S. scrofa CYyP2D25* - - - - - - - - - - - - - -

H. sapiens cYyP2be® F - R - - - - A Q - - - - - -

M. musculus CyP2D° L I R M - K V L E Q S - T -V
R.norvegicus CYP2D2 F N R M - K T L K - S F G -

M. fascicularis CyP2D17* F - R - F - - T H - A - - - -

S. scrofa Peptid2 M I L H P D V Q R R V Q Q E I D
S. scrofa CyP2D25 - - - - - - - - - - - - - - - -
H. sapiens CYP2D6 S e T R S
M. musculus CYP2D9 e T R B
R. norvegicus  CYP2D2 - - - - - - - - - - - H E - - -
M. fascicularis CypP2D17 - - - - - - - - - - - - - - - -
S. scrofa Peptid3 D E V I G H V R Q P E I

S. scrofa CyP2D25 - - - - - - - - - - - -

H. sapiens CYP2D6 - b - - --Q - - R - - M

M. musculus CYP2D9 - - - - - Q - - H - - M

R. norvegicus  CYP2D2 - - - - - Q - - R - - M

M. fascicularis cypP2D17 - - - - - Q - - R - - M
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3.3.2

3.3.2.1

CHARAKTERISIERUNG DER ENZYMQUELLEN

SPEZIFISCHE CYTOCHROM P450-GEHALTE UND PROTEINGEHALTE
DER VERWENDETEN ENZYMPRAPARATIONEN

Nach der Gewinnung der einzelnen Enzympraparationen wurden sowohl der
Proteingehalt nach der unter 3.2.2.1 beschriebenen BCA-Methode als auch der P450-
Gehalt (siehe 3.2.2.2) nach Omura und Sato [1964] bestimmt. Die Ergebnisse sind in

Tab. 3-3 zusammengefasst.

Tab. 3-3

Charakterisierung der verwendeten Enzymprédparationen

Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus je zwei separaten Messungen.
S: Schwein, H: Human, L: Leber, N: Niere; n.d.: nicht detektierbar. Die mit einem
Stern (*) gekennzeichneten Werte sind Literaturwerte [Deters, 2002 bzw. Mau, 2002].
Die HL-Mikrosomen wurden bei der Firma Gentest/BD Biosciences kauflich erworben.

°: Angaben des Herstellers; #: Praparation von M. Hidestrand, Stockholm, Karolinska
Institut. Bei diesen Mikrosomen ist die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase

coexprimiert. Die Gehalte wurden in Stockholm bestimmt.

Enzympraparation

spez. Cytochrom P450-

Proteingehalt [mg/ml] Gehalt [nmol/mg]

SL-Mikrosomen
SN-Mikrosomen
SL-Mitochondrien
SN-Mitochondrien
HL-Mikrosomen

HL-Mitochondrien

37.50
44.40°
56.13"
50.06°
20.00°
21.29

0.102
0.22
0.19"
0.36"
0.42°
0.31

Rekombinante

Proteingehalt [mg/ml]

spez. Cytochrom P450-

Enzympraparation Gehalt [pmol/mg]
CYP2D25* 7.0 33.00
CYP2D25 D3 (010404) 12.5 79.84
CYP2D25 B1 (010404) 14.5 96.45
V60A1 D2 (010404) 5.2 n.d.
Wildtyp W(N) (010404) 14.4 n.d.
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3.3.2.2 CHARAKTERISIERUNG DES GEREINIGTEN DRITTEN PROTEINS

Das nach der unter 3.2.1.5.1 beschriebenen Methode gereinigte dritte Protein wies
einen Proteingehalt von 2.7 mg/ml und einen spezifischen Cytochrom P450-Gehalt

von 2.72 nmol/mg auf.

3.3.2.3 BESTIMMUNG DER NADH-CYTOCHROM Bs-REDUKTASE-AKTIVITAT

Die nach 3.2.1.5.2 gereinigte NADH-Cytochrom bs-Reduktase wies eine Aktivitat
(siehe 3.2.2.3) von 0.182 U/ul und einen Proteingehalt von 1.842 mg/ml auf.

3.3.2.4 BESTIMMUNG DES PROTEINGEHALTS VON CYTOCHROM Bs

Der Proteingehalt des Cytochrom bs wurde nach der unter 3.2.2.1 beschriebenen
Methode bestimmt und betrug 2.18 mg/ml.

Das in E. coli rekombinant exprimierte humane Cytochrom bs der Firma MBL wies
einen Proteingehalt von 0.8 mg/ml mit einer spezifischen Aktivitat von 60 nmol/mg

auf.

3.3.2,5 AKTIVITATSBESTIMMUNG DER NADPH-CYTOCHROM P450-
REDUKTASE

Die humanen NADPH-Cytochrom P450-Reduktase-Mikrosomen und die gereinigte
humane NADPH-Cytochrom P450-Reduktase wurden bei der Firma Gentest/BD
Biosciences gekauft. Die Aktivitdt der Mikrosomen betrug 21.01 U/ml, die der
gereinigten humanen Reduktase 555.6 U/ml.

Die aus der Schweineleber gereinigte Reduktase zeigte eine Aktivitat von 14.7 U/ml
[Friedrich, 2003].
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3.3.3 REDUKTION VON BENZAMIDOXIM zU BENZAMIDIN

3.3.3.1 KALIBRIERUNG UND WIEDERFINDUNG

Zur quantitativen Bestimmung des aus Benzamidoxim gebildeten Benzamidins wurde
eine Kalibrierung und Wiederfindung mit der unter 3.2.3.3 beschriebenen
HPLC-Analytik durchgefliihrt. Abb. 3-1 zeigt die durch jeweils lineare Regression
erhaltene Ausgleichsgerade der Kalibrierung und der Wiederfindung. Alle Funktionen
der Kalibrierungen und Wiederfindungen waren in dem untersuchten

Konzentrationsbereich linear.

1,8e+5 -
1,6e+5
1,4e+5
1,2e+5
1,0e+5
8,0e+4 -

6,0e+4 -

Fldche Benzamidin [Vxs]

4,0e+4

® Kalibrierung
v Wiederfindung

2,0e+4 -

0,0 B T T T T 1
0 10 20 30 40 50

nmol Benzamidin/Ansatz

Abb. 3-1 Kalibrierung und Wiederfindung von Benzamidin

Die Signalflachen sind die Mittelwerte £ SD aus n = 2 Inkubationen, jeweils 2x

vermessen; Kalibrierung r = 0.998; Wiederfindung r = 0.999.
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3.3.3.2 IN VITRO REDUKTION VON BENZAMIDOXIM ZU BENZAMIDIN DURCH
MIKROSOMEN UND MITOCHONDRIEN AUS DER SCHWEINELEBER

Die Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin wurde zunachst mit mikrosomalen

und mitochondrialen Praparationen aus dem Schwein (Uberprift. Sowohl

SL-Mikrosomen als auch SL-Mitochondrien reduzierten Benzamidoxim (siehe

Tab. 3-4). Die Umsetzungsrate konnte durch Zusatz von gereinigter NADH-

Cytochrom bs-Reduktase und Cytochrom bs sogar um 60 % gesteigert werden,

wodurch eine Beteiligung beider Enzyme bestatigt wird.

Tab. 3-4 Reduktion von Benzamidoxim durch verschiedene Praparationen aus

der Schweineleber

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte = SD von mindestens zwei separaten

Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden.

Inkubationsansatz nmol Benzamidin * min™ * mg Protein™
SL-Mikrosomen komplett 18.38 + 1.22
SL-Mikrosomen ohne NADH 1.47 £ 0.61
SL-Mikrosomen + bs-Reduktase + bs 29.46 = 0.73
SL-Cytosol komplett 1.92 + 0.04
SL-Mitochondrien komplett 16.95 + 0.85

3.3.3.3 IN VITRO REDUKTION VON BENZAMIDOXIM zZU BENZAMIDIN DURCH
DAS REKONSTITUIERTE SYSTEM AUS DEM SCHWEIN

Auch die Aktivitat des rekonstituierten Systems im Benzamidoxim-Reduktase-Assay
musste getestet werden und gewahrleistet sein, um es auch flir andere Assays, wie
z.B. im lo-Hydroxyvitamin Ds 25-Hydroxylase-Assay, einsetzen zu koénnen. Die
Ansatze setzten sich wie unter 3.2.3.4.2 beschrieben zusammen. Wie aus Tab. 3-5
ersichtlich wird, zeigte das komplette rekonstituierte System, bestehend u.a. aus der
Benzamidoxim-Reduktase, Cytochrom bs und der NADH-Cytochrom bs-Reduktase,

hohe Umsetzungsraten. Ansatze, denen entweder eines der drei Enzyme fehlte oder
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die kein Cosubstrat NADH enthielten, zeigten keine oder nur sehr geringe
Umsetzungsraten.  Zur  Berechnung der Umsetzungsraten wurde  der
Gesamtproteingehalt, der sich z.B. beim Komplettansatz aus allen drei Enzymen

zusammensetzte, herangezogen.

Tab. 3-5 Reduktion von Benzamidoxim durch das rekonstituierte System aus

der Schweineleber

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte = SD von mindestens zwei separaten

Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden.

Inkubationsansatz nmol Benzamidin * min™ * mg Protein™
rekonst. System komplett 24.23 £ 3.16
ohne Cytochrom bs n.d.
ohne Cytochrom bs-Reduktase 2.86 + 0.09
ohne Benzamidoxim-Reduktase 0.049 + 0.003
ohne NADH n.d.

Nach Stiborova et al [2001] wurde eine Methode entwickelt, bei der das dritte
Protein zusammen mit Cytochrom bs, NADH-Cytochrom bs-Reduktase und einem
Gemisch aus Liposomen, CHAPS und Glutathion in HEPES-Puffer rekonstituiert wurde
(siehe 3.2.3.4.2). Wie aus Tab. 3-6 hervorgeht, wurde durch das rekonstituierte
System sowohl in Phosphatpuffer als auch in HEPES-Puffer unter Zusatz des
Gemisches Benzamidin gebildet, jedoch waren die Umsetzungsraten in HEPES-Puffer
gegenuber Phosphatpuffer um den Faktor 4 verringert. Wurde dabei eine
Proteinkomponente bzw. das Cosubstrat durch HEPES-Puffer ersetzt, konnte keine

Benzamidin-Bildung detektiert werden.
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Tab. 3-6 Reduktion von Benzamidoxim durch das rekonstituierte System aus
der Schweineleber nach Stiborova et al. [2001]
Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte £ SD von mindestens zwei separaten

Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden.

Der ,Mix" setzte sich aus Liposomen, CHAPS und Glutathion zusammen.

Inkubationsansatz nmol Benzamidin * min™ * mg Protein™
rekonst. System komplett in
Phosphatpuffer + DLPC 7.98 £0.15
rekonst. System komplett in
Phosphatpuffer + Mix 10.48 £ 0.23
rekonst. System komplett in HEPES-
Puffer + DLPC 4.69 % 0.08
rekonst. System komplett in HEPES-
Puffer + Mix 2.38 £0.08
ohne Cytochrom bs n.d.
ohne Cytochrom bs-Reduktase n.d.
ohne Benzamidoxim-Reduktase n.d.
ohne NADH n.d.

nmol Benzamidin * min™

ohne Protein n.d.

3.3.3.4 IN VITRO REDUKTION VON BENZAMIDOXIM ZU BENZAMIDIN DURCH
REKOMBINANTES CYP2D25 MIT COEXPRIMIERTER NADPH-
CYTOCHROM P450-REDUKTASE

3.3.3.4.1 Umsetzungen von Benzamidoxim mit rekombinantem
CYP2D25

Bei einer so groBen strukturellen Ahnlichkeit zwischen der Benzamidoxim-Reduktase
und der Vitamin D3 25-Hydroxylase (CYP2D25) (siehe 3.3.1) lag die Vermutung nahe,
dass es sich bei beiden Enzymen um dasselbe Protein handeln kdnnte oder dass
zumindest Uberlappende Substratspezifitdten vorhanden sein miissten, wenn es sich
um zwei einander sehr ahnliche Enzyme handelte. Daher wurde auch die Aktivitat
des rekombinanten CYP2D25, das freundlicherweise von M. Hidestrand fiir diese

Studien zur Verfiigung gestellt wurde, im Benzamidoxim-Reduktase-Assay getestet.
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Bei diesem CYP2D25 war die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase coexprimiert, d.h.
sie war auch bei den reduktiven Umsetzungen immer im Reaktionsansatz vorhanden,
obwohl sie eigentlich nur bei oxidativen Untersuchungen enthalten sein muss.
Ansonsten setzten sich die Ansdtze wie unter 3.2.3.4.3 beschrieben zusammen.
Abb. 3-2 fasst die Ergebnisse der reduktiven Umsetzung von Benzamidoxim in

Abhangigkeit von der Zusammensetzung des Inkubationsansatzes zusammen.
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Abb. 3-2 Reduktion von Benzamidoxim durch rekombinantes CYP2D25 mit
coexprimierter NADPH-Cytochrom P450-Reduktase

Die Umsetzungsraten sind die Mittelwerte £ SD aus je 2 Inkubationen, jeweils 2x
vermessen. * Statistisch signifikanter Unterschied zu Komplettansatzen P < 0.001

(Student's t-Test fiir ungleiche Varianzen).

Der komplette Ansatz zeigte kaum Reduktase-Aktivitdt. Verzichtete man hingegen
auf die Zugabe von CYP2D25, erhielt man deutlich hdéhere Umsetzungsraten.
Vermutlich sind die gereinigten Fraktionen des Cytochrom bs und der

NADH-Cytochrom bs-Reduktase in geringen Mengen mit drittem Protein verunreinigt,
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sodass dennoch geringe Umsetzungen detektiert werden kénnen. Es war aber schon
von Clement et al. [1997] entdeckt worden, dass auch Cytochrom bs und NADH-
Cytochrom bs-Reduktase allein in der Lage sind, diese Reduktion zu katalysieren.
Wurde entweder Cytochrom bs, die NADH-Cytochrom bs-Reduktase oder das
Cosubstrat NADH durch Puffer ersetzt, konnte keine Reduktion zu Benzamidin
detektiert werden. Der deutliche Unterschied zwischen den Umsetzungsraten des
Komplettansatzes im Vergleich zum Ansatz ohne CYP2D25 belegt eine Hemmung der

Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin durch CYP2D25-Mikrosomen.

3.3.3.4.2 Einfluss des pH-Wertes auf die Reduktion von Benzamidoxim

Der fiir die BAO-Reduktion ermittelte optimale pH-Wert liegt bei 6.3 [Mdller, 1997].
Eine Testreihe beim physiologischen pH-Wert 7.4 konnte keine Steigerung in der

Umsetzung bewirken (Tab. 3-7).

Tab. 3-7 Reduktion von Benzamidoxim durch CYP2D25 mit coexprimierter
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase bei unterschiedlichen
PpH-Werten

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte = SD von mindestens zwei separaten

Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden.

Inkubationsansatz pH 6.3 pH 7.4

nmol Benzamidin * min™ * mg Protein™

Komplettansatz (0.5 mqg) 0.076 £+ 0.054 0.041 £ 0.009
Komplettansatz (1.0 mg) 0.046 + 0.037 0.031 £+ 0.007
ohne Cytochrom bs- 0.015 + 0.004 0.010 % 0.002
Reduktase

ohne CYP2D25 1.321 + 0.004 0.844 £ 0.130
ohne NADH n.d. n.d.
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3.3.3.4.3 Einfluss von Superoxid-Dismutase und Tetrahydrobiopterin

Es lag die Vermutung nahe, dass moglicherweise die in dem Reaktionsansatz
vorhandene coexprimierte NADPH-Cytochrom P450-Reduktase einen inhibitorischen
Effekt auf die Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin haben kénnte. Daher
wurde den unter 3.2.3.4.3 beschriebenen Inkubationsansatzen 150 U SOD
hinzugefligt, um einen Effekt zu unterbinden, der auf in Gegenwart von Reduktase
gebildetes Superoxidradikalanion zurlickzufiihren ist. Es konnte keine Steigerung in
der Umsetzungsrate detektiert werden. Sie wurde sogar um die Halfte verringert.

Denkbar war auch das Fehlen mdglicher Aktivatoren, die bei der BAO-Reduktase
automatisch  mitgereinigt wurden und daher wahrscheinlich in den
Inkubationsansatzen mit gereinigtem dritten Protein vorhanden waren. Deshalb
wurde zu den Inkubationsansatzen mit rekombinanten Enzympraparationen (siehe
3.2.3.4.3) 10 uM Tetrahydrobiopterin (BH4) hinzugegeben. Es konnte keine

Steigerung in der Umsetzungsrate verzeichnet werden.

3.3.3.4.4 Inhibitorischer Effekt der CYP2D25-Mikrosomen mit
coexprimierter NADPH-Cytochrom P450-Reduktase

Um den vermuteten inhibitorischen Effekt dieser CYP2D25-Mikrosomen zu
untersuchen (siehe 3.3.3.4.1), wurden zundchst SL-Mikrosomen allein und dann in
Kombination mit CYP2D25 inkubiert. Wie aus Abb. 3-3 ersichtlich wird, hemmte die
CYP2D25-Praparation signifikant.
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Abb. 3-3 Reduktion von Benzamidoxim durch SL-Mikrosomen allein und in
Kombination mit CYP2D25

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte = SD von mindestens zwei separaten
Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden. * Statistisch
signifikanter Unterschied zu dem jeweiligen Komplettansatz P < 0.001 (Student's

t-Test fiir ungleiche Varianzen); SLM: Schweinelebermikrosomen.

3.3.3.4.5 Untersuchung moglicher Inhibitoren

Es wurde der Einfluss verschiedener Reagenzien, die zur Gewinnung der CYP2D25-
Mikrosomen verwendet wurden, in Kombination mit SL-Mikrosomen getestet. Zu den
unter 3.2.3.4.4 beschriebenen Inkubationsansatzen wurde jeweils ein Reagenz in der
in den CYP2D25-Mikrosomen vorkommenden Konzentration hinzugegeben: 50 mM
Tris, 20 % Glycerol, 1 mM EDTA, 0.6 M Sorbitol bzw. 100 mM KCI. Abb. 3-4 zeigt,
dass die untersuchten Reagenzien keinen inhibitorischen Effekt auf die Reduktion

aufwiesen.
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Abb. 3-4

nmol Benzamidin * min™ * mg Protein™
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Auswirkung méglicher Inhibitoren auf die Reduktion durch SLM

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte = SD von mindestens zwei separaten

Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden.

Weiterhin wurde der Einfluss des Proteasen-Inhibitoren-Cocktails Complete® auf die
Reduktion von BAO durch SLM getestet (siehe Abb. 3-5). Dazu wurde eine Tablette
in 50 ml Aqua bidest. und eine andere in 100 mM Phosphatpuffer, pH 6.3 geldst. Den

unter 3.2.3.4.4 aufgefiihrten Inkubationsansatzen wurde der Protease-Inhibitor in

verschiedenen Mengen zugesetzt. Es konnte keine Hemmung in der Umsetzung

durch Zugabe des Inhibitors festgestellt werden.
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Abb. 3-5 Reduktion von BAO durch SLM in Anwesenheit des Proteasen-
Inhibitoren-Cocktails Complete®

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte = SD von mindestens zwei separaten

Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden.

3.3.3.5 IN VITRO REDUKTION VON BENZAMIDOXIM ZU BENZAMIDIN DURCH
REKOMBINANTES CYP2D25 AUS SACCHAROMYCES CEREVISIAE

3.3.3.5.1 Umsetzung von Benzamidoxim mit rekombinantem CYP2D25
ohne coexprimierte NADPH-Cytochrom P450-Reduktase

Des Weiteren wurden auch CYP2D25-Mikrosomen auf reduktive Eigenschaften
getestet, die keine coexprimierte NADPH-Cytochrom P450-Reduktase enthielten. Die
Ergebnisse sind in Tab. 3-8 zusammengefasst. Auch in diesen Mikrosomen fand keine
Umsetzung von Benzamidoxim zu Benzamidin statt. Sowohl CYP2D25 B1* als auch
Mikrosomen, die aus V60A1 D2 gewonnen wurden und kein CYP2D25 enthielten,
zeigten vergleichbare Umsetzungsraten. Auch beim Wildtyp W(N), der ebenfalls kein
CYP2D25 exprimierte, konnte keine Umsetzung von BAO zu BA detektiert werden.
Fehlte entweder Cytochrom bs, die NADH-Cytochrom bs-Reduktase oder das

Cosubstrat, konnte keine Umsetzung registriert werden. Setzte man hingegen nur
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Cytochrom bs und die NADH-Cytochrom bs-Reduktase und kein drittes Protein hinzu,

waren die Umsetzungsraten deutlich héher.

Tab. 3-8 Reduktion von Benzamidoxim durch CYP2D25 (ohne coexprimierte
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase), V60A1 und Wildtyp W(N)

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte = SD von mindestens zwei separaten
Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden. Die einzelnen
Buchstaben und Ziffern hinter der Mikrosomenbezeichnung geben die Bezeichnung
der jeweiligen Transformante wieder. V60A1 und der Wildtyp W(N) enthalten beide
kein CYP2D25; -: nicht untersucht.

Inkubationsansatz CYP2D25 B1* V60A1 D2 Wildtyp W(N)

nmol Benzamidin * min™ * mg Protein™

Komplettansatz 0.072 £ 0.010 0.072 £+ 0.002 0.036 £+ 0.001
mit DLPC 0.040 = 0.003 - -

ohne Cytochrom bs n.d. n.d. n.d.
ohne CYP2D25 B1* 0.662 + 0.057 0.868 + 0.171 0.842 + 0.055
ohne NADH n.d. n.d. n.d.

Aus anderen Transformanten gewonnene CYP2D25-Mikrosomen wurden ebenfalls
hinsichtlich ihrer Reduktase-Aktivitat untersucht. Auch hier fand keine Reduktion zu
Benzamidin statt.

AuBerdem wurde die Reduktase-Aktivitat der aus pYeDP60 CYP2D25 gewonnenen
Mikrosomen in Anwesenheit eines Gemisches aus Liposomen, CHAPS und Glutathion
(siehe 3.2.3.4.3) in HEPES-Puffer untersucht. Wie aus Tab. 3-9 hervorgeht, konnte
auch durch den Zusatz des Gemisches keine Benzamidin-Bildung detektiert werden.
Vergleicht man diese Werte mit denen aus Tab. 3-8, sind die Umsetzungsraten in

HEPES-Puffer sogar um den Faktor 10 verringert.
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Tab. 3-9 Reduktion von Benzamidoxim durch rekombinantes CYP2D25 nach
Stiborova et al. [2001]
Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte £ SD von mindestens zwei separaten

Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden.
Der ,Mix" setzte sich aus Liposomen, CHAPS und Glutathion zusammen; n.d.: nicht

detektierbar.
Inkubationsansatz CYP2D25 B1 V60A1 C1
nmol Benzamidin * min™ * mg Protein™
Komplettansatz 0.004 £ 0.002 n.d.
Komplettansatz + Mix 0.008 £ 0.002 n.d.
ohne Cytochrom bs n.d. n.d.
onne Cytochrom b 0.003 + 0.001 n.d.
ohne CYP2D25 B1 n.d. n.d.
ohne NADH n.d. n.d.
ohne Benzamidoxim n.d. n.d.

3.3.3.5.2 Einfluss steigender Konzentrationen an Cytochrom bs, NADH-
Cytochrom bs-Reduktase bzw. rekombinantem Protein auf die
Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin

Des Weiteren wurde untersucht, ob eine Konzentrationsanderung von Cytochrom bs,
NADH-Cytochrom bs-Reduktase bzw. rekombinantem Protein eine Auswirkung auf die
Reduktion von Benzamidoxim zeigt. Bei Erhéhung der Cytochrom bs-Konzentration
blieb die Umsetzungsrate unbeeinflusst (Abb. 3-6). Auch nach steigender Zugabe von
NADH-Cytochrom bs-Reduktase konnte keine vermehrte Reduktion zu Benzamidin

gemessen werden (Abb. 3-7).
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Abb. 3-6 Reduktion von Benzamidoxim durch rekombinantes CYP2D25 durch

steigende Konzentrationen von Cytochrom bs

Die Inkubationen und Aufarbeitungen erfolgten nach der unter 3.2.3.4.3
beschriebenen Methode.
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Abb. 3-7 Reduktion von Benzamidoxim durch rekombinantes CYP2D25 durch
steigende Konzentrationen von NADH-Cytochrom bs-Reduktase

Die Inkubationen und Aufarbeitungen erfolgten nach der unter 3.2.3.4.3
beschriebenen Methode.
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Nach Abb. 3-8 bewirkte eine Erhdhung der Proteinmenge an CYP2D25 auch eine
Steigerung der Umsetzungsrate. Wurde jedoch im Vergleich dazu die aus dem
Wildtyp gewonnene Proteinmenge erhdht, konnten ebenfalls steigende

Umsetzungsraten detektiert werden.

0,30 A
0,25 A
0,20 A
0,15 ~

0,10 ~

nmol Benzamidin * min'1

0,053 —e— CYP2D25

—&— Wildtyp

0,00 T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Proteinmenge [mg]

Abb. 3-8 Reduktion von Benzamidoxim durch rekombinantes CYP2D25 in
steigenden Konzentrationen im Vergleich zu steigenden

Proteinkonzentrationen aus dem Wildtyp

3.3.3.5.3 Testung auf einen inhibitorischen Effekt durch CYP2D25-
Mikrosomen aus Saccharomyces cerevisiae

Die aus Schweden stammenden Mikrosomen zeigten einen inhibitorischen Effekt bei
einer gemeinsamen Inkubation mit SL-Mikrosomen (siehe 3.3.3.4.4). Auch die
CYP2D25-Mikrosomen ohne NADPH-Cytochrom P450-Reduktase-Coexpression
wurden auf ihren potenziell hemmenden Effekt getestet (siehe Tab. 3-10). Es konnte
keine Hemmung bei der Umsetzung von BAO durch SLM bei gleichzeitiger

Anwesenheit von CYP2D25-Mikrosomen festgestellt werden.
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Tab. 3-10 Reduktion von Benzamidoxim durch SLM in Anwesenheit von
CYP2D25 (ohne coexprimierte NADPH-Cytochrom P450-Reduktase)

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte = SD von mindestens zwei separaten
Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden. Die Angaben
erfolgen in der Einheit [nmol BA * min'], um aufgrund des unterschiedlichen

Gesamtproteingehalts eine Vergleichbarkeit der Werte zu erzielen.

Inkubationsansatz nmol Benzamidin * min™
SLM komplett 9.999 + 0.622
SLM + CYP2D25 D3 9.751 = 0.036
SLM + CYP2D25 B1 9.564 = 0.008
SLM + V60A1 D2 11.678 + 0.021

3.3.3.5.4 Coinkubation mit CYP2E1

Es sollte untersucht werden, ob die Anwesenheit sowohl von CYP2D25 als auch von
CYP2E1 (siehe 4.3.1) erforderlich ist, BAO zu reduzieren. Dazu wurden beide
Isoenzyme einmal separat und einmal zusammen inkubiert (Tab. 3-11), um die
Werte miteinander vergleichen zu kénnen. Es konnte keine Steigerung in der

Umsetzungsrate erzielt werden.

Tab. 3-11 Coinkubation von CYP2D25 mit CYP2E1

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte = SD von mindestens zwei separaten

Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden.

Inkubationsansatz nmol Benzamidin * min™ * mg Protein™
CYP2D25 komplett 0.055 + 0.003
CYP2E1 komplett 0.041 + 0.007
CYP2D25 + CYP2E1 komplett 0.026 £ 0.003
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3.3.3.6 IN VITRO REDUKTION VON BENZAMIDOXIM ZU BENZAMIDIN DURCH
REKOMBINANTES CYP2D25' AUS SF9-ZELLEN

Auch das in Insektenzellen exprimierte CYP2D25' (siehe 2.2.1.3.4 und 2.2.1.3.7)
wurde auf die Fahigkeit der Reduktion von Benzamidoxim getestet. Es konnte keine

Benzamidin-Bildung detektiert werden.

3.3.3.7 IDENTIFIZIERUNG DES GEBILDETEN BENZAMIDINS MITTELS HPLC

Benzamidin konnte im Anschluss an die Inkubation und Aufarbeitung mittels HPLC
nachgewiesen werden, wobei ein Vergleich mit dem synthetisch hergestellten
Standard die Identitdt des im Ansatz gebildeten Benzamidins bestatigte. Abb. 3-9
zeigt HPLC-Chromatogramme einer Inkubation von Benzamidoxim mit der BAO-
Reduktase im rekonstituierten System im Vergleich zu Ansatzen mit CYP2D25 bzw.
V60A1. Der Unterschied in den Umsetzungsraten bei Einsatz verschiedener
Enzympraparationen wird hier deutlich. Wahrend im rekonstituierten System mit der
BAO-Reduktase Benzamidin gebildet wird, sind die Umsetzungsraten bei CYP2D25

und V60A1 nahezu identisch und zu dem sehr gering.
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Abb. 3-9

2000

1500
Benzamidin

1000 +

L1

500

)
l
f
4
|
1
!
I
]

5 10 15 20 25 30
Zeit [min]
——— BAO-Reduktase
— V60A1
------- CYP2D25

HPLC-Chromatogramme von Inkubationen mit BAO-Reduktase im
rekonstituierten System im Vergleich mit V60A1 bzw. CYP2D25

enthaltenden Anséatzen

Die Inkubationen und Aufarbeitungen erfolgten nach der unter 3.2.3.4.2 und 3.2.3.4.3

beschriebenen Methode.
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3.3.4 OXIDATION VON 10a~-HYDROXYVITAMIN D3 zU
10,25-DIHYDROXYVITAMIN D3

3.3.4.1 BISHERIGE METHODE MIT UV-DETEKTION

Bei der bisherigen Analytik zur Detektion von 1a,25-Dihydroxyvitamin D; [Axén et
al, 1992] wurden zwei aufeinander folgende HPLC-Trennungen eingesetzt (siehe
3.2.4.2). Der entstehende Metabolit wurde durch die NP-HPLC zunachst von anderen
lipophilen, auch ausschiittelbaren Substanzen getrennt. Durch die sich anschlieBende
Trennung mittels RP-HPLC erfolgte dann die Quantifizierung des Metaboliten.

Neben dem Metabolitenpeak war eine Verunreinigung mit derselben Retentionszeit
vorhanden (siehe Abb. 3-10), die nicht durch die NP-HPLC abgetrennt werden
konnte. Somit war die Quantifizierung des Metaboliten nicht mdglich.

Aus diesem Grund wurde die bestehende Methode durch Kopplung des zweiten

HPLC-Systems mit einem Massenspektrometer weiterentwickelt.

1,2e+6 1
Verunreinigung

[
1,0e+6 -
Metabolit
8,0e+5 /

6,0e+5

A265

4,0e+5 A

2,0e+5

Zeit [min]

Abb. 3-10 Reprasentatives RP-HPLC-Chromatogramm einer Inkubation von
1a-Hydroxyvitamin D; mit CYP2D25 (mit coexprimierter NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase) nach UV-Detektion bei 265 nm

Die Inkubation und Aufarbeitung erfolgten nach der unter 3.2.4.3.2 und 3.2.4.4

beschriebenen Methode.
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3.3.4.2 ENTWICKLUNG EINER NEUEN LC/MS-METHODE ZUR DETEKTION VON
10,25-DIHYDROXYVITAMIN D5

3.3.4.2.1 Charakterisierung des Metaboliten 1¢,25-Dihydroxyvitamin D3

Zur Identifizierung des 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds wurden aus den jeweils
aufgenommenen Massenspektren drei Ionenchromatogramme ausgewahlt, die den
Metaboliten kennzeichnen. Drei Ionen mit m/z 399, 381 und 363 wurden

ausgewertet, da sie flir das 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds charakteristisch sind
(Abb. 3-11).
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Abb. 3-11 Ionen-Chromatogramm zur Charakterisierung des Metaboliten
1a,25-Dihydroxyvitamin D;

Vermessen wurden 10 pmol eines synthetisch hergestellten Standards. Die Ionen mit
m/z 399, 381 und 363 sind fiir den Metaboliten charakteristisch.

Da auch Verunreinigungen zur gleichen Zeit wie der Metabolit eluiert wurden,
wurden zur eindeutigen Charakterisierung neben den drei Ionen auch die relativen

Intensitaten der Ionen zueinander betrachtet. Wie aus Abb. 3-12 hervorgeht, wies
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das Ion mit m/z 399 die geringste Intensitat auf, wahrend die Ionen mit m/z 363 und
381 eine deutlich héhere Intensitdt zeigten. Das Ion mit m/z 381 besaB im Vergleich
die hdchste Intensitdt. War dieses Ionenverhdltnis gegeben, konnten alle drei

Ionenspuren zur quantitativen Auswertung herangezogen werden.
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Abb. 3-12 APCI-Massenspektrum des Metaboliten 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds

Vermessen wurden 10 pmol eines synthetisch hergestellten Standards. Das Verhaltnis

der drei Ionen zueinander ist fir die quantitative Auswertung entscheidend.

3.3.4.2.2 Charakterisierung des Substrates 1a-Hydroxyvitamin D;

Auch flr das Substrat konnten drei charakteristische Ionen mit m/z 401, 383 und
365 gefunden werden, indem synthetisch hergestellter Standard in definierten

Konzentrationen, geldst in Isopropanol bzw. RP-FM, vermessen wurde.

3.3.4.2.3 Charakterisierung der Verunreinigungen

Im HPLC-Chromatogramm der Abb. 3-10 ist bei ca. 8 min deutlich ein

Verunreinigungspeak zu erkennen, der eine Quantifizierung mittels UV-Detektion
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unmoglich macht. Diesem Verunreinigungspeak konnten verschiedene Ionen
zugeordnet werden: zum einen das Ion mit m/z 335, zum anderen die Ionen mit
m/z 282 und 268. Daraufhin wurden Substrat, Metabolit, Isopropanol und RP-FM auf
mogliche Verunreinigungen untersucht.

Die Verunreinigung mit m/z 335 konnte einer Verunreinigung aus dem Lésungsmittel
Isopropanol zugeordnet werden. Diese Verunreinigung konnte im UV nicht detektiert
werden, sodass Messung und Auswertung dadurch nicht behindert wurden. Die
Verunreinigungen mit m/z 282 bzw. 268 konnten weder dem Substrat, Metaboliten,
Isopropanol noch dem RP-FM zugeordnet werden. Erst nach Aufarbeitung der
inkubierten Ansatze traten sie auf. Vermutlich stammten diese Verunreinigungen aus
den Enzympraparationen und waren daher immer im Inkubationsansatz vorhanden.
Durch die massenspektrometrische Detektion ist es moglich, nur den Metaboliten
durch m/z 399, 381 und 363 zu quantifizieren.

3.3.4.2.4 Untersuchung des 1,1,1-Trichlorethans

Im Rahmen der Validierung der analytischen Methode wurde herausgefunden, dass
das verwendete TCE nur eine Reinheit von ca. 95 % besaB und zahlreiche
Verunreinigungen enthielt. Des Weiteren wurde beim Vermessen von
Inkubationsansatzen festgestellt, dass das Verhdltnis der Ionenintensitaten
zueinander nicht dem des synthetischen Standards entsprach. Dies sprach flr eine
koeluierende Verunreinigung, die auch Ionen mit m/z 381 lieferte. Daraufhin wurde
ein TCE/MeOH-Gemisch (2:1) per APCI-MS vermessen, wodurch das Auftreten einer
erhohten Intensitat des Ions 381 bei ca. 9 min verifiziert werden konnte. Aus diesem
Grund wurde 1,1,1-Trichlorethan durch Dichlormethan ersetzt und ein DCM/MeOH-
Gemisch (2:1) ebenfalls auf die drei Ionenspuren untersucht. Das Dichlormethan
zeigte keine Ionenbildung mit m/z 399, 381 oder 363 und war ebenso in der Lage,
1o, 25-Dihydroxyvitamin Ds aus der wassrigen Phase zu extrahieren. Somit wurde
zum Ausschiitteln der Ansatze bei der Aufarbeitung statt 1,1,1-Trichlorethan

Dichlormethan eingesetzt.
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3.3.4.2.5 Charakteristische Fragmentierung des
10,25-Dihydroxyvitamin D3

Abb. 3-13 zeigt die durch APCI mdgliche Bildung der charakteristischen Fragmente
des Metaboliten. 1o,25-Dihydroxyvitamin D3 lagert zundchst ein H™ aus dem
Methanol an. Dieses nun gebildete Molekiilkation ist instabil und fragmentiert unter
den angegebenen APCI-Bedingungen vollstandig, wobei entweder ein, zwei oder drei
Wasser-Molekiile abgespalten werden kdnnen. So lassen sich die Ionenspuren 399,
381 und 363 erklaren, die zur quantitativen Bestimmung des gebildeten Metaboliten

herangezogen wurden.

HON “Uon HON “UIoH

+ +
[M+H] [M- H,0+H]

MW: 416.65 m/z 399

nicht gemessen

+
[M-3 H,0+H]
m/z 363

+
[M-2 H,0+H]

m/z 381
Abb. 3-13 Mogliche Fragmentierung von 1o,25-Dihydroxyvitamin Ds

Durch Abspaltung von ein, zwei oder drei Wassermolekiilen kénnen Molekiilkationen
mit m/z 399, 381 und 363 detektiert werden.
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3.3.4.3 KALIBRIERUNG UND WIEDERFINDUNG

Zur quantitativen Bestimmung des 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 wurde eine
Direktkalibrierung, Kalibrierung und Wiederfindung mit der unter 3.2.5.3
beschriebenen HPLC-Analytik durchgefiihrt. Abb. 3-14 zeigt die durch jeweils lineare
Regression erhaltene Ausgleichsgerade der Direktkalibrierung, Kalibrierung und der
Wiederfindung. Alle Funktionen der Direktkalibrierungen, Kalibrierungen und
Wiederfindungen waren in dem untersuchten Konzentrationsbereich linear. Fiir die
Direktkalibrierung wurden definierte Konzentrationen des Metabolitenstandards ohne
Aufarbeitung in die zweite HPLC-Anlage injiziert und mittels LC/MS vermessen,
wahrend die Ansatze der Kalibrierung bzw. Wiederfindung wie unter 3.2.4.4
beschrieben aufgearbeitet wurden.

Durch den Unterschied in den Steigungen der Direktkalibrierung und der Kalibrierung
bzw. Wiederfindung wird deutlich, dass eine sehr groBe Menge an Metabolit durch

die Aufarbeitung verloren geht und somit der Detektion entzogen wird.
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Abb. 3-14  Kalibrierung und Wiederfindung von 1a,25-Dihydroxyvitamin D;

Die Bestimmungen verliefen im Konzentrationsbereich von 2-10 pmol/Ansatz linear.
Die Signalfldchen sind die Mittelwerte + SD aus n = 2 verschiedenen Inkubationen;
Direktkalibrierung r = 0.998; Kalibrierung r = 0.987; Wiederfindung r = 0.976.

3.3.44 IN VITRO OXIDATION VON 1o-HYDROXYVITAMIN D; Zzu
10,25-DIHYDROXYVITAMIN D3 DURCH MIKROSOMEN

Abb. 3-15 zeigt einen Vergleich der Umsetzung von 1la-Hydroxyvitamin Ds durch
Mikrosomen verschiedener Spezies und Organe.

Die humanen Lebermikrosomen flihrten zu signifikant hoheren Umsetzungsraten als
die aus dem Schwein isolierten Mikrosomen. In Schweinenieren-Mikrosomen konnte
ebenfalls eine Umsetzung zu 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds; detektiert werden. Die
Umsetzungsrate war jedoch geringer als bei den aus porciner bzw. humaner Leber
gewonnenen Mikrosomen. Wurde das Cosubstrat NADPH gegen Puffer ersetzt,
konnte keine Metabolisierung zu 1a,25-Dihydroxyvitamin D5 festgestellt werden.
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Abb. 3-15 Bildung von 1a0,25-Dihydroxyvitamin D; durch Mikrosomen

verschiedener Spezies und Organe

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte £ SD von mindestens zwei separaten
Inkubationsansdtzen angegeben. Die Inkubationsbedingungen und die Aufarbeitung
sind im Methodenteil beschrieben. * Statistischer Unterschied zu Inkubationsansatzen
mit humanen Lebermikrosomen P < 0.001 (Student's t-Test fiir ungleiche Varianzen);
SLM: Schweinelebermikrosomen; SNM: Schweinenierenmikrosomen; HLM: Humane

Lebermikrosomen.

3.3.4.5 IN VITRO OXIDATION VON 1o-HYDROXYVITAMIN D; Zzu
10,25-DIHYDROXYVITAMIN D3 DURCH MITOCHONDRIEN

lo-Hydroxyvitamin Ds wird auch durch Mitochondrien in 1a,25-Dihydroxyvitamin D3
umgewandelt. Abb. 3-16 fasst die Umsetzungsraten der enzymatisch katalysierten
Reaktionen in Abhangigkeit von der Organ- bzw. Speziesquelle zusammen.

Schweinelebermitochondrien zeigten signifikant hoéhere Umsetzungsraten als

Mitochondrien aus porciner Niere bzw. aus humaner Leber. Wurde kein NADPH
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hinzugesetzt, konnte bei keiner der Mitochondrienpraparationen eine Umsetzung

detektiert werden.

Abb. 3-16
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Bildung von 10,25-Dihydroxyvitamin D; durch Mitochondrien

verschiedener Spezies und Organe

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte £ SD von mindestens zwei separaten
Inkubationsansdtzen angegeben. Die Inkubationsbedingungen und die Aufarbeitung
sind im Methodenteil beschrieben. * Statistischer Unterschied zu Inkubationsansatzen
mit SL-Mitochondrien P < 0.001 (Student's t-Test flir ungleiche Varianzen).
SLMt: Schweinelebermitochondrien; SNMt: Schweinenierenmitochondrien;

HLMt: Humane Lebermitochondrien.

3.3.4.6 IN VITRO OXIDATION VON 1o-HYDROXYVITAMIN D; zu

10,25-DIHYDROXYVITAMIN D; DURCH REKOMBINANTE ENZYME

Auch rekombinant exprimierte Enzyme wie CYP2D25 (mit coexprimierter NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase), CYP27A1, CYP2D25' (aus Insektenzellen) und CYP2A13
wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit untersucht, 1la-Hydroxyvitamin D; an der Position

Cus zu hydroxylieren. Tab. 3-12 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Das mitochondriale Enzym CYP27A1 zeigt eine fast 70000-fach hdhere
Umsetzungsrate als das mikrosomale  CYP2D25. Die Bildung von
1o, 25-Dihydroxyvitamin Ds; durch CYP2A13 konnte hingegen nicht detektiert werden.

Tab. 3-12 Oxidation von  1a-Hydroxyvitamin D; durch verschiedene

rekombinante Enzyme

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte £ SD von mindestens zwei separaten
Inkubationsansatzen angegeben, die mit der neu entwickelten LC/MS-Methode
vermessen wurden. Die Inkubationsbedingungen und die Aufarbeitung sind unter
3.2.5.1.3 und 3.2.5.2 beschrieben.

Rekombinantes Enzym  pmol 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds * min™ * mg Protein™

CYP2D25 (Hefe) 0.94 + 0.17
CYP2D25 ohne NADPH n.d.
CYP27A1 63800 + 3700
CYP27A1 ohne NADPH n.d.
CYP2D25' (579-Zellen) n.d.
CYP2A13 n.d.
CYP2A13 ohne NADPH n.d.

3.3.4.7 IN VITRO OXIDATION VON 10-HYDROXYVITAMIN D; zu
10,25-DIHYDROXYVITAMIN D3 DURCH DIE AUS SCHWEINELEBER
ISOLIERTE BENZAMIDOXIM-REDUKTASE
Das aus Schweinelebermikrosomen gereinigte dritte Protein wurde nach Zusatz
verschiedener NADPH-Cytochrom P450-Reduktasen hinsichtlich der 25-Hydroxylase-
Aktivitat untersucht. Die Inkubationsbedingungen und die Aufarbeitung erfolgten
nach der unter 3.2.5.1.4 und 3.2.5.2 beschriebenen Methode. Wie Tab. 3-13 zeigt,
ergaben sich deutliche Unterschiede in den Umsetzungsraten in Abhangigkeit von der
eingesetzten Reduktase. Wurden Mikrosomen der in Insektenzellen exprimierten
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase verwendet, konnte keine 25-Hydroxylase-
Aktivitat gemessen werden. Als jedoch die aus diesen Zellen aufgereinigte humane

Reduktase den Inkubationsansazen zugefligt wurde, zeigte das dritte Protein
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25-Hydroxylase-Aktivitat. Nach Komplettierung des porcinen rekonstituierten Systems
konnte auch eine Umsetzung zu 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 detektiert werden.

Ohne das Cosubstrat NADPH war die Benzamidoxim-Reduktase nicht in der Lage,
unabhangig von der eingesetzten NADPH-Cytochrom P450-Reduktase,
1lo-Hydroxyvitamin Ds zu hydroxylieren.

Wurde die Benzamidoxim-Reduktase durch Puffer ersetzt, konnte nur bei der
gereinigten porcinen NADPH-Cytochrom P450-Reduktase eine Umsetzung detektiert
werden. Diese war allerdings deutlich héher als bei dem aquivalenten Ansatz, bei
dem die Benzamidoxim-Reduktase im Ansatz vorhanden war (Daten nicht

aufgefiihrt).
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Tab. 3-13 Umsetzung von 1a-Hydroxyvitamin Ds; durch die Benzamidoxim-
Reduktase nach Zusatz verschiedener NADPH-Cytochrom P450-
Reduktasen
Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte £ SD von mindestens zwei separaten

Inkubationsansatzen angegeben, die mit der neu entwickelten LC/MS-Methode

vermessen wurden.

Inkubationsansatz pmol 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 * min™ * mg Protein™

3. Protein

mit Reduktase-Mikrosomen n.d.
(human)

3. Protein

mit gereinigter Reduktase 2.41 £ 0.23
(human)

3. Protein

mit gereinigter Reduktase 1.733 + 0.005
(porcin)

3. Protein n.d
ohne NADPH o
3. Protein

ohne Reduktase n.d.

pmol 1a,25-Dihydroxyvitamin Dz * min™

ohne 3. Protein, nur

Reduktase-Mikrosomen n.d.
(human)

ohne 3. Protein, nur

gereinigte Reduktase n.d.
(human)

ohne 3. Protein, nur

gereinigte Reduktase 0.25 + 0.09
(porcin)

Abb. 3-17 zeigt zwei HPLC-Chromatogramme im Vergleich, die nach Inkubation von
drittem Protein zum einen mit humanen Reduktase-Mikrosomen und zum anderen
mit gereinigter humaner NADPH-Cytochrom P450-Reduktase nach der ersten HPLC-
Trennung erhalten wurden. Deutlich ist die Bildung des Metaboliten durch das dritte

Protein in Kombination mit der aufgereinigten Reduktase zu erkennen, wahrend nach
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Zusatz von Reduktase-Mikrosomen kaum eine Bildung von 1a,25-Dihydroxy-

vitamin D3 zu detektieren war.

2000

Metabolit 1o, 25-Dihydroxyvitamin D,

1500

1000

A, (relative Einheiten)

500

5 10 15 20 25
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Abb. 3-17 HPLC-Chromatogramme nach der nur durch Normalphase
getrennten Inkubationen von drittem Protein mit (1) humanen

Reduktase-Mikrosomen und (2) gereinigter humaner Reduktase

Die Zusammensetzung des Inkubationsansatzes sowie die Aufarbeitung erfolgten nach
der unter 3.2.5.1.4 beschriebenen Methode.

3.3.4.8 IN VITRO OXIDATION VON 1a-HYDROXYVITAMIN D; zu
10,25-DIHYDROXYVITAMIN D; DURCH REKOMBINANTES CYP2D25

(OHNE COEXPRIMIERTE NADPH-CYTOCHROM P450-REDUKTASE),
V60A1 uND WILDTYP W(N)

Bei der Umsetzung von la-Hydroxyvitamin D3 mit rekombinantem CYP2D25, bei dem
die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase nicht coexprimiert worden war und aus
diesem Grund exogen hinzugesetzt werden musste, konnte 25-Hydroxylase-Aktivitat
festgestellt werden (Abb. 3-18). In Abhangigkeit von der verwendeten
Transformante konnten unterschiedliche Umsetzungsraten gemessen werden. Es
ergaben sich auch Unterschiede bezliglich der Aktivitat durch die Wahl der Reduktase
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und der eingesetzten Proteinmenge. Beim Einsatz von 1 mg Protein (Ansatz 1 in
Abb. 3-18) zeigte sich eine deutlich héhere Umsetzungsrate als bei Ansatzen, in
denen nur 0.5 mg Protein verwendet worden waren (Ansatze 2-6 in Abb. 3-18). Die
Ansatze 3 und 4 unterschieden sich nur in der zugegebenen Reduktase. In Ansatz 3
wurden Reduktase-Mikrosomen eingesetzt, wahrend in Ansatz 4 die gereinigte
humane Reduktase verwendet wurde. Der Wechsel der unterschiedlichen Reduktase
fuhrte zu einer hdheren Umsetzungsrate in Ansatz 4.

Sowohl die aus V60A1 als auch die aus dem Wildtyp W(N) gewonnenen Mikrosomen
zeigten keine 25-Hydroxylase-Aktivitdt. Somit ergab sich flir die CYP2D25
enthaltenden Mikrosomen eine signifikant hdéhere Umsetzungsrate als fir die
Mikrosomen, die keine Vitamin D3 25-Hydroxylase enthielten.

Wurde NADPH in den Inkubationsansatzen gegen Puffer ersetzt, konnte bei keiner
der Enzympraparationen eine Umsetzung zu 1lo,25-Dihydroxyvitamin Ds; detektiert

werden (Daten nicht aufgeflihrt).
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Abb. 3-18 Bildung von 1a,25-Dihydroxyvitamin D; durch rekombinantes
CYP2D25 (ohne coexprimierte NADPH-Cytochrom P450-Reduktase),
V60A1 und Wildtyp W(N)

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte £ SD von mindestens zwei separaten
Inkubationsansdtzen angegeben. Die Inkubationsbedingungen und die Aufarbeitung
sind im Methodenteil beschrieben. * Statistischer Unterschied zu Komplettansatzen
mit CYP2D25 B1* P < 0.1 (Student's t-Test fiir ungleiche Varianzen).

3.3.4.9 IDENTIFIZIERUNG DES GEBILDETEN 10,25-DIHYDROXYVITAMIN D3
MITTELS LC/MS

Durch /n vitro Studien unter Verwendung mikrosomaler und mitochondrialer
Enzympraparationen verschiedener Organe und Spezies konnte die Metabolisierung
von lo-Hydroxyvitamin D3 zu 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 mit der neu entwickelten
LC/MS-Methode nachgewiesen werden.

Abb. 3-19 zeigt ein reprasentatives Chromatogramm eines kompletten

Inkubationsansatzes nach Umsetzung von 1loa-Hydroxyvitamin Dz mit humanen
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Lebermitochondrien mit den drei fiir den Metaboliten charakteristischen Ionenspuren
399, 381 wund 363. Die Retentionszeit des synthetisch hergestellten
1o, 25-Dihydroxyvitamin D;  stimmt mit der des Metaboliten (berein.
1o, 25-Dihydroxyvitamin D3 wies eine Retentionzeit von 9.0 £ 0.5 min auf, wahrend
das Substrat 1a-Hydroxyvitamin D3 durch den Gradienten bereits bei 21.3 £ 0.5 min

eluiert wurde.
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Abb. 3-19 Reprasentatives Chromatogramm nach Inkubation von
1a-Hydroxyvitamin Ds; mit humanen Lebermitochondrien

Die Zusammensetzung des Inkubationsansatzes sowie die Aufarbeitung erfolgten nach
der unter 3.2.5.1.2 und 3.2.5.2 beschriebenen Methode.
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3.3.5 O-DEMETHYLIERUNG VON DEXTROMETHORPHAN ZU
DEXTRORPHAN

3.3.5.1 KALIBRIERUNG UND WIEDERFINDUNG

Zur Quantifizierung des aus Dextromethorphan durch O-Demethylierung gebildeten
Dextrorphans wurde eine Kalibrierung und Wiederfindung mit der unter 3.2.6.2
beschriebenen HPLC-Analytik durchgefiihrt. Abb. 3-20 zeigt die durch jeweils lineare
Regression erhaltene Ausgleichsgerade der Kalibrierung und der Wiederfindung. Alle
Funktionen der Kalibrierungen und Wiederfindungen waren in dem untersuchten

Konzentrationsbereich linear.

4e+6 T

3e+6 1

2e+6

Flache Dextrorphan [Vxs]

le+6

® Kalibrierung
v Wiederfindung

T T T 1

0 10 20 30 40 50

Konzentration Dextrorphan [uM]

Abb. 3-20 Kalibrierung und Wiederfindung von Dextrorphan

Die Signalflachen sind die Mittelwerte £ SD aus n = 2 Inkubationen, jeweils 2x

vermessen; Kalibrierung r = 0.9995; Wiederfindung r = 0.9996.
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3.3.5.2 I~V VITRO O-DEMETHYLIERUNG VON DEXTROMETHORPHAN ZU
DEXTRORPHAN DURCH SLM UND CYP2D25 (MIT COEXPRIMIERTER
NADPH-CYTOCHROM P450-REDUKTASE)
Um die bereits etablierte HPLC-Analytik zu testen, wurden Inkubationen mit SLM und
rekombinantem CYP2D25 mit coexprimierter NADPH-Cytochrom P450-Reduktase
in vitro mit Dextromethorphan und NADPH vermessen. Dextromethorphan wird
sowohl von SLM als auch von CYP2D25 zu Dextrorphan umgesetzt, wahrend die
Bildung des Metaboliten bei Ersatz des Cosubstrates durch Puffer nur in geringem
MaBe detektiert werden konnte (Tab. 3-14).

Tab. 3-14 O-Demethylierung von Dextromethorphan durch SLM und CYP2D25
(mit coexprimierter NADPH-Cytochrom P450-Reduktase)

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte £ SD von mindestens zwei separaten
Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden. Die Inkubation
und die Aufarbeitung erfolgten wie unter 3.2.6.3.2  beschrieben;

SLM: Schweinelebermikrosomen.

Inkubationsansatz nmol Dextrorphan * min™! * mg Protein™
SLM 2.289 £ 0.076
SLM ohne NADPH 0.062 £ 0.005
CYP2D25 1.544 + 0.092
CYP2D25 ohne NADPH 0.081 £ 0.013

3.3.5.3 IN VITRO O-DEMETHYLIERUNG VON DEXTROMETHORPHAN ZU
DEXTRORPHAN DURCH CYP2D25 (OHNE COEXPRIMIERTE NADPH-
CYTOCHROM P450-REDUKTASE) IM VERGLEICH zUu V60A1 UND
WILDTYP W(N)

Abb. 3-21 zeigt die Umsetzungsraten im Dextromethorphan-Assay, die nach Einsatz

von rekombinantem CYP2D25, V60A1 und Wildtyp W(N) erhalten wurden. Bei allen

Ansatzen musste die humane NADPH-Cytochrom P450-Reduktase exogen

hinzugesetzt werden, um auf diese Weise das Enzymsystem zu rekonstituieren.

CYP2D25-Praparationen zeigten im Vergleich zu aus V60A1 bzw. Wildtyp W(N)
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gewonnenen

Mikrosomen signifikant hdhere Umsetzungsraten. Wurde auf den Zusatz

von NADPH verzichtet, wurden die Umsetzungsraten signifikant geringer.

Mikrosomen

aus V60A1 zeigten sowohl im Komplettansatz als auch ohne Cosubstrat

vergleichbare Umsetzungsraten. Beim Wildtyp hingegen konnte keine Umsetzung von

Dextromethorphan zu Dextrorphan detektiert werden.
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Abb. 3-21
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Umsetzung zu Dextrorphan durch CYP2D25, V60A1 und
Wildtyp W(N)

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte £ SD von mindestens zwei separaten
Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden. Die
Inkubationsbedingungen und die Aufarbeitung sind im Methodenteil beschrieben.

* Statistischer Unterschied zu Inkubationsansatzen mit CYP2D25 P < 0.001 (Student's
t-Test flir ungleiche Varianzen). Die Buchstaben- und Zahlenkombination hinter der
jeweiligen Praparation gibt die Transformante an, aus der die Mikrosomen gewonnen

wurden.
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3.3.5.4 UNTERSUCHUNG EINER INHIBITORISCHEN WIRKUNG VON CYP2D25
(OHNE COEXPRIMIERTE NADPH-CYTOCHROM P450-REDUKTASE),
V60A1 unD WILDTYP W(N) AUF DIE O-DEMETHYLIERUNG VON
DEXTROMETHORPHAN
Bei einer Inkubation von SLM zusammen mit den in Saccharomyces cerevisiae
exprimierten Enzympraparationen konnte gezeigt werden, dass die Umsetzung zu
Dextrorphan nicht inhibiert wird (Tab. 3-15). Nach Zusatz von CYP2D25 und V60A1
war sie sogar erhoht, wobei durch CYP2D25 mehr Dextrorphan pro Minute gebildet
wurde als bei Verwendung von V60Al. Bei Zusatz von Mikrosomen, die aus dem
Wildtyp der Hefe gewonnen wurden, konnte eine leicht verringerte Umsetzungsrate

detektiert werden.

Tab. 3-15 O-Demethylierung von Dextromethorphan durch SLM in
Anwesenheit von CYP2D25 (ohne coexprimierte NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase), V60A1 und Wildtyp W(N)

Die Umsetzungsraten sind als Mittelwerte = SD von mindestens zwei separaten
Inkubationsansatzen angegeben, die jeweils 2x vermessen wurden. Die Angaben
erfolgten in der Einheit [nmol Dextrorphan * min], um die Werte besser miteinander

vergleichen zu kdnnen, da sie sich im Gesamtproteingehalt unterscheiden.

Inkubationsansatz nmol Dextrorphan * min™
SLM komplett 1.387 + 0.003
SLM +CYP2D25 1.947 + 0.071
SLM + V60A1 1.585 + 0.068
SLM + Wildtyp W(N) 1.019 + 0.025

3.3.5.5 IDENTIFIZIERUNG DES GEBILDETEN DEXTRORPHANS MITTELS HPLC

Im Anschluss an die Inkubationen von Dextromethorphan mit rekombinantem
CYP2D25 konnte Dextrorphan mittels HPLC anhand der Retentionszeit als Metabolit
nachgewiesen werden, wobei ein Vergleich mit einem synthetisch hergestellten
Standard die Identitdt bestatigte. Abb. 3-22 zeigt zwei reprasentative
Chromatogramme nach Inkubationen von Dextromethorphan mit CYP2D25 bzw.
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V60A1, wobei deutlich wird, dass der Metabolit Dextrorphan nur in Anwesenheit von
CYP2D25 gebildet wird. Wurde dagegen V60A1 in den Inkubationsansatzen
eingesetzt, konnte keine Umsetzung detektiert werden.
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Abb. 3-22 Reprasentative HPLC-Chromatogramme, erhalten nach Inkubationen
von Dextromethorphan mit CYP2D25 (ohne coexprimierte
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase) im Vergleich zu V60A1

Die Inkubationen und Aufarbeitungen erfolgten nach der unter 3.2.6.3.2
beschriebenen Methode. Die gepunktete feine Linie stellt das nach Inkubation mit
V60A1 erhaltene Chromatogramm dar, die durchgezogene Linie das nach Inkubation
mit CYP2D25 detektierte Chromatogramm.

3.3.6 SUBSTRATBINDUNGSSPEKTREN

3.3.6.1 BINDUNG VON BAO IN SCHWEINELEBERMIKROSOMEN

Die Aufnahme von Bindungsspektren mit Benzamidoxim als Substrat erfolgte nach
der unter 3.2.7.2 aufgefihrten Methode. In Abb. 3-23 ist das
Substratbindungsspektrum in SLM nach Zugabe verschiedener Konzentrationen von

Benzamidoxim dargestellt. Es ergab sich ein Mischspektrum mit einem Maximum bei

172



IN VITRO BIOTRANSFORMATIONSSTUDIEN

408 nm und einem Minimum bei 424 nm bei einer Absorptionsdifferenz von 0.017,
das keine klare Zuordnung zu einem bestimmten Typ I- bzw. Typ II-Spektrum
erlaubt [Testa, 1995c]. Wie aus Abb. 3-23 ersichtlich wird, war schon bei 1.4 uM
BAO die Sattigungskonzentration erreicht.

0,01 -
0,00 -
0,01
g 0024

< 0,03
-0,04

\ / .................. 4.1 |JM BAO

005 ] . —  28uMBAO

. 1.4 uM BAO

-0,06 : ' ' ! ' ' I
380 400 420 440 460 480 500

Wellenlange [nm]

Abb. 3-23  Substratbindungsspektren in Schweinelebermikrosomen

Bildung eines Differenzspektrums nach Zugabe von 1.4, 2.8 und 4.1 uM
Benzamidoxim. Es konnte ein Maximum bei 408 nm und ein Minimum bei 424 nm

detektiert werden.

3.3.6.2 BINDUNG VON BAO DURCH CYP2D25 (OHNE COEXPRIMIERTE
NADPH-CYTOCHROM P450-REDUKTASE)

Auch die rekombinant exprimierte Vitamin D3 25-Hydroxylase wurde hinsichtlich ihrer
Bindungsfahigkeit von BAO untersucht (Abb. 3-24). Steigende Konzentrationen von
BAO wurden zu den Probenkiivetten hinzugegeben, aber selbst bei einer
Konzentration von 10.3 pM BAO konnte weder ein Maximum noch ein Minimum

detektiert werden.
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Abb. 3-24  Substratbindungsspektren mit CYP2D25

Bildung eines Differenzspektrums nach Zugabe von 0, 1.4, 2.8, 4.1 und 10.3 uM
Benzamidoxim. Es konnte weder ein Maximum noch ein Minimum detektiert werden.
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3.4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die Benzamidoxim-Reduktase
mit der Vitamin D3 25-Hydroxylase identisch ist oder ob es sich bei diesen beiden
Enzymen aufgrund mdglicher (berlappender Substratspezifitaiten um zwei sehr
ahnliche CYP2D-Varianten handeln kénnte. In vorangegangenen Studien konnte
bereits gezeigt werden, dass die drei untersuchten Peptidfragmente der
Benzamidoxim-Reduktase eine 98 %ige Homologie zu CYP2D25 aufwiesen [Moller,
1997; Berger, 2002]. Die Fragestellung erschien umso interessanter, als der in den
neuesten Sequenzierungen gefundene Aminosaureaustausch von Isoleucin gegen

Methionin nicht wieder bestatigt werden konnte (siehe Kapitel 4).

3.4.1 REDUKTION VON BENZAMIDOXIM ZU BENZAMIDIN

Zunachst wurde rekombinantes CYP2D25 mit coexprimierter NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase nach erfolgreicher Aktivitatstestung im
lo-Hydroxyvitamin Ds-Assay auf seine reduktiven Eigenschaften im Benzamidoxim-
Reduktase-Assay getestet. Uberraschenderweise konnte keine Umsetzung zu
Benzamidin detektiert werden. Stattdessen wurde ein inhibitorischer Effekt durch die
eingesetzten CYP2D25-Mikrosomen bei einer Coinkubation mit SLM festgestellt.
Daher stellte sich die Frage, ob die coexprimierte NADPH-Cytochrom P450-Reduktase
einen inhibitorischen Effekt auf die Reduktion haben kdnnte, da sie normalerweise
nur bei oxidativen Umsetzungen hinzugesetzt werden muss. Sowohl nach Zusatz von
Superoxid-Dismutase, die den hemmenden Einfluss der NADPH-Cytochrom P450-
Reduktase auf die Reduktion von BAO zu BA unterbinden soll [Clement et a/., 1997],
als auch von einem potenziellen Aktivator Tetrahydrobiopterin konnte die
Umsetzungsrate nicht gesteigert werden. Zudem wurden verschiedenste Reagenzien
getestet, die bei der Aufarbeitung und Mikrosomenherstellung von CYP2D25
verwendet wurden, aber auch hier konnten keine hemmenden Eigenschaften dieser
Reagenzien aufgezeigt werden.

Aus diesen Griinden wurde mit der Expression von CYP2D25 ohne die Coexpression

der NADPH-Cytochrom P450-Reduktase in Saccharomyces cerevisiae begonnen, um
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auf diese Weise den mdglichen inhibitorischen Effekt der NADPH-Cytochrom P450-
Reduktase zu unterbinden. Parallel dazu wurden Mikrosomen aus Hefezellen
gewonnen, die zum einen gentechnisch unverandert geblieben waren
(Wildtyp W(N)), zum anderen aber wie im ersten Fall aus transformierten Hefen
gewonnen wurden, die allerdings nur den Vektor pYeDP60 V60A1 ohne die
CYP2D25-Sequenz inkorporiert hatten. Aber auch mit diesen Mikrosomen zeigte sich
dasselbe Bild: Rekombinantes CYP2D25 vermochte kein Benzamidoxim zu
reduzieren. Wurde auf rekombinantes Enzym ganz verzichtet und nur Cytochrom bs
und NADH-Cytochrom bs-Reduktase eingesetzt, waren die Umsetzungsraten
ungefahr zehnmal hoher. Dies lieB einen inhibitorischen Effekt auch dieser
rekombinanten Mikrosomen vermuten. Eine Coinkubation mit SLM zeigte jedoch,
dass die durch SLM gebildete Benzamidin-Menge, von biologischen Schwankungen
abgesehen, konstant blieb. Auch eine Coinkubation mit rekombinant exprimiertem
humanem CYP2E1 flhrte nicht zu einer Reduktion von Benzamidoxim. Selbst die
Steigerung der Menge an Cytochrom bs, NADH-Cytochrom bs-Reduktase bzw. an
Substrat in den unter 3.2.3.4.3 beschriebenen Inkubationsansatzen hatte auf die
Umsetzung von Benzamidoxim zu Benzamidin keinen Einfluss. Eine Erhéhung der
Proteinmenge erweckte zunachst den Anschein vermehrter Benzamidin-Bildung. Als
die aus dem gentechnisch unveranderten Wildtyp W(N) gewonnene Proteinmenge
erhdht wurde, konnte ebenfalls eine gesteigerte Benzamidin-Bildung gemessen
werden. Offensichtlich sind in der Hefe selbst Enzyme aktiv, oder es sind die fiir die
Gewinnung der Enzympraparationen verwendeten Detergenzien daran beteiligt, diese
Reaktion bei erhdhter Proteinmenge zu katalysieren.

Des Weiteren wurde die Reduktion von Benzamidoxim nach Zusatz eines Gemisches
aus Liposomen, CHAPS und Glutathion in HEPES-Puffer getestet. Die in diesem
System gemessenen Umsetzungsraten der Benzamidoxim-Reduktase waren geringer
als im optimierten Ansatz in Phosphatpuffer. Stiborova et a/. [2001] rekonstituierten
mit diesem Gemisch die P450-Aktivitdt von CYP1Al aus der Ratte und CYP1A2 aus
dem Menschen, wahrend Shaw et a/. [1997] damit die Aktivitat von rekombinantem
CYP3A4 testeten. Auch Gillam et a/ [1993] beschrieben die Rekonstitution von
rekombinantem CYP3A4 unter Zusatz des Liposomengemisches aus DLPC, DOPC und

PS im Verhaltnis 1:1:1, Natriumcholat und Glutathion, wahrend Yamazaki et al.

176



IN VITRO BIOTRANSFORMATIONSSTUDIEN

[1996] zusatzlich mit Magnesiumchlorid arbeiteten. Daher wurde auch rekombinantes
CYP2D25 unter Zusatz des von Stiborova et al [2001] genannten Gemisches
rekonstituiert, wodurch aber keine vermehrte Benzamidin-Bildung detektiert werden
konnte.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Vitamin Ds; 25-Hydroxylase neben
einigen anderen Proteinen in der aus Schweineleber aufgearbeiteten Benzamidoxim-
Reduktase vorhanden ist (sieche Kapitel 4), aber offensichtlich kein Benzamidoxim zu
Benzamidin reduzieren vermag. Vielmehr scheint das Zusammenspiel mehrerer
Enzyme bzw. mitgereinigter Aktivatoren flir eine erfolgreiche Reduktion erforderlich

Zu sein.

3.4.2 OXIDATION VON 10~-HYDROXYVITAMIN D3 zu
10,25-DIHYDROXYVITAMIN D3

Rekombinant exprimiertes CYP2D25 konnte nach exogenem Zusatz von
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase erfolgreich mit der neu entwickelten LC/MS-
Methode auf 25-Hydroxylase-Aktivitat getestet werden. Wurden hingegen aus V60A1
bzw. Wildtyp gewonnene Mikrosomen, die beide keine Vitamin Ds; 25-Hydroxylase
exprimiert hatten, in diesem Assay eingesetzt, konnte erwartungsgemaB keine
Umsetzung von 1la-Hydroxyvitamin D3 zu 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds detektiert
werden. Die Umsetzungsraten von CYP2D25 nach exogenem Zusatz der NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase waren geringer als bei dem CYP2D25, bei dem die
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase coexprimiert worden war. CYPs zeigen in der
Regel héhere Umsetzungsraten, wenn die Redoxpartner coexprimiert worden sind
[Crespi und Miller, 1999].

Erst durch die sich an die beiden HPLC-Trennungen anschlieBende MS war es
moglich, den Metaboliten 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds auch in Gegenwart anderer
Verunreinigungen mit derselben Retentionszeit eindeutig quantitativ zu bestimmen.
Dazu wurden drei Ionenspuren ausgewahlt, die den Metaboliten eindeutig
charakterisierten. Die dem Metaboliten entsprechenden Peakflachen unter den
Ionenspuren 399, 381 und 363 wurden fir die quantitative Auswertung

herangezogen, wobei das Verhaltnis der drei Ionenspuren zueinander (1:2:2) von
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entscheidender Bedeutung war. Wahrend die Ionenspuren 381 und 363 nahezu
gleich groB waren, war die Ionenspur 399 nur halb so groB. Lag nun eine
Verunreinigung mit der dem Metaboliten entsprechenden Retentionszeit vor, die
zudem eine Verschiebung des oben genannten Ionenverhdltnisses verursachte,
konnten nicht mehr alle drei Ionenspuren zur Auswertung herangezogen werden,
sondern nur noch die, die eindeutig dem 1,25-Dihydroxyvitamin Ds zugeordnet
werden konnten.

Zur Extraktion des gebildeten Metaboliten aus der wassrigen Phase wurde statt
1,1,1-Trichlorethan Dichlormethan verwendet, da einerseits der Metabolit mit
Dichlormethan genauso gut ausgeschiittelt werden konnte und andererseits das
1,1,1-Trichlorethan in den Chromatogrammen einen Storpeak der Ionenspur 381 mit
der dem Metaboliten aquivalenten Retentionszeit verursachte. AuBerdem schien ein
Austausch aus toxikologischer Sicht durchaus sinnvoll, da 1,1,1-Trichlorethan stark
wassergefahrdend ist und zum Abbau der Ozonschicht fiihrt [ICSC: 0079]. Des
Weiteren konnte in Tests gezeigt werden, dass ein einmaliges Ausschiitteln der
wassrigen Phase fiir eine quantitative Uberfiihrung des Metaboliten in das organische
Lésungsmittel ausreichend ist (Daten im Ergebnisteil nicht aufgefiihrt).

Bei der in der Literatur beschriebenen Methode mit UV-Detektion wurde zur
Bestimmung der Wiederfindung radioaktiv markiertes 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds
eingesetzt und damit eine Wiederfindungsrate von 60 % ermittelt [Axén et al.,
1992]. Mit der neu entwickelten LC/MS-Methode konnte eine Wiederfindungsrate von
144 %, bezogen auf die ebenfalls aufgearbeitete Kalibrierung, berechnet und auf den
Einsatz radioaktiv markierter Substanzen verzichtet werden. Wird die Wiederfindung
allerdings auf die Direktkalibrierung bezogen, errechnet sich daraus eine
Wiederfindungsrate von nur noch 37.5 %. Aus diesen Daten wird deutlich, dass ein
Teil des Metaboliten allein durch die Aufarbeitung verloren geht und so der Detektion
entzogen wird.

Verschiedene mikrosomale und mitochondriale Fraktionen unterschiedlicher Spezies
und Organe wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit untersucht, 1a-Hydroxyvitamin D3 an
C»s zu hydroxylieren. Demnach ist die mikrosomale Umsetzungsrate in
Menschenleber hoher als in Schweineleber bzw. -niere, allerdings muss beim

Vergleich der Umsetzungsraten beachtet werden, dass das in Schweineleber
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vorkommende mikrosomale Enzym (CYP2D25) ein anderes ist als jenes, das in der
humanen Leber die  25-Hydroxylierung  katalysiert. = Nach  neuesten
Forschungserkenntnissen soll es sich bei der humanen mikrosomalen 25-Hydroxylase
moglicherweise um CYP3A4 [Gupta et al., 2004] bzw. CYP2R1 [Cheng et al., 2004]
handeln.

In den mitochondrialen Fraktionen wurden durch das in der Schweineleber
vorkommende CYP27, das u. a. die 25-Hydroxylierung von Vitamin Ds3-Substraten
katalysiert [Axén et al, 1994b], hohere Umsetzungsraten als mit humanen
Lebermitochondrien erzielt. Weiterhin wird in SL-Mitochondrien eine fast 15-fach
héhere Umsetzung zu 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds im Vergleich zu SL-Mikrosomen
erzielt. Besonders aufféllig wurde dieser Unterschied in der 25-Hydroxylase-Aktivitat
bei Einsatz rekombinanter Enzyme, die /n vitro rekonstituiert wurden: Rekombinant
exprimiertes CYP27A1 setzte la-Hydroxyvitamin Ds; fast 70000-fach besser um als
rekombinantes CYP2D25.

Daher stellte sich die Frage, welches der beiden Enzyme /n vivo diese Reaktion in der
porcinen Leber katalysiert oder ob vielleicht beide Enzyme, ein mitochondriales und
ein mikrosomales, an der 25-Hydroxylierung beteiligt sind. In den letzten Jahren
wurde sogar die Rolle des mitochondrialen CYP27A1 als Vitamin Ds; 25-Hydroxylase in
Frage gestellt, da einige Patienten mit zerebrotendinéser Xanthomatose, die durch
Mutationen im CYP27A1 Gen ausgeldst wird [Cali ef a/, 1991; Clayton et a/., 2002],
keine wesentlich verminderten Konzentrationen an 25-Hydroxyvitamin D3 besaBen
[Rosen et al., 1998]. AuBerdem zeigte CYP27A1 sehr hohe Kn-Werte von 54 uM fir
lo-Hydroxyvitamin Ds in Rattenlebermitochondrien [Masumoto et a/., 1988] und von
10 uM fir Vitamin D3 in Kaninchenlebermitochondrien [Dahlback und Wikvall, 1988].
Fir die aus Schweineleber gereinigte mikrosomale Vitamin Ds 25-Hydroxylase
(CYP2D25) wurde hingegen ein sehr viel geringerer Kn-Wert von 0.1 uM fir die
25-Hydroxylierung von Vitamin D3 gefunden [Hosseinpour und Wikvall, 2000]. Nach
Studien an Hepatozyten kamen Hosseinpour et a/. [2003] allerdings zu dem Schluss,
dass sowohl CYP27A1 als auch CYP2D25 eine 25-Hydroxylierung bewirken und beide
Enzyme flir die Bioaktivierung von Vitamin Ds wichtig sind.

Die aus Schweineleber gereinigte Benzamidoxim-Reduktase musste umgekehrt auf

25-Hydroxylase-Aktivitat getestet werden, da bei mehreren Sequenzierungen mittels
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MALDI-MS und MS/MS die von dem MAK erkannte Bande als CYP2D25 identifiziert
werden konnte (siehe Kapitel 4). Die 25-Hydroxylase-Aktivitdt wurde durch
Rekonstitution mit humanen NADPH-Cytochrom P450-Reduktase-Mikrosomen und
nach Zugabe von NADPH getestet (siehe 3.2.5.1.4). Erstaunlicherweise konnte keine
Bildung von 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 aus la-Hydroxyvitamin Ds detektiert werden.
Es lag die Vermutung nahe, dass das Zusammenspiel eines porcinen mit einem
humanen Enzym nicht optimal sei. Wurde die aus Insektenzellen aufgereinigte
humane NADPH-Cytochrom P450-Reduktase eingesetzt, konnten Umsetzungsraten
von 2.409 + 0.203 pmol 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 * min? * mg’ bestimmt
werden. Nach Komplettierung des porcinen Systems durch Zusatz gereinigter
porciner NADPH-Cytochrom P450-Reduktase waren die Umsetzungsraten mit den
eben genannten vergleichbar. Wurde hingegen nur die porcine NADPH-Cytochrom
P450-Reduktase ohne die Benzamidoxim-Reduktase inkubiert, zeigten sich deutlich
héhere Umsetzungsraten. Vermutlich war diese Reduktase mit drittem Protein
verunreinigt, sodass daher 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 gebildet werden konnte. Bei
Verwendung der kauflich erworbenen Reduktasen allein konnte hingegen keine

Umsetzung detektiert werden.

3.4.3 DEMETHYLIERUNG VON DEXTROMETHORPHAN ZU DEXTRORPHAN

Neben der Oxidation von la-Hydroxyvitamin Ds wurde auch die Demethylierung von
Dextromethorphan mit den in Saccharomyces cerevisiae exprimierten CYP2D25-,
V60A1- und Wildtyp-Mikrosomen getestet (sieche 3.2.6.3.2). Dextromethorphan ist
ein Markersubstrat flir humanes CYP2D6 [Koymans et al, 1992] wie auch fir
CYP2D1 aus der Ratte [Tyndale et a/, 1999]. Inzwischen konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass CYP2D25 Dextromethorphan zu demethylieren vermag [Friedrich,
2003] (Abb. 3-25). Diese Methode hatte im Vergleich zur la-Hydroxyvitamin Ds-
Analytik zwei Vorteile: Zum einen lag der Messbereich nicht wie bei der Oxidation
von loa-Hydroxvitamin D3 im pmol-, sondern im nanomolaren Bereich. Zum anderen
war diese Analytik weniger kompliziert und verlustreich, sodass mit dieser Methode
eine weitere Mdglichkeit der Aktivitatstestung des rekombinanten CYP2D25 zur

Verfligung stand.

180



IN VITRO BIOTRANSFORMATIONSSTUDIEN

/C H3 /CH3
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CYP2D25
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NADPH-Cytochrom P450-Reduktase
MeG NADPH HO
Dextromethorphan Dextrorphan

Abb. 3-25 O-Demethylierung von Dextromethorphan zu Dextrorphan

Nur rekombinant exprimiertes CYP2D25 verschiedener Transformanten katalysierte
die Umsetzung von Dextromethorphan zu Dextrorphan. Sowohl V60A1 als auch der
Wildtyp W(N) waren nicht in der Lage, diese Reaktion zu katalysieren. Damit war die
Aktivitat der in Hefe exprimierten CYP2D25-Mikrosomen bewiesen. Somit konnten sie
in dem Benzamidoxim-Reduktase-Assay zur Testung der Reduktion eingesetzt

werden.
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3.5 ZUSAMMENFASSUNG

CYP2D25 mit coexprimierter NADPH-Cytochrom P450-Reduktase zeigte sowohl im
lo-Hydroxylase-Assay als auch im Dextromethorphan-Assay Aktivitat. Eine Reduktion
von Benzamidoxim zu Benzamidin konnte hingegen nicht detektiert werden.
Allerdings wiesen diese Mikrosomen bei Coinkubation mit SLM eine signifikante
Hemmung der Reduktion auf. Nach Testung der Reagenzien und Zusatze, die flr die
Expression und Mikrosomenherstellung dieses Enzyms erforderlich waren, wurde die
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase als potenzieller Inhibitor vermutet. Die
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase wird fiir oxidative Umsetzungen bendtigt, konnte
aber das Zusammenspiel von Cytochrom bs und NADH-Cytochrom bs-Reduktase bei
reduktiven Umsetzungen maoglicherweise inhibieren.

Aus diesem Grund wurde CYP2D25 ohne die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase
exprimiert, da nach erfolgreicher Aktivitatstestung vornehmlich die Reduktion von
Benzamidoxim untersucht werden sollte. Das in Saccharomyces cerevisiae
exprimierte CYP2D25 vermochte sowohl 1o-Hydroxyvitamin Ds zu
1o, 25-Dihydroxyvitamin Ds  zu hydroxylieren als auch Dextromethorphan zu
Dextrorphan zu demethylieren. Aus Hefezellen gewonnene Mikrosomen, in die nur
der Vektor pYeDP60 V60A1 transformiert worden war und Mikrosomen, die aus den
gentechnisch unveranderten Hefezellen des Wildtyps W(N) stammten, zeigten
signifikant geringere bzw. gar keine Umsetzungen in den beiden Assays. Beim
Vergleich der Umsetzungsraten im Dextromethorphan-Assay von SLM allein mit
Coinkubationen von SLM zusammen mit den aus der Hefe exprimierten
Enzympraparationen konnte keine Hemmung mehr festgestellt werden. Im Gegenteil,
nach Zusatz von CYP2D25 und V60A1l zu den SLM war sogar eine Erhéhung der
Umsetzungsrate messbar. Mit diesem Ergebnis kann bestatigt werden, dass die zuvor
aufgetretene Hemmung der BAO-Reduktion bei Coinkubation von SLM mit CYP2D25
(mit coexprimierter NADPH-Cytochrom P450-Reduktase) moglicherweise durch die im
Ansatz vorhandene NADPH-Cytochrom P450-Reduktase verursacht wurde.

Somit konnte mit diesen Enzympraparationen die Reduktion von Benzamidoxim
getestet werden. Allerdings zeigten die CYP2D25-Mikrosomen nach Rekonstitution

mit Cytochrom bs und NADH-Cytochrom bs-Reduktase keine Reduktion von
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Benzamidoxim. Auch der Zusatz eines Gemisches aus Liposomen, CHAPS und
Glutathion zum rekonstituierten Ansatz fihrte nicht zu einer vermehrten Benzamidin-
Bildung.

Dies lasst den Schluss zu, dass es sich bei der Benzamidoxim-Reduktase und der
Vitamin D; 25-Hydroxylase um sehr ahnliche CYP2D-Enzyme handelt, die z.T. die
gleichen Reaktionen katalysieren, aber durchaus auch unterschiedliche

Substratspezifitaten aufweisen.
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4 CHARAKTERISIERUNG DER
BENZAMIDOXIM-REDUKTASE

4.1 EINLEITUNG

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob es sich bei der
Benzamidoxim-Reduktase um die mikrosomale Vitamin D3 25-Hydroxylase (CYP2D25)
handelt. In vorangegangenen Studien wurden bereits drei Peptide der
Benzamidoxim-Reduktase nach Bromcyanspaltung und anschlieBender HPLC-
Auftrennung sequenziert (siche 3.1.2). Diese Peptidfragmente zeigten nach
Abgleichung mit einer Proteindatenbank eine 98 %ige Homologie zu CYP2D25
[Clement et al., 1997]. Lediglich in einem Fragment (339-350) war eine Aminosaure
im Vergleich zur CYP2D25-Sequenz ausgetauscht. In der Benzamidoxim-Reduktase
wurde ein Methionin statt eines in der CYP2D25-Sequenz an der Position 350
vorhandenen Isoleucins detektiert. Um weiter zur Strukturaufkldrung der
Benzamidoxim-Reduktase beizutragen, wurden zwolf Fragmente der Benzamidoxim-
Reduktase mittels MALDI-MS und Tandem-MS sequenziert.
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4.2 METHODEN ZUR SEQUENZIERUNG DES
DRITTEN PROTEINS

4.2.1 MATERIALIEN UND GERATE

Die Angabe des Ortssitzes beteiligter Lieferfirmen erfolgt nur bei der ersten Nennung.

MALDI: Voyager DE-STR Massenspektrometer (Applied Biosystems, Boston, MA,
USA); Standardpeptide (Calmix 2, Applied Biosystems).

ESI: Hybrid-Massenspektrometer API Q-STAR Pulsar i (Applied Biosystems),
Nanoelektrospray (MDS Protana, Odense, Danemark).

4.2.2 MALDI-MS

Zunachst wurde das dritte Protein durch SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt
und die Bande aus dem Gel herausgeschnitten, die eine Reaktion mit dem Antikorper
auf dem parallel bearbeiteten Western Blot zeigte. AnschlieBend wurde das eluierte
Protein mit der Protease Trypsin verdaut, welche Proteine an der carboxyterminalen
Seite von Lysin- und Argininresten spaltet. Arg-Pro- bzw. Lys-Pro-Verkniipfungen
sind trypsinresistent [Rehm, 2002]. Die Ionisierung erfolgte mittels MALDI im
positiven Ion-Mode und die Ermittlung der Peptidmassen massenspektrometrisch. Als
Matrix wurde 2,5-Dihydroxybenzoesaure verwendet. Die externe Kalibrierung wurde
mit Standardpeptiden durchgefiihrt.

Die auf diese Weise erhaltenen Fragmentmassen (Peptid-Mass-Fingerprint) wurden
dann mit tryptisch verdauten Proteinen aus Datenbanken abgeglichen, wodurch eine
Identifizierung des untersuchten Proteins mdglich wurde [Jungblut und Thiede, 1997;
Mann et al., 2001].

4.2.3 ESI-MS/MS

Weitere Peptidbruchstiicke des Proteins, bei dem es sich laut Datenbankergebnis um
CYP2D25 handelte, wurden dahingehend untersucht, ob eventuell an anderen
Positionen Aminosaureaustdausche gegeniiber der Originalsequenz von CYP2D25

vorliegen. Dazu wurde das Gel-separierte Protein mit Trypsin verdaut, die Peptide
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(1.5 pl der Peptide, gelost in ACN:H,O (60:40) mit 1 % Ameisensdure) mittels ESI
ionisiert und die entstandenen Fragmente im MS analysiert. Geeignete Ionen wurden
dann flir eine MS/MS-Analyse selektiert und durch weitere Fragmentierung des
Peptides sequenziert (Abb. 4-1). Auf diese Weise erhdlt man Sequenzen mit einer

typischen Lange von 5-20 Aminosauren.
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Abb. 4-1 Proteinidentifikation mittels Tandem-MS (modifiziert nach Aebersold
et al. [2003])

Die Bestimmung der genauen Masse von proteolytischen Fragmenten eines aus einem
SDS-Gel isolierten Proteins erfolgte durch Analyse im MS und anschlieBender

Peptidsequenzierung durch Fragmentierung im Tandem-MS.
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4.3 ERGEBNISSE

4.3.1 MALDI-MS

Bei der durch MALDI-MS untersuchten Bande des dritten Proteins handelte es sich
um CYP2D25. Dabei wurden die theoretischen Massen, die nach Spaltung von
CYP2D25 entstehen, mit denen aus dem gemessenen MALDI-MS Spektrum
verglichen. Die in der Abb. 4-2 mit einem Stern (*) gekennzeichneten Massen
konnten eindeutig dem CYP2D25 zugeordnet werden. 33 % der gemessenen Massen
stimmten mit den Peptidmassen der CYP2D25-Sequenz (iberein. Somit kann dieses

Ergebnis als gesichert angesehen werden [Planton GmbH, 2003].
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Abb. 4-2 Massenspektrum der durch den Antikérper identifizierten Bande

Die in dem Massenspektrum mit einem Stern (*) gekennzeichneten Fragmente
konnten eindeutig dem CYP2D25 zugeordnet werden. Die Messungen wurden von der
Firma Planton GmbH, Kiel durchgefiihrt.
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Die vermutete Modifikation der Aminosaure an der Position 350 [Clement et al.,
1997] konnte allerdings nicht erneut bestatigt werden. Der Austausch des Isoleucins
gegen Methionin an dieser Stelle wiirde beim tryptischen Verdau von CYP2D25 zu
signifikanten ~ Anderungen des  Peptidmusters  fiihren. Durch  diesen
Aminosadureaustausch ware ein Massenshift um ca. 18 Da der Peptide mit den
Teilsequenzen 334-351 und 347-368 (Abb. 4-3) zu erwarten. Im MALDI-MS
Spektrum konnte nur das nicht modifizierte Peptid 347-368 mit einem
Molekulargewicht von 2562.4 Da gemessen werden. Das durch Methionin
modifizierte Analogon mit einem Molekulargewicht von 2580.3 Da wurde hingegen
nicht detektiert.

1M G L LT GGD 9L L G I L A L A MV I F L L L V D L 25
26M H R R S R W A P R Y P P G P M P L P G L G N L L 50
519 v N F Q9 D P R L S F I 9 L R R R F G D V F S L Q 75
7% ¢Q I W R P V V V L NG L A AV R E AL V S H S H E 100

(12T s D R P P V F I L E H L G Y G P R S E G V I L A 125
126 R Y G K A W R E 0 R R F 8 Vv s T L R N F G L G K K 150
151 s L E E W Vv T ¢ E A s C L C A A F A D Q A G R P F 175
176 S P N N L L N K A V s N V I A S L T F A R R F E Y 200
200N D P R ML K L L DLV L E G L K EE V G L M R Q 225
226 V. L E A M P V L R H I P G L C A KL F P R Q K A F 250
25L v ™ I D E L I T E H KM T R D L A Q P P R D L T 275
276 D A ¥F L D EM K E A K G N P E S S F N D E N L R L 300
301v v A H L F S A G M I T T s T T L A W A L L L M I 325
32¢6 L H P DV Q R R[V Q 9 E I D E V I G H YV R(Q P E I 350
351 X] D Qg AL MPF TULAV L HEV Q R)YF G D I V P L 375
37%6 G v A H M T s ¢C D I E vV Q G F L I P K G T T L I T 400
401 N L T S V L K D E T VvV W K K P F R F Y P E H F L D 425
426 A Q G R F T K Q E A F M P F S A G R R S C L G E P 450
451L. A R M E L F L ¥ ¥ T T L L Q A F S F S V P T G Q 475
476 P C P S D H GV F A F L L F P S P Y Q L C A V P R 500

Abb. 4-3 Aminosauresequenz von CYP2D25

Die in der Aminosduresequenz mit verschiedenen Klammern gekennzeichneten
Peptide VQQEIDEVIGHVRQPEIK und QPEIKDQALMPFTLAVLHEVQR in den Bereichen
334-351 und 347-368 zeigten keinen Massenshift um 18 Da. Daher konnte ein

Aminosaureaustausch an der Position 350 nicht bestatigt werden.

Insgesamt wurden vier Banden des dritten Proteins mittels MALDI-MS analysiert,
wobei nur Bande 3 eine Reaktion mit dem monoklonalen Antikdrper zeigte (siehe
Abb. 4-4).
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Abb. 4-4 10 %iges SDS-PAGE-Gel mit elektrophoretisch aufgetrenntem
3. Protein

Bei Bande 1 handelte es sich mdglicherweise um die Succinyl-CoA-Ligase, bei Bande 2
um CYP2E1. Bande 3 konnte als CYP2D25 identifiziert werden und zeigte eine
Reaktion mit dem MAK. Bei Bande 4 handelte es sich ebenfalls um CYP2D25.

Die massenspektrometrische Analyse der Bande 1 ergab, dass es sich um die
Succinyl-CoA-Ligase handeln kdnnte, wobei dieses Ergebnis als nicht gesichert zu
betrachten ist. Vielmehr deuteten die vorliegenden MS-Daten auf ein Gemisch
verschiedener Proteine hin, die eine Zuordnung zu einem einzelnen Protein
unmoglich machten (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren wurde Bande 2 mit einem Molekulargewicht von ca. 57 kDa ebenfalls
ausgeschnitten, proteolytisch verdaut und mittels MALDI-MS analysiert. Diese Bande
wurde durch die elektrophoretische Auftrennung des aus Schweineleber gereinigten
dritten Proteins im SDS-Gel sichtbar, zeigte allerdings keine Reaktion mit dem
Antikdérper. Dabei wurden 16 Peptidmassen gefunden, die dem CYP2E1 zugeordnet

werden konnten (Tab. 4-1).
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Tab. 4-1 Ubereinstimmungen der gemessenen tryptischen Peptide der
zweiten isolierten Bande mit CYP2E1

837.4834 1722.9179
1155.6162 1729.8028
1198.6584 1798.9162
1326.7534 1814.9111
1359.7524 2066.0971
1450.7542 2070.0442
1459.7334 2086.0391
1503.7708 2563.2819

Bei Bande 3, die als einzige eine Reaktion mit dem Antikdrper zeigte, handelte es
sich eindeutig um CYP2D25 (siehe 4.3.2). Weiterhin konnten Peptidfragmente von
Begleitproteinen, die zusatzlich in dieser Bande vorhanden waren, der
UDP-Glucuronosyltransferase 2B6 und der 6-Phosphofructokinase zugeordnet
werden. UDP-Glucuronosyltransferasen sind im ER lokalisiert und katalysieren die
Bildung von Glucuronsdaure-Konjugaten von vielen kdrpereigenen Stoffen sowie von
Xenobiotika [Forth et a/,, 2001].

Das MALDI-MS der Bande 4 zeigte Signale, die ebenfalls CYP2D25 zugeordnet
werden konnten. Die Vitamin D3 25-Hydroxylase lag allerdings hier in einer deutlich
geringeren Konzentration vor als bei Bande 3 und war im SDS-PAGE-Gel um einige
Kilodalton kleiner.

AuBerdem wurde nochmals eine Bande, die eine Antikdrperreaktion im Western Blot
zeigte, einer weiteren aus porciner Leber gereinigten Charge des dritten Proteins wie
oben beschrieben untersucht. Die im MALDI-MS erhaltenen Massenbruchstticke
deuteten auf ein Gemisch von CYP2D25 und einer Dimethylanilinmonooxygenase
(FMO 3) mit einem Molekulargewicht von 59 kDa hin. Dieser Befund gilt als

gesichert.
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4.3.2 ESI-MS/MS

Mittels Tandem-MS konnten zwolf zweifach geladene Peptide komplett sequenziert
werden. Die erhaltenen Aminosauresequenzen sind in Tab. 4-2 aufgefiihrt. Bis auf
das Peptid 8 konnten die ermittelten y- und b-Serien der Tandem-MS-Spektren zu
einer vollstandigen Aminosaure-Sequenz zusammengefligt werden. Die bei Peptid 8
gefundene Teilsequenz (Fettdruck) wird durch die Masse des zweifach geladenen
Mutterions abgesichert. Die sequenzierten Peptide sind ausnahmslos der
(CYP2D25)

Peptidsequenz gegeniiber CYP2D25 konnten nicht detektiert werden. Somit sind

Vitamin D3 25-Hydroxylase zuzuordnen.  Anderungen in  der
bisher ca. 29 % der Benzamidoxim-Reduktase, bezogen auf die Aminosduresequenz

von CYP2D25, sequenziert worden.

Tab. 4-2 Massenspektrometrische Sequenzierung von zwolf Peptiden des
dritten Proteins
Die Peptidbestimmung wurde von der Firma Planton GmbH, Kiel durchgefiihrt.
Peptid- - o Theoretisches Position in der
NI [M+2 H] Aminosauresequenz MG [Da] CYP2D25-
Sequenz
1 405.2 FSVSTLR 808.4443 137-143
2 438.8 LSFIQLR 875.5229 59-65
3 548.8 RFEYNDPR 1095.5098 197-204
4 578.3 QVLEAMPVLR 1154.6482 225-234
5 649.3 DLTDAFLDEMK 1296.5706 273-283
6 675.5 AVSNVIASLTFAR 1347.7510 184-196
7 740.5 FYPEHFLDAQGR 1478.6943 418-429
8 761.5 VQQEIDEVIGHVR 1520.7947 334-346
9 829.5 AFLVMIDELITEHK 1657.8749 249-262
10 964.5 LLDLVLEGLKEEVGLMR 1926.0860 208-224
11 984.5 DQALMPFTLAVLHEVQR 1967.0299 352-368
12 1060.5 | GTTLITNLTSVLKDETVWK | 2118.1572 395-413
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Weiterhin waren Peptide mit den Molekilmassen von 1011.5 Da, 1012.6 Da,
1416.8 Da und 1424.8 Da vorhanden, die nicht dem CYP2D25 zugeordnet werden
konnten. Diese vier Fragmentbruchstiicke deuteten auf das Vorhandensein eines
weiteren Proteins als Verunreinigung hin, wobei es sich mit einer Wahrscheinlichkeit
von Uber 98 % um die UDP-Glucuronosyltransferase 2B5 bzw. 2B8 mit einem
Molekulargewicht von 60.8 kDa handelte (siehe 4.3.1).
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4.4 DISKUSSION

44.1 SEQUENZANALYSE

In einer vorangegangenen Studie [Mdller, 1997] wurden drei Peptidfragmente der
Benzamidoxim-Reduktase sequenziert und mit verschiedenen P450-Isoenzymen der
Subfamilie CYP2D verglichen. Bei der Sequenzierung des dritten Peptids wurde ein
Austausch der in der CYP2D25-Sequenz enthaltenen Aminosdure Isoleucin gegen
Methionin festgestellt. Die anderen beiden sequenzierten Peptide 1 und 2 zeigten
eine 100 %ige Homologie zu CYP2D25. AuBerdem wurden diese Sequenzen mit dem
humanen CYP2D6 [Gonzalez et al., 1988] verglichen. Peptid 2 der Benzamidoxim-
Reduktase unterschied sich nicht von CYP2D6, wohingegen die Peptide 1 und 3 doch
deutliche Unterschiede in der Sequenz zeigten. Bei der Uberpriifung der
Ubereinstimmungen von CYP2D25 und CYP2D6 konnte eine 77 %ige Identitit
zwischen beiden Enzymen festgestellt werden [Hosseinpour et a/., 2000].

Bei der hier durchgeflihrten Sequenzierung mittels Tandem-MS konnte kein einziger
Aminosaureaustausch ~ zwischen  der  Benzamidoxim-Reduktase und  der
Vitamin Ds 25-Hydroxylase festgestellt werden. Zwolf sequenzierte Peptide zeigten
eine 100 %ige Homologie zwischen beiden Enzymen. Somit kann als gesichert
angesehen werden, dass es sich bei der durch den Antikérper erkannten Bande um
CYP2D25 handelt.

4.4.2 ANTIGEN-ANTIKORPER-REAKTIONEN

Eine Bande der gereinigten Benzamidoxim-Reduktase wurde im Western Blot
eindeutig durch den monoklonalen Antikérper (Klon 4D12) erkannt. Diese Bande
befand sich elektrophoretisch auf gleicher Hohe mit dem in Hefe exprimierten
CYP2D25, das ebenfalls eine deutliche Reaktion mit dem MAK zeigte. Demnach
konnte es sich um identische Enzyme handeln. Bei friiheren Untersuchungen mit
einem spezifischen Antikdrper gegen CYP2D25 konnte allerdings keine Kreuzaktivitat
mit der Benzamidoxim-Reduktase gefunden werden [Wikvall, 2002]. Daher ging man

bisher von zwei Varianten von CYP2D Enzymen mit sehr hoher Ahnlichkeit aus. Eine
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mogliche Erklarung der Reaktivitat des hier verwendeten monoklonalen Antikdrpers
sowohl mit der Benzamidoxim-Reduktase als auch mit der Vitamin D; 25-Hydroxylase
besteht darin, dass der MAK ein auf beiden Proteinen vorhandenes gleiches Epitop

erkennt.

4.4.3 BEURTEILUNG DER UMSETZUNGSRATEN IM BENZAMIDOXIM-
REDUKTASE- UND IM 10-HYDROXYVITAMIN D3
25-HYDROXYLASE- ASSAY

Sollte es sich bei der Benzamidoxim-Reduktase und der Vitamin Ds; 25-Hydroxylase

um ein und dasselbe Enzym handeln, wiirden beide Enzyme Aktivitdten in beiden

Assays zeigen. Wie bereits in Kapitel 3 beschrieben, zeigte zwar das gereinigte dritte

Protein Enzymaktivitdten in beiden Assays (siehe 3.3.3.3 und 3.3.4.7), jedoch

katalysierte das rekombinante CYP2D25 lediglich die Umsetzung von

lo-Hydroxyvitamin D3 zu 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds (siehe 3.3.4.8). Eine Reduktion
von Benzamidoxim zu Benzamidin durch CYP2D25 konnte hingegen nicht detektiert
werden (siehe 3.3.3.5.1).

Sowohl diese Ergebnisse als auch das Ergebnis der Sequenzanalyse lassen den

Schluss zu, dass es sich bei der Bande der Benzamidoxim-Reduktase, die durch den

Antikdrper erkannt wird, tatsachlich um CYP2D25 handelt, diese aber nicht fir die

Reduktion von Benzamidoxim verantwortlich ist. Das wiirde bedeuten, dass an der

Reduktion kein CYP2D Enzym beteiligt ist, sondern ein bisher nicht identifiziertes

Protein, das zusammen mit Cytochrom bs und der NADH-Cytochrom bs-Reduktase

die Umwandlung von Benzamidoxim zu Benzamidin katalysiert. Mdglich ist aber auch,

dass die aus Schweineleber gereinigte Benzamidoxim-Reduktase eine Variante von

CYP2D25 oder ein weiteres Isoenzym der Subfamilie 2D darstellt. Das wiirde

erklaren, warum keine Reduktion von BAO durch CYP2D25 katalysiert wird. Auffallig

ist, dass BAO durch gereinigte Fraktionen reduziert werden kann, jedoch bei Einsatz
rekombinanter Enzyme eine solche Reduktion nicht stattfindet. Mdglicherweise sind
in den rekombinanten Enzymen Substanzen vorhanden, die die Reduktion hemmen,
jedoch auf die Oxidation, die durch rekombinantes CYP2D25 erfolgreich katalysiert
wurde, keinen Einfluss haben. Ein weiterer Erkldrungsansatz kénnte sein, dass der

Zusatz bisher unbekannter Faktoren zu rekombinanten Enzymen erforderlich ist, die
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bei den gereinigten Praparationen mit aufgearbeitet werden und somit bereits
vorliegen. Auch wadre denkbar, dass sich durch Konformationsanderungen bei
rekombinanten Enzymen teilweise andere Tertidr- oder Quartarstrukturen als bei den
nativen Enzymen ausbilden, die die reduktiven Eigenschaften beeinflussen kénnen.
Eine gegeniber dem Schwein veranderte posttranslationale Modifikation in der Hefe
bei der Produktion von rekombinantem CYP2D25 ist ebenfalls vorstellbar, wodurch
die mdglicherweise vorhandene Fahigkeit zur Reduktion eingeschrankt sein kdnnte.

Bei der elektrophoretischen Auftrennung der Benzamidoxim-Reduktase werden
mehrere Banden sichtbar, da es sehr schwierig ist, eine elektrophoretisch reine
Fraktion zu erhalten. Die zweite intensiv durch Coomassie gefarbte Bande konnte als
CYP2E1 identifiziert werden. Aber sowohl die Inkubation von rekombinantem
humanem CYP2E1 allein mit BAO als auch in Kombination mit rekombinantem
porcinem CYP2D25 zeigte keine Reduktion zu BA (siehe 3.3.3.5.4). In der
Schweineleber ist ebenfalls ein Isoenzym 2E1 (Registriernummer: GenEMBL
AB000885.1) vorhanden [Babol et al, 1998; Lejus et al, 2002], das in der
Aminosauresequenz eine 80 %ige Homologie zum humanen CYP2E1 aufweist. Ein
Unterschied von 20 % kann aber durchaus dafir verantwortlich sein, dass sich die
katalytischen Eigenschaften eines Enzyms stark verandern, sodass es sinnvoll

erscheint, diese Reaktionen auch mit porcinem CYP2E1 zu testen.

4.4.4 SUBSTRATBINDUNGSSPEKTREN

Die Bindungsspektren (siehe 3.3.6.2) zeigten, dass die in Hefezellen exprimierten
CYP2D25-Mikrosomen nicht in der Lage waren, BAO zu binden. Dagegen lieB sich flr
die Schweinelebermikrosomen eine eindeutige Anlagerung von BAO mit einem
Minimum bei Amin= 424 nm und einem Maximum bei Amax= 408 nm (siehe 3.3.6.1)
bestimmen. Dieses Ergebnis erklart, warum keine Reduktion von BAO durch die

CYP2D25-Mikrosomen mdéglich war.
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4.5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Durch die Sequenzierung von zwolf Peptiden der durch den MAK erkannten Bande
der Benzamidoxim-Reduktase (Bande 3) kann als gesichert angesehen werden, dass
es sich dabei um CYP2D25 handelt. Eine Variation in der Aminosauresequenz konnte
nicht bestatigt werden, sodass von einer 100 %igen Homologie zwischen beiden
Enzymen ausgegangen werden kann. Das dritte Protein und das in Hefe exprimierte
CYP2D25 wiesen im SDS-Gel die gleiche elektrophoretische GréBe auf. Das in
Insektenzellen exprimierte CYP2D25 zeigte dagegen bei der Gelelektrophorese ein
von der Benzamidoxim-Reduktase abweichendes Molekulargewicht [Berger, 2002],
woflir moglicherweise eine unterschiedliche posttranslationale Modifikation in beiden
Organismen verantwortlich ist.

Umso Uberraschender war es, dass das in Hefezellen exprimierte CYP2D25 keine
Reduktion von BAO katalysierte. Wie die Bindungsspektren bewiesen, konnte BAO
von dem rekombinanten CYP2D25 nicht gebunden werden. Mdglicherweise wird zwar
CYP2D25 bei der Aufarbeitung porciner Leber immer mitgereinigt, ist aber
letztendlich nicht fiir die Umsetzung von Benzamidoxim zu Benzamidin
verantwortlich. Es kann sich bei der Benzamidoxim-Reduktase und der
Vitamin D3 25-Hydroxylase aber auch um Varianten mit einer leicht unterschiedlichen
Aminosauresequenz oder um zwei verschiedene Isoenzyme der Subfamilie 2D
handeln, die daher unterschiedliche katalytische Fahigkeiten besitzen.

Auch das ebenfalls in der gereinigten Fraktion der Benzamidoxim-Reduktase
identifizierte CYP2E1 zeigte keine Aktivitat im rekonstituierten Benzamidoxim-
Reduktase-Assay (siehe 3.3.3.5.4). Daher ware es sinnvoll, weitere Testungen mit
porcinem CYP2E1 durchzufiihren.

Die Reinigung der Benzamidoxim-Reduktase ist sehr komplex. Dennoch ware es
wiinschenswert, diese so aufzuarbeiten, dass sie elektrophoretisch rein ist. Erst nach
erfolgreicher Aktivitatstestung sollte eine komplette Sequenzierung erfolgen, um so
die Benzamidoxim-Reduktase eindeutig charakterisieren zu kénnen. Um die Fraktion
des dritten Proteins in elektrophoretischer Reinheit zu erhalten, kénnte man eine
praparative SDS-PAGE-Reinigung mit einer ,Prep Cell® (Firma Bio-Rad) an die
eigentliche Reinigung des dritten Proteins (siehe 3.2.1.5.1) anschlieBen. Mit dieser

Methode ist es mdglich, Proteine voneinander zu trennen, die sich im
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Molekulargewicht um nur 2 % unterscheiden [Roth et a/, 1996]. In der Literatur
wurde diese praparative Reinigung bereits fir membrangebundene Proteine
erfolgreich angewendet [Martinez Murillo und Stolz, Bio-Rad US/EG Bulletin 2028].

Eine zweite Mdglichkeit zur weiteren Aufreinigung des dritten Proteins ware eine
Liganden-Affinitatschromatographie, bei der der monoklonale Antikérper als
spezifischer Ligand flir das dritte Protein Giber einen Spacer an eine Matrix gekoppelt
werden konnte, um so das im dritten Protein vorhandene CYP2D25 selektiv zu
binden. Nach ausgiebigem Waschen der Saule kdnnte das gebundene CYP2D25 mit

dem gleichen Liganden des Proteins wieder eluiert werden [Hsu et a/, 1985].

198



ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Aufgrund der in vorangegangenen Studien festgestellten strukturellen Ahnlichkeiten

zwischen der Benzamidoxim-Reduktase und der porcinen, mikrosomalen Vitamin D3
25-Hydroxylase [Mdller, 1997; Berger, 2002], wurde rekombinantes CYP2D25 auf
dessen katalytische Eigenschaften im Hinblick auf die Reduktionsfahigkeit von
Benzamidoxim untersucht.

Daher wurde zunachst rekombinantes CYP2D25 in Insektenzellen exprimiert. Die flr
die Klonierung verwendete cDNA wies allerdings gegeniber der von Postlind et al.
[1997] publizierten CYP2D25-Sequenz funf Aminosaureaustausche auf und wurde
aus diesem Grund als CYP2D25' bezeichnet. Drei verschiedene Transferplasmide
standen zur Verfiigung, mit denen neben der Produktion von unverandertem Protein
auch die Expression von Fusionsproteinen mit Glutathion-S-Transferase durchgefiihrt
werden konnte. Das exprimierte Fusionsprotein war zum einem unverandert mit GST
verknlipft. Zum anderen lag eine im N-terminalen Bereich um 28 Aminosauren
verkirzte Struktur vor, um so ein potenziell I16sliches Protein zu erhalten. Durch diese
Fusionsproteine sollte eine Isolierung an Glutathion-Agarose im Sinne einer
Affinitédtschromatographie ermdglicht werden. Nachdem bei Vorarbeiten weder das
fir P450-Enzyme typische Absorptionsmaximum bei 450 nm im CO-
Differenzspektrum noch die fir CYP2D25 charakteristische Metabolisierung von
lo-Hydroxyvitamin D3 zu 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds; detektiert werden konnte
[Berger, 2002], wurde durch Variation der Hamin-Supplementierung versucht, einen
korrekten Ham-Einbau zu ermdéglichen. Der Ersatz der Hamin-Zugabe durch
0-Aminolavulinsdure in Kombination mit Eisen(III)citrat bzw. Eisen(III)chlorid oder
als Hamin-Albumin-Komplex flihrte zwar im Western Blot zu mit einem monoklonalen
Antikdrper nachweisbaren Proteinleveln, ein Absorptionsmaximum des CO-Komplexes
bei 450 nm war jedoch nicht detektierbar. So war auch die nicht vorhandene Aktivitat
im Vitamin D3 25-Hydroxylase-Assay nicht Gberraschend.

Daher wurde flir die Expression von CYP2D25 auf einen bereits vorhandenen
klonierten Vektor aus dem Arbeitskreis von Ingelman-Sundberg, Stockholm

zurtickgegriffen, mit dem funktionstlichtiges CYP2D25 in Saccharomyces cerevisiae
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erzeugt werden konnte. In dem verwendeten Hefestamm W(N) wurde die
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase nicht coexprimiert, da mit dem daraus
gewonnenen Protein vornehmlich die Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin
getestet werden sollte. Als Negativkontrollen fiir analytische Studien standen
ebenfalls Mikrosomen aus dem gentechnisch unverdanderten Hefestamm W(N) und
aus den nicht zur Expression von CYP2D25 fahigen V60A1l-Transformanten zur
Verfligung.

Die Aktivitat des exprimierten Proteins konnte sowohl durch die 25-Hydroxylierung
von lo-Hydroxyvitamin D3 zu 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 mit einer neu entwickelten
LC/MS-Analytik als auch durch die Demethylierung von Dextromethorphan zu
Dextrorphan nach exogen hinzugefligter NADPH-Cytochrom P450-Reduktase
bestatigt werden. Mit diesen Enzympraparationen wurde die Reduktion von
Benzamidoxim zu Benzamidin unter Zusatz von aus Schweineleber gereinigten
Cytochrom bs und NADH-Cytochrom bs-Reduktase untersucht. Rekombinantes
CYP2D25 vermochte kein Benzamidoxim zu Benzamidin zu reduzieren. Auch der
Zusatz von Liposomen, CHAPS und Glutathion neben Cytochrom bs und
NADH-Cytochrom bs-Reduktase zur Rekonstitution fiihrte zu keiner Bildung von
Benzamidin.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zudem die Benzamidoxim-Reduktase mittels MALDI-
MS genauer untersucht und zwdlf Peptide des dritten Proteins mittels ESI-MS/MS
sequenziert. Dazu wurde die aus der Schweineleber gereinigte Benzamidoxim-
Reduktase elektrophoretisch aufgetrennt und die Bande genauer untersucht, die im
parallel bearbeiteten Western Blot eine Reaktion mit dem monoklonalen Antikdrper
zeigte. Alle zwoIf aus dieser Proteinbande isolierten Peptidfragmente wiesen eine
100 %ige Homologie zu CYP2D25 auf. Die bei Clement et al. [1997] beschriebene
Variation in der Aminosauresequenz an der Position 350 konnte nicht bestatigt
werden. Somit handelt es sich bei der in der Benzamidoxim-Reduktase untersuchten
Bande um CYP2D25.

Offensichtlich wird bei der Reinigung des dritten Proteins aus porciner Leber immer
CYP2D25 mitgereinigt, welches aber nicht die Umwandlung von Benzamidoxim zu
Benzamidin  katalysieren kann. Auch die mit rekombinantem CYP2D25

durchgefiihrten Bindungsspektren bewiesen zusatzlich, dass CYP2D25 nicht in der
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Lage war, Benzamidoxim im katalytischen Zentrum zu binden. Somit ist
moglicherweise an der Reduktion kein CYP2D Enzym beteiligt, sondern ein bisher
noch unbekanntes Protein, das zusammen mit Cytochrom bs und der NADH-
Cytochrom bs-Reduktase die Umwandlung von Benzamidoxim zu Benzamidin
katalysiert. Denkbar ware aber auch, dass es sich bei dem gereinigten dritten Protein
um eine Variante von CYP2D25 oder um ein weiteres Isoenzym der Subfamilie 2D
handelt. Das wiirde erklaren, warum CYP2D25 nicht in der Lage war, Benzamidoxim
zu reduzieren.

Bei den durchgefiihrten Untersuchungen hinsichtlich der Reduktionsfahigkeit von
Benzamidoxim (siehe Kapitel 3) konnten nur aus dem Schwein gereinigte Fraktionen
das Substrat zu Benzamidin umwandeln, wahrend rekombinant gewonnenes Enzym
diese Reaktion nicht katalysierte. Mdglicherweise sind in rekombinanten Enzymen auf
die Reduktion inhibierend wirkende Substanzen vorhanden, die auf oxidative
Umwandlungen keinen stérenden Einfluss haben. Auch wadre der Zusatz bisher
unbekannter Faktoren zu rekombinant gewonnenen Enzymprdparationen denkbar.
Solche Faktoren werden mdglicherweise bei der Enzymreinigung automatisch mit
aufgearbeitet. AuBerdem kénnen rekombinant gewonnene Proteine gegentiiber den
nativen Enzymen veranderte Tertiar- oder Quartarstrukturen aufweisen, wodurch die
reduktiven Eigenschaften beeinflusst werden. Eine gegeniiber dem Schwein
veranderte posttranslationale Modifikation in der Hefe wiirde ebenfalls die nicht
vorhandene Reduktionsfahigkeit erklaren.

Um die Struktur der Benzamidoxim-Reduktase letztendlich aufklaren zu kénnen, ist
eine elektrophoretische Reinheit erforderlich. An die aufwendige Reinigung aus der
Schweineleber kdénnte sich zur Isolierung des dritten Proteins eine praparative SDS-
PAGE-Reinigung anschlieBen, um so Proteine mit sehr dhnlichem Molekulargewicht
voneinander trennen zu konnen. Erst nach erfolgreicher Aktivitatstestung der
elektrophoretisch  reinen  Benzamidoxim-Reduktase sollte eine  komplette
Sequenzierung erfolgen.

Um die Proteinlevel des porcinen CYP2D25 in der Hefe zu erhdhen, kénnte der
Codon-Gebrauch flir Saccharomyces cerevisiae optimiert werden. Dazu missten die
im Schwein mit erhdhter Praferenz benutzten Codons durch hefetypische

ausgetauscht werden.
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ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Durch die erfolgreiche Expression von CYP2D25 in Saccharomyces cerevisiae steht
nun eine Proteinquelle zur Verfligung, mit der auch in Zukunft rekombinantes
CYP2D25 flir weitere Testungen bei der Strukturaufkldrung der Benzamidoxim-

Reduktase gewonnen werden kann.
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