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ZUSAMMENFASSUNG

Cytochrom P450 Enzyme stellen die wichtigsten am Arzneimittelmetabolismus
beteiligten Enzyme in menschlicher Leber dar. lhre Expression und Funktion kann
von biologischen, genetischen und Umweltfaktoren abh&ngen. Der Einfluss dieser
Parameter wurde in dieser Arbeit fur das bisher wenig untersuchte Cytochrom P450
Enzym CYP2B6 analysiert. Die Expression und Funktion wurde an einer humanen
Leberbank mit Gber 100 Proben untersucht. Die mittels Immunoblot quantifizierte
CYP2B6 Proteinexpression variierte 191fach (0,5 bis 95,5 pmol/mg). Als Grundlage
fur funktionelle Untersuchungen wurden zunachst zwei postulierte Modellsubstrate
fur CYP2B6 untersucht und miteinander verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass
Bupropion das spezifischere Substrat darstellt. Als eine Ursache der variablen
Expression und Funktion dieses Enzyms waren verschiedene Mutationen im
CYP2B6-Gen identifiziert worden. In Leberproben, als auch mit rekombinant
exprimierten Proteinvarianten konnten die relativ haufig vorkommenden varianten
Allele *5, *6 und *15 mit einer signifikant verringerten Expression und Funktion von
CYP2B6 im Vergleich zur Wildtypgruppe (*1/*1) in Zusammenhang gebracht werden.
Fur weitere, seltenere Mutationen im CYP2B6-Gen konnte gezeigt werden, dass
diese sogar zu einer fehlenden Expression und Funktion von CYP2B6 fiuhren.
Zuséatzlich konnte als Ursache fur verringerte Enzymaktivitaten nicht nur eine
verminderte Proteinexpression, sondern auch eine veranderte Interaktion mit der
NADPH:P450-Oxidoreduktase oder Cytochrom b5 verantwortlich gemacht werden.
FUr das Zytostatikum Thiotepa und die Thrombozytenaggregationshemmer
Clopidogrel und Ticlopidin wurde eine irreversible und potente Inhibition von CYP2B6
nachgewiesen, welche durch Hemmung der CYP2B6- Aktivitat zu klinisch relevanten
Arzneimittelinteraktionen mit Substraten dieses Enzyms fiihren kann.

Als weitere signifikante Einflussfaktoren fir die Expression und Funktion von
CYP2B6 stellten sich das Alter und der Konsum bestimmter Arzneimittel dar. Das
Alter der Patienten, von denen die Leberproben stammten, war umgekehrt
proportional zur Apoproteinexpression und Bupropionhydroxylaseaktivitdt. Die
praoperative Einnahme des Antiepileptikums und bekannten CYP2B6- Induktors
Carbamazepin oder des Analgetikums Metamizol fuhrte zu einer signifikant erhdhten
Proteinexpression und Bupropionhydroxylaseaktivitdt bei diesen Patienten. An
humanen Hepatozyten konnte eine Induktion von CYP2B6 durch diese Arzneistoffe
nachgewiesen werden. Die Einnahme des Vasodilatators ISDN verursachte dagegen
eine signifikante Reduzierung der Expression und Funktion von CYP2B6.

Andere Faktoren wie Geschlecht, Alkohol- und Tabakkonsum hatten keinen Einfluss.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass CYP2B6 von genetischen,
biologischen und Umwelteinflissen reguliert wird. Diese Ergebnisse kdnnen fir eine
verbesserte Vorhersage der CYP2B6 Enzymaktivitat beim Menschen genutzt
werden.
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SUMMARY

Cytochrome P450 enzymes are the most important drug metabolizing enzymes in
human liver. Their expression and function is regulated by biological, genetic and
environmental factors. In this work, the influence of these parameters was analyzed
for the poorly investigated cytochrome P450 enzyme CYP2B6. The expression and
function was investigated in a human liver bank consisting of more than 100 samples.
The CYP2B6 protein expression, which was quantified by immunoblot analysis,
varied 191 fold (0.5 — 95.5 pmol/mg). For functional investigations two postulated
model substrates for CY2B6 were chosen and compared to each other. The results
demonstrated that bupropion is a more specific substrate than S-mephenytoin.
Different mutations in the CYP2B6 gene were identified as one reason for the
variable expression and function. In human liver samples and in recombinantly
expressed CYP2B6 variants, the most frequent alleles *5, *6 and *15 could be
associated with a significantly reduced expression and function compared to the wild-
type (*1/*1). Some further and rare occuring mutations in the CYP2B6 gene even
resulted in the absence of CYP2B6- expression and function. For some mutations it
was shown that the reason for reduced enzyme acitivity is not only reduced protein
expression but altered interaction with NADPH:P450- oxidoreductase or cytochrome
b5. An irreversible and potent inhibition of CYP2B6 was shown for the cytostatic
agent thioTEPA and the antiplatelet compounds clopidogrel and ticlopidine, which
can result in clinically relevant drug interactions with substrates of CYP2B6 by
inhibition.

Further significant factors influencing expression and function were age and the
consumption of drugs. The age of the liver donors was inversely proportional to the
expression of CYP2B6- apoprotein and bupropion hydroxylase activity. The intake of
the antiepileptic drug and known inducer of CYP2B6, carbamazepine, before surgery
resulted in significantly increased expression and function of CYP2B6. The analgetic
metamizole was newly identified as a potent inducer of CYP2B6. Induction of
CYP2B6 could be demonstrated using human hepatocytes. In contrast, taking the
antianginal drug ISDN caused a significantly declined expression and function. Some
other factors like gender and the consumption of alcohol and tabacco had no
influence.

In summary, the results demonstrated, that CYP2B6 is regulated by genetic,
biological and environmental factors. These results will allow a better prediction of
CYP2B6 function in humans.
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1 EINLEITUNG

1.1 Arzneimittelstoffwechsel und die Cytochrom P450-Superfamilie

1.1.1 Arzneimittelstoffwechsel und Transport

Mit der Umwelt werden Fremdstoffe (sog. Xenobiotika) aufgenommen, zu denen
Nahrungsbestandteile, Umweltgifte, Chemikalien und auch Arzneimittel gehéren. Um
diese Substanzen auszuscheiden, aber auch um endogene Stoffe wie Hormone
abzubauen sind Organismen mit einem Biotransfomationssystem ausgestattet. Dabei
stehen hauptsachlich Reaktionen im Vordergrund, die die Lipophilie der Substanzen
herabsetzen um das Ausscheiden Uber die Nieren und die Galle zu erméglichen. Ein
Grol3teil der Arzneimittel wird dadurch in pharmakologisch unwirksame
Abbauprodukte umgewandelt, manche Verbindungen werden aber auch erst zur
pharmakologisch aktiven Substanz metabolisiert. Die Ausgangssubstanz wird dann
als sog. ,Prodrug” bezeichnet. Ein erheblicher Teil der Fremdstoffe wird bereits nach
der oralen Aufnahme im Darm metabolisiert. Der Hauptteil des
Fremdstoffmetabolismus findet jedoch in der Leber statt, bevor die Substanzen den
systemischen Blutkreislauf erreichen.

Der Arzneimittelmetabolismus wird in zwei Phasen unterteilt. Zur Phase | gehéren die
sog. Funktionalisierungsreaktionen, bei denen durch Oxidation, Reduktion oder
Hydrolyse funktionelle Gruppen eingefuhrt oder freigelegt werden.

Zu diesen Enzymen gehdren die cytosolisch vorkommenden Alkoholdehydrogenasen
(ADH), die primare und sekundare Alkohole NAD- abhéangig zu Aldehyden und
Ketonen dehydrieren; die Aldehyddehydrogenasen (ALDH), die cytosolisch,
mikrosomal und mitochondrial lokalisiert sind und Alkohole NAD- oder NADP-
abhangig zu Carbonséuren oxidieren; die Xanthinoxidase, die Xanthinderivate und
auch Purin-Analoga wie die endogenen Purine zu den entsprechenden
Harnsaurederivaten oxidieren, und die heterogene Gruppe der Aminooxidasen. Zu
dieser Enzymgruppe gehoren die mitochondrialen Monoaminoxidasen, die
Katecholamine, Serotonin und auch exogen zugefuhrte Amine wie Tyramin
verstoffwechseln; die Diaminoxidase, die z.B. Histamin metabolisiert und die
mikrosomalen flavinhaltigen Monooxygenasen (FMO), die hauptsachlich Amine und
Thiole oxidieren.
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Die zentrale Rolle des Phase-I-Metabolismus spielen jedoch die Cytochrom P450-
Enzyme, welche 55 % aller Arzneimittel metabolisieren (Clarke et al., 2002) und fur
die in Abschnitt 1.1.2 eine detaillierte Beschreibung folgt.

Zur Phase Il gehoéren die sog. Konjugationsreaktionen, bei denen an die in Phase |
geschaffenen funktionellen Gruppen Reste gekoppelt werden, die aus dem
Intermediarstoffwechsel zu Verfigung gestellt werden. Die Konjugation mit aktivierter
Glucuronsaure (Uridin-5’-diphosphat-Glucuronsaure) wird durch Uridin-5'-
diphosphat-Glucuronosyltransferasen (UGTs) katalysiert. Zu den Substraten dieser
Enzym-Superfamilie gehoéren Bilirubin, Steroidhormone, Gallensauren, biogene
Amine, lipophile Vitamine, Umweltgifte und Arzneistoffe. Die UGTs werden in vielen
Organen wie Leber, Darm, Niere, Lunge, Prostata, Haut und Gehirn exprimiert.
Bisher sind 17 menschliche UGT-Isoformen identifiziert worden. Glutathion-S-
Transferasen (GST) sind cytosolische Enzyme, welche die Konjugation mit dem
Tripeptid Glutathion auf endogene und exogene Substrate katalysieren. Weitere
Enzyme des Phase II- Metabolismus sind die cytosolisch vorkommenden N-
Acetyltransferasen, die  unter  Verwendung von  Acetyl-Coenzym A
Acetylierungsreaktionen katalysieren. Beim Menschen sind die NAT | und NAT I
bekannt, von der die NAT Il, die das Tuberkulostatikum Isoniazid metabolisiert, das
erste Beispiel eines Enzyms mit genetisch bedingten Unterschieden ist.

Die cytosolisch vorkommenden Sulfotransferasen (SULT) katalysieren die
Konjugation eines Sulfat- Restes von 3’- Phosphoadenosin- 5’- phosphosulfat mit
Alkoholen, Phenolen und Aminen. Bei einer hohen Exposition gegeniber
Fremdstoffen kann die Sulfatierung von endogenen Substraten wie Steroidhormonen
aufgrund des begrenzten Sulfat-Pools im Menschen eingeschréankt sein. Zu den
cytosolischen oder membranstandigen Methyltransferasen gehdren die Catechol- O-
Methyltransferase (COMT), die Histamin- N - Methyltransferase und die Thiopurin- S-
Methyltransferase (TPMT). Diese Enzyme katalysieren N-, O- oder S-
Methylierungen unter Verwendung einer aktivierten Methylgruppe in Form von S-
Adenosylmethionin. Die Aminosauren- N- Acyltransferasen Kkatalysieren die
Konjugation von Aminosauren wie Glycin und Glutamin an Carbonséauren, die durch
Coenzym A aktiviert worden sind. Die Glycinkonjugation der Benzoesaure zur
Hippurséure gilt als erstentdeckte Reaktion im Fremdstoffmetabolismus.
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Zusétzlich zum Metabolismus kann die Bioverfugbarkeit der konjugierten und nicht-
konjugierten Arzneimittel durch Transporterproteine, die Substanzen aktiv aus den
Zellen schleusen, limitiert werden. Zu diesen Transportproteinen zahlen die sog.
uptake-Transporter wie das Na*- dependent taurocholate co-transporting polypeptide
(NTCP) und die Familie der organic anion transporting polypeptides (OATPSs), welche
die Aufnahme von Verbindungen aus dem Pfortaderblut in den Hepatozyten
ermaoglichen.

Die ATP-abhéngigen ABC-Transporter (ATP-binding cassette) wie P-Glykoprotein
(P-gp), das Produkt des multidrug resistance Gens MDR1 und die multidrug
resistance-associated proteins (MRP) gehéren zu den Effluxtransportern, die
Substanzen aktiv aus den Zellen in das Blut, den Darm oder den Nierentubulus
transportieren. Als Beispiel sei hier der aktive Transport von Zytostatika aus den
Tumorzellen genannt, der zur Tumorresistenz fuhrt.

1.1.2 Cytochrom-P450-Enzyme

Die wichtigsten am Arzneimittelmetabolismus beteiligten Enzyme gehéren zur
Cytochrom-P450-Familie. Klingenberg und Garfinkel beschrieben 1958 erstmals ein
.Zellfarbendes Pigment” in Schweine- und Rattenleber, das nach Bindung mit CO ein
charakteristisches Differenzspektrum mit einem Absorptionsmaximum bei 450 nm
zeigt (Garfinkel, 1958; Klingenberg, 1958), welches Omura und Sato sechs Jahre
spater als Cytochrom identifizieren konnten (Omura und Sato, 1964). Cytochrom
P450-Enzyme (CYPs) sind ubiquitar verbreitet. In Prokaryonten sind sie im Cytosol
lokalisiert, wahrend in héheren Organismen alle Formen membrangebunden sind.
Die am Arzneimittelmetabolismus beteiligten humanen Cytochrom P450- Enzyme
sind mit ihrem N-Terminus in der Membran des endoplasmatischen Retikulums
verankert, wobei die katalytische Domane ins Cytoplasma ragt. Die Proteine
bestehen aus einem ca. 480 — 560 Aminosauren grol3en Apoprotein mit einer
prosthetischen Hamgruppe, deren Eisenatom an ein konserviertes Cystein
koordiniert ist. Zu den durch Cytochrom P450- Enzyme katalysierten Reaktionen
gehodren Hydroxylierungen, Desaminierungen, Desulfatierungen, Dehalogenierungen,
Epoxidierungen, N-, S- und O-Dealkylierungen, N- und S- Oxidationen und
Peroxidationen.

Bei einer Hydroxylierungsreaktion wird ein Sauerstoffmolekil gespalten, wobei das
eine Atom in das Substrat inkooperiert wird und das andere als Teil eines
Wassermolekiils abgegeben wird. Wahrend dieses Zyklus wird Fe** zu Fe*
reduziert, so dass molekularer Sauerstoff an das Hamprotein binden kann. Durch die
Ubertragung eines zweiten Elektrons kann der Sauerstoff auf das Substratmolekiil
Ubertragen werden und es entsteht ein Molekil Wasser. Die Reduktionsaquivalente
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werden von NADPH bereitgestellt und von der ebenfalls im endoplasmatischen
Retikulum (ER) lokalisierten Cytochrom P450:NADPH-Reduktase, die zu den
Flavoproteinen gehort und als prosthetische Gruppe FAD und FMN besitzt, einzeln
nacheinander auf das Cytochrom P450- Enzym ubertragen (Abb. 1).

NADPH + H*

NADP ‘4 Cytochrom

P450

ﬁ Abb. 1:
Schematische Darstellung des
U) Metabolismus durch Cytochrom P450

Lipidmembran des endoplasmatischen Retikulums

Cytochrom b5, ein ca. 17 kDa kleines Ham-Protein, welches ebenfalls im ER
lokalisiert ist, kann durch Elektronentbertragung oder allosterisch die Aktivitat einiger
Cytochrom-P450-Enzyme erhéhen (Schenkman und Jansson, 2003).

Die  verschiedenen  Cytochrom  P450-Enzyme  werden aufgrund ihrer
Sequenzhomologien in Familien und Subfamilien eingeteilt: Cytochrom P450
Enzyme, deren Aminosauresequenz zu mehr als 40 % Ubereinstimmt, werden einer
Familie zugeordnet (z. B. CYP2). Innerhalb einer Subfamilie bestehen Homologien
von Uber 55 % (z.B. CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19). Inzwischen sind beim Menschen
27 Subfamilien mit insgesamt 57 Isoenzymen und 58 Pseudogenen identifiziert
worden (www.drnelson.utmem.edu/cytochromP450-html).

Die fur den Fremdstoffmetabolismus relevanten Familien beschranken sich fast
ausschlie3lich auf die Familien CYP1, CYP2 und CYP3, die neben Arzneimitteln
auch Pflanzen- und Nahrungsmittelbestandteile, endogene Substanzen, Umweltgifte
und Karzinogene abbauen. Die Cytochrom P450- Enzyme der anderen Familien
metabolisieren hauptsachlich endogene Substanzen wie Fettsduren, Gallensauren,
Prostaglandine, Steroidhormone, Vitamin D und Vitamin A. Die Leber nimmt mit
einem Anteil von 90 — 95 % des gesamten P450 den grol3ten Anteil ein, wobei 60 —
65 % davon auf arzneimittelmetabolisierende CYPs entfallen (Shimada et al., 1994).
Die CYP3A Subfamilie stellt mit 30 % des hepatischen P450-Gehaltes den grofdten
Anteil der humanen CYPs dar und metabolisiert etwa 50- 60 % aller Arzneimittel.
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Weitere, flr den Arzneimittelmetabolismus relevante Isoenzyme sind die Enzyme der
2C Subfamilie, zu denen CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 und CYP2C19 gehotren,
CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2D6 und CYP2EL (Abb. 2).

Anteil einzelner P450 Anteil einzelner P450
am Metabolismus am Gesamtgehalt
aller Arzneimittel der Leber (geschatzt)
2C8 1A2
2C9 1A2 2E1 2A6
2C18 unbekannt 286
2C19 2C8
2C9
2D6 3A4 2C18
3AS | 2C19
3A7
2E1
2D6

Abb. 2: Anteil einzelner P450 Enzyme am Metabolismus aller Arzneimittel und am Gesamtanteil der Leber (aus
Shimada et al., 1994).

Die einzelnen Cytochrom P450 Enzyme weisen eine breite Substratspezifitat auf und
kénnen somit jeweils eine sehr heterogene Gruppe von Substanzen metabolisieren.
Da die Substratspezifitat meist stark Uberlappend ist, gilt auch das Umgekehrte und
fast alle Substanzen konnen von mehreren CYP450 gleichzeitig metabolisiert
werden.



EINLEITUNG 6

1.1.3 Ursachen fur inter- und intraindividuelle Unterschiede im

Arzneimittelmetabolismus

Die Kinetik und Dynamik eines Arzneistoffes im menschlichen Korper wird von
Umweltfaktoren wie Rauchen und Alkoholkonsum, Erndhrung, physiologischen
Verdnderungen wie Krankheiten und Entzindungen, Alter, Geschlecht,
Arzneimittelinteraktionen und genetischen Faktoren bestimmt. Pharmakodynamische
Veranderungen beruhen meist auf Targetebene, wenn z. B. Rezeptoren oder
lonenkanéle betroffen sind und es zu keiner oder einer abgeschwachten
Arzneimittelwirkung kommt, oder die Zielstrukturen erst gar nicht vorhanden sind, wie
z. B. ein Fehlen der Ostrogenrezeptorexpression, die zur Tamoxifenresistenz bei der
Mammakarzinom- Behandlung fuhrt.

Zu Veranderungen der Pharmakokinetik eines Arzneistoffes nach oraler Gabe kann
es durch Unterschiede in der Resorption aus dem Gastrointestinaltrakt, der
Verteilung, dem hepatischen und extrahepatischen Arzneistoffwechsel, der renalen
und biliaren Exkretion und der Affinitat zu arzneimitteltransportierenden Proteinen
kommen.

Der Hauptort der Variation ist der Arzneimittelabbau in der Leber. Dieser variiert nicht
nur mit dem Alter und Geschlecht, sondern kann auch durch
Arzneimittelinteraktionen als Ursache von Enzyminhibition und Enzyminduktion oder
genetischen  Polymorphismen von arzneimittelabbauenden Enzymen und
Transportern verandert sein.
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1.1.4 Enzyminhibition

Die gleichzeitige Gabe mehrerer Arzneimittel, die besonders bei geriatrischen
Patienten oder Patienten mit Tumor- und Aids-Erkrankungen stattfindet, kann zu
ernsten Arzneimittelwechselwirkungen fuhren. So kann ein Arzneimittel den
Transport des anderen zum Wirkungsort durch Verdrdngung aus der
Plasmaproteinbindung  oder  durch  Kompetiton oder Hemmung von
Transportproteinen verringern bzw. hemmen. Genauso kann der Metabolismus eines
Arzneimittels durch eine Hemmung der am Arzneimittelmetabolismus beteiligten
Cytochrom P450 Enzyme beeintrachtigt werden. Hierbei unterscheidet man zwischen
einer reversiblen  Kompetition zweier Arzneimittel an der gleichen
Substratbindungsstelle, einer nicht-kompetitiven Bindung eines Hemmstoffes an das
Enzym und einer irreversiblen Inhibition durch kovalente Bindung des Inhibitors oder
eines Metaboliten an das Enzym oder eine Zerstérung der Ham- Komponente. So
kam es durch gleichzeitige Gabe des Antihistaminikums Terfenadin und dem
CYP3A4- Inhibitor Ketokonazol zu lebensbedrohlichen Tachyarrhythmien (Honig et
al., 1993). Nicht nur Arzneimittel, sondern auch die Nahrung kann den
Arzneimittelmetabolismus beeinflussen. So ist seit einiger Zeit bekannt, dass
Grapefruitsaft als Inhibitor von CYP3A4 in der Lage ist, den Metabolismus einer
Reihe von CYP3A4-Substraten wie Cyclosporin zu inhibieren (Ameer et al., 1997).

1.1.5 Enzyminduktion

Bei der Induktion von arzneimittelmetabolisierenden Enzymen werden diese durch
Einwirkung von Chemikalien oder Arzneistoffen vermehrt exprimiert. Dieser
Mechanismus kann als evolutiondre Anpassungsreaktion des Organismus
gegenuber einer erhohten Fremdstoffbelastung interpretiert werden. Hormone,
Vitamine oder Arzneistoffe kdnnen als Liganden an Kernrezeptoren binden, welche
dann als Monomere, Homodimere oder Heterodimere an sog. response elements
des DNA-Promotors binden und dadurch die Transkription aktivieren.

Auf diese Weise kann die Expression vieler am Arzneimittelabbau beteiligter Enzyme
wie CYP1A, CYP2B6, CYP2C, CYP3A oder MDR1 beeinflusst werden. So haben
Raucher aufgrund der Bindung polyzyklischer Aromaten an den Ah-Rezeptor
(Arylhydrocarbon-Rezeptor) und darauffolgende CYP1A2-Induktion erhohte
Enzymmengen und folglich eine erhOhte Metabolisierungsrate fur viele
Prékarzinogene, die durch CYP1A2 bioaktiviert werden. Im Gegensatz dazu ist die
Induktion von CYP3A4 Ursache vieler Arzneimittelinteraktionen, da eine Reihe von
Medikamenten wie Clotrimazol, Dexamethason, Ritonavir, Rifampicin oder
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Johanniskraut CYP3A4 induzieren. Die Gabe von Johanniskraut kann so zum
Beispiel zu einem Wirkungsverlust oraler Kontrazeptiva fihren (I1zzo, 2004).

1.1.6 Genetische Polymorphismen

Erblich bedingte Mutationen in arzneimittelmetabolisierenden Enzymgenen kénnen
zu bestimmten Krankheitsbildern fuhren, wie dem Gilbert-Syndrom, das mit einer
Haufigkeit von 2—-5% in der Bevdlkerung auftritt und durch eingeschrangte
Bilirubinglucuronidierung durch Mutationen der UGT zu Hyperbilirubindmie fuhrt. Das
sog. Flush-Syndrom, das aufgrund einer Mutation im ALDH-Gen mit
SchweiBausbriichen, Hautrétungen und Ubelkeit nach Alkoholgenuss einhergeht, tritt
bei 50 % der asiatischen Bevolkerung nach Genuss kleiner Mengen Alkohols auf. Ein
genetischer Defekt bei der flavinhaltigen Monooxygenase FMO 3 kann Ursache fur
das sog. ,Fish-Odor-Syndrom” sein, bei dem das nach Fisch riechende
Trimethylamin nicht in das geruchlose N-Oxid umgewandelt werden kann.

Der 1959 von dem Humangenetiker Friedrich Vogel gepragte Begriff der
Pharmakogenetik ~ umfasst  genetische  Defekte, die zu veranderten
Arzneimittelreaktionen flhren. Wenn diese Verdnderungen bei mehr als 1 % der
Bevolkerung auftreten, spricht man von Polymorphismen. Die Haufigkeit von
Polymorphismen unterscheidet sich oft zwischen verschiedenen ethnischen
Gruppen.

Das erste arzneimittelmetabolisierende Enzym, fir das genetisch bedingte
Unterschiede gefunden wurden, war die N-Acetyltransferase NAT Il. So gehdren ca.
50 % der Kaukasier zu den sog. langsamen Acetylierern, die Arzneistoffe wie das
Tuberkulostatikum Isoniazid nur verlangsamt abbauen kénnen.

Werden arzneistoffabbauende Enzyme aufgrund einer Mutation nicht exprimiert oder
haben sie eine verringerte katalytische Aktivitdit, kommt es bei den Patienten zu
defizientem Metabolismus. Man bezeichnet dies im Unterschied zu normalem
Metabolismus (extensive metabolizers, EM) als sog. defizienten Metabolismus (poor
metabolizer, PM).

Bei Medikamenten mit einem engen therapeutischen Fenster kann es aufgrund von
Mutationen in arzneimittelmetabolisierenden Enzymen zu ernsten Nebenwirkungen
kommen.

Das bei der akuten lymphatischen Leukamie oder zur Behandlung des Morbus Crohn
eingesetzte Azathioprin wird Uber die Thiopurin-S-Methyltransferase (TPMT)
metabolisiert, fur die 0,3 % der européischen Bevolkerung zu den sog. PMs gehoéren
und deshalb unter Therapie mit Standarddosen Azathioprin lebensbedrohliche
Panzytopenien entwickeln (Krynetski et al., 2003). Die Bedeutung dieser
Polymorphismen fir die Arzneimitteltherapie zeigt eine systematische Studie von
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Phillips et al. (2001) in der gezeigt werden konnte, dass 59 % der Arzneimittel, die
am haufigsten unerwinschte Arzneimittelwirkungen verursachen, von mindestens
einem polymorphen Enzym metabolisiert werden.

Zu den am besten untersuchten polymorphen arzneimittelmetabolisierenden
Enzymen gehort CYP2D6, von dem mehr als 80 verschiedene Allele bekannt sind,
welche zur Auspragung verschiedener Phanotypen mit fehlender, stark verminderter
oder erhdhter enzymatischer Funktion filhren. 5-10% der europaischen
Bevdlkerung gehoren zu den sog. PMs fur CYP2D6 und haben dadurch ein erhghtes
Risiko fUr das Auftreten unerwiinschter Arzneimittelwirkungen (Zanger et al., 2004),
denn sie kdnnen Substrate dieses Enzyms wie Antiarrhythmika, Antidepressiva und
B-Blocker nicht metabolisieren. Das andere Extrem stellen die UMs (ultrarapid
metabolizer) dar. Etwa 20 % dieses Phéanotyps wird durch Genduplikationen des
CYP2D6 Gens und eine dadurch bedingte erhOhte Enzymaktivitat verursacht. Fur
alle am Arzneimittelmetabolismus beteiligten humanen Cytochrom P450 Enzyme
sind mittlerweile genetische Polymorphismen beschrieben worden. Eine Ubersicht
uber die Cytochrom P450- Enzyme mit klinisch relevanten Polymorphismen ist in
Tab. 1 zu sehen.

Tab. 1: Klinische Konsequenzen von polymorphen CYPs

Polymorphes CYP Substrate Klinische Konsequenzen
CYP2A6 Coumarin, Nikotin, Halothan Méoglicher Effekt auf Rauchverhalten
(Rao et al., 2000)

CYP2C9 Tolbutamid, Warfarin, Phenytoin, Antikoagulierender Effekt von Warfarin (Aithal
Nichtsteroidale Antirheumatika et al., 1999)

CYP2C19 Mephenytoin, Omeprazol, Heilungsraten bei Magengeschwiiren unter
Hexobarbital, Propranolol, Proguanil, = Omeprazoltherapie
Phenytoin (Furuta et al., 2001)

CYP2D6 B-Blocker, Antidepressiva, Nebenwirkungen bei Therapie mit
Antiarrhythmika, Codein, Antiarrhythmika und Antidepressiva (Bertilsson

Dextromethorphan et al., 2002)
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1.2 Cytochrom P450 2B6

Zu den bisher am wenigsten untersuchten, am Arzneimittelmetabolismus beteiligten
humanen Cytochrom P450 Enzymen gehort Cytochrom P450 2B6 (CYP2B6). Das
1988/89 identifizierte CYP2B6 Gen (Miles et al., 1988; Yamano et al., 1989) liegt auf
Chromosom 19 und besteht aus neun Exons und acht Introns. Es kodiert fur ein ca.
50 kDa grofRes Protein. CYP2B6 wird hauptsachlich in der Leber exprimiert, eine
CYP2B6-Expression wurde aber auch in extrahepatischen Geweben wie Dinndarm,
Niere, Lunge, Gehirn, Kolon- und Brusttumoren nachgewiesen (Gervot et al., 1999;
Miksys et al., 2003; Wolf et al., 1992). Diese Daten erlauben jedoch bisher keine
Abschatzung Uber die funktionelle Bedeutung der extrahepatischen Expression.
Ebenso konnte CYP2B6 mRNA in Geweben der Leber, Niere, Lunge, Trachea,
Dunndarm und der Haut nachgewiesen werden (Gervot et al.,1999). Dem CYP2B6
Isoenzym wurde bis vor kurzem keine groRe Bedeutung beigemessen, da erste
Studien (Mimura et al.,1993; Shimada et al.,1994) berichteten, dass CYP2B6 nur
weniger als 1 % des gesamten hepatischen Cytochrom P450 ausmacht. Aufgrund
von spezifischeren Antikorpern und sensitiveren Detektionsmethoden haben Stresser
und Kupfer 1999 jedoch eine héhere Expression und eine 20 — 250fache Variabilitat
der CYP2B6- Expression nachweisen konnen. Diese Variabilitat wird auch auf
Aktivitatsebene bestatigt, welche ebenfalls mehr als 100fach variiert (Yamano et al.,
1989, Ekins et al., 1998). Mehr als 3 % aller auf dem Markt befindlichen und teils
sehr relevanten Arzneimittel werden durch CYP2B6 verstoffwechselt (Lewis et al.,
1998). Daneben werden Prokarziogene wie Aflatoxin B1 (Aoyama et al., 1990; Kirby
et al.,, 1993) und Dibenzo-[a,h]-anthracen (Shou et al., 1996), die Designerdroge
Ecstasy (MDMA; Kreth et al.,, 2000), Nikotin (Yamazaki et al, 1999) und das
endogene Substrat Testosteron (Hanna et al., 2000) von CYP2B6 metabolisiert. In
Tab. 2 ist eine Zusammenstellung relevanter CYP2B6 Substrate zu sehen.

Aufgrund der zunehmenden Untersuchungen zu CYP2B6 wurden mittlerweile nicht
nur Substrate, sondern auch Inhibitoren dieses Enzyms identifiziert. So gibt es
Pflanzeninhaltsstoffe wie Glabridin (Kent et al.,, 2002), aber auch Arzneimittel, zu
denen Tamoxifen (Sridar et al., 2002), Ethinylestradiol (Kent et al., 2001),
verschiedene Antidepressiva (Hesse et al., 2000) und das Zytostatikum Thiotepa
gehoren, welche die in- vitro Enzymaktivitdit von CYP2B6 hemmen. Dass eine
Inhibition der CYP2B6-Enzymaktivitat auch in- vivo Auswirkungen hat, konnte
bereits in zwei unterschiedlichen Studien demonstriert werden. Huitema et al. (2000)
konnten zeigen, dass die Bioaktivierung des CYP2B6-Substrates Cyclophosphamid
durch den CYP2B6- Inhibitor Thiotepa signifikant reduziert wird. Bei Patienten, die
eine Hochdosischemotherapie mit Cyclophosphamid, Carboplatin und Thiotpea
erhielten, waren die Plasmaspiegel von Hydroxycyclophosphamid signifikant
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reduziert, wenn Thiotpea vor der Cyclophosphamidgabe appliziert wurde. Palovaara
et al. (2003) konnten zeigen, dass der CYP2B6- Inhibitor Ethinylestradiol bei
Patientinnen, die dieses Medikament zur Hormonsubstitution erhielten zu signifikant
erniedrigten Plasmaspiegeln des Bupropionmetaboliten Hydroxybupropion fuhrt.

Tab. 2: Klinisch relevante Substrate von CYP2B6

CYP2B6 Substrat  Stoffklasse Reaktion Literaturreferenz

Alfatoxin B1 Prékarzinogen Aktivierung Aoyama et al., 1990

Artemisinin Antimalariamittel unbekannt Svensson and Ashton, 1999

Bupropion Antidepressivum Hydroxylierung Hesse et al., 2000

Clopidogrel Thrombozyten- unbekannt Clarke and Waskell, 2002
aggregationshemmer

Cyclophosphamid  Zytostatikum Hydroxylierung Roy et al., 1999

Dibenzo-[a,h]- Prékarzinogen Aktivierung Shou et al., 1996

anthracen

Efavirenz Reversetranskriptase- Hydroxylierung Ward et al., 2003
hemmer

Ifosfamid Zytostatikum N-Dechlorethylierung  Granvil et al., 1999; Huang

et al., 2000

Ketamin Narkotikum N-Demethylierung Yanagihara et al., 2001

MDMA Designerdroge N-Demethylierung Kreth et al., 2000

Methadon Opioid N-Demethylierung Gerber et al., 2004

Meperidin Opiod N-Demethylierung Ramirez et al., 2004

Nevirapin Reversetranskriptase- Hydroxylierung Erickson et al., 1999
hemmer

Nikotin Genussmittel C-Oxidation Yamazaki et al., 1999

Propofol Narkotikum Hydroxylierung Court et al., 2001

RP-73401 Phosphodiesterase-  Cyclopentyl- Stevens et al., 1997
IV-Hememer hydroxylierung

Selegelin MAO-B Hemmer N-Demethylierung Hidestrand et al., 2001

S-Mephenytoin

Testosteron

Antikonvulsivum

Sexualhormon

N-Demethylierung

16pB-Hydroxylierung

Heyn et al., 1996,
Ko et al., 1998

Hanna et al., 2000
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Bislang wurde die hohe Variabilitat von CYP2B6 hauptsachlich der Enzyminduktion
zugeschrieben, da es analog zum CYP2B1 der Ratte durch Phenobarbital
induzierbar ist (Frih et al., 1997). Die nukledren Rezeptoren CAR (constitutive
androstane receptor) und PXR (pregnane X receptor) binden jeweils als RXR-
Heterodimer an sog. PBREM- (phenobarbital responsive element) und/ oder XREM-
(xenobiotic responsive enhancer module) Elemente und auf diese Weise kdnnen
Arzneistoffe wie Clotrimazol, Rifampicin und Phenytoin CYP2B6 induzieren (Wang
und Negishi 2003).

2001 konnte durch Lang et al. gezeigt werden, dass eine weitere Ursache der
variablen CYP2B6- Expression und -Enzymaktivitat in vielfaltigen und haufigen
genetischen Polymorphismen im kodierenden Bereich des CYP2B6- Gens begriindet
liegt. Diese Mutationen kdnnen zu Varianten mit geringerer Expression und Aktivitat
fuhren oder sogar Ursache sog. Nullallele mit fehlender Proteinexpression und nicht
vorhandener Enzymaktivitat sein (Lamba et al., 2003; Lang et al., 2004; Hesse et al.,
2004). Mittlerweile sind 37 verschiedene CYP2B6- Allele bekannt, die Mutationen im
kodierenden Bereich, in Intronregionen oder im Promotor des CYP2B6- Gens tragen.
In Tab. 3 sind Allele mit Mutationen im kodierenden Bereich,
Aminosaureaustauschen fuhren, aufgefihrt.

die zu

Tab. 3: SNPs im kodierenden Bereich des CYP2B6- Gens

Allel SNP-Position SNP Aminoséureaustausch  Referenz
*1 Wildtyp Wildtyp Yamano et al., 1989
*2  Exonl C64T R22C Lang et al., 2001
*3  Exonb5 C777A S259R Lang et al., 2001
*4  Exonb5 A785G K262R Lang et al., 2001
*5  Exon9 C1459T R487C Lang et al., 2001
*6  Exon 4/5 G516T, A785G Q172H, K262R Lang et al., 2001
*7  Exon 4/5/9 G516T, A785G, Q172H, K262R, R487C  Lang et al., 2001
C1459T
*8  Exon3 A415G K139E Lamba et al., 2003;
Lang et al., 2004
*10 Exon 1 AB2T, C64T, Q21L, R22C Lang et al., 2004
G216C
*11  Exonl Al136G M46V Lang et al., 2004
*12  Exon 2 G296A G99E Lang et al., 2004
*14  Exon 3 G419A R140Q Lang et al., 2004
*15  Exon 8 T1172A 391N Lang et al., 2004
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Bei Patienten, die Trager bestimmter Mutationen im CYP2B6- Gen sind, die zu einer
verminderten Enzymaktivitat fihren, kann es zu einer verringerten Metabolisierung
von Arzneistoffen kommen, die Substrat fur CYP2B6 sind. In einer Studie von
Tsuchiya et al. (2004) konnte gezeigt werden, dass HIV- Patienten, die homozygote
Trager des *6- Allels waren, signifikant erhdhte Efavirenz- Plasmakonzentrationen
und damit ein erhéhtes Nebenwirkungsrisiko haben. In einer anderen Studie von
Takada et al. (2004) konnte bei Patienten mit einer Lupus Nephritis, die eine
Cyclophosphamidtherapie erhielten gezeigt werden, dass die Wahrscheinlichkeit, am
Ende der Therapie eine Nierenerkrankung auszubilden, bei homozygoten Tragern
des *5- Allels signifikant erhéht war und dass diese Patienten auch eine signifikant
geringere Wahrscheinlichkeit einer kompletten renalen Ansprechrate aufwiesen.
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1.3 Ziele der Arbeit

Bei der Therapie mit Arzneimitteln stellt das Auftreten von unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen ein grof3es Problem dar. In einer Meta- Analyse prospektiver
Studien  wurde  ermittelt, dass das Auftreten von  unerwinschten
Arzneimittelwirkungen an vierter bis sechster Stelle der Todesursachen bei
hospitalisierten Patienten in den USA stand (Lazarou et al., 1998). Auf der anderen
Seite sprechen bei einigen Arzneimitteln nur 50 — 75 % der Patienten auf eine
Therapie an (Spear et al, 2001). Fast ein Drittel aller unerwinschten
Arzneimittelwirkungen  beruht auf Arzneimittelinteraktionen, die bei der
Polypharmazie eine grol3e Rolle spielen. Neben den Einflissen von Alter, Geschlecht
und Krankheiten kdnnen aber auch genetische Faktoren, die eine 20 - 95%ige
Variabilitdt in der Verteilung und Wirkung von Arzneimitteln ausmachen kénnen,
einen entscheidenden Einfluss auf deren Effektivitat und Toxizitat austiben (Evans et
al., 2003).

Bei dem hochpolymorphen CYP2D6 kann durch Genotypisierung in der Zwischenzeit
mit 99%iger Sicherheit auf den vorhandenen Phanotyp geschlossen werden.
Cytochrom P450 2B6 wurde bisher nicht mit Ansprechen oder Toxizitat einer
Arzneimitteltherapie in Verbindung gebracht. Dass dieses Enzym immer mehr an
Bedeutung gewinnt, lasst sich schon daran erkennen, dass zunehmend mehr
Substanzen als Substrate identifiziert werden. Ziel war es daher, die funktionelle
Variabilitstt von CYP2B6 auf unterschiedlichen Ebenen zu untersuchen.
Insbesondere sollten die Enzyminhibition, die Variabilitat in der Population, sowie
genetische Varianten charakterisiert werden.

In der Arbeitsgruppe Pharmakogenetik des IKP Stuttgart wurde im Rahmen eines
BMBF Projektes mit dem Kurztitel ,Pharmakogenetische Diagnostik® eine
Gewebesammlung bestehend aus 300 humanen Leberproben aufgebaut. Einer der
Schwerpunkte dieser Arbeit wurde auf diese humane Lebergewebebank gelegt, an
der verschiedene Einflisse wie Alter, Geschlecht, Arzneimittelkonsum und
genetische Polymorphismen auf die Expression und Funktion des CYP2B6- Enzyms
untersucht werden sollten. Um Einflisse von Arzneimitteln und Mutationen im
CYP2B6- Gen im Detail analysieren zu konnen, sollten zusatzliche in-vitro
Untersuchungen mit rekombinanten Proteinen durchgefihrt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Antikérper, rekombinante Proteine, Enzyme und Zellen

Acetonitril

Acetylcystein

Acrylamid/Bis (30:0,8)
Ammoniumacetat
Ammoniumperoxodisulfat
Anti-baculovirus gp64 (mouse)
Anti CYP3A4/5 Mab for inhibition (mouse)
Anti-Cytochrom b5 (rabbit)
Anti-human CYP2B6 (mouse)
Bio-Rad-Assay

Borsaure

Bromphenolblau

BSA (bovine serum albumine)
Chinidin
Chloroquindiphosphat
Clopidogrel

Complete mini, EDTA-free

Coumarin

Cumolhydroperoxid (80 %)

Cytochrom b5 aus E. coli

Cytochrom P450 2B6 aus Lymphoblasten

Cytochrom P450 2B6 aus Insektenzellmikrosomen
(Verschiedene Varianten)

Cytochrom c aus Pferdeherz

DEAE-Dextran

Dexamethason

Dichlormethan

Diethyldithocarbamat

Dikaliumhydrogenphosphat

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat

Dinatriumtetraborat

Dithionit

Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s MEM-Medium (# 15140-122)

Emulgen 911

Essigsaure, konz.

7-Ethoxycoumarin

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Emerald™

Fotales Kalberserum

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Bio-Rad, Minchen
Fluka, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
eBioscience, Wien
Invitrogen, Karlsruhe
Oxford, Michigan, USA
BD Biosciences, Frankfurt a.M.
Bio-Rad, Minchen
Roth, Karlsruhe
Aldrich, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sanofi-Synthelabo,
Ambares,Frankreich
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Gentest, Frankfurt a.M.
Kathrin Klein u. Britta Klumpp,
IKP Stuttgart

Fluka, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Karlsruhe
Kao-Atlas, Tokio, Japan
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Tropix Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA
Biochrom, Berlin
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Furafyllin
Galacton®

Glucose-6-Phosphat

Glutathion

Glycin

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

Goat Anti-Mouse 1gG, Peroxidase-konjugiert

Goat Anti-Sheep IgG, Peroxidase-konjugiert
HCI, rauchend

HEPES Puffer 1 M

Hydrocortison

Insulin (Insuman Rapid; 40 I.E./ml)
Insulin-Transferrin-Selenium
Kaliumhydrogenphosphat

KCI

Ketokonazol

Lipofectamin 2000™
Magermilch
Magnesiumchlorid
2-Mercaptoethanol
Methanol

NacCl

NADPH

NADP”

NaF
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumpyrosulfat
Opti-MEM

Paroxetin

Passive Lysis buffer

pCMV- B- Galaktosidase- Expressionsvektor

Pefa Bloc

Penicillin-Streptomycin

Ponceau S-L6sung

Protein- Molekulargewichtsmarker (Rainbow)

Rattenreduktase

Restore Western Blot Stripping Puffer
SDS (Natrium-Dodecylsulfat)
Sucrose

Sulfaphenazol

Superoxiddismutase

SuperSignal Dura Chemolumineszenz Substrat

TEMED
Thiotepa
Ticlopidin

Geschenk von U. Fuhr, Kéln
Tropix, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Roche Diagnosics, Mannheim
Oncogene, Manhasset, N.Y.,
USA

Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Aventis, Frankfurt a.M.

Gibco BRL, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Ultrafine Chemicals,
Manchester, England
Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, Deisenhofen

Fluka, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Meck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Karlsruhe
GlaxoSmithKline, Miinchen
Promega, Madison, WI, USA
Clontech, Palo Alto, CA, USA
Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Amersham, Buckinghamshire,
England

Uli Zanger, IKP Stuttgart
Pierce, Rockford, USA

Sigma, Deisenhofen

Bio-Rad, Miinchen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Pierce, Rockford, USA

Gibco BRL, Karlsruhe

Wyeth Pharma GmbH, Minster
Sigma, Deisenhofen
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Trichloressigsaure

Tris-Base

Triton X-100

Trypsin-EDTA (# 25200-056)
Tween 20

Umbelliferon

Williams Medium E

2.1.2 Gerate und Hilfsmittel

AutoLumat Plus

Blotapparaturen:
Trans-Blot SD Semi-dry transfer cell
Fastblot B43

Brutschrank

Cellulosemembranen, regeneriert (12 kDa)
Einmalkuvetten

Gel-Blotting-Papier

Gelkammer SE 600

Heizblock

Homogenisator Fast-Prep FP120
HPLC-Anlage HP 1100

HPLC-S&aulen:
Lichrospher RP-18, endcapped
(150x3 mm I.D., 5um)
LUNA C8 column (150x3 mm I.D., 5um)
Prontosil-C18 AQ (150x3 mm I.D., 3 uM)
Vorsaule:
Eclipse XDB-C8 (2,1x12,51.D., 5 pm)

Luminescent Image Analyzer LAS-1000

Lysematrix D
Massenspektrometer HP 1100

Mikrodialysierkapseln QuixSep
Mikrotiterplatten, 96er

Millipore-Anlage Milli Q

Nitrocellulose

Novaspec Il Visible Spectrophotometer

pH-Meter CG840

Schuttler

Sterilfilter 0,2 um Porengrol3e
Teflonhomogenisator
Wasserbad WTE var 3185
Zellkulturschalen, 10 cm

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Aldrich, Deisenhofen
Gibco BRL, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Karlsruhe

Berthold Technologies, Bad
Wildbad

Bio-Rad, Miinchen

Biometra, Gottingen

Forma Scientific, Marietta, OH,
USA

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Niimbrecht
Schleicher & Schuell, Dassel
Hoefer, San Francisco, USA
CLF Laborgerate, Emersacker
Q-Biogene, Heidelberg
Agilent Technologies,
Waldbronn

Merck, Darmstadt

Penomenex, Aschaffenburg
Bischoff, Leonberg

Agilent Technologies,
Waldbronn

Fuji Photo Film GmbH,
Disseldorf

Q-Biogene, Heidelberg
Agilent Technologies,
Waldbronn

Roth, Karlsruhe

Greiner, Frickenhausen
Millipore, Molsheim, Frankreich
Schleicher & Schuell, Dassel
Pharmacia, Uppsala,
Schweden

Schott, Mainz

GFL, Wunstorf

Schleicher & Schuell, Dassel
Roth, Karlsruhe

Assistent, Sondheim
Greiner, Frickenhausen
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Zellkulturflaschen
Zellzahlgerat Casyl
Zellschaber
Zentrifugen:

Biofuge 22 R

Biofuge 13

Biofuge pico

Hettich Rotana/S, 23

Ultrazentrifuge L5-65
UV-Visible Spectroscopy System 8453
UV/Vis- Spektrophotometer
Victor 1420 Multilabel Counter

2.1.3 Software

AIDA Version 2.1
GaphPad Prism Version 3.03

GraphPad Instad Version 3.05

HPChem 4.06
PHASE Version2.0

2.1.4 Losungen, Puffer, Nahrmedien

Greiner, Frickenhausen
Scharfe System, Reutlingen
TPP, Trasadingen, Schweiz

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Hettich, Tuttlingen
Beckman, Minchen
Agilent, Waldbronn

Thermo Nicolet, Cambridge
Wallac, Turku, Finnland

Raytest, Schraubenhardt
GraphPad Software,San Diego,

CA, USA

GraphPad Software,San Diego,

CA, USA

Agilent, Waldbronn

www.archimes.well.ox.ac.uk/
pise/ PHASE/license.html

2.1.4.1 Puffer zur Préaparation von Lebermikrosomen

Homogenisierungspuffer
(frisch hergestellt)

Mikrosomenpuffer

Waschpuffer fir Mikrosomen

2.1.4.2 Puffer und Lésungen fur SDS-Page und Western Blot

Ammoniumpersulfat 10 % (m/v)

EDTA 1 mM
DTT 1 mM
Pefa Bloc 0,2 mM
HEPES pH 7,4 10 mM
KCI 0,15M
Natriumphosphatpuffer pH 7,4 0,1 M
EDTA 1mM
NasP,O; pH 7,5 0,1M
Ammoniumpersulfat 19
Millipore-Wasser ad 10 ml
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Auftragspuffer fir SDS-Page (5fach)  Tris-HCI pH 6,8 60 mM
Glycerol 24 %
SDS 2%
2- Mercaptoethanol 14,4 mM
Bromphenolblau 1%

Lagerung bei RT und jeweils frische Zugabe
von 2-Mercaptoethanol

Chemolumineszenz-L6sung Super Signal Dura Kit

(Pierce) Lumino/Enhancer 7 mi
Peroxid-Losung 7 mi
SDS 10 % SDS 509
Millipore-Wasser ad 500 ml
Tankpuffer (10fach) Tris-Base 150 g
Glycin 720 g
SDS 509
Millipore-Wasser ad 5000 ml
Tankpuffer (1fach) Tankpuffer (10fach) 500 ml
Millipore-Wasser ad 5000 ml
Transferpuffer Tris-Base 99
Glycin 146 ¢
10 % SDS 18,5 ml
Millipore-Wasser 4000 ml
Methanol ad 5000 ml
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 Tris-Base 309
Millipore-Wasser ad 500 ml

Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8

TBS (10fach)

pH 6,8 mit HCI (konz.) einstellen;

Lagerung bei 4°C

Tris-Base
Millipore-Wasser

pH 8,8 mit HCI (konz.) einstellen;

Lagerung bei 4°C

NacCl

KCI

Tris-Base
Millipore-Wasser

pH 7,4 mit HCI (konz.) einstellen

90,75 g
ad 500 ml

400 g

10g

150 g

ad 5000 ml
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Waschpuffer TBST TBS (10fach) 500 ml
50 % Tween 20 (v/v) 10 mi
Millipore-Wasser ad 5000 ml
2.1.4.3 Puffer zur Herstellung von Mikrosomen aus COS-1 Zellen
Homogenisierungspuffer 1 M Kaliumphosphatpuffer
pH 7,4 5mi
20 % ige Sucroseldésung (m/V) 21,75 ml
Millipore-Wasser ad 50 m|
Mikrosomenpuffer 1 M Kaliumphosphatpuffer
pH 7,4 4,5 ml
Glycerin 5 ml
Millipore-Wasser ad 50 ml

2.1.4.4 Nahrmedien
Kulturmedium fiir COS-1 Zellen

Kulturmedium fir humane Hepatozyten Williams Medium E mit Optimax

Kulturmedium fir humane Hepatozyten

fur Induktionsversuche

DMEM supplementiert mit:
Fotales Kalberserum
Penicillin

Streptomycin

supplementiert mit:
Fotales Kalberserum
Penicillin
Streptomycin
Hydrocortison
Insulin

HEPES

10 % (v/v)
100 U/ml
100 pg/ml

10 % (v/v)
100 U/ml
100 pg/ml
0,025%(v/v)

0,032I.E./ml

15 mM

Williams Medium E supplementiert mit:

Insulin-Transferrin-Selenium
Penicillin

Streptomycin

Glutamin

Dexamethason

1 % (v/v)
100 U/ml
100 pg/ml
2mM

0,1 pM
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2.1.4.5 Losungen fur die B-Galaktosidase-Aktivitatsbestimmung

3-Galaktosidase-Assay-Puffer

Galaktosidase-Stopplésung

1 M Natriumphosphatpuffer pH 8 600 pl

1 M MgCl, 6 ul
Galacton® (100x) 6 pl
Millpore-Wasser ad 6 ml

Frisch unter Lichtschutz ansetzen

1 M NaOH 2ml
Emerald™ (100 mg/ml) 250 pl
Millipore-Wasser ad 10 ml

Frisch unter Lichtschutz ansetzen

2.1.4.6 Puffer und Lésungen fiir Cytochrom-P450-Aktivitatsbestimmungen

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4

0,1 M TrispH 7,5

10x NADPH-Regenerierendes System
(NADPH-RS)

denaturiertes mikrosomales Protein

NazHPO4 0,1 M
mit 0,1 M NaH,PO, auf pH 7,4 einstellen

Tris 0,1M
mit HCI konz. auf pH 7,5 einstellen
NADP”* 5 mM
Glucose-6-Phosphat 40 mM
MgCl, 50 mM
Glucose-6-Phosphat-

Dehydrogenase 40 U/ml

in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 I6sen

verschiedene humane Lebermikrosomen
(mittlere Proteinkonzentraton: 3,5 mg/ml)
wurden vereint und bei 100 °C 5 min
denaturiert.

Die Lagerung erfolgte bei —20 °C

2.1.4.7 Puffer und Lésungen zur Proteinaufarbeitung aus humanen Hepatozyten

Complete-Stammléung, EDTA- frei

1 Tablette complete mini, EDTA- frei wurde
in 1,5 ml Millipore- Wasser gel6st.
Die Lagerung erfolgte bei — 20 °C.
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Lysepuffer

50 mM Tris-HCI

0,25 M NacCl

0,1 % Triton X-100 (v/v)

5 mM EDTA

15 % complete- Stammldsung, EDTA- frei
(VIv)
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewebe aus der Leberbank

Am IKP bestand eine Sammlung chirurgischer humaner Leberproben, die in
Kooperation mit Prof. Dr. Neuhaus und Dr. Nussler vom Virchow-Klinikum Charité in
Berlin seit Juni 1999 aufgestellt wurde. Von den Patienten mit schriftlicher
Einverstandniserklarung wurde jeweils eine Blutprobe und mehrere Gramm
Lebergewebe (Uberschissiges, Tumor umgebendes, gesundes Gewebe) asserviert.
Das Gewebe wurde in mehreren Teilstiicken direkt in flissigem Stickstoff bzw. in
einem RNA-stabilisierenden Reagens (RNAlater, Ambion) bei Einhaltung sehr kurzer
Ischamiezeiten (<10 min) eingefroren.

Mittels eines Fragebogens und klinischer Daten wurden ethnische Zugehorigkeit,
Alter, Geschlecht, die zur Operation fihrende Diagnose, Art der Operation, friihere
Diagnosen, eventuelle regelméassige Medikamenteneinnahme vor der Operation,
Raucherstatus (Nichtraucher; < 3 Zigaretten pro Tag; Raucher, > 3 Zigaretten pro
Tag), Alkoholkonsum (keiner, gelegentlich, taglich, Missbrauch) und
Ernahrungsgewohnheiten (Kaffee, Tee, vegetarische Kost, salzarme Kost, fettarme
Kost) ermittelt. Patienten mit schweren Lebererkrankungen (virale Hepatitis,
Zirrhose) wurden von den Analysen ausgeschlossen. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Humboldt-Universitat Berlin und von
der Universitat Tibingen genehmigt.

2.2.2 Préaparation von Lebermikrosomen

Die Aufarbeitung des Lebergewebes erfolgte dadurch, dass ca. 1 g Lebergewebe in
4 ml eiskaltem Homogenisierungspuffer im Kihllabor (4°C) mit dem Ultraturrax T25
(Kika Labortechnik) bei 9500 U/min 2 mal 30 Sekunden zerkleinert wurde. Das
zerkleinerte Lebergewebe wurde dann mit dem Potter Elvehjem (Glas/Teflon) bei
1000 U/min homogenisiert. Das Homogenat wurde in Zentrifugengefal3e tberfihrt,
mit Homogenisierungspuffer austariert und 30 min bei 15000 g zentrifugiert
(Ultrazentrifuge L5-65, Beckman). Das Pellet wurde mit 2 ml Homogenisierungspuffer
gewaschen und erneut bei 15000 g zentrifugiert, Die Uberstande wurden vereint und
in ein neues Zentrifugengefal tberfuhrt und 60 min bei 105000 g zentrifugiert. Der
nach dem Zentrifugationsschritt entstandene Uberstand wurde als Cytosol aliquotiert
und bei —80°C in flissigem Stickstoff eingefroren.

Das Pellet wurde mit 2 ml Waschpuffer resuspendiert und erneut 60 min bei 105000
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 2 ml
Mikrosomenpuffer mit dem Dounce-Homogenisator homogenisiert. Die Mikrosomen
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wurden in entsprechende Portionen aliquotiert und analog dem Cytosol bei —80°C in
flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

2.2.3 Proteinanalytische Methoden

2.2.3.1 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem Bio-Rad-Protein-Assay (Bio-Rad). Die
Probe wurde in einem der zu erwartenden Proteinkonzentration entsprechenden
Volumen mit Millipore-Wasser auf 800 pl in einem Eppendorf-Gefal? verdinnt. Nach
Zugabe von 200 pl Biorad-Reagenz wurde sofort manuell geschuttelt und ca. 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption des gebildeten Farbstoff-Protein-
Komplexes wurde nach 10 min bei 595 nm gemessen. Zur Kalibrierung wurde bei
jeder Messreihe eine Verdunnungsreihe von Rinderserumalbumin (BSA) in Wasser
verwendet (0,72 — 5,76 pg/ml). Die Kalibrierung und Messung der Proben erfolgte
jeweils in Doppelbestimmung mit dem Novaspec Il Visible Spektrophotometer
(Pharmacia). Die Absorption des Probenpuffers wurde jeweils von der Absorbtion der
Proben subtrahiert.

Bei einem groBerem Probenaufkommen wurde die Proteinbestimmung im
Mikrotitermal3stab (200 pl je Probe) in einer 96-Well-Platte durchgefuhrt. Die Proben
wurden dann bei 596 nm mit einem Spektrophotometer (MultilabelCounter 1420,
Victor) vermessen. Die Quantifizierung erfolgt bei beiden Methoden mittels linearer
Regressionsanalyse gegen die Eichkurve.

2.2.3.2 Probenaufarbeitung zur elektrophoretischen Trennung

Humane Lebermikrosomen wurden jeweils mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4
und 1/5 Volumen 5fach Auftragspuffer fir die SDS-Gelelektrophorese zu 1 mg/ml
verdinnt. Rekombinant exprimierte Proteine und Hepatozytenlysate wurden
entsprechend der gewtinschten Konzentration mit Millipore-Wasser und 1/5 Volumen
5fach Auftragspuffer verdiinnt. Nach Einstellung der entsprechenden Verdinnungen
wurden die Proben 5 min bei 95 °C denaturiert und erneut gemischt. Die Losungen
wurden bis zum Gebrauch auf Eis oder fur spateren Gebrauch bei —20 °C gelagert.

2.2.3.3 Herstellung von Kalibrierlésungen aus rekombinanten Enzymen

Fur die Quantifizierung von Cytochrom P450 2B6 und Cytochrom b5 mittels
Immunoblotanalyse wurden entsprechende Kalibrierlosungen hergestellt, die auf
jedes SDS-Polyacrylamid-Gel mit aufgetragen wurden. Daflir wurde die mikrosomale
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Fraktion von mit CYP2B6 transfiziereten humanen Lymphoblasten (BD Biosciences)
bzw. Cytochrom b5 aus damit transfizierten E. coli (Invitrogen) verwendet.

Zur Herstellung der hdchsten Kalibrierlosung (2000 fmol/25 pl CYP2B6; 100 pmol/25
pl Cytochrom b5) wurden die rekombinanten Proteine mit Millipore-Wasser und
Auftragspuffer fur die SDS-Gelelektrophorese (5fach) auf das entsprechende
Endvolumen eingestellt. Die Eichlésungen niedrigerer Konzentrationen wurden durch
entsprechende Verdinnungen hergestellt. Folgende Eichldsungen wurden
verwendet:

CYP2B6 (BD Biosciences):

Eichlosung 1 : 2000 fmol/25 pl
Eichlosung 2 : 1000 fmol/25 pl
Eichlésung 3 : 500 fmol/25 ul
Eichlésung 4 : 250 fmol/25 pl
Eichlosung 5 : 125 fmol/25 pl

Cytochrom b5 (Invitrogen):

Eichlésung 1 : 100 pmol/25 pl
Eichlésung 2 : 50 pmol/25 pl
Eichlésung 3 : 25 pmol/25 pl
Eichlésung 4 : 12,5 pmol/25 pl
Eichlésung 5 : 6,25 pmol /25 pl

Die weitere Aufarbeitung der Eichldsungen erfolgte analog der Probenaufarbeitung
(2.2.3.2).
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2.2.3.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht
erfolgte in einer vertikalen Gelelektrophoresekammer (LKB, Hoefer).

Fir CYP2B6 erfolgte die Trennung in 10%igen Polyacrylamidgelen von 1,5 mm
Dicke, fur Cytochrom b5 in 15%igen Polyacrylamidgelen von 1,5 mm Dicke. Trenn-
und Sammelgele wurden nach folgenden Vorschriften hergestellt:

Stammlésung Trenngel 10% Trenngel 15% Sammelgel 4%
Aqua bidest. 12,0 ml 7,0 ml 6,1 ml
Acrylamid/BIS (30:0,8) 10,0 ml 15,0 ml 1,35 ml

1,5M Tris pH 8,8 7,5 ml 7,5 mi -/-

0,5 M Tris pH 6,8 -/- -/- 2,5 ml

10% SDS 0,3ml 0,3ml 0,1ml

TEMED 30 pl 30 pl 10 ul

10% APS 0,3ml 0,3ml 0,1ml

Das Trenngel wurde bis ca. ¥ der Gelhdhe zwischen die Glasplatten (16 X 18 cm)
gegossen und mit Wasser uberschichtet. Nach Auspolymerisieren des Gels wurde
das Wasser mdoglichst vollstandig abgenommen, der Probenauftragskamm
eingesetzt und mit der Sammelgellésung Uberschichtet. Nach dem
Auspolymerisieren des Sammelgels wurden die Proben und der Rainbow-
Proteinmolekulargewichts-Marker (Amersham) aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte in 1x SDS-Laufpuffer bei 35 V Uber Nacht oder bei 170 V ca. 5 Stunden bei
Raumtemperatur fur 10%ige Gele bzw. bei 4°C fur 15%ige Gele.

2.2.3.5 Western Blot

Im Proteinblot wurden die aufgetrennten Proteine nach dem Gellauf mittels einer
Semidry-Blotapparatur (Multiphor 1) oder Fastblot Apparatur (Biometra) auf eine
Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schuell) Gbertragen. Die Elektroden wurden mit
Millipore-Wasser befeuchtet. Dann wurde die Anode mit zwei in Transferpuffer
getrankten Filterpapieren, der Nitrocellulosemembran, dem in Transferpuffer
aquilibrierten Gel und nochmals zwei in Transferpuffer getrankten Filterpapieren
blasenfrei beladen. Nach Aufsetzen der Kathode erfolgte ein Transfer bei 1 mA/cm?
fur 1 h oder bei 2,7 mA/cm? fiir 15 min mit der Fastblot-Apparatur.

Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran wurde durch Farben der
Membran mit Ponceau-S und anschlieRendem Waschen mit Millipore-Wasser
untersucht und dokumentiert.
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2.2.3.6 Detektion von Proteinen

Zur Absattigung von unspezifischen Bindungsstellen wurde die
Nitrocellulosemembran mindestens 60 min in 5 % Magermilchpulver (Fluka) in TBST
unter leichtem Schutteln (30/min) inkubiert. AnschlieBend wurde mindestens 3
Stunden mit den entsprechenden Primarantikdrperlosungen inkubiert. Nach
Entfernen der Primarantikbrper wurde zweimal kurz und vier mal 15 min mit TBST
gewaschen. Daraufhin folgte die Inkubation mit Meerettichperoxidase (POD)
konjugiertem Sekundarantikérper in 1% Magermilch far 30 Minuten. Durch

anschlieBendes Waschen mit TBST (2 mal kurz, 2 mal 15 min) wurde tUberschissiger

Sekundarantikdrper entfernt. Die Inkubationsbedingungen im einzelnen:

CYP2B6
Blocken
Primarantikérper-Lésung

Sekundarantikdrper-Ldsung
CYP2B6/gp 64

Blocken
Primarantikérper-Lésung
Sekundarantikdrper-Ldsung
Cytochrom b5

Blocken

Primarantikérper-Lésung

Sekundarantikorper-L6sung

1 h mit 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST
Anti-human CYP2B6 (BD Biosciences) 1:2000 in
1 % (w/v) Magermilchpulver/TBST
Goat-Anti-Mouse, 1:20000 (Oncogene) in 1 % (w/v)
Magermilchpulver/TBST

1 h mit 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST
Anti-human CYP2B6 (BD Biosciences) 1:1000 +
anti-baculovirus GP64 (1:2000) in 1% (w/v)
Magermilchpulver/TBST

Goat-Anti-Mouse, 1:20000 (Oncogene) in 1 % (w/v)
Magermilchpulver/TBST

1 h mit 5 % (w/v) Magermilchpulver/TBST
Anti-Cytochrom b5 (Oxford) 1:1000 in 1 % (w/v)
Magermilchpulver/TBST

Anti-Sheep,1:20000 (Roche Diagnostics) in 1%
(w/v) Magermilchpulver/TBST
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Alle Inkubationen wurden bei Raumtemperatur vorgenommen. Die Detektion der
entsprechenden Antigene erfolgte durch 5-mindtige Inkubation der Membranen mit
14 ml Supersignal Dura (Pierce, Substrat:Starter 1+1) in Dunkelheit. Die Detektion
des durch die Chemolumineszenz entstehenden Lichts erfolgte mit einer
hochempfindlichen Digitalkamera (LAS-1000, Fuji) mit Flat-Frame Korrektur und
Abzug des Dunkelbilds.

2.2.3.7 Quantifizierung von Proteinen

Die Auswertung der Western Blots erfolgte durch zweidimensionale Erfassung der
Signalbanden mit der Software AIDA 2.1 (Raytest, Straubenhard). Je nach Form der
Signalbanden wurden rechteckige oder elliptische Messfelder um diese gelegt. Als
Messwerte wurde die Differenz aus dem Signal- und einem definierten
Hintergrundfeld verwendet. Die Quantifizierung erfolgte Uber die auf jedem Blot
mitgeflhrten Kalibrierproben.

2.2.4 Analytische Methoden

2.2.4.1 Bestimmung der S-Mephenytoin-Metabolite Nirvanol und 4'-
Hydroxymephenytoin
Die Messung der S-Mephenytoin-Metabolite Nirvanol und 4’-Hydroxymephenytoin

aus Inkubationslésungen erfolgte analog einer Methode zur Bestimmung dieser
Metabolite aus Leber- und Darm-Homogenaten (Lapple et al., 2003).

2.2.4.1.1 Reinsubstanzen

S-Mephenytoin war ein Geschenk von Urs Mayer, Biozentrum Basel. Die Metabolite
und deren deuterierten internen Standards wurden von Dr. Thomas Mirdter und
Georg Heinkele am IKP Stuttgart synthetisiert (Henze und Isbell 1953, Bucherer und
Lieb 1934).

Nirvanol: M: 204,23 g/mol
[*Hs]-Nirvanol: M: 209,25 g/mol
4‘- Hydroxymephenytoin: M: 234,25 g/mol

[*H3]-4*-Hydroxymephenytoin: ~ M: 237,27 g/mol
S-Mephenytoin: M: 218,25 g/mol
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2.2.4.1.2 Lésungen

Mobile Phase A:  Millipore-Wasser

Mobile Phase B:  Acetonitril (ACN)

Stammlésungen:  Auf einer Analysenwaage abgewogenes Nirvanol, [?Hs]-Nirvanol,
4'-  Hydroxymephenytoin und  [*H3]-4‘-Hydroxymephenytoin
wurden in Methanol in einer Konzentration von 1 mg/ml oder 2
mg/ml geldst und bei 4°C gelagert. S-Mephenytoin wurde als 50
mM Stammldsung in Methanol gel6st.

Arbeitslésungen: Die Arbeitslosungen wurden aus den Stammlésungen mit
Millipore-Wasser verdinnt und bei 4°C gelagert.

2.2.4.1.3 Kalibrierung

Zur Kalibrierung wurde aus den Stammldsungen der Metabolite Nirvanol und 4'-
Hydroxymephenytoin eine Lésung von 1000 pmol/25 pl mit Millipore-Wasser
hergestellt. Aus dieser Losung wurden durch weitere Verdinnungsschritte mit
Millipore-Wasser folgende Kalibrierproben hergestellt:

Kalibrierprobe 6 1000 pmol/25 pl
Kalibrierprobe 5 250 pmol/25 pl
Kalibrierprobe 4 100 pmol/25 pl

Kalibrierprobe 3 25 pmol/25 ul
Kalibrierprobe 2 5 pmol/25 ul
Kalibrierprobe 1 1 pmol/25 pl

Die Kalibrierproben wurden entsprechend den Inkubationsanséatzen angesetzt:

25 ul der Kalibrierlosung wurden mit 25 pl NADPH-RS und 5 pl denaturiertem
mikrosomalem Protein versetzt. Die Proben wurden mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer
pH 7,4 auf 250 pl aufgefillt. Da S-Mephenytoin nur zu geringen Mengen zur
Verfigung stand, wurde dieses den Kalibrier- und Qualitatskontrollproben nicht
beigefugt. Nach Zugabe von 1,7 ml Ethanol (96 %) und 25 pl internem Standard (100
pmol [*Hs]-Nirvanol, [?Hs]-4-OH-Mephenytoin) wurden die Proben gemischt und 5
min bei 16000 g zentrifugiert. 1,8 ml des Uberstandes wurde unter
Stickstoffbegasung getrocknet und in 150 pl Mobiler Phase (84 % Wasser/16 %
ACN) aufgenommen. Entsprechend dieser Vorgehensweise wurden aus separaten
Qualitatskontrollproben mit den Metabolitenkonzentrationen von 5 pmol 4-OH-
Mephenytoin/10 pmol Nirvanol, 100 pmol 4‘-OH-Mephenytoin/Nirvanol und 500 pmol
4'*-OH-Mephenytoin/Nirvanol drei Qualitatskontrollen hergestelit.
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Die Quantifizierung erfolgte mittels linearer Regressionsanalyse mit Wichtung (1/x)
des Peakflachenverhaltnisses interner  Standard/Analyt. Zur  internen
Standardisierung von Nirvanol wurde [?Hs]-Nirvanol und zur internen
Standardisierung von 4’-Hydroxymephenytoin wurde [*Hs]-4’-Hydroxymephenytoin
verwendet. Die Berechnung erfolgte durch die Software HPChem 4.06.

2.2.4.1.4 Chromatographie

Gerat: HP1100 mit Entgaser, Binare Pumpe, Séulenschaltung,
Autosampler, UV-Detektor, Agilent Technologies, Waldbronn

UV-Detektor: 254 nm

Detektor: HP1100 einfach Quadropol Massenspektrometer mit
LC-Kopplung und Electronic Spray (ESI) lonisation, Agilent
Technologies, Waldbronn

Saule: endcapped Lichrospher RP-18,150x3 mm I.D., 5um
Partikelgrof3e (Merck, Darmstadt)

Saulentemperatur: 45 °C

Saulenschaltung: 4 bis 8 min

Gradient:

Zeit (min) HyO (%) Acetonitril (%) FluRrate (ml/min)
0,0 85 15 0,50
5,0 40 60 0,50
7,0 40 60 0,50
7,1 30 70 0,75
8,5 30 70 0,75
8,6 85 15 0,75
9,9 85 15 0,75

10,0 85 15 0,50

Aquilibrierungszeit: 3 min
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2.2.4.1.5 Massenspektrometrie

lonisation: Electronic Spray lonisation (ESI), positiv

Gastemperatur: 350 °C
Spuhdruck: 40 psig
N2 Volumenstrom: 10 I/min
Kapillarspannung: 3500 V

Messmodus: Single lon Monitoring Mode (SIM)
4 min Fragmentor 60 V

Gain: 1

m/z 203,3
m/z 208,3
m/z 233,4
m/z 236,4

Nirvanol

[*Hs]-Nirvanol
4'-OH-Mephenytoin
[*H3]-4‘-Hydroxymephenytoin

2.2.4.2 Bestimmung des Bupropion-Metaboliten Hydroxybupropion

Die Messung des Metaboliten Hydroxybupropion aus Inkubationslésungen und
Zellkulturmedium erfolgte in Anlehnung einer Methode zur Bestimmung von
Bupropion und seiner Metabolite aus Blutplasma.

2.2.4.2.1 Reinsubstanzen

Bupropion, Hydroxybupropion und der interne Standard [*Hs]-Hydroxybupropion
wurden von Dr. Thomas Murdter und Georg Heinkele am IKP-Stuttgart synthetisiert

(Mehta and Raleigh, 1974).

Bupropion-HCI:
Hydroxybupropion-HCI:
[*H3]-Hydroxybupropion-HCI:

M: 276,2 g/mol
M: 292,2 g/mol
M: 295,2 g/mol
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2.2.4.2.2 Lésungen

Mobile Phase A: Millipore-Wasser + 1 % Essigsaure (v/v)

Mobile Phase B: Acetonitril + 1 % Essigsaure (v/v)

Stammldsungen: Auf einer Analysenwaage abgewogenes
Hydroxybupropion-HClI und [2H3)-
Hydroxybupropion-HCI wurden in Methanol in einer
Konzentration von 1 mg/ml gelést und bei 4°C
gelagert. Bupropion-HCI wurde als 50 mM
Stammldsung in 10 % Methanol gelost.

Arbeitslésungen: Die Arbeitslésungen wurden aus den
Stammlésungen mit Millipore-Wasser verdinnt und
bei 4°C gelagert.

2.2.4.2.3 Kalibrierung

Zur Kalibrierung wurde aus der Hydroxybupropion- Stammlésung eine Lésung von
1000 pmol/25 pl mit Millipore-Wasser hergestellt. Aus dieser Lésung wurden durch
weitere  Verdunnungsschritte mit Millipore-Wasser folgende Kalibrierproben

hergestellt:

Kalibrierprobe 8
Kalibrierprobe 7
Kalibrierprobe 6
Kalibrierprobe 5
Kalibrierprobe 4
Kalibrierprobe 3
Kalibrierprobe 2
Kalibrierprobe 1

500 pmol/25 pl
250 pmol/25 pl
100 pmol/25 ul
50 pmol/25 pl
25 pmol/25 pl
10 pmol/25 pl
5 pmol/25 ul

1 pmol/25 pl

Die Kalibrierproben wurden entsprechend den Inkubationsanséatzen angesetzt:

25 ul der Kalibrierlosung wurden mit 25 pl NADPH-RS, 5 pl denaturiertem
mikrosomalem Protein und 25 pl 500 uM Bupropion-Losung versetzt. Die Proben
wurden mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 auf 250 pl aufgefullt. Nach Zugabe
von 50 ul 1 N HCI und 25 pl internem Standard (100 pmol [*H3]-Hydroxybupropion)
wurden die Proben gemischt und 5 min bei 16000 g zentrifugiert. 10 pl des
Uberstandes wurden direkt in das HPLC-System injiziert.

Entsprechend dieser Vorgehensweise wurden aus separaten Qualitatskontrollproben
mit den Metabolitenkonzentrationen von 5 pmol, 50 pmol und 250 pmol drei
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Qualitatskontrollen hergestellt. Die Quantifizierung erfolgte mittels linearer
Regressionsanalyse mit Wichtung (1/x) des Peakflichenverhaltnisses [*Hs]-
Hydroxybupropion/Hydroxybupropion. Die Berechnung erfolgte durch die Software
HP Chem 4.06.

2.2.4.2.4 Chromatographie

Gerat: HP1100 mit Entgaser, Bindre Pumpe, Saulenschaltung,
Autosampler, UV-Detektor, Agilent Technologies, Waldbronn

UV-Detektor: 282 nm

Detektor: HP1100 einfach Quadropol Massenspektrometer mit
LC-Kopplung und Electronic Spray (ESI) lonisation, Agilent
Technologies, Waldbronn

Saule: Prontosil-C18 AQ ,150x3 mm, 3 pM Partikelgrof3e (Bischoff,
Leonberg)

Saulentemperatur: 30 °C

Saulenschaltung: 4 bis 11,5 min

Gradient:

Zeit (min) H,O + 1% HOAc  Acetonitril + 1% HOAC FluRrate
(%) (%) (ml/min)

0,0 84 16 0,5

2,0 84 16 0,5

7,0 55 45 0,5

11,0 55 45 0,5

11,5 84 16 0,5

14,0 84 16 0,5

Aquilibrierungszeit: 2 min
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2.2.4.2.5 Massenspektrometrie

lonisation: Electronic Spray lonisation (ESI), positiv
Gastemperatur: 350 °C
Spuhdruck: 30 psig

N2 Volumenstrom: 10 I/min
Kapillarspannung: 1500 V
Messmodus: Single lon Monitoring Mode (SIM)
4 min Fragmentor 50 V
Gain: 3
m/z 256 OH-Bupropion
m/z 259 [*H3]-OH-Bupropion

2.2.4.3 Bestimmung der Verapamil-Metabollite D-617, D-620, Norverapamil, D-702
und D-703

Die Bestimmung der Verapamil-Metabolite erfolgte in Anlehnung einer am IKP
entwickelten Methode zur Bestimmung dieser Metabolite aus Blutplasma und
Darmperfusionslésung (von Richter et al., 2000).

2.2.4.3.1 Reinsubstanzen

Alle Reinsubstanzen wurden von der Knoll AG, Ludwigshafen (jetzt Abbott) zur
Verfligung gestellt.

Norverapamil-HCI: M: 477,1 g/mol
[?Hs]-Norverapamil-Oxalat: M: 530,6 g/mol
D-702 HCI: M: 477,1 g/mol
D-703 HCI: M: 477,1 g/mol
D-617 HCI: M: 326,9 g/mol
D-620 HCI: M: 312,9 g/mol
D-832 HCI: M: 356,9 g/mol
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2.2.4.3.2 LOosungen

Mobile Phase A: 5 mM Ammoniumacetat pH 4,2

38,5 g Ammoniumacetat wurden in 1 | Millipore-Wasser gelost.
10 ml von der 0,5 M Ammoniumacetat-Losung wurden mit
Millipore-Wasser auf 1 | aufgefillt und mit Eisessig auf pH 4,2
eingestellt.

Mobile Phase B:  Acetonitril
Stammldsungen:  Auf einer Analysenwaage abgewogenes D-620-HCI, D-617-HCI,
D-702-HCI, D-703-HCI, Norverapamil-HCI und die internen
Standards [*Hs]-Norverapamil-Oxalat und D-832-HCI wurden in
2-Propanol 10 min im Ultraschallbad in einer Konzentration von 1
mg/ml geldst und bei 4°C gelagert.

Arbeitslosungen: Die Arbeitslosungen wurden aus den Stammlosungen mit
Millipore-Wasser/1 % Isoamylalkohol (v/v) verdinnt und bei

— 20 °C gelagert.

2.2.4.3.3 Kalibrierung

Zur Kalibrierung wurde aus den Stammldsungen der Metabolite Norverapamil, D-
617, D-620, D-702 und D-703 eine LOsung von je 1000 pmol/25 pl mit Millipore-
Wasser hergestellt. Aus dieser Losung wurden durch weitere Verdinnungsschritte
mit Millipore-Wasser folgende Kalibrierproben hergestellt:

Kalibrierprobe 6
Kalibrierprobe 5
Kalibrierprobe 4
Kalibrierprobe 3
Kalibrierprobe 2
Kalibrierprobe 1

500 pmol/25 pl
250 pmol/25 pl
100 pmol/25 ul
50 pmol/25 pl
10 pmol/25 pl
1 pmol/25 pl

Die Kalibrierproben wurden entsprechend den Inkubationsanséatzen angesetzt:

25 pl der Kalibrierlésung wurden mit 25 pl NADPH (48 mM), 5 pl denaturiertem
mikrsosomalem Protein und 25 pl 1 mM Verapamillésung versetzt. Die Proben
wurden mit 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 auf 250 ul aufgefillt. Nach Zugabe
von 1,7 ml Ethanol (96 %) und 25 ul internem Standard (50 pmol [*Hs]-Norverapamil
und Gallopamil) wurden die Proben gemischt und 5 min bei 16000 g zentrifugiert. 1,8
ml des Uberstandes wurden unter Stickstoffoegasung getrocknet und in 150 pl
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Mobiler Phase (70 % 5 mM Ammoniumacetat pH 4,2/30 % ACN) aufgenommen.
Entsprechend dieser Vorgehensweise wurden aus separaten Qualitatskontrollproben
mit den Metabolitenkonzentrationen von 10 pmol, 100 pmol und 500 pmol
entsprechende Qualitatskontrollen hergestellt. Die Quantifizierung erfolgte mittels
linearer Regressionsanalyse mit Wichtung (1/x) des Peakflachenverhaltnisses
interner Standard/Analyt. Zur internen Standardisierung der N-Desalkylmetabolite D-
620 und D-617 wurde der Gallopamilstandard D-832 genutzt. [°Hs]-Norverapamil
wurde zur Standardisierung von D-703, D-702 und Norverapamil verwendet. Die
Berechnung erfolgte durch die Software HPChem 4.06.

2.2.4.3.4 Chromatographie

Gerat: HP1100 mit Entgaser, Binare Pumpe, Saulenschaltung,
Autosampler, UV-Detektor, Agilent Technologies, Waldbronn

UV-Detektor: 254 nm

Detektor: HP1100 einfach Quadropol Massenspektrometer mit
LC-Kopplung und Electronic Spray (ESI) lonisation, Agilent
Technologies, Waldbronn

Saule: Luna C8, 150x2 mm 1.D., 5 um Partikelgrée
(Phenomenex, Aschaffenburg)
Vorsaule: Eclipse XDB-C8, 2,1x12,5 mm, 5 um Partikelgroé3e

(Agilent Technologies, Waldbronn)
Saulentemperatur: 35 °C
Saulenschaltung: 2 bis 16,5 min

Gradient:

Zeit (min)  5mM Ammoniumacetat  Acetonitril (%) FluRrate
pH 4,2 (%) (ml/min)

0,0 71 29 0,25

4,0 69 31 0,25

12,5 69 31 0,25

14,9 50 50 0,50

16,4 50 50 0,50

16,5 71 29 0,25

Aquilibrierungszeit: 5 Minuten
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2.2.4.3.5 Massenspektrometrie

lonisation: Electronic Spray lonisation (ESI), positiv
Gastemperatur: 350 °C
Spuhdruck: 60 psig

N2 Volumenstrom: 11 I/min
Kapillarspannung: 2500 V

Messmodus: Single lon Monitoring Mode (SIM)
2,1 min Fragmentor 80 V
Gain: 1

m/z 277,2 D-620

m/z 291,2 D-617

m/z 321,2 D-832, interner Standard

8,5 min Fragmentor 120 V

Gain: 1

m/z 441,3 D-703, D-702, Norverapamil

m/z 444,3  [*Hs]-Norverapamil, interner Standard

2.2.4.4 Bestimmung des Propafenon-Metaboliten 5-Hydroxypropafenon

Die  Messung des  Propafenon-Metaboliten  5-Hydroxypropafenon  aus
Inkubationslésungen erfolgte analog einer Methode zur Bestimmung dieser
Metabolite aus Plasma- und Urin- Proben (Hofmann et al., 2000).

2.2.4.4.1 Reinsubstanzen

Alle Reinsubstanzen wurden von der Knoll AG, Ludwigshafen (jetzt Abbott) zur
Verfiigung gestellt.

Propafenon-HCI (racem.): M: 377 g/mol
5-Hydroxy-Propafenon-HCI: M: 393,9 g/mol
[?H-]-5-Hydroxy-Propafenon-HCI: M: 400,9 g/mol
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2.2.4.4.2 Lésungen

Mobile Phase A: 12 mM Ammoniumacetat
9,25 g Ammoniumacetat wurden in 1 | Millipore-Wasser gelost.
Von dieser 120 mM Ammoniumacetat-Losung wurden 100 ml mit
Millipore-Wasser auf 1 | aufgefillt.

Mobile Phase B:  Acetonitril

Stammldsungen:  Auf einer Analysenwaage abgewogenes 5-OH-Propafenon und
[*H;]-5-OH-Propafenon  wurden in  Methanol in einer
Konzentration von 1 mg/ml geldst und bei —20 °C gelagert.

Arbeitslosungen:  Die Arbeitslosungen wurden aus den Stammlosungen mit
Millipore-Wasser verdinnt und bei — 20 °C gelagert.

2.2.4.4.3 Kalibrierung

Zur Kalibrierung wurde aus der Stammlosung des Metaboliten 5-OH-Propafenon eine
Lésung von 1000 pmol/25 ul mit Millipore-Wasser hergestellt. Aus dieser Losung
wurden durch weitere Verdinnungsschritte mit Millipore-Wasser folgende
Kalibrierproben hergestellt:

Kalibrierprobe 6 500 pmol/25 ul
Kalibrierprobe 5 250 pmol/25 pl
Kalibrierprobe 4 100 pmol/10 pl
Kalibrierprobe 3 50 pmol/25 pl
Kalibrierprobe 2 25 pmol/12,5 pl
Kalibrierprobe 1 5 pmol/25 pl

Die Kalibrierproben wurden entsprechend den Inkubationsansatzen angesetzt:
Entsprechende Mengen der Kalibrierlosung wurden mit 25 pl NADPH-RS, 5 ul
denaturiertem mikrosomalem Protein und 25 pl 20 uM Propafenonlésung versetzt.
Die Proben wurden mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 auf 250 pl aufgefullt.
Nach Zugabe von 1,7 ml Ethanol (96 %) und 10 pl internem Standard (200 pmol
[*H]-5-OH-Propafenon) wurden die Proben gemischt und 5 min bei 16000 g
zentrifugiert. 1,8 ml des Uberstandes wurden unter Stickstoffbegasung getrocknet
und in 150 pl Mobiler Phase (70% 12 mM Ammoniumacetat/30 % ACN)
aufgenommen. Entsprechend dieser Vorgehensweise wurden aus separaten
Qualitatskontrollproben mit den Metabolitenkonzentrationen von 5 pmol, 100 pmol
und 500 pmol drei Qualitatskontrollen hergestellt. Die Quantifizierung erfolgte mittels
linearer Regressionsanalyse mit Wichtung (1/x) des Peakflachenverhaltnisses [*H-]-
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5-OH-Propafenon/5-OH-Propafenon. Die Berechnung erfolgte durch die Software
HPChem 4.06.

2.2.4.4.4 Chromatographie

Gerat: HP1100 mit Entgaser, Bindre Pumpe, Séaulenschaltung,
Autosampler, UV-Detektor, Agilent Technologies, Waldbronn

UV-Detektor: 209 nm

Detektor: HP1100 einfach Quadropol Massenspektrometer mit
LC-Kopplung und Electronic Spray (ESI) lonisation, Agilent
Technologies, Waldbronn

Saule: Ligurospher RP18, endcapped (150x3 mm), 5 um PartikelgréRe
(Merck, Darmstadt)

Saulentemperatur: 40 °C

Saulenschaltung: 1,5 bis 12 min

Gradient:

Zeit (min)  12mM Ammoniumacetat Acetonitril (%) FluRrate
(%) (ml/min)

0,0 70 30 0,50

9,0 20 80 0,50

10,0 20 80 0,75

11,0 20 80 0,75

12,0 70 30 0,50

Aquilibrierungszeit: 4 Minuten

2.2.4.4.5 Massenspektrometrie

lonisation: Electronic Spray lonisation (ESI), positiv
Gastemperatur: 350 °C
Spuhdruck: 60 psig

N2 Volumenstrom: 11 I/min
Kapillarspannung: 3500 V
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Messmodus: Single lon Monitoring Mode (SIM)
1,5 min Fragmentor 110 V
Gain: 2

m/z 258 5-OH-Propafenon
m/z 265 [?H-]-5-OH-Propafenon

2.2.4.5 Bestimmung des Coumarin-Metaboliten Umbelliferon

Die Bestimmung des Coumarin-Metaboliten Umbelliferon wurde mit einigen
Anderungen in Anlehnung der von Gentest beschriebenen Methode zur
Produktspezifikation von CYP2A6 Supersomes™ (http://www.gentest.com/products/
tissue_frac/prod_inserts/him_meth.shtm) durchgefihrt.

2.2.4.5.1 Reinsubstanzen

Coumarin und Umbelliferon wurden von Sigma-Adrich, Deisenhofen bezogen.

Coumarin: M: 146,15 g/mol
Umbelliferon: M: 162,15 g/mol

2.2.4.5.2 LOosungen

Stammldsungen: Coumarin und Umbelliferon wurden auf einer Analysenwaage
abgewogen und als 2 mM bzw. 10 mM Stammlésungen in
DMSO geldst und bei 4°C gelagert.

Arbeitslosungen: Die Arbeitslosungen wurden aus den Stammlosungen mit
Millipore-Wasser verdinnt und bei 4 °C gelagert.

Fluoreszenzpuffer: 100 mM Tris pH 9,0
6,06 g Tris-Base wurden in 300 ml Millipore-Wasser geldst und
mit HCI konz. auf pH 9,0 eingestellt. Die Loésung wurde mit
Millipore-Wasser auf 500 ml aufgefllt.



MATERIAL UND METHODEN 41

2.2.4.5.3 Kalibrierung

Zur Kalibrierung wurde aus der Stammldsung des Metaboliten Umbelliferon eine
Loésung von 2500 pmol/25 ul mit Millipore-Wasser hergestellt. Aus dieser Losung

wurden

durch weitere Verdinnungsschritte mit

Kalibrierproben hergestellt:

Kalibrierprobe 9
Kalibrierprobe 8
Kalibrierprobe 7
Kalibrierprobe 6

2500 pmol/25 pl
1000 pmol/25 pl
500 pmol/10 pl
250 pmol/25 pl

Millipore-Wasser

Kalibrierprobe 5
Kalibrierprobe 4
Kalibrierprobe 3
Kalibrierprobe 2
Kalibrierprobe 1

100 pmol/12,5 pl
50 pmol/25 pl
25 pmol/12,5 pl
10 pmol/12,5 pl

5 pmol/12,5 pl

Die Kalibrierproben wurden entsprechend den Inkubationsansatzen angesetzt:
Entsprechende Mengen der Kalibrierlosung wurden mit 25 pl NADPH-RS, 5 ul
denaturiertem mikrosomalem Protein und 25 pl 2 mM Coumarinlésung versetzt. Die
Proben wurden mit 0,1 M Tris-Puffer pH 7,5 auf 250 pl aufgefillt. Nach Zugabe von
100 pl Trichloressigsaure (20 %, m/V) wurden die Proben gemischt und 5 min bei
16000 g zentrifugiert. 100 pl des Uberstandes wurden mit 1,9 ml 0,1M Tris pH 9
verdunnt. Davon wurden 100 pl in eine Mikrotiterplatte pipettiert und anschliel3end
wie unter 2.2.4.5.4 beschrieben, vermessen. Entsprechend dieser Vorgehensweise
wurden aus separaten Qualitatskontrollproben mit den Umbelliferonkonzentrationen
von 10 pmol, 50 pmol und 250 pmol drei Qualitatskontrollen hergestellt. Die
Quantifizierung erfolgte mittels linearer Regressionsanalyse.

2.2.4.5.4 Fluorometrie

Gerat: 1420 Victor Spektrophotometer, PerkinElmer Wallac
Turku, Finnland

Emissionswellenlange: 460 nm

Extinktionswellenlange: 355 nm
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2.2.4.6 Bestimmung des 7-Ethoxycoumarin-Metaboliten Umbelliferon

Die Methode zur Bestimmung des 7-Ethoxycoumarin-Metaboliten Umbelliferon wurde
in Anlehnung an eine von Yamazaki et al. (1999) beschriebene Methode
durchgefuhrt.

2.2.4.6.1 Reinsubstanzen

7-Ethoxycoumarin und Umbellilferon wurden ebenfalls wie das unter 2.2.4.5.1
erwahnte Umbelliferon von Sigma-Aldrich, Deisenhofen bezogen.

7-Ethoxycoumarin: M: 190,2 g/mol
Umbelliferon: M: 162,15 g/mol

2.2.4.6.2 LOosungen

Stammldsungen: Auf einer Analysenwaage abgewogenes 7-Ethoxycoumarin
wurde in 50%igem Methanol als 20 mM Stammlésung geldst und
bei 4°C gelagert. Umbelliferon wurde als 10 mM Stammldsung in
DMSO geldst und ebenfalls bei 4°C gelagert.

Arbeitslosungen:  Die Arbeitslosungen wurden aus den Stammlésungen mit
Millipore-Wasser verdinnt und bei 4 °C gelagert.

Fluoreszenzpuffer: 30 mM Boratpuffer pH 9,0
2,86 g B4O7Nayx10H,0 wurde in 250 ml Millipore-Wasser gelost.
0,46 g Borsaure wurde ebenfalls in 250 ml Milliporewasser
gel6st. Die beiden Losungen wurden vereinigt und mit HCI konz.
auf pH 9,0 eingestellt.
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2.2.4.6.3 Kalibrierung

Die Kalibrierlosungen mit Umbelliferon wurden wie unter 2.2.4.5.3 beschrieben,
hergestellt.

Die Kalibrierproben wurden entsprechend den Inkubationsansétzen angesetzt:
Entsprechende Mengen der Kalibrierlosung wurden mit 25 pul NADPH-RS, 5 pl
denaturiertem mikrosomalem Protein und 25 pl 2 mM 7-Ethoxycoumarinlésung
versetzt. Die Proben wurden mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 auf 250 pl
aufgefullt. Nach Zugabe von 25 pl Trichloressigséaure (10 %, m/V) wurden die Proben
mit 250 ul Dichlormethan versetzt, gemischt und 5 min bei 16000 g zentrifugiert. 100
ul der organischen Phase wurden mit 600 ul 30 mM Boratpuffer pH 9,0 verdinnt und
gemischt. Davon wurden 100 pul in eine Mikrotiterplatte pipettiert und anschlieRend
wie unter 2.2.4.5.4 beschrieben vermessen. Entsprechend dieser Vorgehensweise
wurden aus separaten Qualitatskontrollproben mit den Umbelliferonkonzentrationen
von 10 pmol, 50 pmol und 250 pmol drei Qualitatskontrollen hergestellt. Die
Quantifizierung erfolgte mittels linearer Regressionsanalyse.

2.2.4.7 Messung des Clopidogrel-Abbaus

2.2.4.7.1 Reinsubstanzen

Clopidogrel wurde vom Sanofi Research Center, Montpellier Frankreich bezogen.

Clopidogrel-HSOy4: M: 418,9 g/mol

2.2.4.7.2 LOsungen

Mobile Phase A:  Millipore-Wasser + 1 % Essigsaure (v/v)

Mobile Phase B:  Acetonitril + 1 % Essigsaure (v/v)

Stammldsungen: Clopidogrel wurde auf einer Analysenwaage abgewogen und als
10 mM Stammldsung in Millipore-Wasser gelost und bei =20 °C
gelagert.

Arbeitslésungen: Die Arbeitslosungen wurden aus den Stammlésungen mit
Millipore-Wasser verdinnt und bei -20 °C gelagert.
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2.2.4.7.3 Kalibrierung

Zur Kalibrierung wurde aus der Clopidogrelstammlésung eine Losung von 1mM
Clopidogrel mit Millipore-Wasser hergestellt. Aus dieser Losung wurden durch
weitere  Verdunnungsschritte mit Millipore-Wasser folgende Kalibrierproben
hergestellt:

Kalibrierprobe 5 6250 pmol/25 pl
Kalibrierprobe 4 2500 pmol/25 pl
Kalibrierprobe 3 1250 pmol/25 pl
Kalibrierprobe 2 250 pmol/25 pl
Kalibrierprobe 1 25 pmol/25 ul

Die Kalibrierproben wurden entsprechend den Inkubationsanséatzen angesetzt:

25 ul der Kalibrierlosung wurden mit 25 pl NADPH-RS und 5 pl denaturiertem
mikrosomalem Protein versetzt. Die Proben wurden mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer
pH 7,4 auf 250 pl aufgefillt. Nach Zugabe von 250 pl 1 % Essigséure in ACN (v/v)
wurden die Proben gemischt und 5 min bei 16000 g zentrifugiert. 10 pl des
Uberstandes wurden direkt in das HPLC-System injiziert. Die Auswertung erfolgte
Uber eine lineare Regressionsanalyse der Peakflachen.

2.2.4.7.4 Chromatographie

Gerat: HP1100 mit Entgaser, Bindre Pumpe, Saulenschaltung,
Autosampler, UV-Detektor, Agilent Technologies, Waldbronn

UV-Detektor: 254 nm

Detektor: HP1100 einfach Quadropol Massenspektrometer mit
LC-Kopplung und Electronic Spray (ESI) lonisation, Agilent
Technologies, Waldbronn

Saule: Prontosil-C18 AQ ,150x3 mm, 3 pM PartikelgrofRe (Bischoff,
Leonberg)

Saulentemperatur: 30 °C

Saulenschaltung: 3,5 bis 8 min
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Gradient:

Zeit (min)  H,O + 1% HOAc (%) Acetonitril FluRrate
+ 1% HOAC (%) (ml/min)

0,0 35 65 0,5

4,0 35 65 0,5

6,0 20 80 0,5

8,0 20 80 0,5

8,1 20 80 0,7

8,5 35 65 0,7

11,0 35 65 0,7

Aquilibrierungszeit: 2 Minuten

2.2.4.7.5 Massenspektrometrie

lonisation: Electronic Spray lonisation (ESI), positiv
Gastemperatur: 350 °C
Spuhdruck: 60 psig

N2 Volumenstrom: 13 I/min
Kapillarspannung: 1500 V

Messmodus: Single lon Monitoring Mode (SIM)
4 min Fragmentor 80 V
Gain: 3

m/z 322 Clopidogrel



MATERIAL UND METHODEN 46

2.2.5 In-vitro-Inkubationen zur Bestimmung der Cytochrom P450-

Enzymaktivitaten

2.2.5.1 S-Mephenytoin-N-Demethylase- und 4’-Hydroxylase-Aktivitat

Zur in-vitro-Aktivitatsbestimmung von CYP2B6, CYP2C9 und CYP2C19 wurde das
ehemals als Antikonvulsivum und bereits vom Markt genommene S-Mephenytoin
verwendet. S-Mephenytoin wird haupsachlich durch CYP2B6 zu Nirvanol N-
demethyliert, wobei CYP2C9 auch einen geringen Anteil zur S-Mephenytoin-N-
Demethylierung beitragt. S-Mephenytoin wird durch CYP2C19 zu 4'-OH-Mephenytoin
hydroxyliert (Ko et al., 1998, Heyn et al., 1996). Die Strukturen von S-Mephenytoin
und der Metabolite sind in Abb. 3 dargestellt.
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Abb. 3: Metabolismus von S-Mephenytoin

Die Enzymreaktion erfolgte jeweils in 250 pl Ansatzen. Humane Lebermikrosomen
oder eine Pré&paration aus rekombinantem Protein wurden mit der entsprechenden S-
Mephenytoin-Konzentration in 0.1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 3 min bei 37 °C
vorinkubiert. Durch Zugabe von 25 ul NADPH-RS wurde die Enzymreaktion
gestartet. Nach der gewlnschten Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe
von 1,7 ml Ethanol (96 %) gestoppt. Nach Zugabe von 25 pl internem Standard (100
pmol [?Hs]-Nirvanol und 100 pmol [?Hs]4*-Hydroxymephenytoin) wurde gemischt. Zur
Abtrennung der denaturierten Proteine wurde 5 min bei 16000 g zentrifugiert (Biofuge
pico, Heraeus). 1,8 ml Uberstand wurden in ein neues Eppendorf-GefaR tberfiihrt
und unter Stickstoff-Begasung bei 37°C bis zur Trockne eingedampft. Der Rickstand
wurde in 150 yl Wasser/Acetonitril (84:16, v/v) aufgenommen. 40 ul wurden in das
HPLC-System injiziert und wie unter 2.2.4.1 beschrieben, analysiert.
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2.2.5.2 Bupropion-Hydroxylase-Aktivitat

Bupropion, ein Antidepressivum und als Raucherentwéhnungmittel eingesetztes
Arzneimittel, wurde von Hesse et al. (2000) als Substrat von CYP2B6 beschrieben.
Aus dem chiralen Molekul Bupropion entsteht neben Threohydrobupropion und
Erythrohydrobupropion das durch CYP2B6 gebildetete Hydroxybupropion (Abb. 4).
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Abb. 4: Metabolismus von Bupropion

Die Enzymreaktion erfolgte jeweils in 250 pl Ansatzen. Humane Lebermikrosomen
oder eine Praparation aus rekombinantem Protein wurden mit der entsprechenden
Bupropion-Konzentration in 0.1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 3 min bzw. 10 min
bei 37 °C vorinkubiert. Durch Zugabe von 25 pul NADPH-RS wurde die
Enzymreaktion gestartet. Nach der gewinschten Inkubationszeit wurde die Reaktion
durch Zugabe von 50 pl 1 N HCI gestoppt. Nach Zugabe von 25 pl internem
Standard (100 pmol [*H3]-Hydroxybupropion) wurde gemischt. Zur Abtrennung der
denaturierten Proteine wurde 5 min bei 16000 g zentrifugiert (Biofuge pico, Heraeus).
250 pl des Uberstandes wurden in ein LC-MS-Glaschen pipettiert. 10 pl wurden in
das HPLC-System injiziert und wie unter 2.2.4.2 beschrieben, analysiert.

Die bei den Untersuchungen zum Metabolismus in humanen Hepatozyten
entnommenen Medienuberstande (87,5 pl) wurden mit 12,5 ul internem Standard (50
pmol [?Hs]-Hydroxybupropion) und 100 pl Wasser + 1 % Essigsaure/Acetonitril + 1 %
Essigaure (84:16, v/v) versetzt und gemischt. Davon wurden 10 pl direkt in das
HPLC-System injiziert.
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2.2.5.3 Verapamil-O-Dealkylierung und N-Dealkylierung

Der Calciumkanalblocker Verapamil wird durch verschiedene Cytochrom P450-
Enzyme metabolisiert (Abb. 5). Die zwei N-Desalkyl-Hauptmetabolite D-617 und
Norverapamil (Kroemer et al., 1992; Kroemer et al., 1993) werden hauptsachlich
durch CYP3A4 gebildet. Die Verapamil-O-Demethylierung zu D-703 wurde zur
Charakterisierung der CYP2C8-Enzymaktivitat herangezogen.
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Abb. 5: Verapamil und Metabolite

Die Enzymreaktion erfolgte jeweils in 250 pl Ansatzen. CYP3A4 exprimierende
Insektenzellmikrosomen (Supersomes™) wurden mit der entsprechenden Verapamil-
Konzentration in 0.1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 3 min bei 37 °C vorinkubiert.
Durch Zugabe von 25 ul NADPH (48 mM) wurde die Enzymreaktion gestartet. Nach
der gewulnschten Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von 1,7 ml
Ethanol (96 %) gestoppt. Nach Zugabe von 25 pl internem Standard (50 pmol
[Hs]Norverapamil und D-832) wurde auf dem Universalschiittler gemischt. Zur
Abtrennung der denaturierten Proteine wurde 5 min bei 16000 g zentrifugiert. 1,8 ml
des Uberstandes wurden in ein neues Eppendorf-GefaR tberfuhrt und unter
Stickstoff-Begasung bei 37°C bis zur Trockne eingedampft. Der Rickstand wurde in
150 pl Ammoniumacetat pH 4,2/Acetonitril (70:30, v/v) aufgenommen. 20 pl wurden
in das HPLC-System injiziert und wie unter 2.2.4.3 beschrieben, analysiert.
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Die bei den Untersuchungen zum Metabolismus in humanen Hepatozyten
entnommenen Medienuberstande (87,5 pl) wurden mit 12,5 ul internem Standard (50
pmol [°Hs]-Norverapamil, D-832), 100 pl Ammoniumacetat pH 4,2/Acetonitril (70:30,
v/v) versetzt und gemischt. Davon wurden 20 pl direkt in das HPLC-System injiziert.

2.2.5.4 Propafenon-5-Hydroxylierung

Das Antiarrhythmikum Propafenon wird durch CYP2D6 zu 5-Hydroxypropafenon
metabolisiert (Hofmann et al., 2000). Der CYP2D6- abhangige Metabolismus von
Propafenon ist in Abb. 6 dargestellit.

/@ CYP2D6
C—CHZ—CHZ CHZ—CHZ

—CH—CHZ—NH—C H, —CH—CHz—NH CsHy
OH OH
Propafenon 5-OH-Propafenon

Abb. 6: Metabolismus von Propafenon

Die Enzymreaktion erfolgte jeweils in 250 pl Ansatzen. Humane Lebermikrosomen
oder eine Praparation aus rekombinantem CYP-Protein wurden mit der
entsprechenden Propafenon-Konzentration in 0.1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 3
min bei 37 °C vorinkubiert. Durch Zugabe von 25 pl NADPH-RS wurde die
Enzymreaktion gestartet. Nach der gewlnschten Inkubationszeit wurde die Reaktion
durch Zugabe von 1,7 ml Ethanol (96 %) gestoppt. Nach Zugabe von 10 pul internem
Standard (200 pmol [°H;]-5-OH-Propafenon) wurde gemischt. Zur Abtrennung der
denaturierten Proteine wurde 5 min bei 16000 g zentrifugiert. 1,8 ml des Uberstandes
wurden in ein neues Eppendorf-Gefald tberfihrt und unter Stickstoff-Begasung bei
37°C bis zur Trockne eingedampft. Der Ruckstand wurde in 150 pl 12 mM
Ammoniumacetat/Acetonitril (70:30, v/v) aufgenommen. 20 pl wurden in das HPLC-
System injiziert und wie unter 2.2.4.4 beschrieben, analysiert.
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2.2.5.5 Coumarin-Hydroxylierung

Coumarin ist ein Substrat von CYP2A6 (Shimada et al., 1994) und wird durch dieses
zu Hydroxycoumarin (Umbelliferon) metabolisiert (Abb. 7).

Cf\l — m
(¢] o HO [e] o

Coumarin 7-Hydroxycoumarin
(Umbelliferon)

Abb. 7: Metabolismus von Coumarin zu Umbelliferon

Die Enzymreaktionen wurden jeweils in 250 pl Ansatzen durchgefiuhrt. Eine
Praparation aus rekombinantem CYP- Protein (Supersomes™) wurden mit der
entsprechenden Coumarin-Konzentration in 0.1 M Tris pH 7,5 3 min bei 37 °C
vorinkubiert. Durch Zugabe von 25 pul NADPH-RS wurde die Enzymreaktion
gestartet. Nach der gewlnschten Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe
von 100 pl Trichloressigsaure (20 %, m/V) beendet. Die Inkubationsldsungen wurden
5 min bei 16000 g zentrifugiert. 100 pl des Uberstandes wurden mit 1,9 ml 0,1M Tris
pH 9 verdinnt. Davon wurden 100 pl in eine Mikrotiterplatte pipettiert und
anschlieend, wie unter 2.2.4.5 beschrieben, vermessen.

2.2.5.6 7-Ethoxycoumarin-Deethylierung

7-Ethoxycoumarin  wird durch verschiedene Cytochrom P450-Enzyme zu
Umbelliferon metabolisiert (Abb. 8). An der Deethylierung zu Umbelliferon sind vor
allem die Enzyme CYP1A2, CYP2E1 und CYP2B6 beteiligt (Yamazaki et al., 1999).
Die Reaktion wurde unter Verwendung unterschiedlicher Substratkonzentrationen
zur Charakterisierung der CYP1A2- und 2E1-Enzymaktivitat verwendet.

/@El CYP1A2, CYP2E1 m
—_—
HsC0 o o HO o (o]

7-Ethoxycoumarin 7-Hydroxycoumarin
(Umbelliferon)

Abb. 8: Metabolismus von 7-Ethoxycoumarin zu Umbelliferon
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Die Enzymreaktionen erfolgten jeweils in 250 pl Ansatzen. CYP1A2 bzw. CYP1E1-
Supersomes™ (je 5 pmol) wurden mit 10 pM bzw. 200 uM 7-Ethoxycoumarin in 0.1
M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 3 min bei 37 °C vorinkubiert. Durch Zugabe von 25
pul NADPH-RS wurde die Enzymreaktion gestartet. Nach 15 min Inkubationszeit
wurde die Reaktion durch Zugabe von 25 pl Trichloressigsaure (10 %, m/V) beendet.
Die Proben wurden mit 250 pl Dichlormethan versetzt und 5 min bei 16000 g
zentrifugiert. 100 pl der organischen Phase wurden mit 600 pl 30 mM Boratpuffer pH
9,0 verdunnt und gemischt. Davon wurden 100 pl in eine Mikrotiterplatte pipettiert
und anschliel3end wie unter 2.2.4.6 beschrieben, vermessen.

2.2.5.7 Clopidogrel-Metabolismus

Das Thienopyridinderivat Clopidogrel wird durch Cytochrom P450-Enzyme zum 2-
Oxoclopidogrel metabolisiert. Dieser instabile Metabolit wird anschliefend zum
aktiven Metaboliten hydrolysiert. Daneben wird ein Grof3teil des Molekils durch
Esterasen zu einem inaktiven Carboxylsaurederivat hydrolysiert (Savi et al., 2000;
Abb. 9). Da keiner der Metabolite zur Verfigung stand, wurde die
Clopidogrelabnahme bei der Enzymreaktion bestimmit.

H COOCH,

Esterasen cl
Clopidogrel \
H COOH H COOCH;
$ )\/© %)\/O
| o
S al H,0 S a

2
A/ 2-Oxoclopidogrel

o H £OOCH,
"0
HS cl
Aktiver Metabolit

Abb. 9: Metabolismus von Clopidogrel

Der Anteil an Cytochrom P450-abhangigem Clopidogrelmetabolismus wurde in 250
ul Ansatzen bestimmt. Die zu untersuchenden rekombinanten Supersomes™ (5
pmol) wurden mit 10 pM Clopidogrel und 80 mM NaF in 0,1 M
Natriumphosphatpuffer pH 7,4 3 min bei 37 °C vorinkubiert. Die Enzymreaktionen
wurden durch Zugabe von 25 ul NADPH-RS gestartet und nach 10 min durch die
Zugabe von 250 pl eiskalter 1%iger Essigsaure in ACN (v/v) beendet. Nach 5
minutiger Zentrifugation bei 16000 g wurden 5 pl des Uberstandes in das HPLC-
System injiziert und wie unter 2.2.4.7 beschrieben, analysiert.
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2.2.6 In-vitro- Inhibition der S-Mephenytoin-N-Demethylierung
2.2.6.1 Inhibition mit Sulfaphenazol

2.2.6.1.1 Substanzen, Lésungen

Sulfaphenazolstockldsung: 1,56 mg Sulfaphenazol wurde auf der
Analysenwaage abgewogen und in 6 ml 0,1
M  Natriumphosphatpuffer pH 7,4 im
Ultraschall gel6st. Die Losung wurde bei —20
°C gelagert.

2.2.6.1.2 Durchfiihrung

Die Inhibition der CYP2C9-Enzymaktivitdtt mit Sulfaphenazol wurde im
rekombinanten System mit 5 pmol CYP2C9 Supersomes™ und einer S-
Mephenytoin-Konzentration ~ von 200 uM durchgefuhrt.  Verschiedene
Sulfaphenazolkonzentrationen wurden dem unter 2.2.5.1 beschriebenen Assay
zugegeben. Die CYP2B6-Phéanotypisierung der Leberbank erfolgte mit einer S-
Mephenytoin-Konzentration von 200 pM und einer Sulfaphenazolkonzentration von
10 pM.

2.2.6.2 Inhibition mit anti-CYP3A4/3A5

2.2.6.2.1 Durchfiihrung

Die Inhibition der CYP3A4-Enzymaktivitat mit einem inhibitorischem CYP3A4/3A5-
Antikorper (Invitrogen) wurde im rekombinanten System mit 5 pmol CYP3A4
Supersomes™ und einer S-Mephenytoin-Konzentration von 200 pM durchgefiihrt.
Verschiedene Antikérpermengen wurden mit CYP3A4 Supersomes™ fiir 5 min bei
37 °C vorinkubiert. Anschlielend wurden die Ubrigen Bestandteile zugegeben und
die Enzymaktivitat wie unter 2.2.4.1 beschrieben, bestimmt.
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2.2.7 Untersuchungen der CYP- Inhibition durch Thiotepa, Clopidogrel und
Ticlopidin

2.2.7.1 Einfluss von Thiotepa, Clopidogrel und Ticlopidin auf die CYP2B6-Aktivitat

Um den Einfluss von Thiotepa, Clopidogrel und Ticlopidin auf die CYP2B6-Aktivitat
zu untersuchen, wurde eine der Substanzen in verschiedenen Konzentrationen mit
50 pg mikrosomalem Protein und 50 pM  Bupropion koinkubiert. Die
Bupropionhydroxylaseaktivitat wurde wie unter 2.2.4.2 beschrieben, bestimmt.

2.2.7.2 Untersuchungen zur irreversiblen CYP2B6-Inhibtion

2.2.7.2.1 Dialyse

100 pg Lebermikrosomen oder 25 pmol CYP2B6 Supersomes™ wurden mit oder
ohne NADPH-RS und mit oder ohne Inhibitoren (Thiotepa, 50 uM; Clopidogrel, 10
UM; Ticlopidin, 10 puM) fur 15 min bei 37 °C in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4
inkubiert (Gesamtvoumen: 250 pl). Anschliel3end wurden die Proben 3 mal gegen 2 |
0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 fur jeweils zwei Stunden bei 4 °C in QuixSep
Mikrodialysierkapseln  (Roth) mit einer regenerierten Cellulosemembranen
(PorengrofRe: 12 kDa, Roth) dialysiert. Dann wurde die Bupropionhydroxylaseaktivitat
wie unter 2.2.4.2 beschrieben mit einer Bupropionkonzentration von 500 puM und
einer Inkubationszeit von 15 min bestimmt.

2.2.7.2.2 CO-Differenz-Spektroskopie

Die CO-Differenzspektroskopie dient der Quantifizierung von funktionellem P450-
Enzym, welches die chromophore Ham-Gruppe enthalt. Reduziertes Cytochrom
P450 (Fe 1) ist in der Lage mit CO einen Komplex zu bilden und hat in diesem
Zustand ein Absorptionsmaximum bei 450 nm (Omura und Sato 1964).
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2.2.7.2.2.1 Probeninkubation

Rekombinantes CYP2B6 (0,6 uM, durch Expression von Wildtyp CYP2B6 cDNA in
Insektenzellen) und gereinigte Ratten- Oxidoreduktase (0,6 uM) wurden in An- oder
Abwesenheit von Thiotepa (100 puM), Clopidogrel (10 uM) oder Ticlopidin (10 pM) in
0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 3 min vorinkubiert. Die Inhibitionen wurden
durch Zugabe von NADPH-RS gestartet. Kontrollen wurden ohne NADPH-RS
inkubiert. Die Reaktionen wurden nach 15 min durch die Zugabe von 0,75 ml
Spektrenpuffer (0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4, 10 % Glycerin, 0,5 % Emulgen
911) beendet.

2.2.7.2.2.2 Photometrie

Die mit Spektrenpuffer versetzten Proben wurden 15 min auf Eis inkubiert. Jede
Probe wurde mit einer Spatelspitze Dithionit reduziert und gemischt. Das
Leerspektrum wurde mit dem 8453 UV-Visible Spektrophotometer (Agilent) zwischen
400 und 500 nm aufgenommen. Anschlielend wurde die Probe vorsichtig 15
Sekunden mit CO begast und das CO-Spektrum-Differenzspektrum zwischen 400
und 500 nm aufgenommen.

2.2.7.2.2.3 Quantifizierung von P450

Zur Quantifizierung von P450 wurde die Differenz der Absorption bei 450 nm und 490
nm gebildet.
P450 (pmol/ml) = A A (450-490) x Verdunnungsfaktor x 1000

exd

& (450 nm) = 91 mM™ cm-1
Schichtdicke d der Kiivette = 1 cm

2.2.7.2.3 Bestimmung inhibitorischer Parameter

Um detaillierte  kinetische Untersuchungen eines irreversiblen Inhibitors
durchzufihren, muss der Inaktivierungsschritt von der Beobachtung des
Substratmetabolismus getrennt werden. Dieses wird durch Verdinnen des
Inkubationsansatzes erreicht.
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2.2.7.2.3.1Bestimmung der enzymatischen Restaktivitat von CYP2B6

Alle Inkubationen wurden bei 37 °C mit 5 pmol rekombinanten CYP2B6 + OR
Supersomes™ oder 100 pg Lebermikrosomen durchgefiihrt. Die Proben wurden mit
verschiedenen Thiotepakonzentrationen (0,5 — 10 pM) oder Clopidogrel- bzw.
Ticlopidinkonzentrationen (0,05 — 1 uM) bei 37 °C fir drei Minuten vorinkubiert. Nach
der Zugabe von NADPH-RS wurden die Proben 0 bis 15 min inkubiert. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurden 25 pl aus dem Inkubationsansatz enthommen
und zu 225 pl eines auf 37 °C vorgewarmten Reaktionsansatzes gegeben, der aus
0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4, 500 uM Bupropion und dem NADPH-RS
bestand. Nach sechs Minuten Inkubation wurden die Reaktionen durch Zugabe von
50 ul 1 N HCI gestoppt. Die Proben wurden dann wie unter 2.2.4.2 beschrieben
behandelt und analysiert.

2.2.7.2.3.2 Datenanalyse

Die enzymkinetischen Daten wurden nach einer Methode von Silverman (1995)
ausgewertet.

Fur jede eingesetzte Inhibitorkonzentration wurden die prozentualen Restaktivitaten
im Vergleich zur Kontrolle ohne Inhibtor zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt.

Die Halbwertszeiten der Enzyminaktivierung wurden durch die Anfangssteigungen
der Restenzymaktivitaten, die halblogarithmisch gegen die Vorinkubationszeit
aufgetragen wurden, berechnet. Die so erhaltenen Halbwertszeiten der
Enzyminaktivierung wurden gegen die reziproken Werte der jeweiligen
Inhibitorkonzentationen aufgetragen. K,;, die Konzentration fur halb-maximale
Inaktiverung und kinact, die Inaktivierungskonstante fir maximale Inaktivierung wurden
durch die Schnittpunkte mit der Abszisse bzw. Ordinate bestimmt.
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2.2.7.2.4 Einfluss von Radikalfangern und Abfangreagenzien auf die CYP2B6-
Inhibition

2.2.7.2.4.1 Lésungen

Glutathion: Die Substanz wurde in einer Konzentration von 50
mM in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 geldst.
Die Losung wurde bei — 20 °C gelagert.

N-Acetylcystein: Die Substanz wurde in einer Konzentration von 50
mM in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 geldst.
Die Losung wurde bei — 20 °C gelagert.

DMSO: DMSO wurde als 10%ige Lésung (v/v) mit Millipore-
Wasser verdunnt. Die Lagerung erfolgte bei
Raumtemperatur.

Superoxiddismutase: 15000 Einheiten Superoxiddismutase wurden in

750 pl geldst und bei — 20 °C gelagert.

2.2.7.2.4.2 Durchfiihrung

Die Proben wurden wie unter 2.2.7.1 beschrieben mit dem zu untersuchenden
Inhibitor (10 pM), dem Substrat Bupropion (500 pM) und Glutathion (10mM), N-
Acetylcystein (10 mM), DMSO (0,1 %) oder Superoxiddismutase (1000 Einheiten) in
den angegebenen Konzentrationen koinkubiert. Nach 15 min Inkubation bei 37 °C
wurden die Reaktionen beendet und die Bupropionhydroxylaseaktivitdt wie unter
2.2.4.1 beschrieben, bestimmt.

2.2.7.2.5 Einfluss anderer CYP2B6-Substrate auf die CYP2B6-Inhibition

2.2.7.2.5.1L6sungen

7-Ethoxycoumarin : Die Stammlésung wurde wie unter 2.2.4.6.2 beschrieben
hergestellt.
Paroxetin: Paroxetin wurde als 500 uM Stammldésung in Millipore-

Wasser geldst und bei —20 °C gelagert.
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2.2.7.2.5.2 Durchfuhrung

Humane Lebermikrosomen (100 pg) wurden mit Thiotepa (5 uM), Clopidogrel (0,5
M) oder Ticlopidin (0,5 um) fur 3 min bei 37 °C in der An- oder Abwesenheit von 7-
Ethoxycoumarin (1 mM) bzw. Paroxetin (50 uM) inkubiert. Nach der Zugabe von 25
ul NADPH-RS wurden die Proben fir 15 min bei 37 °C inkubiert. Bei den mit 7-
Ethoxycoumarin inkubierten Proben wurde die Restbupropionhydroxylaseaktivat wie
unter 2.2.7.2.3.1 beschrieben durch Entnahme von 25 ul des Reaktionsansatzes und
6 mindtiger Inkubation mit Bupropion und NADPH-RS bestimmt. Die mit dem
kompetitiven CYP2B6-Inhibitor Paroxetin inkubierten Proben wurden, wie unter
2.2.7.2.1 beschrieben, dialysiert und analysiert.

2.2.7.3 Untersuchung zur Selektivitat der CYP-Inhibition

Um den Einfluss von Thiotepa, Clopidogrel und Ticlopidin auf die Funktion anderer,
am Arzneimittelmetabolismus beteiligten Cytochrom P450-Enzyme zu untersuchen,
wurden jeweils 5 pmol Supersomes™ + OR mit den zu untersuchenden Inhibitoren
oder Kontrollinhibitoren fur das entsprechende CYP und dem NADPH-RS (bzw.
NADPH bei der Bestimmung der CYP3A4 und CYP2C8-Aktivitat) 5 min bei 37 °C
koinkubiert. AnschlieBend wurde das entsprechende Substrat zur Charakterisierung
der jeweiligen CYP-Aktivitdt zugegeben. Die einzelnen Parameter sind in Tab. 4
zusammengefasst. Die Enzymaktivitdt nach Inkubationen mit den entsprechenden
Inhibitoren wurde im Vergleich zu der Kontrollaktivitat ohne Inhibitor in Prozent
angegeben.
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Tab.4: Zusammenfassung der Inkubationsbedingungen  flr  verschiedene  Cytochrom  P450-

Enzymaktivititsassays

P450 Reaktion Substrat- Inkubations- Inhibitor Inhibitor-

konzentration zeit konzentration

UM min UM

1A2 7-Ethoxycoumarin-O- 10 15 Furafyllin 10
Deethylierung

2A6 Coumarin-7- 200 15 pTC 100
Hydroxylierung

2B6 Bupropion- 50 15 Thiotepa 10
Hydroxylierung

Clopidogrel 1,10

Ticlopidin 1,10

2C8 Verapamil-O- 100 30 Ketokonazol 100
Demethylierung

2C9 S-Mephenytoin-N- 1000 30 Sulfaphenazol 10
Demethylierung

2C19 S-Mephenytoin-4'- 200 15 Ketokonazol 100
Hydroxylierung

2D6 Propafenon-5- 2 20 Chinidin 5
Hydroxylierung

2E1 7-Ethoxycoumarin-O- 200 15 DTC 1
Deethylierung

3A4 Verapamil-N- 100 10 Ketokonazol 100

Demethylierung

' Diethyldithiocarbamat

2.2.8 Bestimmung der NADPH:P450-Oxidoreduktase-Aktivitat

Cytochrom P450 wird durch die NADPH:P450-Oxidoreduktase reduziert. Statt P450
kann auch Cytochrom c durch die Reduktase reduziert werden, was man bei einer
Wellenlange von 550 nm messen kann (Tamura et al., 1992).

2.2.8.1 LOsungen

0,3 M Natriumphosphatpuffer pH 7,7:

Cytochrom c:

Na,HPO,4
mit NaH,PO,4

0,3M
0,3M

auf pH 7,7 einstellen.
Der Puffer wurde im Wasserbad auf 25 °C

temperiert.

Cytochrom ¢ wurde in einer Konzentration
von 4 mM in Millipore-Wasser gelost. Die
Lésung wurde an jedem Versuchstag frisch

angesetzt.
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NADPH: NADPH wurde in einer Konzentration von 10
mM in Millipore-Wasser gel6st. Die Lésung
wurde an jedem Versuchstag frisch
angesetzt.

2.2.8.2 Photometrie

50 pg mikrosomales Protein und 10 pl Cytochrom ¢ (4 mM) wurden mit 0,3 M
Natriumphosphatpuffer pH 7,7 auf 1 ml aufgefullt, bei 25 °C im Wasserbad temperiert
und in eine 1 ml Kuavette Uberfihrt. Nach Aufnahme des Leerwertes bei 550 nm
wurden 10 pyl NADPH (10 mM) zugegeben und durch Auf- und Abziehen mit einer
1ml-Pipettenspitze gemischt. Dann wurde fiir 60 sec die Absorptionszunahme bei
550 nm aufgenommen.

2.2.8.3 Berechnung der NADPH:P450-Oxidoredukatase-Aktivitat

Volumen- Aktivitat (Units/ml) = Absorptionszunahme/min x Verdinnungsfaktor

exd

e (550 nm) = 21 mM™ cm-1
Schichtdicke d der Kiivette = 1 cm

spezifische Aktivitat (Units/mg)=Aktivitat (Units/ml)
Proteinkonz. (mg/ml)




MATERIAL UND METHODEN 60

2.2.9 Untersuchungen zum Metabolismus und zur Expression von Cytochrom

P450-Enzymen an humanen Hepatozyten

2.2.9.1 Kultivierung von humanen Hepatozyten

Die humanen Heptatozyten wurden in Berlin (Charité) isoliert und auf einer
Kollagenmatrix in einer Dichte von 1x 10° Zellen/Well einer 6-Well-Platte kultiviert.
Nach einem Tag Kultivierung wurden diese nach Stuttgart versendet. Nach Erhalt der
Hepatozyten wurden diese zwei Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 2 ml PBS je Well einer 6-Well-Platte
gewaschen. AnschlieRend wurde jedes Well mit 2 ml Hepatozyten- Kulturmedium
versetzt. Die Zellen erhielten 24-stindlich einen Mediumwechsel.

2.2.9.2 Inkubationen von humanen Hepatozyten mit Arzneistoffen

2.2.9.2.1 LOosungen

Verapamil: 10 mM Stammldsung in H,O
Bupropion: 5 mM Stammldsung in 5 % Methanol
Thiotepa: 1 mM Stammldsung in H,O

2.2.9.2.2 Durchfiihrung

Die Inkubationen mit Arzneistoffen erfolgten am Tag nach Erhalt der Zellen aus
Berlin.

Zur Inkubation wurde das Kulturmedium gewechselt und Medium, welches die
entsprechende Substanz in der jeweiligen Konzentration enthielt, zugegeben. Die
Zellen wurden fir eine Stunde mit den Substanzen inkubiert. Innerhalb dieser Stunde
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten 87,5 uyl Mediumuiberstand enthommen und
sofort auf Eis gestellt. Die weitere Aufarbeitung der Proben ist unter 2.2.5.2 bzw.
2.2.5.3 beschrieben. Anschlie3end erfolgte ein erneuter Mediumwechsel.

Bei den Untersuchungen mit Thiotepa wurde dieses in einer Endkonzentration von
10 uM auf die Zellen gegeben und fur 30 min bei 37 °C inubiert. Danach wurde sofort
ein Mediumwechsel durchgefuhrt und mit der jeweiligen Substanzlésung fir 30
Minuten inkubiert. Anschliel3end erfolgte ein Mediumwechsel.
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2.2.9.3 Induktion von humanen Hepatozyten mit Arzneistoffen

2.2.9.4 LOsungen

Carbamazepin: 50 mM Stammlésung in DMSO
Metamizol: 30 mM Stammlésung in Induktionsmedium
3 mM Stammlésung in Induktionsmedium

2.2.9.4.1 Durchfiihrung

Die Inkubationen mit Arzneistoffen erfolgten am Tag nach Erhalt der Zellen aus
Berlin.

Zur Inkubation wurde das Medium gewechselt und frisches Induktions- Kulturmedium
mit der jeweiligen Substanzlésung und 0,1 % DMSO zugegeben. Die Zellen wurden
72 Stunden mit den Induktoren inkubiert. Alle 24 h erfolgte ein Mediumwechsel mit
den entsprechenden Substanzen. Nach Ablauf von 72 Stunden wurde das Medium
entfernt und 2 ml Induktionsmedium mit Bupropion (100 uM) zugegeben. Nach einer
30 mindtigen Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurde der Mediumuberstand
abgenommen und wie unter 2.2.5.2 beschrieben, analysiert.

2.2.9.4.2 Aufarbeitung von primaren Hepatozyen zur Proteinanalytik

Die Zellen wurden nach verschiedenen Tagen geerntet. Dazu wurde das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 2 ml PBS/Well gewaschen. Danach
wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgeschabt und in 400 pl PBS/Well
aufgenommen. Nach einer 3 minutigen Zentrifugation bei 2000 rpm (Biofuge 13,
Heraeus, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 100 pl
Lysepuffer resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde 5 min bei
10000 rpm zentrifugiert (Biofuge 13, Heraeus, 4°C). Der Uberstand wurde zur
Proteinanalytik verwendet.

2.2.10 Expression von rekombinanten Cytochrom P450 2B6-Varianten in
COS-1 Zellen

Um die einzelnen CYP2B6-Varianten genauer zu charakterisieren wurden diese in
COS-1 Zellen exprimiert. Diese Affennierenepithelzellen haben den Vorteil, dass sie
eine ausreichende Menge an NADPH:P450-Oxidoreduktase besitzen, um die
Enzymaktivaten der exprimierten Proteine direkt im Zellextrakt bestimmen zu
konnen.
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2.2.10.1 Subkultivierung von COS-1 Zellen

Die COS-1 Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm?) mit supplementiertem
DMEM-Medium kultiviert und zweimal wdchentlich umgesetzt. Nach Absaugen des
Zellkulturmediums wurden die Zellen einmal mit 10 ml PBS gewaschen und nach
Absaugen des PBS wurden 3 ml Trypsin-EDTA-Losung auf die Zellen gegeben,
dieses durch Schwenken der Flasche gleichmafiig verteilt und wieder abgenommen.
Die Zellen wurden ca. 7 min bei 37 °C inkubiert und der Verdau wurde durch Zugabe
von 10 ml Medium gestoppt. Die Zellen wurden mit der Pipette vollstandig
resuspendiert. Je nach gewinschter Verdinnung wurde ein entsprechendes
Volumen in eine neue Zellkulturplatte pipettiert und mit Kultivierungsmedium auf 20
ml Gesamtvolumen aufgefullt.

2.2.10.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellen wurden wie beim Subkultivieren behandelt und vor der Aussaat je nach
Dichte der Zellen 1:200 oder 1:500 mit 10 ml Casyton-L6sung verdinnt. Dann wurde
die Zellzahl mit dem Zellzahlgerat (Casyl, Scharfe System) bestimmt. Das Gerat
fuhrt jeweils zwei Messungen durch und gibt den Mittelwert Zellen/ml Zellsupension
unter Bertcksichtigung der gewahlten Verdiinnung an.

2.2.10.3 Auftauen von kryokonservierten Zellen

Die kryokonservierten Zellen wurden aus dem Flussigstickstoffbehélter entnommen
und sofort im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Nach dem Auftauen wurde die
Zellsuspension in ein 15 ml Falcontube Uberfihrt und mit Zellkulturmedium aufgefullt
und 5 min bei 1000 Upm (Hettich Rotana/S, 23) abzentrifugiert. Nach Absaugen des
Mediums zur Entfernung des Einfriermediums wurde in 10 ml Kulturmedium
resuspendiert und die Zellen in geeigneter Menge ausgesat.

2.2.10.4 Vorbereitung der Zellen zur Transfektion

Die Aussaat der zu transfizierenden COS-1 Zellen erfolgte 1 Tag vor der
Transfektion. Die Zellen wurden wie bei der Subkultivierung abgelost und ein 50 pl
Aliquot zur Zellzahlbestimmung entnommen. Fur die Transfektion der COS-1 Zellen
mit Lipofectamin2000™ wurden diese zu 2x 10° Zellen/10cm Schale ausgesét. Bei
der Tansfektion mit DEAE-Dextran wurden die COS-1 Zellen in einer Dichte von
1,5x10°%10 cm Schale ausgesit.
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2.2.10.5 Transfektion mit Lipofectamin™ 2000

Eine Stunde vor der Transfektion wurde das Kultivierungsmedium abgesaugt und
durch 10 ml serum- und antibiotikafreies Opti-MEM-Medium ersetzt. Je nach
gewilnschtem Ansatz wurden entsprechend viele 10 cm-Schalen mit jeweils 3 ml
DNA/Lipofectamin™ 2000 Gemisch transfiziert.

Pro 10 cm-Schale wurden 15 pg CYP2B6 Plasmid-DNA und 3 pg pCMVB-DNA (-
Galactosidase-Expressionsvektor) in 1,5 ml Opti-MEM-Medium und 50 ul
Lipofectamin™ 2000 in 1,5 ml Opti-MEM-Medium jeweils 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden der DNA-Opti-MEM und Lipofectamin™ 2000/Opti-MEM
Ansatz vereint und zur Ausbildung der DNA-Lipofectamin-Komplexe 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Opti-MEM-Medium wurde nach einer Stunde
abgesaugt und durch 7 ml Opti-MEM-Medium ersetzt. Dann wurde jeweils 3 ml des
DNA-Lipofectamin™ 2000-Komplexes gleichmaRig auf den Zellen verteilt. Nach 5
Stunden bei 37 °C im Brutschrank wurde das Medium abgesaugt und durch 10 ml
serum- und antibiotikahaltiges Kulturmedium fur COS-1 Zellen ersetzt. Die COS-1
Zellen wurden 48 Stunden nach der Transfektion geerntet.

2.2.10.6 Transfektion mit DEAE-Dextran

Eine Stunde vor der Transfektion wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch 10
ml serum- und antibiotikafreies Opti-MEM-Medium ersetzt. Je nach gewinschtem
Ansatz wurden entsprechend viele 10 cm-Schalen mit jeweils 2,2 ml DNA/DEAE-
Dextran - Gemisch (50 mg/ml, Lagerung bei Raumtemperatur) transfiziert. Pro 10
cm-Schale wurden 15 pg CYP2B6 Plasmid-DNA, 3 pg pCMVB-DNA und 11 pl DEAE-
Stocklosung in 2,2 ml Opti-MEM-Medium gemischt. Das Gemisch wurde nach
Absaugen des Opti-MEM-Mediums gleichmalig auf die Zellen gegeben und eine
Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach Absaugen des Mediums wurden die
Zellen mit 10 ml Opti-MEM-Medium gewaschen und das Medium erneut abgesaugt.
Dann wurden jeweils 10 ml serum- und antibiotikahaltiges Kulturmedium auf die
Zellen gegeben und sofort 10 pl einer 200 mM Chloroquinlésung (Lagerung bei —20
°C) gleichmaRig auf den Zellen verteilt. Nach vierstindiger Inkubation im
Brutschrank bei 37 °C wurde das Medium abgesaugt, einmal mit Kulturmedium
gewaschen und 10 ml serum- und antibiotikahaltiges Kulturmedium zugegeben. Ein
erneuter Mediumwechsel fand 12 h nach der Transfektion statt. Die COS-1 Zellen
wurden 48 Stunden nach der Transfektion geerntet.
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2.2.10.7 Ernte der COS-1 Zellen und Praparation von Mikrosomen

48 h nach der Transfektion wurde das Kultivierungsmedium abgenommen und jede
Platte zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber
abgeschabt, pro Platte in 1 ml PBS aufgenommen und 10 min bei 2000 g
zentrifugiert (Biofuge 13, Heraeus, 4°C). Anschliel3end wurde das Zellpellet in 1 ml
Homogenisierungspuffer resuspendiert.

Vom Zellhomogenat wurden 100 pl zur Bestimmung der p-Galaktosidaseaktivitat
(siehe 2.2.10.8) und 50 pl zur Zellzahlbestimmung (siehe 2.2.10.2) abgenommen.
Die restliche Zellsuspension wurde in Gefale mit Lyse-Matrix D Uberfihrt und
zweimal zehn Sekunden auf Stufe 6 mit dem Fast-Prep-Gerat (Q-Biogene) bei 4 °C
homogenisiert. Das Homogenat wurde 20 min bei 10000 g mit einer Ultrazentifuge
(Beckmann) bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und erneut
bei 100000 g mit der Ultrazentrifuge (Beckmann) 60 min zentrifugiert.

Das Mikrosomenpellet wurde mit einem Teflonhomogenisator in jeweils 200 pl
Mikrosomenpuffer resupendiert und anschlielend mit dem Dounce-Homogenisator
homogenisiert. Die praparierten Mikrosomen wurden in 50 pl oder 100 pl Portionen
aliquotiert, in Flussigstickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

2.2.10.8 Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitat

Bei den Transfektionen von COS-1 Zellen mit CYP2B6-Plasmiden wurde pCMV}-
DNA zur Kontrolle der Transfektionseffizienz und anschlieRender Normierung der
CYP2B6-Expression auf die B-Galactosidaseaktivitat kotransfiziert. Dadurch wird
eine Variation der Transfektionseffizienz zwischen verschiedenen
Transfektionsansatzen ausgeglichen.

2.2.10.8.1 Praparationen der Zellextrakte

Die COS-1 Zellsuspension wurde funffach mit Passive Lysis Buffer (Promega)
verdunnt, gemischt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
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2.2.10.8.2  Messung der B-Galaktosidaseaktivitat

Jeweils 10 pl des Zellextraktes wurden in Messrohrchen (Sarstedt #55478, 4 ml)
vorgelegt. Die pB-Galaktosidaseaktivitaten wurden im AutoLumat Plus (Berthold
Technologies) bestimmt. Die Reaktion wurde jeweils mit 100 pl B-Galaktosidase-
Assay-Puffer gestartet, 30 min inkubiert und mit 300 pl B-Galaktosidase-Stopplosung
beendet. Die Reaktionen wurden 5 Sekunden lang als Doppelwert vermessen.

2.2.10.8.3 Normierung der Mikrosomenpraparationen auf B-

Galaktosidaseeinheiten

Die relativen Lumineszenzeinheiten (RLUs), die vom AutoLumat Plus gemessen
wurden bezogen sich auf 5 pl der urspriinglichen Zellsuspension. Die Einheiten
wurden dann fur die Gesamtzellsuspension berechnet. Diese Gesamt-§3-
Galaktosidaseeinheiten wurden auf die Gesamtmenge mikrosomales Protein
bezogen.

B-Galaktosidaseeinheiten (RLU)/mikrosomales Protein (ug)

= gesamte B-Gal-Einheiten (RLU)/gesamtes mikrosomales Protein (ug)

2.2.109 Bestimmung der Bupropion-Hydroxylase-Aktivitat

Die einzelnen in COS-1 Zellen exprimierten CYP2B6-Varianten wurden
enzymkinetisch durch Bestimmung der Km- und Vmax-Werte charakterisiert. Dazu
wurden 50 pg mikrosomales Protein in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 mit
verschiedenen Bupropionkonzentrationen (0 — 1600 uM) fur drei Minuten bei 37 °C
vorinkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von NADPH-RS gestartet und
nach 15 min durch die Zugabe von 50 pl 1 N HCI gestoppt. Die Probenanalyse
erfolgte analog 2.2.4.2.

Die Enzymkinetischen Parameter Km und Vmax wurden nach Michaelis-Menten
berechnet:

V= Vmax x [S]
Km + [S]

V: Reaktionsgeschwindigkeit
S: eingesetzte Substratkonzentration
Km: Substratkonzentration bei halb-maximaler Reaktionsgeschwindigkeit
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Die Auswertung erfolgte durch nichtlineare Regression mit Hilfe des Programms
GraphPadPrism 3.03.

2.2.11 Charakterisierung der in Tn5-Zellen exprimierten CYP2B6-Varianten

Durch ein Baculovirus-Expressionssystem kdnnen Cytochrom-P450-Enzyme in
grolen Mengen hergestellt werden, wenn Hamin dem Kultivierungsmedium
zugegeben wird. Das hat den groRen Vorteil, dass neben dem Apoprotein auch der
Holoproteingehalt bestimmt werden kann.

Da Tn5-Zellen (Trichoplusia ni) keine NADPH:P450-Oxidoreduktase exprimieren,
muss diese entweder mit dem jeweiligen Cytochrom P450-Enzym koexprimiert oder
nachtraglich zugegeben und rekonstituiert werden. Der Vorteil an der nachtraglichen
Zugabe der NADPH:P450-Oxidoreduktase ist, dass man diese in genau definierten
Mengen hinzufigen kann, wahrend bei einer Koexpression das Verhaltnis
CYP/Oxidoreduktase nicht exakt einstellbar ist.

2.2.11.1 CYP2B6-Varianten

Die in Tn5-Zellen exprimierten und zu Mikrosomen aufgearbeiteten CYP2B6-
Varianten wurden durch Kathrin Klein und Britta Klumpp (IKP) zur Verfiigung gestellt.

2.2.11.2 Bestimmung des aktiven P450

Bei dem verwendeten Expressionssystem werden so gro3e Mengen an CYP2B6-
Protein exprimiert, dass man reduzierte CO-Differenzspektren zur Quantifizierung
von aktivem P450 heranziehen kann, da mit Western Blot Analysen auch inaktives
Apoprotein miterfasst wird.
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2.2.11.3 Probeninkubation und Photometrie

100 pl der CYP2B6-exprimierenden Insektenzellmikrosomen wurden mit 900 ul
Spektrenpuffer (0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4, 10 % Glycerin, 0,5 % Emulgen
911) 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Gehalt an P450, wie unter 2.2.7.2.2
beschrieben, bestimmt.

2.2.11.4 Bestimmung der Bupropionhydroxylaseaktivitat

Die Bupropionhydroxylaseaktividten der verschiedenen CYP2B6-Varianten wurden
durch eine Koinkubation mit gereingter NADPH:P450-Oxidoreduktase aus der Ratte
bestimmt.

2.2.11.4.1 NADPH:P450-Oxidoreduktase (Ratte)

Die gereinigte Rattenreduktase wurde von Uli Zanger (IKP) zur Verfigung gestellt.
Die  Konzentrationsbestimmung erfolgte  durch eine  Bestimmung des
Differenzspektrums zwischen 455 nm und 642 nm mit dem Unicam UV/Vis
Spektrophotometer (Thermo Nicolet).

Konzentration = _A (Asss — Asa)

exd

€ (455 nm) = 21,2 mM* cm™

d=1cm

2.2.11.4.2 Probeninkubation

5 pmol mikrosomales Protein wurden mit 5 pmol gereinigter NADPH:P450-
Oxidoreduktase (Ratte) in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 mit unterschiedlichen
Bupropionkonzentrationen fiir zehn Minuten zur Rekonstitution der beiden Proteine
bei 37 °C vorinkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von NADPH-RS
gestartet und nach 15 min durch die Zugabe von 50 pl 1 N HCI gestoppt. Die
Probenanalyse erfolgte analog 2.2.4.2.
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2.2.11.4.3 Probeninkubation mit Cytochrom b5

Untersuchungen zum Einfluss von Cytochrom b5 wurden durch eine Koninkubation
mit in E. coli exprimiertem Cytochrom b5 (Invitrogen), CYP2B6-Mikrosomen aus
TN5-Zellen und NADPH:P450-Oxidoreduktase (Ratte) durchgefihrt und wie unter
2.2.11.4.2 beschrieben, inkubiert.

2.2.11.4.4  Probeninkubationen mit Cumolhydroperoxid

Fur die katalytische Funktion von Cytochrom P450- Enzymen bedarf es der
NADPH:P450-Oxidoreduktase, die die Elektronen von NADPH auf das Cytochrom
P450- Enzym Ubertragt. Um diese Elektronentbertragung durch die NADPH:P450-
Oxidoreduktase zu ersetzen, kann ein kinstlicher Elektronendonor wie
Cumolhydroperoxid verwendet werden.

Dadurch kann untersucht werden, ob eine verminderte Enzymaktivitat bei einigen
CYP2B6-Vaianten Ursache einer verminderten Interaktion zwischen CYP2B6 und
der NADPH:P450-Oxidoreduktase ist.

2.2.11.4.4.1 Losungen

Cumolhydroperoxid-Stammldsung: 20 pl Cumolhydroperoxid (80 %) wurden in
1,35 ml Methanol gelést und mit 1,35 ml
Millipore-Wasser verdinnt. Die Lagerung
erfolgte bei 4 °C. FiUr Versuche wurde die
Stammldsung 1:32 mit
0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4
verdinnt.

2.2.11.4.4.2 Probeninkubation

5 pmol mikrosomales Protein wurde in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 mit
Bupropion (1000 pM) fur zehn Minuten bei 37 °C vorinkubiert. Die Reaktionen
wurden durch Zugabe von 25 pl Cumolhydroperoxid (1,25 mM) gestartet und nach
15 min durch die Zugabe von 50 ul 1 N HCI gestoppt. Die Probenanalyse erfolgte
analog 2.2.4.2.
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2.2.12 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism (Version
3.03) bzw. GraphPad Instad (Version 3.05) durchgefihrt. Fir Unterschiede zwischen
zwei Gruppen wurde der ,Student’s t-test* bzw. der Ranglistentest nach Mann-
Whitney verwendet, je nachdem, ob die Werte normal oder nicht normal verteilt
waren. Die Prifung auf Normalverteilung erfolgte nach Kolmogorov und Smirnov. Die
Datensatze wurden als normalverteilt angesehen, wenn der p-Wert > 0,1 war. Beim
Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde der ANOVA-Test (one-was analysis of
variance) mit dem Tukey post-test durchgefuhrt.

Daten wurden als signifikant verschieden betrachtet, wenn der p-Wert < 0,05 war.
FUr Untersuchungen, in denen ein Zusammenhang zwischen zwei Messgrol3en
betrachtet werden sollte, wurde bei normal verteilten Proben der
Korrelationskoeffizient r nach Pearson und bei nicht normal verteilten Proben der
Rang-Korrelationskoeffizient rs nach Spearman berechnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Methodenvalidierung

3.1.1 Bestimmung der S-Mephenytoin-Metabolite Nirvanol und 4-OH-
Mephenytoin

Die Bestimmung der S-Mephenytoin-Metabolite Nirvanol und 4’-OH-Mephenytoin aus

Inkubationslosungen beruhte auf einer am IKP entwickelten LC-MS-Methode zur

Bestimmung dieser Metabolite aus Inkubationen mit Leber- und Darmhomogenaten

(Laepple et al., 2003). Abb. 10 zeigt ein typisches Chromatogramm der Metabolite
und deren internen Standards.

m/z: 233 4'-OH-Mephenytoin

4:5 .:; 5‘.5 (Ii 615 ; 7:5 MIN
[H;]4'-OH-Mephenytoin
s00] M/z: 236

\

T T T T T T T
45 5 55 6 65 7 75 min

. Nirvanol
6003 mj/z: 203
1400 7
1200;
1000
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6007
400 ]
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a5 5 55 6 65 7 75 min
. [2Hg]Nirvanol
m/z: 208
1200 Abb. 10:
1000 Massenspektrometrisches
800 Chromatogramm einer mit 100
000 \ pmol Nirvanol, [2H5]Nir\2/anol, 4
0] \ OH-Mephepytom und ["H3]OH-
- N Mephenytoin versehenen

T ‘ 1 ‘ ‘ T w i Qualitatskontrolllésung.
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3.1.1.1 Inter- und intra-Assay-Variabilitat

Die Methode zur Quantifizierung der S-Mephenytoin-Metabolite Nirvanol und 4‘-OH-
Mephenytoin war fur Nirvanol im Bereich zwischen 5 pmol und 1000 pmol und fir 4'-
OH-Mephenytoin im Bereich von 1 pmol und 1000 pmol linear. Angaben zur inter-
und intra-Assay-Variabilitat sind in Tab. 4 aufgefiihrt. Die Bestimmung der inter-

Assay-Variabilitat wurde an sechs verschiedenen Tagen durchgefihrt.

Tab. 4a: Inter-Assay-Variabilitdt der Nirvanol- und 4'-OH-Mephenytoin-Bestimmung

Metabolit Sollwert n Gemessener Standard- Variations-
[pmol] Mittelwert abweichung koeffizient

[pmol] (%] [%9]

Nirvanol 10 6 10,8 0,6 51

100 6 105,4 4,3 4,1

500 6 538,9 14,5 2,7

4'-OH-Mephenytoin 5 6 4,6 0,2 51

100 6 88,0 2,7 3,1

500 6 477,1 28,7 6,0

Tab. 4b: Intra-Assay-Variabilitat der Nirvanol- und 4‘'-OH-Mephenytoin-Bestimmung

Metabolit Sollwert n Gemessener Standard- Variations-
[pmol] Mittelwert abweichung koeffizient

[pmol] [%0] [%0]

Nirvanol 10 6 10,4 0,3 3,2

100 6 103,8 8,6 8,3

500 6 550,9 16,0 2,9

4'-OH-Mephenytoin 5 6 4,7 0,1 2,7

100 6 86,8 8,5 9,7

500 6 473,7 16,0 3,4

3.1.2 Bestimmung des Bupropion-Metaboliten Hydroxybupropion

Die Quantifizierung von Hydroxybupropion erfolgte nach einer Modifikation der
Methode zur Messung von Bupropion und seiner Metabolite aus Blutplasma. Abb. 11
zeigt ein typisches Chromatogramm von Hydroxybupropion und des internen

Standards [*H3]OH-Bupropion.
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3.1.2.1 Inter- und intra-Assay-Variabilitat

Der lineare Bereich der Methode zur Quantifizierung des Bupropion-Metaboliten
Hydroxybupropion lag zwischen 1 pmol und 500 pmol Hydroxybupropion.

Angaben zur inter- und intra-Assay-Variabilitat sind in Tab. 5a/b aufgefuhrt. Die
Bestimmung der inter-Assay-Variabilitat wurde an sechs verschiedenen Tagen
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Ww_..J/wawﬂ
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durchgefihrt.
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Tab. 5a: Inter-Assay-Variabilitdt der OH-Bupropion-Bestimmung

Metabolit Sollwert n Gemessener Standard- Variations-
[pmol] Mittelwert abweichung koeffizient
[pmol] [%0] (%]
OH-Bupropion 5 6 51 0,1 15
50 6 51,6 3,7 7,1
250 6 249,5 10,1 4.0

Tab. 5b: Intra-Assay-Variabilitdt der OH-Bupropion-Bestimmung

Metabolit Sollwert n Gemessener Standard- Variations-
[pmol] Mittelwert abweichung koeffizient
[pmol] [%0] [%0]
OH-Bupropion 5 6 54 0,3 4,5
50 6 50,8 1,7 3,3
250 6 254.8 6,0 2,3

Da die LC-MS-Messungen nicht immer am gleichen Tag der in-vitro-Inkubationen
durchgefuhrt werden konnten, wurde die Stabilitdit der Proben geprift. Die
Qualitatskontrolllésungen erwiesen sich nach 15 min Inkubation bei 37°C vor der
Aufarbeitung oder nach Lagerung bei —20°C nach der Aufarbeitung als stabil (CV <
3 %).

3.1.3 Bestimmung der Verapamil-Metabolite D-617, D-620, Norverapamil, D-702
und D-703

Die Quantifizierung der Verapamil-Metabolite D-617, D-602, Norverapamil, D-702
und D-703 erfolgte nach einer Methode von von Richter et al. (2000). Da die
Metabolite sehr unterschiedliche physikochemische Eigenschaften aufweisen,
wurden zwei verschiedene interne Standards verwendet. D-832, das Gallopamil-
Analogon zu D-617 wurde zur Standardisierung von D-617 und D-620 verwendet,
wahrend [*Hs]Norverapamil zur Standardisierung der anderen Metabolite
herangezogen wurde.

Abb. 12 zeigt ein typisches Chromatogramm der Verapamil-Metabolite D-617, D-620,
D-702, D-703 und Norverapamil und deren internen Standards Gallopamil und
[*Ha]Norverapamil.
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3.1.3.1 Inter- und intra-Assay-Variabilitat

Die Methode zur Quantifizierung der Verapamilmetabolite D-617, D-620, D-702, D-
703 und Norverapamil war fur alle Metabolite im Bereich zwischen 1 und 500 pmol
Metabolit linear. Die Methode zur Quantifizierung der Verapamil-Metabolite aus in-
vitro-Inkubationen wurde bereits am IKP validiert und daher nicht erneut
durchgefuhrt. Die jeweiligen Messungen wurden als valide angesehen, wenn die
Quialitatskontrollen nicht mehr als 5 % vom Sollwert abwichen.
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3.1.4 Bestimmung des Propafenon-Metaboliten 5-Hydroxypropafenon

Die Quantifizierung von 5-Hydroxypropafenon erfolgte modifiziert nach einer von
Hofmann et al. (2000) etablierten Methode zur Erfassung von Propafenon und seiner
Metabolite aus Plasma- und Urinproben.

Abb. 13 zeigt ein typisches Chromatogramm des Propafenon-Metabolliten 5-
Hydroxy-Propafenon und des internen Standards [*H;]5-OH-Propafenon.
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3.1.4.1 Inter- und intra-Assay-Variabilitat

Die Quantifizierung von 5-Hydroxypropafenon war im Bereich von 5 pmol bis 500
pmol linear.

Die Methode zur Quantifizierung von 5-Hydroxypropafenon aus in-vitro-Inkubationen
wurde bereits am IKP validiert und daher nicht erneut durchgefthrt. Die jeweiligen
Messungen wurden als valide angesehen, wenn die Qualitatskontrollen nicht mehr
als 5 % vom Sollwert abwichen.
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3.1.5 Bestimmung des 7-Ethoxycoumarin-Metaboliten Umbelliferon

Die  Quantifizierung des 7-Ethoxycoumarin-Metaboliten  7-Hydroxycoumarin
(Umbelliferon) erfolgte in Anlehnung an eine Methode zur fluorometrischen Detektion
dieses Metaboliten aus in-vitro-Inkubationen (Yamazaki et al. 1999).

3.1.5.1 Inter- und intra-Assay-Variabilitat

Da die Fluoreszenzmessung erst nach Extraktion des Metaboliten erfolgte und im
Gegensatz zu den chromatographischen Methoden keine Quantifizierung eines
internen  Standards ermdglichte, waren die Einzelbestimmungen hoheren
Schwankungen unterworfen. Daher wurde jede Probe mindestens vierfach
angefertigt und zweifach vermessen.

Angaben zur intra-Assay-Variabilitat sind in Tabelle 6 aufgefuhrt. Da die Bestimmung
der Umbelliferon-Bildung nur an zwei verschiedenen Tagen durchgefuhrt wurde,
erfolgte keine Bestimmung der inter-Assay-Variabilitat.

Tab. 6: Intra-Assay-Variabilitdt der Umbelliferon-Bestimmung

Metabolit Sollwert n Gemessener Standard- Variations-
[pmol] Mittelwert abweichung koeffizient
[pmol] [%0] [%]
Umbelliferon 10 6 13 0,8 6,0
50 6 59,6 5,6 9,4
250 6 249,8 9,6 3,8

3.1.6 Bestimmung des Coumarin-Metaboliten Umbelliferon

Die fluorometrische Erfassung und Quantifizierung des Coumarin-Metaboliten 7-
Hydroxycoumarin (Umbelliferon) erfolgte an Anlehnung einer von Gentest (Woburn,
MA, USA) entwickelten Methode.
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3.1.6.1 Inter- und intra-Assay-Variabilitat

Ebenso wie bei der Bestimmung von Umbelliferon aus 7-Ethoxycoumarin war auch
hier die Detektion eines internen Standards nicht mdglich. Auch hier wurde jede
Probe mindestens vierfach angefertigt und zweifach vermessen. Die Messungen von
Umbelliferon waren im Bereich zwischen 10 pmol und 500 pmol linear.

Angaben zur intra-Assay-Variabilitéat sind in Tab. 7 aufgefihrt. Da die Bestimmung
der Umbelliferon-Bildung nur an zwei verschiedenen Tagen durchgefihrt wurde,
erfolgte keine Bestimmung der inter-Assay-Variabilitat.

Tab. 7: Intra-Assay-Variabilitdt der Umbelliferon-Bestimmung

Metabolit Sollwert n Gemessener Standard- Variations-
[pmol] Mittelwert abweichung koeffizient
[pmol] (%] (%]
Umbelliferon 50 6 58,2 7,3 12,5
250 6 217,9 325 14,9

3.2 S-Mephenytoin als CYP2B6-Substrat

Um zu untersuchen, ob die N-Demethylierung von S-Mephenytoin geeignet ist, um
die CYP2B6- Enzymaktivitat von humanen Lebermikrosomen spezifisch zu
charakterisieren, wurde die S-Mephenytoin-N-Demethylierung durch verschiedene
rekombinante Cytochrom P450-Enzyme und humane Lebermikrosomen analysiert.

3.2.1 S-Mephenytoin-Metabolismus durch rekombinante Cytochrom P450

Enzyme

Um die spezifischen Enzymaktivitaten verschiedener Cytochrom P450- Enzyme fir
die S-Mephenytoin-N-Demethylierug zu untersuchen, wurden ,Supersomes” von BD
Biosciences verwendet. Dabei handelt es sich um mikrosomale Praparationen des
jeweiligen Cytochrom P450-Enzyms und der humanen NADPH:Cytochrom-P450-
Oxidoreduktase, welche zusammen mit dem jeweiligem Cytochrom P450 in
Insektenzellen koexprimiert wurde. Diese ,Supersomes” enthalten einen sehr hohen
Gehalt an spektral messbarem und aktivem Cytochrom P450 und einem definierten
NADPH:Cytochrom-P450-Oxidoreduktase-Gehalt.
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Unter den untersuchten Cytochrom P450 Isoenzymen hatte CYP2B6 die hdchste
spezifische Aktivitat (Abb. 14). Daneben waren noch die Cytochrom P450 Enzyme
CYP2C19, CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9 und CYP1A2, wenn auch mit geringeren

Aktivitaten, an der Nirvanolbildung beteiligt.

140 |

120

100

80

60

40

Nirvanolbildung (pmol)

20

—

IF_T, r_q IF_TI

-

1A2

2A6

2B6 2C8 2C9 2C19 2D6

2E1 3A4

Abb. 14:

Nirvanolbildung durch
verschiedene rekombinante
CYPs. 5 pmol rekombinante
Supersomes + OR wurden mit
200 uM S-Mephenytoin und
einem NADPH-RS 30 min bei
37 °C inkubiert.

3.2.2 S-Mephenytoin-Metabolismus durch rekombinantes CYP2B6

Um die enzymkinetischen Parameter der Nirvanolbildung durch CYP2B6 naher zu
charakterisieren, wurde dieses mit S-Mephenytoin umgesetzt. Abb. 15 zeigt die
Michaelis-Menten-Kinetik der S-Mephenytoin-N-Demethylierung durch rekombinante,
CYP2B6 exprimierende Supersomes. Der Km-Wert lag bei eine S-Mephenytoin-
Konzentration von 406 pM und der Vmax-Wert betrug 2,8 pmol Nirvanol/(min x pmol

CYP2B6).

S-Mephenytoin-N-Demethylase-Aktivitat

(pmol/min/pmol CYP2B6)
N
1

T
500 1000
S-Mephenytoin (UM)

T
1500

1
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Abb. 15:
Michaelis-Menten-Kinetik der S-
Mephenytoin-N-Demethylierung
durch CYP2B6 Supersomes. 5
pmol CYP2B6 Supersomes +
OR wurden mit verschiedenen
S-Mephenytoin-Konzentrationen
und einem NADPH-RS 30 min
inkubiert.
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3.2.3 Umsatz in humanen Lebermikrosomen

Um den S-Mephenytoin-Metabolismus in humanen Lebermikrosomen naher zu
charakterisieren wurde die Zeitlinearitdt und Proteinlinearitdt der Enzymreaktion
bestimmt.

Die S-Mephenytoin-N-Demethylierung in humanen Lebermikrosomen war im Bereich
von 1 bis 60 min fur einen Proteinkonzentrationsbereich von 10 bis 100 pug Protein
linear (Abb. 16).
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Abb. 16: Zeit- (A) und Proteinangigkeit (B) der S-Mephenytoin-N-Demethylierung in humanen Lebermikrosomen.

3.2.4 Expression von CYP2B6- Apoprotein in humanen Lebermikrosomen

Die Proteinexpression von CYP2B6 wurde ergdnzend zu Lang et al. (2001) an mehr
als 100 humanen Lebermikrosomen untersucht.

Sie variierte 191fach mit Werten von 0,5 pmol CYP2B6/mg mikrosomalem Protein bis
95,5 pmol CYP2B6/mg mikrosomales Protein. Die mediane Expression von CYP2B6
betrug 11,8 pmol/mg mikrosomales Protein. In Abb. 17 ist ein typischer Western Blot
zu sehen, der die variable CYP2B6-Expression von humanen Lebermikrosomen
zeigt.
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Abb. 17 : Variable CYP2B6-Expression in verschiedenen humanen Lebermikrosomen (pro Spur wurden 25 g
mikrosomales Protein aufgetragen).
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3.2.4.1 Korrelation zwischen CYP2B6 Proteinexpression und S-Mephenytoin-N-
Demethylaseaktivitat

Analog der CYP2B6- Proteinexpression war auch die CYP2B6- Enzymaktivitat,
charakterisiert durch die S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitdt in  humanen
Lebermikrosomen sehr variabel. Gemessen an 118 Proben variierte sie 37fach von
12,1 pmol Nirvanol/(mg Protein x min) bis 444 pmol Nirvanol/(mg Protein x min). Der
CYP2B6 Proteingehalt korrelierte mit der jeweiligen S-Mephenytoin-N-Demethylase-
Aktivitat (Abb. 18) mit einem Korrelationskoeffizient von rs= 0,58 (p<0,0001).
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3.2.4.2 Inhibition der nicht CYP2B6-abhéngigen Nirvanolbildung

Aufgrund der oben gezeigten nicht sehr hohen Abhénigkeit zwischen der
Nirvanolbildung und dem CYP2B6- Apoproteingehalt in humanen Lebermikrosomen
wurde der Einfluss von anderen, ebenfalls nirvanolbildenden CYPs auf die
mikrosomale S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitat im Detail untersucht.

Ko et al. haben schon 1998 berichtet, dass an der S-Mephenytoin- N-Demethylierung
neben CYP2B6 auch CYP2C9 beteiligt ist. Wie unter 3.2.1 beschrieben, wurde in
dieser Arbeit gezeigt, dass neben CYP2B6 und CYP2C9 noch weitere Cytochrom
P450- Enzyme an der Nirvanolbildung beteiligt sind. Es lagen zu den in dieser Arbeit
verwendeten Lebermikrosomen bereits zusatzliche Informationen Zu
Apoproteingehalten verschiedener Cytochrom P450 Enzyme vor, die mit Western
Blot Analysen bestimmt wurden (Tab. 8).
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Tab. 8: Korrelation der Nirvanolbildung mit unterschiedlichen CYP-Apoproteingehalten in humanen
Lebermikrosomen.

CYP Probenanzahl Korrelation der Nirvanolbildung
mit CYP-Apoprotein (rs)

2A6 100 0,21
2C9 49 0,48
2D6 89 0,16
3A4 100 0,44

Auch wenn S-Mephenytoin durch CYP2C9 und CYP3A4 zu einem wesentlich
geringeren Anteil als durch CYP2B6 zu Nirvanol metabolisiert wird, l&sst sich noch
ein Zusammenhang zwischen den Apoproteinanteilen von CYP2C9 und CYP3A4
und der S-Mephenytoin-N- Demethylierung erkennen.

Die CYP2C9- und CYP3A4-Proteingehalte korrelieren nach dem CYP2B6-
Proteingehalt am starksten mit der S-Mephenytoin-N-Demethylase-Aktivitat (rs= 0,48
bzw. rs=0,44). Deshalb wurde der Einfluss von CYP2C9 und CYP3A4-Inhibitoren auf
die S-Mephenytoin-N-Demethylase-Aktivitat untersucht.

3.2.4.3 Inhibition von CYP2C9 mit Sulfaphenazol: Korrelation zwischen

Nirvanolbildung und CYP2B6 Proteinexpression

Der Beitrag von CYP2C9 an der mikrosomalen S-Mephenytoin-N-Demethylierung
wurde durch Zugabe des CYP2CO9-Inhibitors Sulfaphenazol (10 pM) zu den
Inkubationsanséatzen untersucht. Durch Verwendung des CYP2C9 spezifischen
Inhibitors Sulfaphenazol konnte keine Verbesserung der Korrelation zwischen dem
CYP2B6-Apoproteingehalt und der S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitat erzielt
werden (Abb. 19).
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3.2.4.4 Inhibition von CYP3A4 mit einem spezifischen inhibitorischen Antikdrper

Da der klassische CYP3A4-Inhibitor Ketokonazol auch die Enzymaktivitdt von
CYP2B6 inhibiert (Ono et al., 1996; Sai et al., 2000), wurde die Wirkung eines
spezifischen inhibitorischen Antikdrpers gegen CYP3A4/3A5 untersucht. Dieser
erzielte unter Verwendung von rekombinantem CYP3A4 lediglich eine maximale
Inhibition der S-Mephenytoin-N-Demethylase-Aktivitat von 70 %. Da CYP3A4 zu
einem erheblichen Anteil in der humanen Leber exprimiert wird (Shimada et al.,
1994), kann der Beitrag von CYP3A4 an der S-Mephenytoin-N-Demethylierung nicht
komplett inhibiert werden. Daher kann diese Reaktion fir die mikrosomale
Charakterisierung der CYP2B6-Enzymaktivitat nicht herangezogen werden. S-
Mephenytoin ist demnach kein geeignetes Substrat fir CYP2B6 und daher wurde im
folgenden untersucht, ob die mikrosomale Enzymaktivitdt mit einer anderen
Substanz, welche eine ausreichenden Spezifitat fur dieses Enzym besitzt, bestimmt
werden kann.
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3.3 Bupropion als CYP2B6-Substrat

Die Hydroxylierung des Antidepressivums Bupropion wurde 2000 von Hesse et al.
als eine spezifisch von CYP2B6 katalysierte Reaktion beschrieben. Diese
beschriebene Spezifitdt sollte nun noch einmal Gberprift und im Vergleich zu S-
Mephenytoin an humanen Leberproben untersucht werden.

3.3.1 Hydroxybupropionbildung durch rekombinante Cytochrom-P450-Enzyme

Unter allen untersuchten Cytochrom P450 Enzymen wurde Bupropion fast
ausschlief3lich durch CYP2B6 metabolisiert. Bei einer Bupropionkonzentration von 1
mM machte kein untersuchtes Cytochrom P450 Enzym mehr als 5% des durch
CYP2B6 metabolisierten Anteils aus (Abb. 20).
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2 Hydroxybupropionbildung durch
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3 CYPs. 5 pmol Supersomes +
% 300 - OR wurden mit 50 uM bzw. 1
o mM Bupropion und einem
-% 200 4 NADPH-RS 15 min bei 37 °C
inkubiert (CYP3A4 und CYP2E1
100 4 Supersomes waren zusatzlich
mit Cytochrom b5 koexprimiert).
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3.3.2 Umsatz mit humanen Lebermikrosomen

Die Uberprifung der Reaktionsbedingungen mit humanen Lebermikrosomen ergab
einen linearen Zeitbereich von 1 bis 30 min und eine Proteinlinearitat zwischen 5 bis
200 pg Protein (Abb. 21).
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Abb. 21: Zeit- (A) und Proteinabhangigkeit (B) der Bupropionhydroxylierung in humanen Lebermikrosomen. Zur
Linearitatsbestimmung wurden 50 ug Protein (A) verwendet bzw. fiir 30 min inkubiert (B).

3.3.2.1 Korrelation zwischen Hydroxybupropionbildung und CYP2B6
Proteinexpression

Analog der CYP2B6-Expression und der S-Mephenytoin-N-Demethylierung war auch
die Bupropionhydroxylierung in humanen Lebermikrosomen sehr variabel.
Gemessen an 123 Proben variierte sie 115fach von 10,5 pmol
Hydroxybupropion/(mg Protein x min) bis 1205 pmol Hydroxybupropion/(mg Protein
X min). Der CYP2B6 Proteingehalt Kkorrelierte mit der jeweiligen

Bupropionhydroxylase-Aktivitdt (Abb. 22) mit einem Korrelationskoeffizienten von rs=
0,68 (p<0,0001).
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Die hier beschriebene Bupropionhydroxylierung ist ein spezifischer CYP2B6-
Aktivitatstest, der geeignet ist, um weitere Enzymcharakterisierungen von CYP2B6
an humanen Lebermikrosomen und rekombinanten Enzymen durchzufuhren.
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3.4 Untersuchungen zum Einfluss des CYP2B6-Genotyps auf die
Expression und Funktion von CYP2B6

3.4.1 Untersuchungen an humanen Lebermikrosomen

Bereits 2001 wurde von Lang et al. der kodierende Bereich des CYP2B6 Gens an
DNA- Proben von 35 Probanden kaukasischen Ursprungs sequenziert und funf
Mutationen entdeckt, die zu Aminoséureaustauschen fuhren. Daraufhin wurden 92
Leberproben auf das Vorhandensein dieser Mutationen genotypisiert. Proben mit der
C1459T Mutation in Exon 9 hatten eine signifikant niedrigere CYP2B6-
Apoproteinexpression und eine signifikant  erniedrigte = S-Mephenytoin-N-
Demethylase-Aktivitat als die Wildtyp- Gruppe.

Unter den analysierten Leberproben gab es einige Proben mit besonders
erniedrigten CYP2B6- Apoproteinwerten und Enzymaktivitaten, die keine der von
Lang et al. (2001) beschriebenen Mutationen trugen. Durch Sequenzierung weiterer
DNA- Proben von der Firma Epidaurus (Munchen) wurden funf weitere ,missense’-
Mutationen im CYP2B6 Gen gefunden (Lang et al., 2004).

Insgesamt 114 humane Leberproben sind von der Arbeitsgruppe am IKP auf das
Vorhandensein neun dieser in Abb. 23 dargestellten Mutationen genotypisiert
worden.
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Abb. 23: Mutationen im kodierenden Bereich des CYP2B6-Gens mit den entsprechenden
Aminoséaureaustauschen (Lang et al., 2001;2004). Die Positionen entsprechen der cDNA nach Yamano et al.,
1989.
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Ausgehend von diesen Mutationen wurde eine Haplotypanalyse fur die 114 humanen
Leberproben mit dem Programm Phase 2.0 (Stephens et al., 2001) durchgefihrt. In
Abb. 24 sind die vorausgesagten Haplotypen mit den dazugehdérigen prozentualen
H&aufigkeiten zu sehen.
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Abb. 24: Haplotypanalyse von 114 humanen Leberproben mit Haufigkeiten. (Das *8-Allel wurde erstmals von
Lamba et al., 2003 beschrieben).

Das Wildtyp- Allel (*1) kam mit 52,2 % am haufigsten vor. Die bereits von Lang et al.
(2001) erwéahnten Allele *6, *5, *2 und *4 mit 21,1 %, 10,1 %, 7,9 % bzw. 4,4 %
waren nach dem Wildtyp-Allel am haufigsten vertreten.

3.4.1.1 Einfluss des CYP2B6-Genotyps auf die CYP2B6 Expression und Funktion

Bei Lang et al. (2001) wurden die CYP2B6 Haplotypen *1, *3, *4, *5, *6 und *7
analysiert. Dort zeigten humane Lebermikrosomen mit der C1459T Mutation in Exon
9 des CYP2B6 Gens (*5 und *7) signifikant erniedrigte CYP2B6-Apoprotein- und S-
Mephenytoin-N-Demethylase-Werte. In dieser Arbeit wurden die Proben, die sich mit
denen von Lang et al. (2001) teilweise Uberlappen, auf das Vorhandensein eines
bestimmten Genotyps ausgehend von 11 verschiedenen Haplotypen untersucht.

Von 11 mdglichen CYP2B6-Haplotypen ergaben sich 19 mdgliche Genotypen fir die
analysierten Leberproben. Nur Genotypen die mindestens dreimal vorkamen, wurden
in die Expressions- und Funktionsanalysen eingeschlossen. Wie in Abb. 25 zu sehen
ist, unterschied sich der CYP2B6-Apoproteingehalt bei Tragern bestimmter
Mutationen signifikant von dem des homozygoten Wildtyp-Allels (*1/*1).
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Abb. 25: CYP2B6- Apoproteinexpression in humanen Lebermikrosomen mit unterschiedlichen Genotypen. Die
unterschiedlichen Genotypgruppen wurden mit dem Wildtyp (*1/*1) verglichen (t-Test: * p<0,05, ** p<0,01,
***p<0,0001).

Leberproben, die Trager eines Wildtyp-Allels waren und zusatzlich die Allele *4, *5
oder *15 trugen, hatten einen signifikant niedrigeren CYP2B6-Apoproteingehalt als
die Trager von zwei Wildtyp-Allelen. Zusatzlich hatten die Proben mit den Allelen
*5/*6 und *6/*6 einen signifikant erniedrigten CYP2B6- Apoproteingehalt. Wurden die
dbrigen zehn Genotypen, die seltener als dreimal vorkommen, gemeinsam als
Gruppe analysiert, zeigten selbst diese eine signifikant erniedrigte CYP2B6-
Expression (p<0,01).

Wie sich bei den vorhergehenden Untersuchungen in dieser Arbeit herausgestellt
hat, ist Bupropion ein spezifisches Substrat fur CYP2B6, dessen Enzymaktivitat
daher in den folgenden Untersuchungen durch Bupropion charakterisiert worden ist.
Betrachtet man nun die in Abb. 26 dargestellte CYP2B6-Enzymaktivitat humaner
Lebermikrosomen bezogen auf verschiedene Genotypen, ist zu erkennen, dass die
vier Genotypen *1/*4, *1/*5, *1/*6 und *1/*15 signifikant niedrigere
Bupropionhydroxylaseaktivitaten (p<0,05) als die homozygoten Trager des Wildtyp-
Allels hatten. Selbst die seltenen Genotypen (n<3) hatten als gemeinsame Gruppe
betrachtet eine signifikant niedrigere CYP2B6- Enzymaktivitat als die homozygoten
Trager des Wildtyp- Allels (p< 0,01).
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Abb. 26: Bupropionhydroxylaseaktivitaten in humanen Lebermikrosomen mit unterschiedlichen Genotypen. Die
unterschiedlichen Genotypgruppen wurden mit dem Wildtyp (*1/*1) verglichen (Mann-Whitney-Test: * p<0,05).

Betrachtet man nun die spezifischen Bupropionhydroxylaseaktivitaten der
Lebermikrosomen bezogen auf CYP2B6-Apoprotein, zeigten die Trager des
Genotyps *5/*6 eine signifikant erhdhte spezifische Bupropionhydroxylaseaktivitat im
Vergleich zum Wildtyp (p< 0,0001), was ein Grund fir die erniedrigten
Apoproteinwerte, aber keiner signifikant erniedrigten Enzymaktivitat sein kann. Die
spezifischen CYP2B6-Enzymaktivitaiten der anderen Genotypen unterschieden sich
nicht signifikant vom Wildtyp.

Da die einzelnen Leberproben bestimmte Mutationen oft nur in heterozygoter Form
trugen oder auch mehrere Mutationen gleichzeitig aufwiesen, konnte anhand der
Genotypisierung der Leberproben nicht eindeutig auf die Auswirkung einer
bestimmten Mutation geschlossen werden. Nicht alle Proben, die verglichen zu
homozygoten Tragern des Wildtyp- Allels eine signifikant erniedrigte CYP2B6-
Expression zeigten, hatten auch signifikant erniedrigte Enzymaktivitaten.

3.4.2 Expression in COS-1 Zellen

Die Mutationen im CYP2B6- Gen, die in den humanen Leberproben weniger haufig
vorkamen, wurden in COS-1 Zellen exprimiert um sie hinsichtlich ihres
Apoproteingehaltes und ihrer Bupropionhydroxylaseaktivitdten im Vergleich zum
Wildtyp analysieren zu kdnnen.
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Tab. 9: Charakterisierung von in COS-1 Zellen exprimierten CYP2B6-Varianten

Allel SNP AS-Austausch  CYP2B6-Apoprotein Km Vmax
(%WT) (UM) (pmol/mg/min)
*1 Wildtyp Wildtyp 100 65 215
*8 A415G K139E 0 n.d. n.d.
*10 A62T, C64T Q21L, R22C 120,3 72 192
*11 A136G M46V 16,2 n.a. ~ 4
*12 G296A G99E 7,5 n.d. n.d.
*14 G419A R140Q 82,5 117 48,7
*15 T1172A 391N 18,1 n.d. n.d.

n.d. nicht detektierbar

n.a. nicht analysierbar, da nur minimaler Substratumsatz

! pei einer Substratkonzentration von 1,6 mM

Die in COS-1 Zellen untersuchte CYP2B6.10-Variante, die eine Doppelmutation in
Exon 1 trug, kam in den unter 3.4.1.1 analysierten Leberproben nicht vor, wurde aber
in anderen Leberproben mit einer verringerten CYP2B6-Expression und Funktion in
Verbindung gebracht und daher genauer untersucht.

Verglichen mit dem Wildtyp, der eine mittlere Expression von 40 pmol CYP2B6
Apoprotein/mg mikrosomales COS-1 Zellprotein aufwies, wurden die Varianten
CYP2B6.10 und CYP2B6.14 mit etwas hdheren bzw. niedrigeren Werten als der
Wildtyp exprimiert. Im Gegensatz dazu exprimierten die Varianten CYP2B6.11,
CYP2B6.12 und CYP2B6.15 wesentlich weniger Protein als der Wildtyp. Von der
Variante CYP2B6.8 war kein CYP2B6 Apoprotein detektierbar.

Die kinetischen Parameter der Bupropionhydroxylierung ergaben einen Km-Wert von
65 UM und ein Vmax von 215 pmol/(mg x min) fir das Wildtypprotein, was in guter
Ubereinstimmung mit Daten aus der Literatur war (Faucette et al., 2000; Hesse et al,
2000). Wahrend die Variante CYP2B6.10 dem Wildtyp in ihren funktionellen
Eigenschaften sehr ahnlich war, hatte die CYP2B6.14-Variante einen ungefahr
zweifach erhohten Km-Wert und einen um ca. 80 % reduzierten Vmax- Wert
verglichen mit dem Wildtyp. Bei der Variante CYP2B6.11 (M46V) konnte bis zu einer
Bupropionkonzentration von 200 uM kein Metabolit detektiert werden. Bei hdheren
Substratkonzentrationen wurde Hydroxybupropion gebildet, welches aber weniger als
2 % vom Wildtyp ausmachte. Die Varianten CYP2B6.12 (G99E), CYP2B6.8 (K139E)
und CYP2B6.15 (I391N) hatten keine detektierbare Enzymaktivitat.
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3.4.3 Expression in Insektenzellmikrosomen (Tn5)

Um die Auswirkungen der Mutationen im CYP2B6-Gen im Detail zu analysieren,
wurden in Ergdnzung zu den Mikrosomen aus COS-1-Zellen zusatzlich
Insektenzellmikrosomen verschiedener CYP2B6-Varianten untersucht. Diese
Préaparationen exprimieren sehr viel CYP2B6, so dass nicht nur Apoprotein, sondern
auch funktionelles P450 und damit die spezifische Enzymaktivitat bestimmt werden
kann. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die Insektenzellen weder
NADPH:Cytochrom P450-Oxidoreduktase noch Cytochrom b5 endogen exprimieren
und der Einfluss dieser ebenfalls im endoplasmatischen Retikulum lokalisierten
Enzyme auf die CYP2B6-Enzymaktivitat untersucht werden kann.

In Tab. 10 ist eine Zusammenstellung der verschiedenen, in Insektenzellen

exprimierten CYP2B6- Varianten zu sehen.

Tab. 10: CYP2B6 Varianten in Insektenzellmikrosomen (Tn5)

Allel  SNP-Position SNP Aminosaureaustausch
*1 Wildtyp Wildtyp

*2 Exon 1 C64T R22C

*3 Exon 5 C777A S259R

*4 Exon 5 A785G K262R

*5 Exon 9 C1459T R487C

*6 Exon 4/5 G516T, A785G Q172H, K262R
*8 Exon 3 A415G K139E

*11 Exon 1 A136G M46V

*12 Exon 2 G296A G99E

*14 Exon 3 G419A R140Q

*15 Exon 8 T1172A I391N

3.4.3.1 Einfluss des Genotyps auf CYP2B6-Apoprotein, funktionelles P450 und

Bupropionhydroxylaseaktivitat

In  Abb. 27 ist die mikrosomale CYP2B6-Apoproteinexpression
Insektenzellmikrosomen verschiedener CYP2B6-Varianten zu sehen.

Die *2-Mutante exprimierte eine mit dem Wildtyp (*1) vergleichbare CYP2B6-
Apoproteinmenge. Die Varianten CYP2B6.3, CYP2B6.4, CYP2B6.5, CYP2B6.6,
CYP2B6.11, CYP2B6.12 und CYP2B6.14 exprimierten weniger Apoprotein als der
Wildtyp und die Varianten CYP2B6.8 und CYP2B6.15 exprimierten kein CYP2B6.

aus
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Abb. 27: CYP2B6-Apoproteinexpression von CYP2B6-Varianten in Insektenzellmikrosomen (je 10 ug Protein).
Zur Transfektionskontrolle wurde das virale Protein gp64 nachgewiesen.

Verglichen mit der Apoproteinexpression in COS-1 Zellen (3.4.2) wurden die
Varianten CYP2B6.11 und CYP2B6.12 zu einem héheren Anteil exprimiert, der aber
immer noch niedriger als beim Wildtyp war. Fur die Varianten CYP2B6.15 konnte
keine Expression in Insektenzellen beobachtet werden, welche in COS-1 Zellen noch
18 % des Wildtyps ausmachte. Die Variante CYP2B6.8 exprimierte auch in COS-1
Zellen kein CYP2B6- Apoprotein.

Bei allen in Tab. 10 aufgefihrten CYP2B6-Varianten wurde der Anteil von
funktionellem P450 und die spezifische Bupropionhydroxylaseaktivitat bestimmt. Im
Vergleich zur Apoproteinexpression ist in Abb. 28 der Anteil von funktionellem
P450/mg mikrosomales Protein im Vergleich zum Wildtyp zu sehen.

100,
80
60

40

4 5 6 .8 .11.12 .14 .15

Cytochrom P450- Gehalt
(pmol/mg mikrosomales Protein)

Abb. 28: Cytochrom P450- Anteil von mikrosomalem Protein verschiedener CYP2B6-Varianten. Von jeweils 100
pl mikrosomalem Protein wurde das CO-Differenzspektrum zwischen 400 und 500 nm aufgenommen (n.d. CO-
Differenzspektrum nicht messbar).



ERGEBNISSE 92

Die Varianten CYP2B6.2, CYP2B6.3 und CYP2B6.6 hatten einen mit dem CYP2B6-
Wildtyp vergleichbaren Cytochrom P450-Anteil/mg mikrosomales Protein. Die
CYP2B6.4-Variante exprimierte ca. die 2,4fache Menge von funktionellem CYP2B6,
wobei der Anteil an funktionellem P450 bei den Varianten CYP2B6.5, CYP2B6.11
und CYP2B6.14 signifikant erniedrigt war. Bei den CYP2B6-Mutanten CYP2B6.8,
CYP2B6.12 und CYP2B6.15 war kein P450 nachweisbar.

Untersuchungen der spezifischen Bupropionhydroxylaseaktivitdt im Vergleich zum
Wildtyp (CYP2B6.1) sind in Abb. 29 dargestellt und ergaben, dass auller der
CYP2B6.5-Variante (C1459T Mutation in Exon 9) alle CYP2B6 Varianten eine
signifikant veranderte spezifische Bupropionhydroxylaseaktivitdt im Vergleich zum
Wildtyp (CYP2B6.1) hatten. Von diesen Mutanten hatte die CYP2B6.4- Mutante eine
um 23 % erhohte spezifische CYP2B6-Aktivitdt als der Wildtyp. Die Mutanten
CYP2B6.2, CYP2B6.3 und CYP2B6.6 hatten 64 %, 70% bzw. 62 % der
Wildtypaktivitat, wobei die CYP2B6.11 und CYP2B6.14 Variante nur noch eine
minimale CYP2B6- Aktivitat aufwiesen (4 % bzw. 18 % der Wildtypaktivitat). Fur die
Mutanten CYP2B6.8, CYP2B6.12 und CYP2B6.15 war kein Bupropionumsatz
nachweisbar.
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nd. — n.d. |‘| n.d.

1 2 3 4 5 6 .8 .11.12 *14 .15

(@]

Abb. 29: Spezifische Bupropionhydroxylaseaktivitaten unterschiedlicher CYP2B6-Varianten (Tn5). 5 pmol
Insektenzellmikrosomen wurden mit 5 pmol gereinigter Rattenreduktase und einem NADPH-RS mit Bupropion (1
mM) fiir 15 min inkubiert (n.d.: Aktivitat nicht detektierbar).
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3.5 Einfluss von Cytochrom b5 auf die CYP2B6- Enzymaktivitat

Das 17 kDa kleine, hdmhaltige Protein Cytochrom b5 kann die Enzymaktivitat einiger
Cytochrom P450-Enzyme substratabhdngig modulieren. Fiur CYP2B6 wurde eine
Zunahme der Enzymaktivitat fir Substrate wie Testosteron und 7-Ethoxycoumarin
durch Cytochrom b5 beschrieben (Yamazaki et al. 2001).

3.5.1 Einfluss von Cytochrom b5 auf die S-Mephenytoin-N-

Demethylaseaktivitat

Die in-vitro S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitat von CYP2B6 wurde durch
Inkubationen von CYP2B6 Supersomes, die mit Cytochrom b5 koexprimiert waren,
um das 1,4fache erhoht (siehe Abb. 30).

Viele CYP3A4- abhéngige Oxidationsreaktionen wie die Testosteron-6f3-
Hydroxylierung und die Nifedipinhydroxylierung werden durch Cytochrom b5
drastisch erhoht (Porter, 2002). So wurde die unter 3.2.1 beschriebene CYP3A4-
abhangige S-Mephenytoin-N-Demethylierung, welche einen wesentlich geringeren
Anteil als die von CYP2B6 Kkatalysierte S-Mephenytoin-N-Demethylierung
ausmachte, durch CYP3A4 Supersomes, die mit Cytochrom b5 koexprimiert waren,
um das 20fache erhoht (Abb. 30).

450 -
400 A —
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+b5 +b5

Abb. 30: Einfluss von Cytochrom b5 auf die CYP2B6 und CYP3A4 katalysierte S-Mephenytoin-N-
Demethylierung. 5 pmol rekombinante Supersomes wurden mit oder ohne koexprimiertem Cytochrom b5 mit 200
UM S-Mephenytoin und einem NADPH-RS 30 min bei 37 °C inkubiert.

Durch die Zugabe von Cytochrom b5 wurde der Einfluss von CYP3A4 auf die S-
Mephenytoin-N-Demethylierung derart erhoht, dass diese Reaktion den durch
CYP2B6 katalysierten Metabolismus Uberstieg.
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3.5.2 Einfluss von Cytochrom b5 auf die Bupropionhydroxylaseaktivitat

Die von CYP2B6 katalysierte Bupropionhydroxylierung wurde durch Cytochrom b5
ca. um das 1,8fache erhoht. Der Km-Wert verringerte sich durch Cytochrom b5 von
21,3 uM auf 16 uM (siehe Abb. 31).
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Abb. 31: Bupropionhydroxylaseaktivitdten von CYP2B6 Supersomes mit und ohne Cytochrom b5-Koexpression.

Die Bupropionhydroxylaseaktivitat von CYP3A4 Supersomes wurde durch
Cytochrom b5 nicht verandert.

3.5.3 Expression von Cytochrom b5 in humanen Lebermikrosomen

Die Proteinexpression von Cytochrom b5 wurde bei 78 humanen Lebermikrosomen
untersucht. Sie variierte 36fach mit Werten von 111,2 pmol Cytochrom b5/mg
mikrosomales Protein bis 4046 pmol Cytochrom b5/mg mikrosomales Protein. Die
mediane Expression von Cytochrom b5 betrug 698 pmol/mg mikrosomales Protein.
In Abbildung 32 ist ein typischer Western Blot zu sehen, der die Cytochrom b5
Proteinexpression verschiedener humaner Lebermikrosomen zeigt.
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Abb. 32: Proteinexpression von Cytochrom b5 in verschiedenen humanen Lebermikrosomen.
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Die Expression von Cytochrom b5 zeigte bei Mannern und Frauen Kkeinen
signifikanten Unterschied. Auch war keine Altersabhangigkeit der Expression zu
erkennen. Wurden jedoch die Patientenproben analysiert, die keine préoperative
Medikation erhielten, fiel auf, dass die Alkoholkonsumenten eine um 55 % erniedrigte
Cytochrom b5-Apoproteinexpression (p< 0,05) hatten.

3.5.4 Korrelation zwischen der CYP2B6- Enzymaktivitat und der Cytochrom b5

Proteinexpression

Wie bereits im letzten Kapitel gezeigt, wurde der CYP2B6- und CYP3A4-abhangige
Substratumsatz von Bupropion und S-Mephenytoin durch Cytochrom b5 in einem
rekombinanten System in unterschiedlichem Ausmalf erhoht.

Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern der durch diese Cytochrom P450-Enzyme
vermittelte Metabolismus in Lebermikrosomen von der Apoproteinexpression von
Cytochrom b5 abhéngt. Die Korrelation zwischen der Cytochrom b5- Expression und
der S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitat bzw. Bupropionhydroxylaseaktivitat ist in
Abb. 33 dargestellt.
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Abb. 33: Korrelation zwischen dem Cytochrom b5 Apoproteingehalt und der S-Mephenytoin-N-Demethylase-
Aktivitat (A) bzw. Bupropionhydroxylaseaktivitat (B) bei 77 humanen Lebermikrosomen.

Die Cytochrom b5 Apoproteinexpression Kkorrelierte mit der S-Mephenytoin-N-
Demethylaseaktivitdt mit einem Korrelationskoeffizienten von rs = 0,4 (p < 0,001).
Zwischen dem Cytochrom b5- Gehalt und der Bupropionhydroxylaseaktivitat war
jedoch eine geringere Abhéngigkeit erkennbar (rs = 0,23; p< 0,05).
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3.5.5 Einfluss von Cytochrom b5 auf die CYP2B6- Aktivitat verschiedener
CYP2B6-Varianten

Ein &quimolares Verhéaltnis von Cytochrom b5 zu CYP2B6 bewirkte eine 136%ige
Erh6hung der spezifischen Bupropionhydroxylaseaktivitat beim Wildtyp (CYP2B6.1,
Abb. 34). Diese Aktivitatszunahme unterschied sich signifikant (p< 0,01, Anova-Test)
bei der Variante CYP2B6.5. Obwohl sich die spezifische
Bupropionhydroxylaseaktivitat im Vergleich zum Wildtyp nicht unterschied, betrug die
Aktivitatszunahme durch Cytochrom b5 bei dieser Variante nur 33 %. Der Effekt von
Cytochrom b5 war bei den dbrigen Varianten, die verringerte oder erhdhte
Bupropionhydroxylaseaktivitdten hatten, nicht signifikant.
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Abb. 34: Prozentuale Erh6hung der spezifischen Bupropionhydroxylaseaktivitat durch Zugabe von Cytochrom b5.
Der waagerechte Balken stellt die Kontrollaktivitat ohne Cytochrom b5 (100 %) dar. 5 pmol
Insektenzellmikrosomen wurden mit 5 pmol gereinigter Rattenreduktase und mit oder ohne 5 pmol Cytochrom b5
und einem NADPH-RS mit Bupropion (1 mM) fur 15 min inkubiert (Statistik: Anova-Test).

3.6 Untersuchungen zum Einfluss der NADPH:P450-Oxidoreduktase auf

die Bupropionhydroxylaseaktivitat

Fir den Metabolismus von Substanzen durch die Cytochrom P450- Enzyme ist die
NADPH:P450- Oxidoreduktase notwendig. Durch diese werden die Elektronen von
NADPH auf das Cytochrom P450-Enzym ubertragen.

Ob die Enzymaktivitdt der NADPH:P450- Oxidoreduktase, die durch photometrische
Analyse der Reduktion von Cytochrom c¢ bestimmt werden kann, einen Einfluss auf
die Bupropionhydroxylaseaktivitdt in humanen Lebermikrosomen hat, wurde durch
Aktivitatsbestimmungen der NADPH:P450- Oxidoreduktase an 101 humanen
Lebermikrosomen untersucht.
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Die Aktivitdit der NADPH:P450- Oxidoreduktase variierte 5fach von 0,09 U/mg
mikrosomales Protein bis 0,47 U/mg mikrosomales Protein mit einer mittleren
Enzymaktivitat von 0,25 U/mg mikrosomales Protein.

Zwischen der NADPH:P450- Oxidoreduktase- Aktivitat und der CYP2BG6-Aktivitat
bestand eine Abhangigkeit. Diese war bei der S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitat
(Abb. 34a) starker ausgepragt als bei der Bupropionhydroxylierung (Abb. 35b).
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Abb. 35: Korrelation der NADPH:P450- Oxidoreduktase- Aktivitat mit der S-Mephenytoin-N-Demethylase-Aktivitat
(A) und Bupropionhydroxylaseaktivitat (B).

Eine Analyse der Patienten, die praoperativ keine Medikamente einnahmen ergab,
dass Raucher (> 3 Zigaretten pro Tag) im Vergleich zu Nichtrauchern eine um 16 %
verringerte NADPH:P450-Oxidoreduktase-Aktivitat aufwiesen (p < 0,05).

In mehreren Arbeiten konnte durch Mutageneseversuche gezeigt werden (Bridges et
al., 1998; Yamaguchi et al., 2004), dass fur die Elektronenibertragung durch die
NADPH:P450- Oxidoreduktase eine Interaktion mit dem Cytochrom P450- Enzym
notwendig ist. Dafur sind bestimmte Aminosauresequenzen wichtig.

Ob eine verringerte Enzymaktivitat einer Mutante Ursache einer verminderten oder
nicht moéglichen Interaktion mit der NADPH:P450- Oxidoreduktase ist, kann durch
eine Elektronenubertragung mit Cumolhydroperoxid untersucht werden. Hierbei
werden die Elektronen ohne NADPH und ohne die NADPH:P450- Oxidoreduktase
auf das Cytochrom P450- Enzym Ubertragen, welches dann das Substrat
metabolisieren kann.

Im folgenden sind die verschiedenen CYP2B6-Varianten auf eine Aktivitdtsanderung
mit Cumolhydroperoxid anstelle von NADPH:P450-Oxidoreduktase und NADPH im
Vergleich zum CYP2B6 Wildtyp untersucht worden (Abb. 36).
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Abb. 36: Bupropionhydroxylaseaktivititen von CYP2B6-Varianten mit einem NADPH-RS (NADPH) und
Rattenoxidoreduktase (offene Balken) oder Cumolhydroperoxid (CuOOH, graue Balken).

Die CYP2B6-Varianten CYP2B6.2, CYP2B6.3 und CYP2B6.14, die im Vergleich zum
Wildtyp eine verringerte Enzymaktivitat hatten (siehe 3.4.3.1), erlangten durch die
Elektronenubertragung mittels Cumolhydroperoxid Bupropionhydroxylaseaktivitaten,
die vergleichbar mit dem Wildtyp waren. Bei der CYP2B6.5-Variante, die eine nahezu
vergleichbare spezifische Enzymaktivitat wie der Wildtyp hatte, stieg diese durch
Cumolhydroperoxid auf das 1,5fache an. Die Bupropionhydroxylaseaktivitaten der
Varianten CYP2B6.4 und CYP2B6.6 und der nichtfunktionellen CYP2B6 Mutanten
CYP2B6.8, CYP2B6.12 und CYP2B6.15 stieg dagegen nicht an.

3.7 Untersuchungen zum Einfluss biologischer Faktoren auf die

Expression und Funktion von CYP2B6

3.7.1 Einfluss von Alter und Geschlecht

Die Bioverfugbarkeit von Arzneimitteln kann vom Alter abhangen. So ist bei
Neugeborenen die Biotransformation und die renale Exkretion noch nicht ausgereift.
Altere Menschen haben ein verandertes Verteilungsvolumen und eine verminderte
Nierenfunktion. Da die wenigsten Arzneimittel an Sauglingen und alteren Menschen
gepruft werden, ist es wichtig zu untersuchen, ob die Expression und Funktion von
arzneimittelmetabolisierenden Enzymen altersabhangig ist.

Die altersabhangige Betrachtung der CYP2B6-Expression und Funktion bei humanen
Lebermikrosomen erwies sich als sehr schwierig, da é&ltere Patienten
Uberreprasentativ vertreten waren. Das mittlere Alter der Patienten betrug 58 Jahre.
Beim Einschluss aller Patienten ergab sich keine altersabhangige Expression oder
Aktivitat von CYP2B6.

Wurden jedoch nur die Lebermikrosomen von Patienten analysiert, die keine
Medikamente einnahmen, war eine negative Korrelation (r = — 0,53, p<0,001)
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zwischen Alter und der CYP2B6- Expression zu erkennen. Zwischen dem Alter und
der Bupropionhydroxylaseaktivitéat bestand keine signifikante Korrelation.

Auffallig hierbei war, dass die Lebermikrosomen zweier junger Patienten die
niedrigsten Apoprotein- und Aktivitdtswerte hatten. Diese zwei Patienten hatten die
Genotypen *1/*4 und *1/*5, welche wie unter 3.4.1.1 gezeigt, zu signifikant
erniedrigter CYP2B6-Proteinexpression und Bupropionhydroxylaseaktiviat fuhren.
Wurden nur Proben mit CYP2B6-Genotyp *1/*1 und keiner Medikation analysiert
(n=9), korrelierte  der CYP2B6-Proteingehalt und die  mikrosomale
Bupropionhydroxylaseaktivitat mit dem Alter mit einem Korrelationskoeffizienten von

=-0,79 bzw.r= -0,73 (p<0,05, Abb. 37).
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Abb. 37: Analyse der altersabhangigen CYP2B6-Expression (A) und Bupropionhydroxylaseaktivitat (B) bei
Patienten des CYP2B6-Genotyps *1/*1, die praoperativ keine Medikamente eingenommen haben.

Die Clearance einiger Arzneistoffe wie Cyclosporin und Erythromycin unterscheidet
sich zwischen Mannern und Frauen. Wolbold et al. (2003) haben gezeigt, dass die
Expression von CYP3A4 und der CYP3A4-abhangige Verapamilmetabolismus bei
Frauen im Vergleich zu Mannern signifikant erhoht ist.

In wiefern das Geschlecht eine Rolle fiir die Expression und Funktion von CYP2B6 in
der Leber spielt, wurde anhand der vorliegenden Patientendaten analysiert (Abb. 38).
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Die mediane CYP2B6-Expression betrug bei Mannern 10.6 pmol/mg mikrosomales
Protein und bei Frauen 12,7 pmol/mg mikrosomales Protein.

Der Unterschied zwischen den beiden Geschlechtern war jedoch nicht signifikant.

Die mediane S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitat war bei Mannern mit 43,4
pmol/(mg X min) niedriger als bei Frauen, die eine mediane S-Mephenytoin-N-
Demethylaseaktivitdit von 49,8 pmol/(mg x min) hatten (Abb. 39a). Die mediane
Bupropionhydroxylaseaktivitdt war bei Mannern mit 109,8 pmol/(mg x min) héher als
bei Frauen, die eine mediane Bupropionhydroxylaseaktivitat von 100,2 pmol/(mg X
min) hatten (Abb. 39b). Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifkant.
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Abb. 39: Analyse der geschlechtsabhangigen S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitat (A) und
Bupropionhydroxylaseaktivitat (B) in humanen Lebermikrosomen.

Wurden nur die Daten der Patienten analysiert, die keine praoperative Medikation
erhielten, ergab sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der CYP2B6-
Expression und CYP2B6-Enzymaktivitdit bei Mannern und Frauen. Auch ein
Ausschluss der Patienten, die junger als 30 Jahre waren ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen Mannern und Frauen.
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Fur CYP2B6 konnten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede der Expression
und Funktion festgestellt werden, diese waren jedoch umgekehrt proportional zum
Alter.

3.8 Untersuchungen zum Einfluss von Umweltfaktoren auf die

Expression und Funktion von CYP2B6
3.8.1 In-vitro Untersuchungen zur CYP2B6- Inhibition

3.8.1.1 Einfluss von Thiotepa auf die CYP2B6-Enzymaktivitat

Das CYP2B6 Substrat Cyclophosphamid ist ein Zytostatikum, welches seine
alkylierende Aktivitat erst nach Metabolismus zu 4-Hydroxycyclophosphamid erlangt.
Dieser Schritt wird durch die Cytochrom P450-Enzyme CYP2B6, CYP2C9 und
CYP3A4 katalysiert, wobei CYP2B6 die Hauptrolle spielt (Roy et al., 1999).
Zusammen mit Thiotepa und Carboplatin wird Cyclophosphamid in der
Hochdosischemotherapie bei Blasen- und Brusttumoren eingesetzt.

Huitema et al. (2000) fanden bei Patienten, die eine Hochdosischemotherapie mit
Cyclophosphamid und Thiotepa bekamen, signifikant erniedrigte Plasmaspiegel von
4-Hydroxycyclophosphamid, wenn Thiotepa vor Cyclophosphamid verabreicht wurde.
Zusatzlich konnte die Gruppe zeigen, dass Thiotepa bei einer Koinkubation von
humanen Lebermikrosomen mit Cyclophosphamid dessen Metabolismus zu 4-
Hydroxycyclophosphamid mit einem ICso- Wert von 23 uM inhibierte.

Im folgenden wurde daher untersucht, ob die Ursache fir diese klinische
Beobachtung moglicherweise auf eine Inhibition von CYP2B6 durch Thiotepa
zurtckzufiihren sein konnte.

Dies wurde zunachst in-vitro an Mikrosomenpraparationen untersucht. Wie in Abb.
40 zu sehen ist, hatte das Zytostatikum Thiotepa einen potenten inhibitorischen
Einfluss auf die mikrosomale CYP2B6-Enzymaktivitdt. Die Enzymaktivitdit war bei
einer Thiotepakonzentration von 10 puM schon mehr als zur Halfte reduziert und
erreichte bei h6heren Konzentrationen eine Inhibition von tber 95 %.
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3.8.1.1.1 Einfluss von Thiotepa auf die CYP2B6-Aktivitat in humanen Hepatozyten

Auch in humanen Hepatozyten konnte die CYP2B6-Aktivitat bereits nach einer 30-
mindtigen Inkubation mit Thiotepa komplett inhibiert werden (Abb. 41a). Die
Enzymaktivitat von CYP3A4, charakterisiert durch den Verapamilmetabolismus zu
Norverapamil, wurde durch Thiotepa dagegen nicht beeinflusst (Abb. 41b).

Norverapamil (pm

5
Kultivierungszeit (d) Kultivierungszeit (d)

Abb. 41: Hydroxybupropionbildung (A) und Norverapamilbildung (B) in Kulturen humaner Hepatozyten nach 30-
mindtiger Inkubation mit (gestrichelte Linie) und ohne (durchgehende Linie) Thiotepa (10 uM).

3.8.1.1.2 Spezifitat der Inhibition durch Thiotepa

Um zu untersuchen, ob weitere arzneimittelmetabolisierende Cytochrom-P450-
Enzyme von der Inhibition durch Thiotepa betroffen sind, wurde der Einfluss von
Thiotepa auf die Enzymaktivitaten von CYP1A2, CYP2A6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 und CYP3A4 bestimmt. In Abb. 42 ist die Auswirkung
einer Koinkubation von Thiotepa (10 uM) mit dem zu untersuchenden Enzym zu
sehen. Parallel dazu wurden spezifische CYP-Inhibitoren als Positivkontrollen
verwendet.
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Bei einer Thiotepakonzentration von 10 pM war die CYP2B6-Enzymaktivitdt von
CYP2B6-Supersomes um 87 % inhibiert. Des weiteren wurden die Enzymaktivitaten
von CYP2C9 und CYP2A6 um 24 % und 17 % inhibiert. Die Aktivitdten der anderen
untersuchten Cytochrom P450 Enzyme wurden durch Thiotepa nicht signifikant
inhibiert (siehe Abb. 42).
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Abb. 42: Effekt von Thiotepa (10 uM) und spezifischen CYP-Inhibitoren auf verschiedene CYP-Aktivitaten die, wie unter 2.2.5 und 2.2.7 beschrieben,
analysiert worden sind (Anova-Test: ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, n.s. nicht signifikant, DTC: Diethyldithiocarbamat).
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3.8.1.1.3 Ermittlung des Inhibitions-Mechanismus durch Thiotepa

Da unterschiedliche Inhibitionsmechanismen verschiedene pharmakokinetische
Konsequenzen haben kénnen, ist es wichtig zu unterscheiden, ob die Inhibition
reversibel oder irreversibel ist. Bei einer irreversiblen Hemmung eines Enzyms, bleibt
diese im Gegensatz zu einer kompetitven Inhibition auch nach dem Entfernen des
Inhibitors z.B. durch eine Dialyse bestehen.

CYP2B6-exprimierende Insektenzellmembranen wurden mit und ohne Thiotepa bzw.
NADPH-RS inkubiert und anschlie3end einer sechsstiindigen Dialyse unterzogen.
Die Enzymaktivitat der mit Thiotepa und NADPH-RS inkubierten Proben wurde im
Vergleich zu einer ebenfalls dialysierten Kontrollprobe zu Gber 80 % gehemmt (Abb.
43). Eine nur mit Thiotepa inkubierte Probe erlangte dagegen 76,8 % der CYP2B6-
Kontrollaktivitat zurlick. Dieses Resultat deutete stark darauf hin, dass die Inhibition
irrevesibel und ,mechanism-based” verlauft, d.h. dass der Inhibition ein NADPH-
abhangiger Aktivierungsschritt vorausgeht.
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3.8.1.1.4 Bestimmung der Hemmkonstanten von Thiotepa

Die Inhibition der Bupropionhydroxylierung war sowohl in  humanen
Lebermikrosomen als auch in CYP2B6 exprimierenden Insektenzellmembranen
konzentrations- und zeitabhangig. In humanen Lebermikrosomen betrug die
Thiotepakonzentration fur halb-maximale Inaktivierung (K,) 3,8 upM. Der
Inaktivierungsprozess war pseudo-erster Ordnung, was an dem linearen Abfall der
Enzymaktivitat Gber die Zeit zu erkennen war.
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Die Inaktivierungskonstante  kinaet fUr maximale Inaktivierung bei sattigender
Thiotepakonzentration war 0,16 min™ und die Zeit bis die Halfte der Enzymmolekiile
inaktiviert waren, betrug 4,3 min.

Die entsprechende Inaktivierung in CYP2B6 exprimierenden Insektenzellmembranen
durch Thiotepa war sehr &hnlich zu der in humanen Lebermikrosomen (K, 2,2 uM,;
kinact 0,17 min™). Die Halbwertszeit fir die Inaktivierung betrug 4,1 min. Die
entsprechenden Zeitverlaufe des Inaktivierungsprozesses und die Kitz-Wilson-Plots
zur Bestimmung der Hemmkonstanten sind in Abb. 44a und 44b dargestellt.

Abb. 44a:
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3.8.1.1.5 Einfluss von Nukleophilen und Radikalfangern

Um zu untersuchen, ob die Inaktivierung von CYP2B6 vor der Entlassung des
Inaktivators aus dem aktiven Zentrum eintritt, wurden nukleophile Abfangreagenzien
zu den Inkubationen zugegeben. Weder die Zugabe von Glutathion (10 mM) noch
von Acetylcystein (10 mM) konnte die Inaktivierung unterbinden.

Um auszuschlieRen, dass die CYP2B6-Inhibition einer Autoinaktivierung durch
Peroxide zugrunde liegt, wurden DMSO (0,1 %) und Superoxiddismutase (1000
Einheiten) als Radikalfanger zu den Inkubationen zugegeben. Diese Radikalfanger
konnten die Inaktivierung von CYP2B6 durch Thiotepa nicht verringern.

Da die Inhibition der CYP2B6 Aktivitat durch Thiotepa also weder durch nukleophile
Abfangreagenzien noch durch Radikalfanger aufgehoben werden konnte, erfolgt die
Inhibition  vollstdndig nach  den  Kriterien  eines ,mechanism-based*
Enzyminkativators.

3.8.1.1.6 Einfluss anderer CYP2B6-Substrate

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass Thiotepa durch CYP2B6 selbst zur
inaktivierenden Substanz metabolisiert wird. Demzufolge sollte ein anderes CYP2B6
Substrat die Inaktivierung durch Thiotepa abschwachen, da dieses mit Thiotepa um
das aktive Zentrum konkurrieren misste. In Abb. 45 ist zu sehen, dass die Zugabe
von 7-Ethoxycoumarin, einem CYP2B6-Substrat, die Inhibition durch Thiotepa
reduziert.
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Abb. 45: Substratschutz durch 7-Ethoxycoumarin. Humane Lebermikrosomen (100 pg) wurden mit Thiotepa und
mit bzw. ohne 7-Ethoxycoumarin (500 puM) inkubiert. Kontrollen waren in Abwesenheit von Thiotepa mit und
ohne 7-Ethoxycoumarin.
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3.8.1.1.7 Einfluss auf funktionelles P450

Um zu untersuchen, ob die Inhibition der CYP2B6-Aktivitat durch eine Zerstérung der
Ham-Komponente oder durch Alkylierung des Apoproteins erfolgt, wurden reduzierte
CO-Spektren von CYP2B6 aufgenommen. Inkubationen von CYP2B6
exprimierenden Insektenzellmikrosomen und Thiotepa fuhrten zu keiner Zerstérung
des Hams, wobei die Inkubation mit NADPH-RS und Thiotepa zu einer leichten
Abnahme des reduzierten CO-Komplexes fuhrte (Abb. 46). Diese Beobachtung wird
auch durch die Tatsache bestatigt, dass die CYP2B6-Aktivitat mit der Dauer der
Inkubation leicht abnahm.

NADPH Thiotepa

Abb. 46:
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Nur die Proben, die mit Thiotepa und NADPH-RS inkubiert worden sind, hatten eine
signifikant erniedrigte Enzymaktivitat verglichen zu den Kontrollproben. Folglich findet
die Inhibition der CYP2B6-Aktivitat nicht Uber eine Zerstérung der Ham-Komponente
statt, sondern vermutlich durch eine Alkylierung des Apoproteins.

3.8.1.2 Einfluss von Clopidogrel und Ticlopidin auf die CYP2B6-Enzymaktivitat

Da CYP2B6 zu den noch wenig untersuchten humanen P450 Enzymen gehort, ist
die Suche nach klinisch relevanten Substraten von groRem Interesse. In diesem
Zusammenhang fielen Berichte auf, die auf den neueren und h&ufig verwendeten
Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel als mogliches Substrat hindeuteten.
Es wurde namlich beobachtet, dass mit Phenobarbital behandelte Ratten eine
Reduzierung des antiaggregatorischen Effektes von Clopidogrel aufwiesen (Savi et
al., 1994).
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Dieser Befund konnte dahingehend interpretiert werden, dass durch Phenobarbital
induziertes CYP2B1/2 einen erhdhten Abbau von Clopidogrel und damit die
beobachtete geringere Wirkung verursachte. Da CYP2B6 das humane Ortholog zum
Phenobarbital induzierbaren CYP2B1 der Ratte darstellt, war daher Clopidogrel
maoglicherweise ein Substrat von CYP2B6. Die Untersuchung dieser Hypothese
fuhrte, wie im folgenden geschildert, zu der Uberraschenden Erkenntnis, dass
Clopidogrel das Enzym ebenfalls sehr potent und irreversibel hemmt.

3.8.1.2.1 Inhibition von CYP2B6 durch Clopidogrel und Ticlopidin

Wenn Clopidogrel ein Substrat von CYP2B6 ware, sollte es sich als kompetitiver
Inhibitor zu Bupropion als Substrat verhalten. Bei initialen Experimenten mit
humanen Lebermikrosomen, in denen Clopidogrel und Bupropion zusammen
inkubiert wurden, stellte sich jedoch heraus, dass die Bupropionhydroxylaseaktivitat
durch den Thrombozytenaggregationshemmer extrem potent (bis zu 98 %) inihibiert
wurde.

Untersuchungen zum Effekt von Clopidogrel auf die CYP2B6-Aktiviat und die
Aktivitat der anderen arzneimittelmetabolisierenden Enzyme wurden daraufhin mit
rekombinanten Enzymen analog den Untersuchungen zur Inhibition von CYP2B6
durch Thiotepa durchgefihrt. Die ausfihrliche Darstellung der verwendeten
Enzymaktivitatsassays ist unter 2.2.5 aufgefuhrt. Da Ticlopidin, welches mittlerweile
wegen gravierender Nebenwirkungen grof3tenteils durch Clopidogrel ersetzt wird,
strukturverwandt zu Clopidogrel ist (Abb. 47), wurde diese Substanz zusammen mit
Clopidogrel untersucht.

H

Clopidogrel Ticlopidin

Abb. 47: Strukturformeln der beiden Thienopyridinderivate Clopidogrel und Ticlopidin.
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3.8.1.2.2 Sperzifitat der CYP-Inhibition durch Clopidogrel und Ticlopidin

Der Einfluss von Clopidogrel und Ticlopidin auf die Enzymaktivititen von CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 und CYP3A4 ist in den
folgenden Abbildungen 48a und 48b dargestellt.
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Abb. 48a: Selektivitat der Inhibition rekombinant exprimierter P450 Enzyme durch Clopidogrel.
Supersomes'™ wurden mit 1M (gestreifte Balken) oder 10 uM (weiRRe Balken) Clopidogrel inkubiert. Die
Enzymaktivitdten wurden mit den entsprechenden Markerreaktionen bestimmt. Fir jedes P450 wurde die
Kontrollaktivitat ohne Inhibitor auf 100 % gesetzt. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus zwei
unabhangigen Experimenten (Anova-Test: **p<0,01, *** p<0,001).
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Abb. 48b: Selektivitét der Inhibition rekombinant exprimierter P450 Enzyme durch Ticlopidin.
Supersomes wurden mit 1uM (gestreifte Balken) oder 10 uM (weif3e Balken) Ticlopidin inkubiert. Die
Enzymaktivitaten wurden mit den entsprechenden Markerreaktionen bestimmt. Fiir jedes P450 wurde die
Kontrollaktivitat ohne Inhibitor auf 100 % gesetzt. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus zwei
unabhangigen Experimenten (Anova-Test: **p<0,01, *** p<0,001).
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Clopidogrel und auch Ticlopidin inhibierten CYP2B6 am potentesten. Bei einer
Inhibitorkonzentration von 1 yuM wurden nur die Bupropionhydroxylierung durch
CYP2B6 und die S-Mephenenytoin-4’-Hydroxylierung durch CYP2C19 signifikant
gehemmt. Bei einer Inhibitorkonzentration von 10 pM war bei der
Bupropionhydroxylierung und  S-Mephenenytoin-4’-Hydroxylierung durch beide
Thrombozytenaggregationshemmer fast keine Aktivitat mehr nachweisbar. Bei dieser
Konzentration war auch eine unterschiedliche Selektivitat beider Substanzen zu
beobachten, da CYP2C9 durch Clopidogrel zu 53 % inhibiert wurde und CYP1A2
durch Ticlopidin zu 51 %. Die anderen CYP- Aktivitaten wurden bei beiden
Konzentration nicht signifikant beeinflusst.

3.8.1.2.3 Ermittlung des Inhibitionsmechanismus

Analog den Untersuchungen zu Thiotepa wurde auch fur Clopidogrel und Ticlopidin
der Mechanismus der Enzyminaktivierung untersucht. Humane Lebermikrosomen
(100 pg) wurden mit und ohne Inhibitoren bzw. NADPH-RS inkubiert und
anschlieend einer sechsstindigen Dialyse unterzogen. Durch NADPH allein war
eine Verringerung der Bupropionhydroxylaseaktivitat von ca. 20 % zu beobachten.
Die nur mit Clopidogrel oder Ticlopidin behandelten Proben erlangten nach der
Dialyse die CYP2B6-Aktivitat der nichtbehandelten Proben. Die Enzymaktivitat der
mit Clopidogrel oder Ticlopidin und NADPH-RS inkubierten Proben konnte durch die
Dialyse  nicht regeneriert werden (Abb. 49). Die Inhibition der
Bupropionhydroxylaseaktivitdt durch Clopidogrel und Ticlopidin war also NADPH-
abhangig und nicht reversibel.
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3.8.1.2.4 Bestimmung der Hemmkonstanten

Die Inhibition der Bupropionhydroxylierung durch Clopidogrel und Ticlopidin war in
humanen Lebermikrosomen und in CYP2B6 exprimierenden Insektenzellmikrosomen
konzentrations- und zeitabhangig.

Die entsprechenden Zeitverlaufe des Inaktivierungsprozesses und die Kitz-Wilson-
Plots zur Bestimmung der Hemmkonstanten sind in Abb. 50 a/b und 51 a/b

dargestellt.
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Abb. 50a/b: Inaktivierungskinetik der Bupropionhydroxylierung in humanen Lebermikrosomen (a) und in
rekombinantem CYP2B6 (b) mit verschiedenen Clopidogrelkonzentrationen. Humane Lebermikrosomen (100 pg)
bzw. rekombinantes CYP2B6 (5 pmol) wurden fiir verschiedene Zeiten mit einem NADPH-RS und Clopidogrel (0
bis 1 uM) inkubiert. Die Restenzymaktivitat wurde bestimmt. Die zuséatzliche Grafik in der Abbildung stellt den
dazugehdérigen Kitz-Wilson Plot zur Bestimmung der Inhibitionsparameter dar.
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Abb. 51a/b: Inaktivierungskinetik der Bupropionhydroxylierung in humanen Lebermikrosomen (a) und in
rekombinantem CYP2B6 (b) mit verschiedenen Ticlopidinkonzentrationen. Humane Lebermikrosomen (100 pg)
bzw. rekombinantes CYP2B6 (5 pmol) wurden fiir verschiedene Zeiten mit einem NADPH-RS und Ticlopidin (0 bis
1 uM) inkubiert. Die Restenzymaktivitat wurde bestimmt. Die zusétzliche Grafik in der Abbildung stellt den
dazugehdorigen Kitz-Wilson Plot zur Bestimmung der Inhibitionsparameter dar.
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In Tab. 11 sind die kinetischen Parameter der irreversiblen Inaktivierung durch
Clopidogrel und Ticlopidin in humanen Lebermikrosomen und in CYP2B6
exprimierenden Insektenzellmembranen dargestellt. Die sehr potente Inhibition durch
Clopidogrel und Ticlopidin verlief in humanen Lebermikosomen wund in
rekombinantem CYP2B6 sehr ahnlich.

Tab. 11: Inaktivierungsparameter der irreversiblen Inhibition durch Clopidogrel und Ticlopidin in humanen
Lebermikrosomen und CYP2B6 exprimierenden Insektenzellmembranen (K, = Inaktivatorkonzentation fiir halb-
maximale Inaktivierung, kiaq = Maximalrate der Inaktivierung, t;» - Zeit, bis die Halfte der Enzymmolekiile
inaktiviert sind).

Humane Lebermikrosomen

K, (LM) Kinaet (Min™) ty, (Min)
Clopidogrel 0,5 0,35 2
Ticlopidin 0,2 0,5 1,4

CYP2B6 exprimierende Insektenzellmembranen

KI (HM) I(inact (min_l) t1/2 ( min)
Clopidogrel 1,1 15 0,5
Ticlopidin 0,8 0,8 0,9

3.8.1.2.5 Einfluss von Nukleophilen und Radikalfangern

Um analog zu den Untersuchungen zur CYP2B6-Inhibition durch Thiotepa zu
bestimmen, ob die Inaktivierung von CYP2B6 vor der Entlassung des Inaktivators
aus dem aktiven Zentrum eintritt, wurden die nukleophilen Abfangreagenzien
Glutathion (10 mM) und Acetylcystein (10 mM) zu den Inkubationen mit Clopidogrel
und Ticlopidin hinzugegeben. Keines der Reagenzien konnte die Inaktivierung von
CYP2B6 unterbinden.

Um auszuschlieRen, dass die CYP2B6-Inhibition einer Autoinaktivierung durch
Peroxide zugrundeliegt, wurden DMSO (0,1 %) und Superoxiddismutase (1000
Einheiten) als Radikalfanger zu den Inkubationen zugegeben. Diese Radikalfanger
konnten die Inaktivierung von CYP2B6 nicht verringern.

Auch die Inhibition der CYP2B6 Aktivitat durch Clopidogrel und Ticlopidin konnte also
weder durch nukleophile Abfangreagenzien noch durch Radikalfanger aufgehoben
werden und erfolgt daher ebenso wie bei Thiotepa nach den Kriterien eines
.mechanism-based" Enzyminkativators, der zuerst NADPH-abhangig metabolisiert
werden muss, um dann als irreversibler Inhibitor zu fungieren.
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3.8.1.2.6 Einfluss auf funktionelles P450

Durch die Quantifizierung von reduziertem, CO-bindendem Ham der mit Clopidogrel
oder Ticlopidin und NADPH-RS inkubierten CYP2B6 exprimierenden
Insektenzellmikrosomen konnte keine Zerstérung des Hams beobachtet werden
(Abb. 52). Wie bei der CYP2B6-Inhibition durch Thiotepa erfolgt die Inhibition auch in
diesem Fall vermutlich durch eine Alkylierung des Apoproteins.

NADPH Inhibitor

-\’\\\I“\l\-«ws..-..nd + Abb. 52:

Reduzierte CO-
Differenzspektren von

p— + + CYP2B6 exprimierenden
Insektenzellmembranen nach
Inkubation mit und ohne
Clopidogrel oder Ticlopidin
bzw. NADPH-RS.

Absorption (rel. Einheiten)

420 450 490
Wellenlange (nm)

3.8.1.2.7 Einfluss anderer CYP2B6-Substrate

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass Clopidogrel und Ticlopidin wie das
unter 3.8.1.1 untersuchte Thiotepa, selbst NADPH- abh&ngig durch CYP2B6 zu
inaktivierenden Substanzen metabolisiert werden. Demzufolge sollte das CYP2B6-
Substrat 7-Ethoxycoumarin auch die Inaktivierung durch Clopidogrel und Ticlopidin
abschwachen, wie es fur Thiotepa gezeigt werden konnte. In Abb. 53 ist zu sehen,
dass die Zugabe von 7-Ethoxycoumarin die Inhibition verringern kann, jedoch nicht
im gleichen Ausmal} fir Clopidogrel und Ticlopidin. Die Inhibition durch Clopidogrel
wurde nur um 7 % verringert, wobei die Hemmung durch Ticlopidin um 47 %
verringert wurde.
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Abb. 53:
Substratschutz durch 7-
Ethoxycoumarin.
- Humane Lebermikrosomen (100 pg)
100 4 wurden mit Clopidogrel bzw. Ticlopidin
und mit bzw. ohne 7-Ethoxycoumarin
(7-ETC, 1 mM) inkubiert. Die Kontrollen
T wurden in Abwesenheit von Inhibitor mit
und ohne 7-Ethoxycoumarin inkubiert.
50 J AnschlieBend wurden die
77 Bupropionhydroxylaseaktivitdten
bestimmt. Die Daten reprasentieren die
I Mittelwerte aus zwei unabhéngigen
Experimenten.

Bupropionhydroxylaseaktivitat (%)

0
7-ETC - + - + - +
Clopidogrel - - + + - -
Ticlopidin - - - - + +

Da der Metabolismus der zwei Inhibitoren Clopidogrel und Ticlopidin offensichtlich
nicht gleichermaRen durch das CYP2B6-Substrat 7-Ethoxycoumarin reduziert
werden kann, wurde der Einfluss einer weiteren Substanz, dem kompetitiven
CYP2B6-Inhibitor Paroxetin untersucht. Dieser kann, wie in Abb. 54 dargestellt ist, im
Gegensatz zu 7-Ethxycoumarin, die CYP2B6-Inaktivierung durch Clopidogrel nahezu
komplett aufheben. Die Inaktivierung durch Ticlopidin wurde um 23 % verringert.

S
= Abb. 54:
£ Substratschutz durch Paroxetin. Humane
é T Lebermikrosomen (100 pg) wurden mit
$ 1004 Clopidogrel bzw. Ticlopidin und mit bzw.
& - ohne Paroxetin (50 pM) inkubiert und
< einer anschlieRenden Dialyse
_g unterzogen. Die Kontrollen wurden in
2 504 Abwesenheit von Inhibitor mit und ohne
S Paroxetin inkubiert. Anschlie3end wurden
3 die Bupropionhydroxylaseaktivitaten
5 bestimmt. Die Daten reprasentieren die
o 0 % m Mittelwerte aus zwei uabhéngigen

Experimenten.

Paroxetin - + - + - +

Clopidogrel - - + + - -

Ticlopidin - - - - + +

Der unterschiedliche Einfluss der CYP2B6-Liganden 7-Ethoxycoumarin und
Paroxetin auf die durch Clopidogrel und Ticlopidin verursachte CYP2B6-Inhibition
deutet auf Unterschiede in der sterischen Besetzung des aktiven Zentrums von
CYP2B6 durch diese Substanzen hin.
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3.8.1.2.8 Metabolismus von Clopidogrel

Da Clopidogrel die Enzymaktivitat von CYP2B6 in humanen Lebermikrosomen und
CYP2B6- exprimierenden Insektenzellmikrosomen NADPH-abhéngig inhibiert, sollte
auch ein CYP2B6-abhangiger Metabolismus von Clopidogrel vorhanden sein.

Der Metabolismus von Clopidogrel durch verschiedene Cytochrom P450-Enzyme
wurde durch Inkubationen der in Insektenzellmembranen exprimierten jeweiligen
Isoenzyme und der anschlieRenden Quantifizierung von Clopidogrel bestimmt. Wie in
Abb. 55 zu sehen ist, wird Clopidogrel durch die Cytochrom P450 Isoenzyme
CYP3A4, CYP1A2 und CYP2B6 metabolisiert.

100

Abb. 55:

Metabolismus von Clopidogrel
durch veschiedene Cytochrom
P450 Isoenzyme. Die das
entsprechende CYP
exprimierenden
Insektenzellmembranen (5 pmol)
wurden mit Clopidogrel (10 uM)
inkubiert und daraufhin die Menge
25 - des metabolisierten Clopidogrels
bestimmt.
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Diese Daten bestatigen die zwischenzeitlich erschienenen Ergebnisse von Clarke
und Waskell (2002), in deren Arbeit auch CYP3A4, CYP1A2 und CYP2B6 als die
Clopidogrel metabolisierenden Enzyme identifiziert worden sind.
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3.8.2 Einfluss von Alkohol- und Tabakkonsum auf die CYP2B6- Expression

und Funktion

Miksys et al. (2003) haben gezeigt, dass der CYP2B6-Gehalt im Gehirn von
Rauchern und Alkoholikern erhéht ist. Auch Hesse et al. (2004) haben den Einfluss
von Tabakkonsum und Alkohol auf die Expression und Funktion von CYP2B6 in
humanen Lebermikrosomen untersucht und einen signifikanten Einfluss gefunden.

In den hier untersuchten Leberproben konnten diese Befunde weder bei
Alkoholkonsum (mind. 1 alkoholisches Getrank pro Tag), noch bei Zigarettenkonsum
(mehr als 3 Zigaretten pro Tag) bestatigt werden. Bei beiden Gruppen fand sich im
Vergleich zu Proben von Patienten, die weder Alkohol noch Tabak konsumierten,
keine veranderte CYP2B6-Expression und Bupropionhydroxylaseaktivitat.

3.8.3 Einfluss des Arzneimittelkonsums auf die CYP2B6- Expression und

Funktion

Die CYP2B6-Expression und Bupropionhydroxylaseaktivitaten humaner
Lebermikrosomen wurden in Abhangigkeit des préoperativen Arzneimittelkonsums
der Patienten analysiert. Die Arzneimittel, die mindestens von zwei Patienten
eingenommen wurden, sind in die Auswertung eingegangen.

Die Patienten, die den Koronardilatator ISDN einnahmen, wiesen eine signifikant
erniedrigte CYP2B6-Expression und Bupropionhydroxylaseaktivitat auf. Die
Patienten, die das Analgetikum Metamizol oder Antikonvulsivum Carbamazepin
einnahmen, hatten dagegen eine 2,6fach bzw. 6,6fach erhohte CYP2B6-Expression
und 3,3fach bzw. 5,3fach erhéhte Bupropionhydroxylaseaktivitat (siehe Abb. 56).
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Abb. 56: Mikrosomaler CYP2B6-Apoproteingehalt (A) und mikrosomale Bupropionhydroxylaseaktivitat (B)
humaner Lebermikrosomen von Patienten, die praoperativ keine Medikamente (Kontrollen), Metamizol und
Carbamazepin eingenommen haben (Statistik: t-Test).
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Um zu untersuchen, ob diese Beobachtung in humanen Lebermikrosomen
tatsachlich einer Enzyminduktion zugrunde liegt, wurde der Einfluss von Metamizol
und des bereits als CYP2B6-Induktor bekannten Antiepileptikums Carbamezpin auf
die CYP2B6-Expression und —Funktion humaner Hepatozyten untersucht. Dazu
wurden humane Hepatozyten fur jeweils drei Tage mit Carbamezpin bzw. steigenden
Konzentrationen von Metamizol behandelt und die Expression und Funktion von
CYP2B6 im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle analysiert.

Der in Abb. 57a exemplarisch dargestellte Western Blot zeigt eine durch
Carbamazepin  und  Metamizol verursachte  Erhohung der CYP2B6-
Apoproteinexpression. Diese erhdhte Proteinexpression konnte auch auf Ebene der
Bupropionhydroxylaseaktivitdt gezeigt werden (Abb. 57b). Der maximale induktive
Effekt von Metamizol schien bei einer Konzentration von 100 uM erreicht zu sein.
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Abb. 57: (A) CYP2B6-Apoproteinexpression vom Lysat humaner Hepatozyten (40 pg) und (B)
Bupropionhydroxylaseaktivitat im Medieniberstand humaner Hepatozyten, die Uber 72 h mit den entsprechend
gekennzeichneten Arzneistoffen behandelt wurden.
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4 DISKUSSION

4.1 Expression und enzymatische Funktion von CYP2B6 in humanen

Leberproben

Voraussetzung dieser Arbeit war zunachst die Auswahl eines geeigneten CYP2B6-
Substrates, um die Enzymaktivitdt von CYP2B6 in humanen Lebermikrosomen
bestimmen zu kdénnen. S-Mephenytoin war bereits 1996 von Heyn et al. als erstes
selektives Substrat fir CYP2B6 beschrieben worden, von Ko et al. (1998) war die
Selektivitat jedoch unter Hinweis auf eine Beteiligung des CYP2C9 bezweifelt
worden. Zu Beginn dieser Arbeit hatten dann Hesse et al. (2000) die Bupropion-
Hydroxylierung als eine fur CYP2B6 sehr spezifische Biotransformation
vorgeschlagen. Es war daher unumgénglich, die beiden Substrate hinsichtlich ihrer
CYP-Selektivitat zu vergleichen. Hierzu konnte einerseits die kommerziell erhéltliche
Batterie rekombinanter CYP-Enzyme eingesetzt werden, andererseits konnten die an
Lebermikrosomen gemessenen Enzymaktivitaten mit  der  jeweiligen
Proteinexpression durch Korrelationsanalyse verglichen werden.

Die von Lang et al. (2001) begonnene Western Blot Quantifizierung des
mikrosomalen CYP2B6-Apoproteingehalts in Proben der Leberbank wurde auf
insgesamt 114 Proben erweitert. Insgesamt ergab sich eine 191fache Variabilitat mit
Werten von 0,5 bis 955 pmol CYP2B6/mg mikrosomales Protein. Der
Durchschnittswert aller Proben lag bei 15,3 = 7,7 pmol/mg. Der durchschnittliche
CYP- Gehalt der Leberproben war durch Aufnahme von CO-Differenzspektren an 48
Proben zu 418+198 pmol/mg bestimmt worden. Daraus ergibt sich ein prozentualer
Anteil von CYP2B6 am hepatischen mikrosomalen P450 Gesamtgehalt von 3,7 %.
Der in dieser bisher umfangreichsten Untersuchung bestimmte Wert liegt damit
wesentlich héher als die von Shimada et al. (1994) und Gervot et al. (1999)
angegebenen Werte (1 pmol/mg, n=30 bzw. 1,7 pmol/mg, n=48), er ist jedoch
vergleichbar zu den Werten von Code et al. (1997; bis 74 pmol/mg, n=17), Ekins et
al. (1998; 0,7 — 71,1 pmol/mg, n=19), und Stresser und Kupfer (1999;
durchschnittlich 25 pmol/mg, n=28).

Unter den analysierten Leberproben konnte bei jeder Probe CYP2B6-Protein
detektiert werden, was bei anderen Arbeiten (Code et al., 1997; Gervot et al., 1999),
in denen im Gegensatz zu dieser Arbeit kein monoklonaler Antikdrper gegen
CYP2B6 oder eine weniger sensitive Detektionsmethode verwendet wurde, nicht der
Fall war. Ein Grund fir den in der Vergangenheit oder mitunter noch heute
unterschatzten CYP2B6-Gehalt in humaner Leber kbnnten somit
Detektionsmethoden mit nicht ausreichender Sensitivitat sein.
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Die mikrosomale S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitdt von 118 humanen
Lebermikrosomen korrelierte mit dem mittels Western Blot quantifizierten
mikrosomalen CYP2B6-Apoprotein mit einem Korrelationskoeffizienten von rs = 0,58
(siehe Kapitel 3.2.4.1), einem zwar sehr signifikanten (p<0.0001), jedoch
vergleichsweise niedrigen Wert. Die von Ko et al. (1998) vorgeschlagene Inhibition
der mikrosomalen CYP2C9-Enzymaktivitdt mit Sulfaphenazol ergab jedoch keine
Verbesserung in der Korrelation. Weitere Untersuchungen mit rekombinanten
Cytochrom P450-Enzymen ergaben jedoch, dass nicht nur CYP2C9, sondern auch
die Isoenzyme CYP2C19, CYP3A4, CYP2D6 und CYP1A2 die S-Mephenytoin-N-
Demethylierung katalysieren. Nicht nur der CYP2C9-Apoproteingehalt, sondern auch
der von CYP3A4, welcher in humaner Leber wesentlich hoher als der von CYP2B6
ist (Shimada et al.,, 1994), korrelierte mit der mikrosomalen S-Mephenytoin-N-
Demethylierung (Tab.8, Kapitel 3.2.4.2). Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen
werden, dass die Enzymaktivitat von rekombinantem CYP2B6 mit der Substanz S-
Mephenytoin charakterisiert werden kann, dieses Substrat aber fur Untersuchungen
der mikrosomalen CYP2B6-Enzymaktivitat in der Leber keine ausreichende Spezifitat
aufweist.

Zur Untersuchung des von Hesse et al. (2000) als CYP2B6 Substrat
vorgeschlagenen Bupropions, einem auch als Raucherentw6hnungsmittel
verwendeten Antidepressivums, wurde auf der Basis stabil isotopenmarkierter
Standards eine LC-MS-Methode etabliert. Der Metabolit Hydroxybupropion konnte
damit in mikrosomalen Inkubationen bis 1 ng/ml quantifiziert werden. Die Korrelation
zwischen dem mikrosomalem CYP2B6-Apoproteingehalt und der
Bupropionhydroxylaseaktivitat ~war im  Vergleich zur  S-Mephenytoin-N-
Demethylaseaktivitdit besser und betrug rs= 0,68 (siehe Kapitel 3.3.2.1). Bei
Inkubationen mit rekombinantem CYP3A4 und CYP2E1 wurde eine minimale
Bupropionhydroxylaseaktivitat gefunden, die bei einer Bupropionkonzentration von
50 uM jedoch 79 bzw. 218fach niedriger war als die von CYP2B6. Faucette et al.
(2001) konnten eine CYP3A4-abhangige Bupropionhydroxylierung erst ab einer
Substratkonzentration von 4 mM feststellen, was sich hochstwahrscheinlich durch die
dort verwendete, 10fach weniger sensitive Methode erklaren lasst. Zwischen dem in
unserer Leberbank bestimmten CYP3A4-Apoproteingehalt (Wolbold et al., 2003) und
der Bupropionhydroxylaseaktivitit humaner Lebermikrosomen bestand wie bei
Faucette et al. (2001) keine Korrelation. Bupropion stellte sich damit als selektives
Substrat dar, anhand dessen die Enzymaktivitdt von CYP2B6 in  humanen
Lebermikrosomen zuverlassiger zu ermitteln ist als mit S-Mephenytoin.

95 % der Ausgangssubstanz Bupropion wird im Menschen in metabolisierter Form
ausgeschieden. Nach der Gabe einer 150 mg Tablette Bupropion wurde eine
maximale Plasmakonzentration Cnax des Hauptmetaboliten Hydroxybupropion von
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0,6 UM beschrieben (Hsyn et al., 1997). Bei dieser Konzentration wirde CYP2B6
auch in-vivo das Enzym sein, das den gro3ten Anteil an der Metabolisierung von
Bupropion ausmacht.

4.2 Untersuchungen zum Einfluss des CYP2B6-Genotyps auf die

Expression und Funktion

Der Einfluss der von Lang et al. (2001) entdeckten und haufig vorkommenden
Mutationen *2, *4, *5 und *6 im CYP2B6-Gen auf die Expression und Enzymaktivitat
von CYP2B6 wurde an einer grol3eren Zahl von Leberproben und mit dem neu zur
Verfigung stehenden Substrat Bupropion weiter untersucht (siehe Kapitel 3.4).

Die CYP2B6-Apoproteinexpression war bei Tragern des *1/*5-Genotyps signifikant
erniedrigt. Unter den analysierten Leberproben kam die *5-Variante nur einmal in
homozygoter Form vor und wurde daher nicht in die weiteren Analysen
eingeschlossen. Die CYP2B6-Genotypen *1/*4, *2/*6, *5/*6 und *6/*6 hatten
ebenfalls eine signifikant erniedrigte Expression im Vergleich zum Wildtyp. Unter
Ausschluss der beiden durch praoperative Einnahme von Carbamazepin induzierten
Leberproben war auch bei den Genotypen *1/*2 und *1/*6 eine signifikante
erniedrigte  CYP2B6-Apoproteinexpression zu erkennen. Auf Ebene der
Bupropionhydroxylaseaktivitat zeigten die Genotypen *1/*4, *1/*5, *1/*6 signifikant
erniedrigte Enzymaktivitaten. Die ebenfalls reduzierten
Bupropionhydroxylaseaktivitditen der Lebermikrosomen mit den Genotypen *1/*2,
*5/*6 und *6/*6 waren gegeniber der Wildtypgruppe nicht signifikant erniedrigt, was
durch die teilweise geringen Probenzahlen bedingt sein kdnnte.

Die CYP2B6-Varianten wurden auch rekombinant nach Baculovirus/Insektenzell-
Expression weiter charakterisiert. Die Varianten CYP2B6.3, CYP2B6.4, CYP2B6.5
und CYP2B6.6 exprimierten weniger CYP2B6-Apoprotein als der Wildtyp. Die
CYP2B6.2-Variante exprimierte jedoch unter Bertcksichtigung der
Transfektionseffizienz mehr Apoprotein als der Wildtyp. Bezogen auf funktionelles
P450 hatten die Varianten mit den Genotypen *2, *3 und *6 eine geringere
Enzymaktivitat als der Wildtyp. Die spezifische Enzymaktivitat der CYP2B6.4-
Variante war hingegen um 23 % erhoht. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Aminosaureaustausche selbst fur diese Effekte verantwortlich sind, d.h. eventuell im
Kopplungsungleichgewicht vorliegende Promotorpolymorphismen nicht zur Erklarung
herangezogen werden mussen.

Seit der durch Lang et al. (2001) erfolgten Erstbeschreibung der CYP2B6
Polymorphismen wurden diese auch von anderen Arbeitsgruppen im Hinblick auf ihre
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Relevanz fur die Biotransformation verschiedener Kklinisch relevanter Substrate
untersucht, die im folgenden dargestellt seien:

Die verschiedenen CYP2B6-Varianten CYP2B6.2, CYP2B6.3, CYP2B6.4,
CYP2B6.5, CYP2B6.6 und CYP2B6.7 wurden von Jinno et al. (2003) in COS-1
Zellen exprimiert und hatten im Vergleich zum Wildtyp (CYP2B6.1) eine erniedrigte
CYP2B6-Apoproteinexpression. Im Gegensatz dazu waren aber die spezifischen
CYP2B6-Enzymaktivitaten, welche durch die 7-Ethoxy-4-Trifluoromethylcoumarin-O-
Deethylierung charakterisiert wurden, bei allen Varianten im Vergleich zum Wildtyp
erhoht. Die Ergebnisse dieser Arbeit missen jedoch kritisch betrachtet werden, da
eine unterschiedliche Transfektionseffizienz der Varianten nicht ausgeschlossen
werden kann und die spezifische CYP2B6-Enzymaktivitdt auf die CYP2B6-
Apoproteinmenge und nicht auf funktionelles P450 normiert war.

Miksys et al. (2003) fanden in Gehirnen von Tragern des *5-Genotyps eine signifikant
erniedrigte CYP2B6-Apoproteinexpression. Die Autoren stellten in ihrer Arbeit die
weitergehende Hypothese auf, dass CYP2B6 Mutationen mit einem geringeren
Nikotinmetabolismus im Gehirn einhergehen und damit zu einer starkeren
Toleranzentwicklung fuhren kénnten. In der Tat konnten Lerman et al. (2002) zeigen,
dass Individuen, die Trager der *5-Mutation waren, bei einer Nikotinentwéhnung
starkeres Verlangen nach Zigaretten hatten und eine geringere Abstinenzrate
zeigten.

Xie et al. (2003) untersuchten den Einfluss der *5 und *6-Mutation an 67 humanen
Lebermikrosomen und entdeckten einen Trend zu erniedrigter Expression und
Cyclophosphamidhydroxylaseaktivitat bei Tragern der *6-Mutation. Sie stellten zwar
erhohte spezifische Cyclophosphamidhydroxylaseaktivitaten bei Tragern der *6-
Mutation fest, diese konnten allerdings ebenso das Ergebnis eines proportional
héheren Anteils der Enzymaktivitat von anderen Cytochrom P450 Enzymen sein, die
an der Hydroxylierung von Cyclophosphamid bekanntermaf3en beteiligt sind (Roy et
al., 1999).

Hesse et al. (2004), untersuchten den Einfluss verschiedener Promotormutationen,
die zusammen mit den in den Allelen *4, *5 und *6 im kodierenden Bereich
vorliegenden Mutationen gekoppelt vorkommen, auf die CYP2B6-Expression und
Funktion und berucksichtigten aul3erdem andere Faktoren wie Geschlecht, Nikotin-
oder Alkoholgenuss. Sie stellten einen markanten Einfluss des *6 Alleles speziell bei
Individuen mit hohem Alkoholkonsum fest.

Kirchheiner et al. (2003) untersuchten die Pharmakokinetik von Bupropion und
Hydroxybupropion in Abh&ngigkeit von genetischen Polymorphismen und konnten
zeigen, dass Probanden, die Trager der *4-Mutation waren, eine 1,66fach erhéhte
Bupropionclearance im Vergleich zu den Tragern des Wildtypallels hatten.
Entsprechend konnte fur die CYP2B6.6-Variante von Tsuchiya et al. (2004) in einer
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Studie bei 35 HIV-Patienten gezeigt werden, dass die homozygoten Trager der *6-
Mutation signifikant erhohte Plasmaspiegel des Reverse-Transkriptase-Hemmers
Efavirenz hatten, welcher durch CYP2B6 metabolisiert wird.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die hier dargestellten Ergebnisse zu
den CYP2B6 Varianten *2 bis *6 im Wesentlichen reproduziert wurden, dass sich
aber in diesen Studien teils interessante Indizien auf zusatzliche Faktoren ergaben,
die eine Rolle spielen konnten, insbesondere eine madgliche Interaktion zwischen
Genotyp und Alkoholgenuss sowie eine eventuelle Substratabhangigkeit der
funktionellen Konsequenzen der Polymorphismen.

Anhand einer strukturbezogenen Analyse der einzelnen betroffenen Aminosaure-
Positionen soll im Folgenden versucht werden, die funktionellen Effekte der neu
beobachteten Mutationen (Lang et al., 2004) zu rationalisieren. Die am weitesten N-
terminal beobachteten Aminosaureaustausche Q21L und R22C hatten im Vergleich
zum Wildtyp keine verénderten Eigenschaften. Position 22 ist wahrscheinlich in der
Membran verankert (Williams et al.,, 2000) und von einigen positiv geladenen
Aminosauren am C- terminalen Ende der Transmembrandoméane wird angenommen,
dass sie das Transfersignal stoppen kénnen (Sakaguchi et al., 1987). Die beiden
Aminosauren an Position 21 und 22 sind bei den Cytochrom P450 Enzymen jedoch
nicht stark konserviert und spielen in diesem Zusammenhang wahrscheinlich keine
kritische Rolle. Der A136G Austausch in Exon 1 wurde mit einer Haufigkeit von 0,8 %
beobachtet. In COS-1 Zellen wurde die entsprechende Proteinvariante CYP2B6.11
zu weniger als 20 % im Vergleich zum Wildtyp exprimiert, wobei das restliche
Protein nahezu komplett enzymatisch inaktiv war. Diese Beobachtung war in
Ubereinstimmung mit den Messungen in humanen Lebermikrosomen, bei denen
zwei heterozygote Trager des *11-Allels eine um 50 % reduzierte Enzymaktivitat im
Vergleich zur Wildtypgruppe hatten. Strukturell ist Position 46 vermutlich einer
Membranverankerungsregion zuzuordnen, welche zwischen einer prolinreichen
Sequenz und der Helix A liegt (Willliams et al., 2000). Es ist nicht ohne weiteres
verstandlich, wie dieser konservative Aminosaureaustausch die Expression und
Funktion so dramatisch verédndern konnte. Von spektralen Analysen in
Insektenzellmemebranen kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Variante noch
gebundenes Ham enthalt und mdglicherweise eine Enzymaktivitdt mit anderen
Substraten zeigt.

Die *12-Mutation in Exon 2 fihrt zu dem nichtkonservativen Aminoséaureaustausch
G99E. Das Protein wurde zu weniger als 10 % verglichen mit dem Wildtyp exprimiert
und zeigte weniger als 1 % Enzymaktivitat. Obwohl in Insektenzellen eine héhere
Expression erreicht wurde, waren weder funktionelles P450, noch Enzymaktivitat
detektierbar, was darauf hinweist, dass dieser Aminosaureaustausch mit einer nicht
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korrekten Faltung einhergeht und den Einbau von Ham verhindert. Auch in humanen
Lebermikrosomen waren Proteingehalt und Enzymaktivitat sehr niedrig. Strukturell ist
Position 99 inmitten des Loops zwischen Helices B und C lokalisiert, welcher die
Substraterkennungssequenz beinhaltet.

Die Proteinvariante K139E wurde bereits von Lamba et al. (2003) als CYP2B6.8-
Variante beschrieben. Rekombinante Expression flhrte zu keinem detektierbaren
CYP2B6-Apoprotein. Auch die Lebermikrosomen mit dem *8-Allel hatten eine viel
niedrigere Enzymaktivitat als der homozygote Wildtyp. Strukturell ist Position 139 in
einem kurzem Loop zwischen den Helices C und D lokalisiert, wobei die Aminosaure
K139 in der CYP2 Familie hoch konserviert ist. In den hier untersuchten Leberproben
wurde K139E im Gegensatz zu Lamba et al. (2003) nur in Kombination mit
Q172H/K262R beobachtet. Wegen des dramatischen Effektes der K139E Mutation
kann angenommen werden, dass auch das Allel *13 mit allen drei Mutationen
nichtfunktionell ist.

In direkter Nachbarschaft zur K139E-Variante wurde der Aminosaureaustausch
R140Q in einer Leberprobe mit einer sehr niedrigen Enzymaktivitat gefunden. Diese
Leberprobe war aber an verschiedenen Positionen fiir einige andere Mutationen
heterozygot, und kann deshalb durchaus mit anderen gekoppelt sein.

Da CYP2B3 der Ratte und CYP2E1l in mehreren Spezies auch ein Glutamin
enthalten, konnte diese Mutation funktionell tolerabel sein. Die Variante konnte in
COS-1 Zellen und in Insektenzellen gut exprimiert werden und zeigte ein normales
CO- Differenzspektrum. Die Enzymaktivitat entsprach aber nur 20 % der Wildtyp-
Enzymaktivitat. In einigen Arbeiten wurde beschrieben, dass positiv geladene
Aminosauren fir die Interaktion mit Cytochrom b5 und der NADPH:P450-
Oxidoreduktase von Bedeutung sind. So wurde von Shen et al. (1992) beobachtet,
dass eine chemische Modifikation der Aminosdure Lysin an vier Positionen bei
CYP1Al der Ratte zu einer drastisch reduzierten Interaktion von P450 mit der
NADPH:P450-Oxidoreduktase fuhrte. Fur die CYP2B6 Variante R140Q konnte
gezeigt werden, dass der Austausch der Aminoséaure Arginin den Elektronentransfer
durch die NADPH:P450-Oxidoreduktase beeinflusst, denn unter Umgehung dieser
NADPH-vermittelten Katalyse durch Cumolhydroperoxid konnte eine normaler, mit
dem Wildtyp vergleichbarer Substratumsatz beobachtet werden (siehe Kapitel 3.6).
Eine a@hnliche Beobachtung wurde auch von Crespi et al. (1997) bei der CYP2B6.2-
Variante R144C des CYP2C9 gemacht, aus der auf eine verringerte Interaktion mit
der NADPH:P450-Oxidoreduktase geschlossen wurde.

Die unter den seltenen Mutationen auftretende *15-Mutation T1172A wurde mit einer
Allelhaufigkeit von 1,3 % gefunden. In humanen Leberproben konnte der Genotyp
*1/*15 mit einer singnifikant verringerten CYP2B6-Proteinexpression und
Enzymaktivitat assoziiert werden. Diese Variante zeigte weder in COS-1 Zellen noch
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in Insektenzellen eine Enzymaktivitdt, obwohl in COS-1 Zellen eine geringe
Apoproteinmenge detektierbar war. Die Position 1391N ist unter den P450 Enzymen
nicht stark konserviert und liegt strukturell zwischen der Helix K und der Ham-
bindenden Region. Bis heute konnte ihr aber noch keine kritische Funktion
zugeordnet werden.

Fur einige andere Cytochrom P450-Enzymgene sind sog. Null-Allele bekannt. Die am
besten untersuchten Beispiele sind die polymorphen CYP2D6 und CYP2C19 Gene,
bei denen homozygote Tréger in der Bevolkerung mit einer Haufigkeit von 7 bis 10
bzw. 3 bis 5% vorkommen (Meyer und Zanger, 1997). Auch fir CYP2A6 und
CYP1B1 wurden Nullallele beschrieben, welche beim CYP1B1 zum Glaukom und in
den anderen Fallen eher mit pharmakokinetischen als mit klinischen Phanotypen
assoziiert sind.

Die hier untersuchten neuentdeckten Allele des CYP2B6 Gens, die in rekombinanter
Form zu einer fehlenden CYP2B6-Expression und/ oder einer sehr geringen Aktivitat
fuhrten, kommen zusammen zu 5,2 % in der normalen kaukasischen Population vor
(Lang et al., 2004). Um ihren Einfluss in klinischen Studien in- vivo zu untersuchen,
ware ein Probandenscreening von einigen hundert Personen notwendig. Dies ist
zwar durchfuhrbar, aber mit erheblichem Aufwand verbunden. Dennoch zeigen die
Untersuchungen an humanen Lebermikrosomen, dass auch heterozygote Trager
einer dieser seltenen Mutationen signifikant reduzierte Enzymaktivitaten haben.
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4.3 Einfluss von Cytochrom b5 auf die CYP2B6- Enzymaktivitat

Cytochrom b5 kann die Enzymaktivitat einiger Cytochrom P450-Enzyme
substratabhangig modulieren (Porter, 2002). Fur S-Mephenytoin konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass Cytochrom b5 auf die CYP3A4-abhangige S-
Mephenytoin-N-Demethylierung einen grol3en Einfluss hat. Die im Vergleich zu
CYP2B6 fast zu vernachlassigende Aktivitdt von CYP3A4 wurde durch Cytochrom b5
um das 20fache erh6éht und Uberstieg damit die des CYP2B6. Eine wichtige, aber
bisher wenig untersuchte Fragestellung betrifft die Variabilitdit des Cytochroms b5
und den sich daraus ergebenden Einfluss auf die mikrosomale
Biotransformationsaktivitat der P450 Enzyme. Die Cytochrom b5-Expression variierte
in humanen Lebermikrosomen 36fach. Die mittels Immunoblot quantifizierte mediane
Expression lag mit 698 pmol/mg mikrosomales Protein etwa 70 % hoher als der
gesamte P450- Gehalt und Uberstieg z.B. den Apoproteingehalt von CYP2B6 um das
59fache.

Die beobachtete Korrelation der S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitdt mit dem
Apoproteingehalt von CYP3A4 und Cytochrom b5 deutet auf eine b5-abhangige
Beteiligung des CYP3A4 an der mikrosomalen S-Mephenytoin-N-Demethylierung hin
(siehe Kapitel 3.5.4).

Wie die Expression von Cytochrom P450-Enzymen kann auch die von Cytochrom b5
durch Arzneistoffe wie Griseofulvin (Denk et al., 1977) sowie durch andere
regulatorische Signale beeinflusst werden. So wurde schon 1980 von Hoch et al.
beschrieben, dass der mikrosomale Cytochrom b5 Gehalt bei Hypothyreose erhoht
ist. Da Patienten mit dieser Diagnose eine entsprechende Medikation bekamen, lies
sich der Einfluss auf die mikrosomale CYP2B6- Aktivitat in dieser Arbeit nicht
analysieren. Eine Reduktion des mikrosomalen Cytochrom b5-Gehaltes durch
Alkohol wurde im Hamster beobachtet (DeMarco et al., 1985; McCoy et al., 1985).
Die Expression von Cytochrom b5 war bei Alkoholkonsumenten, die keine
Medikamente einnahmen, tatséchlich um 55 % reduziert (p< 0,05). Diese Reduktion
der Cytochrom b5-Expression konnte sich daher auch auf Cytochrom b5-sensitive
mikrosomale Enzymaktivitdten auswirken. So war die Bupropionhydroxylaseaktivitat
bei Alkoholkonsumenten gegentber den Nicht-Alkoholkonsumenten um 43,1 %
erniedrigt. Im Gegensatz dazu fanden Hesse et al. (2004) signifikant erhéhte
mikrosomale CYP2B6-Apoproteingehalte und Bupropionhydroxylaseaktivitaten bei
Alkoholikern. Diese gegenteiligen Erkenntnisse kdonnten darauf beruhen, dass bei
Hesse et al. (2004) der Medikamentenkonsum nicht ausgeschlossen worden ist. Zum
anderen war die Anzahl der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Patientenproben
der Alkoholkonsumenten, die keine Medikamente einnahmen sehr niedrig (n=6).
Auch haben die Mutationen im CYP2B6- Gen dieser Patienten einen Einfluss, da die
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Halfte der Alkoholkonsumenten Trager des *1/*5-Genotyps waren, der wie in dieser
Arbeit gezeigt werden konnte, zu einer Reduktion der CYP2B6-Expression und
Funktion fuhrt. Daten eines gréReren Patientenkollektivs oder in-vivo Studien an
Patienten konnten daher aufschlussreichere Daten liefern.

Epstein et al. haben 1989 beschrieben, dass eine Proteinkinase-abhangige
Phosphorylierung von Cytochrom P450 durch Cytochrom b5 gehemmt wird und die
Substraterkennungssequenz fur die Proteinkinase daher auch eine wichtige Sequenz
fur die Interaktion zwischen Cytochrom b5 und Cytochrom P450 sein muss. Einige
Studien lassen vermuten, dass elektrostatische Kontakte bei der Cytochrom P450-
Cytochrom b5-Interaktion durch basische Aminosauren wichtig sind. So deuten
Sequenzvergleiche von CYP2B1 und CYP2E1l der Ratte darauf hin, dass die
Aminosaure Arginin bei der Interaktion mit Cytochrom b5 involviert ist (Omata et al.,
1994). Yoshiaki et al. (1994) konnten durch Hemmung der Cytochrom b5-Interaktion
mit CYP2B1 der Ratte durch synthetische Peptide zeigen, dass die Aminosauren
Lysin-122 und Arginin-125 entscheidend fur die Cytochrom b5-Interation mit CYP2B1
sind. Bislang ist nicht bekannt, wie entscheidend die C-terminalen Aminosauren von
Cytochrom P450-Enzymen fir die Interaktion mit Cytochrom b5 sind. Bei einem
aquimolaren Verhaltnis von CYP2B6 und Cytochrom b5 konnte hier gezeigt werden,
dass die Bupropionhydroxylaseaktivitdt beim CYP2B6-Wildtyp um 135 % erhdht war.
Bei der R487C Variante unterschied sich die Aktivierbarkeit durch Cytochrom b5
signifikant vom  Wildtyp. Bei dieser Variante (CYP2B6.5) wurde die
Bupropionhydroxylaseaktivitat nur um 33 % erhoht. Bei einem Sequenzvergleich von
CYP2B6 mit anderen Cytochrom P450-Enzymen (Abb. 58) fallt jedoch auf, dass bei
anderen Cytochrom P450-Enzymen welche auch durch Cytochrom b5 aktivierbar
sind, ein Cystein an der entsprechenden Position vorhanden ist. Da CYP2B6 aber
das einzige Enzym ist, bei dem an dieser Position ein Arginin vorhanden ist, kbnnte
dieses fur die Interaktion zwischen Cytochrom b5 und CYP2B6 relevant sein.

2C9 LONF-NLKSLVDPKNLDTTPVVNGFASVPPFYQLCFI-PV*—— e ——.
2C19 LONF-NLKSLIDPKDLDTTFVVNGFASVPPFYQLCFI-PV* == ——.
2C18 LONF-NLKSQVDPKDIDITPLPMHLVGVPPLYQLCFI-PV*——m e e .
2C8 LONF-NLKSVDDLKNLNTTAVTKGIVSLPPSYQICFI-PV*——m e .
2E1 LQHF-NLKPLVDPKDIDLSPIHIGFGCIPPRYKLCVI-PRS*———————m e ——.
2B6 LQNF-SMASPVAPEDIDLTPQECGVGKIPPTYQI[FL-PR*-———————————————.
2A6 MONF-RLKSSQSPKDIDVSPKHVGFATIPRNYTMSFL-PR* - ————— === m - —-
2D6 LQHF-SFSVPTG-QPRPSHHGVFAFLVSPSPYELCAV-PR* == —————— e ——.
1A1 LQRV-EFSVPLG-VKVDMTPIYGLTMKHACCEHFQMQ-LRS*———————————m e —-
1A2 LQQL-EFSVPPG-VKVDLTPIYGLTMKHARCEHVQAR-LRFSIN*————————————-
3A4 LONF-SFKPCKE-TQIPLKLSLGGLLQ-PEKPVVLKVESRDGTVSGA*—————————-
3A5 LONF-SFKPCKE-TQIPLKLDTQGLLQ-PEKPIVLKVDSRDGTLSGE*--——-———--

Abb. 58: Alignment des C-terminalen Endes einiger humanen Cytochrom P450 Enzyme (aus:
http://drnelson.utmem.edu/humP450.aln.html).
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4.4 Untersuchungen zum Einfluss der NADPH:P450-Oxidoreduktase auf

die Bupropionhydroxylaseaktivitat

Die Enzymaktivitat der NADPH:P450-Oxidoreduktase in humanen Lebermikrosomen
variierte flunffach. Diese im Vergleich zu den P450 Enzymen relative geringe
Variabilitdt kann sowohl durch endogene Faktoren wie dem Thyroidhormonspiegel
(Ram et al.,, 1992), als auch durch Arzneistoffe (Induktion) verursacht sein.
Polymorphismen der Oxidoreduktase sind bis heute nicht bekannt. Die
Enzymaktivitat der NADPH:P450-Oxidoreduktase unterschied sich nicht zwischen
Méannern und Frauen. Auch der Konsum von Alkohol hatte keinen signifikanten
Einfluss. Patienten, die keine Arzneimittel konsumierten und rauchten hatten jedoch
eine um 16 % verringerte NADPH:P450-Oxidoreduktase-Aktivitat gegentber
Nichtrauchern, die ebenfalls keine Arzneimittel einnahmen (p<0,05).

In humanen Lebermikrosomen werden die Cytochrom P450 Enzyme in einem
ungefahr vierfach molaren Uberschuss zur NADPH:P450-Oxidoreduktase exprimiert
(Forrester et al., 1992). Da die NADPH:P450-Oxidoreduktase fir die katalytische
Aktivitat der Cytochrom P450 Enzyme notwendig ist, kann diese durch eine limitierte
NADPH:P450-Oxidoreduktase-Aktivitat oder durch Kompetition einzelner Cytochrom
P450 Enzyme um die NADPH:P450-Oxidoreduktase verringert sein (Miwa et al.,
1978, Li et al., 1998).

CYP3A4 wird zu einem hoheren Anteil in humaner Leber exprimiert als CYP2B6. Die
durch CYP3A4 katalysierte Metabolisierung hangt damit zu einem grof3eren Ausmalf3
von der NADPH:P450-Oxidoreduktaseaktivitat ab als z.B. durch CYP2B6 katalysierte
Reaktionen. So ist zwischen der S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitat und der
NADPH:P450-Oxidoreduktase-Aktivitat eine deutlichere Abhangigkeit zu erkennen,
als zwischen der Bupropionhydroxylaseaktivitit und der NADPH:P450-
Oxidoreduktase-Aktivitat (siehe Kapitel 3.6).

4.5 Untersuchungen zum Einfluss biologischer Faktoren auf die

Expression und Funktion von CYP2B6

Die in die Analysen eingeschlossenen Proben stammten ausschlie3lich von
histologisch normalem Lebergewebe aus der Umgebung von chirurgisch entferntem
Gewebe, welches auf Grund von Lebertumoren, Metastasen oder anderen Griinden
entfernt wurde. Krankheiten wie Leberzirrhose, virale Hepatitis und Hepatome
reduzieren in der Regel die Fahigkeit der Leber, Arzneimittel zu metabolisieren. Die
Ursachen dafir kbnnen eine verringerte Enzymaktivitat in der Leber, ein veranderter
hepatischer Blutfluss und Hypoalbuminamie mit einer niedrigeren Plasmabindung der
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Arzneistoffe sein. Aus diesen Grinden sind Proben von Patienten mit einer viralen
Hepatitis und Leberzirrhosen von den Analysen ausgeschlossen worden.

Die Clearance einiger Arzneistoffe wie Midazolam, Theophyllin, Phenytoin und
Carbamazepin ist bei Kindern im Vergleich zu Erwachsenen erhoht (Hughes et al.,
1996; Ellis et al., 1976; Summers and Summers 1989). Mdgliche Ursachen einer
erhohten intrinsischen hepatischen Clearance bei Kindern konnte ein auf das
Korpergewicht normalisiertes und erhbhtes Lebervolumen, oder eine hdhere
Konzentration an katalytisch aktiven Cytochrom P450 Enzymen sein.

Eine altersabhangige Analyse der CYP2B6-Expression und Enzymaktivitat erwies
sich als schwierig, da das mittlere Alter der Patienten, von denen die Leberproben
stammten, 58 Jahre war und nur 1,6 % dieser Patienten unter 10 Jahre alt waren.
Die Mehrzahl der Patienten war zwischen 60 und 70 Jahre alt. Unter Einschluss aller
Proben war keine Altersabhangigkeit der Expression und Enzymaktivitat von
CYP2B6 zu beobachten. Da eine Medikamenteneinnahme die Expression und
Funktion von CYP2B6 verdandern kann, wurden zusatzlich Patientenproben ohne
praoperative Medikation untersucht. In dieser Gruppe waren Patienten, die unter 10
Jahre alt waren mit 5,1 % zu einem hdheren Anteil vertreten. Nun war zu erkennen,
dass eine geringere CYP2B6- Expression mit einem hoheren Alter einhergeht. Um
zusatzlich genetische Einflisse, die einen Einfluss auf die CYP2B6 Expression und
Bupropionhydroxylaseaktivitat haben, auszuschlieen, wurden in einer weiteren
Subgruppe nur Patientenproben ohne préaoperative Medikation und ohne Mutation im
kodierenden Bereich des CYP2B6-Gens analysiert. Nun war eine deutliche negative
Korrelation zwischen dem Alter und der Expression und Funktion von CYP2B6 zu
erkennen (siehe Kapitel 3.7.1).

In pharmakokinetischen Studien zum Bupropionmetabolismus (Sweet et al., 1995)
war die Clearance von Bupropion bei alteren Patienten um ca. 20 % im Vergleich zu
jungeren Patienten verringert. Da Daten aus klinischen Studien bei Kindern sehr
limitiert sind, gibt es in Bezug auf CYP2B6 keine Daten. Tateishi et al. (1997) haben
eine Expression von CYP2B6 jedoch erst im frihen Kindesalter feststellen konnen.
Dieser Befund konnte eine entscheidenden Rolle beim Metabolismus von Propofol
spielen, welches ein sehr gebrauchliches Anésthetikum zur Sedierung im Rahmen
einer Intensivbehandlung ist. 4,2 % aller unerwiinschten Arzneimittelwirkungen unter
Propofol waren im Jahre 2003 auf Rhamdomyolysen zuriickzufuihren, fur die Kinder
besonders anfallig sind (Wooltorton, 2002). Aus diesem Grunde ist Propofol in
Deutschland zur Sedierung im Rahmen einer Intensivbehandlung erst fur Kinder ab
drei Jahren zugelassen.
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9% aller hospitalisierten Kinder hatten therapiebezogene unerwinschte
Arzneimittelwirkungen (Impicciatore et al., 2001) und 11 bis 30 % aller
Neugeborenen in der Intensivbetreuung erleiden eine arzneimittelbezogene Toxizitat
(Bonati et al., 1990; Banner et al., 1986). Aus diesen Grinden ist eine
altersabhangige Analyse von arzneistoffmetabolisierenden Enzymen von hoher
Relevanz.

Ein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Wirkung von Arzneimitteln wurde bei
Ratten bereits 1932 von Nicholas und Barron beobachtet. Manner und Frauen
unterscheiden sich in physiologischen Parametern wie Kérpergewicht, Muskelmasse
und Fettanteil, was zu unterschiedlichen Verteilungsvolumina und damit zu einer
veranderten Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Arzneimitteln fuhren kann.
Aber selbst unter Berucksichtigung dieser Parameter bleiben die beobachten
Geschlechtsunterschiede bestehen. Beim Menschen ist bekannt, dass Frauen fur
viele Arzneistoffe wie Cyclosporin (Kahan et al., 1986) und Diazepam (Greenblatt et
al, 1980) eine hohere Clearance als Manner haben. In dieser Arbeit konnte fur die
Expression und Enzymaktivitat von CYP2B6 kein signifikanter Unterschied zwischen
Mannern und Frauen gefunden werden.

Wolbold et al. (2003) konnten kirzlich zeigen, dass die Expression und der CYP3A4-
abhangige Metabolismus von Verapamil bei Frauen im Vergleich zu Mannern
signifikant erhoht ist. Die in dieser Arbeit untersuchten Lebermikrosomen waren
teilweise mit denen von Wolbold et al. (2003) identisch und die
geschlechtsabhangige Expression von CYP3A4 lie3 sich auch mit in dieser Arbeit
verwendeten Leberproben bestatigen. In einer Arbeit von Hesse et al. (2004), in der
die Expression von CYP2B6 und die Bupropionhydroxylaseaktivitdt in humanen
Lebermikrosomen untersucht wurde, konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen
Méannern und Frauen beobachtet werden.

Im Gegensatz dazu haben Lamba et al. (2003) eine 1,6fach erhohte CYP2B6-
Expression und 1,7fach erhdohte S-Mephenytoin-N-Demethylaseaktivitdt bei Frauen
im Vergleich zu Mannern gefunden. Dort wurden verschiedene ethnische Gruppen
analysiert und die hohere Expression bei Lebern hispanischen Ursprungs konnte
auch von Parkinson et al. (2004) bestatigt werden, die eine zweifach erhéhte
Expression von CYP2B6 bei dieser ethnischen Gruppe im Vergleich zu Kaukasiern
und Afro- Amerikanern fanden. Wurden nur die Proben kaukasischen Ursprungs
analysiert, war die Expression und Funktion von CYP2B6 bei Frauen nur 1,4fach
erhoht.
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Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, ist S-Mephenytoin nicht
geeignet um die spezifische Enzymaktivitdt von CYP2B6 zu charakterisieren und die
von Lamba et al. (2003) gefundene héhere Enzymaktivitat konnte auch durch den bei
Frauen erhthten CYP3A4-Anteil bedingt sein. Zusatzlich wurde in der Arbeit von
Lamba et al. eine Medikamenteneinnahme der Leberspender nicht berlcksichtigt.
Des weiteren stammten die Proben von Leberspendern, die haufig durch Unfélle,
Drogenmissbrauch und Suizid zu Tode kamen. Diese Patienten sind in der Regel
junger als die Patienten in der hier vorliegenden Arbeit, bei denen Leberoperationen
durchgefiihrt worden sind und es besteht die Mdglichkeit, dass die Frauen im
Durchschnitt jiunger waren als die Manner.

Klinische Daten (Hsyu et al., 1997; DeVane et al., 1990), weisen bis dato auch auf
keine Unterschiede des Metabolismus von Bupropion zwischen Mannern und Frauen
hin. Ausgehend von teilweise widersprichlichen in-vitro Experimenten kann nicht
allgemein fur Arzneimittel, die Substrat von CYP2B6 sind, auf die in-vivo Situation
geschlossen werden, da am Metabolismus eines Arzneimittels auch mehrere
Isoenzyme beteiligt sein kbnnen. So ist es von besonderer Bedeutung, dass auch
Frauen in die frihen Phasen der klinischen Prifungen eingeschlossen werden, was
die Food and Drug Administaton (FDA) 1993 fur frauenspezifische Themen wie
Effekte des Menstruationszyklus, der Menopause, von Ostrogenen und oralen
Kontrazeptiva (Merkatz et al., 1993) bertcksichtigt hat.
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4.6 Untersuchungen zum Einfluss von Umweltfaktoren auf die

Expression und Funktion von CYP2B6

4.6.1 Inhibitoren

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit betrifft die Entdeckung und ausfihrliche
Charakterisierung irreversibler Inhibitoren des CYP2B6 Isoenzyms. Die erste solche
Beobachtung wurde mit Thiotepa gemacht, einem Zytostatikum, dem Kklinisch
relevante Arzneimittelinteraktionen zugeschrieben werden. Von Huitema et al. (2000)
wurde gezeigt, dass die Behandlung mit Thiotepa eine signifikante Reduktion der
Plasmaspiegel des aktiven Metaboliten des CYP2B6-Substrates Cyclophosphamid
verursacht, wenn dieses zuerst appliziert wird. Erste Untersuchungen an
Lebermikrosomen der Leberbank ergaben, dass es sich bei Thiotepa tatséchlich um
einen spezifischen Inhibitor von CYP2B6 handelte, dessen Mechanismus
offensichtlich nicht in einer einfachen kompetitiven Hemmung, sondern in
komplizierteren irreversiblen Vorgadngen bestand. Wahrend die eigenen Arbeiten
dazu im Gange waren, wurde von Rae et al. (2002) die spezifische Inhibition von
CYP2B6 durch Thiotepa beschrieben. Die Autoren haben jedoch den
Inhibitionsmechanismus nicht ausreichend und korrekt untersucht, sondern ihre
Daten als kompetitiven Hemmtyp interpretiert (Rae et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde der irreversible Charakter der Thiotepa-Inhibition
zweifelsfrei nachgewiesen (Richter et al., 2005). Es konnte demonstriert werden,
dass Thiotepa ein potenter ,mechansim-based” Inhibitor von CYP2B6 ist. Zusatzlich
wurden weitere Daten zum Inhibitionsprofil von Thiotepa generiert, z.B. dass
zusatzlich zu CYP2B6 auch die Enzymaktivititen von CYP2A6, CYP2C9 und
CYP2EL1 durch Thiotepa inhibiert werden. Diese Inhibition war jedoch geringer als
25 %. Im Gegensatz zu Rae et al. (2002) wurde eine 24%ige Inhibition der CYP2C9-
Aktivitat und eine 17%ige Inhibition der CYP2AG6-Aktivitat festgestellt. Eine
Zerstorung des Hams konnte nicht festgestellt werden, was auf eine irreversible
Modifikation des CYP2B6 Polypeptids hinweist. Dies koénnte analog zum
strukturanalogen Insektizid Parathion verlaufen, welches CYP2B1 der Ratte durch
eine Bindung von elementarem Schwefel an ein Cystein des CYP2B1 inhibiert
(Halpert et al., 1980). Ng et al. (1991) fanden, dass der Metabolismus von Thiotepa
bei der Ratte nach einer Einzeldosis einer biphasischen Kinetik folgt. Beim Menschen
sank die in-vivo Clearance von Thiotepa mit steigender Dosierung, was einen
sattigbaren Schritt bei der Elimination nahe legen wirde (Hussein et al., 1996;
Przepiorka et al., 1994).
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Da CYP2B6 eines der Thiotepa metabolisierenden Enzyme in humaner Leber
darstellt (Jacobson et al., 2002) ist es plausibel, eine ,Suizidinhibition* von CYP2B6
fur die sattigende Kinetik anzunehmen.

Aufgrund der irreversiblen Natur der CYP2B6 Inhibition muss erwartet werden, dass
eine Wiedererlangung der Enzymaktivitat von einer de-novo Synthese abhangt.
Unterstitzend fur diese Hypothese ist eine Studie, in der eine simultane
Verabreichung von Cyclophosphamid und Thiotepa bei einem Mehrfachinjektions-
Plan zu einem subadditiven Effekt gefiihrt hat und die besten Ergebnisse nach einem
Verabreichungsintervall der zwei Zytostatika von acht Stunden erzielt wurden
(Teicher et al., 1989). Nach derzeitigem Wissen ist die Halbwertszeit von CYP2B6 in
humaner Leber nicht bekannt und kann in humanen Hepatozytenkulturen nicht
bestimmt werden, da die Expression dieses Enzyms innerhalb weniger Tage
drastisch abnimmt. Eine pharmakokinetische Modellierung von Hassan et al. (1999)
hat jedoch eine Halbwertszeit von 24 Stunden vorausgesagt.

Cyclophosphamid ist ein bekannter Induktor fiur CYP2B6 (Martin et al., 2003). Das
Ausmald der CYP2B6 Induktion wurde in einigen Studien durch Messung der 4-
Hydroxycyclophosphamid-Plasmaspielgel bestimmt. In zwei &hnlichen Studien
konnte demonstriert werden, dass Thiotepa die durch Induktion verursachte
Erhohung der 4-Hydroxycyclophosphamid-Plasmaspiegel aufhebt. Patienten, die nur
Cyclophosphamid erhalten haben, hatten eine 54,7%ige Zunahme der AUC-Werte
von 4-Hydroxycyclophosphamid von Tag eins bis Tag zwei (Ren et al., 1998), wobei
Patienten, die wahrend einer Hochdosischemotherapie in Kombination mit Thiotepa
und  Carboplatin  keine  Veranderungen der Plasmaspiegel von 4-
Hydroxycyclophosphamid zeigten (Hassan et al., 1999).

Eine weitere klinische Auswirkung einer irreversiblen Cytochrom P450 Inhibition kann
die Auslésung von immunoallergischen Reaktionen gegen Epitope sein, welche
durch die Cytochrom P450-Alkylierung entstanden sind. Eine solche Reaktion
konnte fur den irreversiblen CYP2C9-Inhibitor Ticrynafen beschrieben werden
(Beaune et al.,, 1987). Einige Patienten, die mit Thiotepa behandelt wurden,
entwickelten toxische Hautreaktionen mit Pruritis und Dermatitis (Dimopoulos et al.,
1993). Da gezeigt werden konnte, dass CYP2B6 in humaner Haut exprimiert wird
(Janmohamed et al., 2001; Yengi et al., 2003), konnten Nebenwirkungen von
Thiotepa, die die Haut betreffen, auf einer Alkylierung von CYP2B6 beruhen.
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Eine weitere Neuentdeckung dieser Arbeit war die Beobachtung, dass die
Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel und Ticlopidin ebenfalls potente
irreversible Inhibitoren von CYP2B6 sind (siehe Kapitel 3.8.1.2).

Diese Ergebnisse basierten, ahnlich wie beim oben beschriebenen Thiotepa, auf
Experimenten mit humanen Lebermikrosomen und rekombinanten Cytochrom P450
Enzymen. Die Inhibition der Bupropionhydroxylierung durch Clopidogrel und
Ticlopidin war zeit- und konzentrationsabhangig, NADPH-abh&ngig, irreversibel, von
Abfangreagenzien fur reaktive Sauerstoffspezies und nukleophilen Abfangreagenzien
nicht beeinflussbar, durch die Anwesenheit von CYP2B6-Substraten reduzierbar und
nicht mit einer Abnahme von spektral detektierbarem P450 assoziiert.
Untersuchungen der Inhibitionsprofile der zwei Arzneistoffe beinhalteten die neun
Cytochrom P450 Enzyme 1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 und 3A4,
welche die wichtigsten arzneistoffmetabolisierenden Cytochrom P450 Enzyme in der
humanen Leber darstellen. Zuséatzlich zu CYP2B6 wurde auch CYP2C19, wenn auch
mit geringerer Potenz, durch die zwei Substanzen inhibiert. Von Ha-Duong et al.
(2001) wurde bereits die irreversible Hemmung von CYP2C19 beschrieben, aber die
noch potentere Inhibition von CYP2B6 wurde nicht beschrieben, da dieses
Cytochrom P450 Isoenzym in dieser Studie nicht in die Untersuchungen
eingeschlossen wurde. Unterschiede zwischen Clopidogrel und Ticlopidin in Bezug
auf die Inhibition wurden nur bei héheren Konzentrationen beobachtet, bei denen
Clopidogrel zusatzlich die Enzymaktivitstt von CYP2C9 und Ticlopidin die von
CYP1A2 inhibierte. Diese Inhibitionen waren aber mit unter 50 % weitaus geringer
als die Inhibition der Enzymaktivitdt von CYP2B6, die bei einer Konzentration von 1
UM Inhibitor schon zu mehr als 90 % reduziert war. Die zeit- und
konzentrationsabhangige Hemmung der Bupropionhydroxylaseaktivitat verlief in
humanen Lebermikrosomen und CYP2B6 exprimierenden Insektenzellmembranen
mit einer fast identischen Charakteristik. Die Inaktivierung erfolgte wahrend der
ersten Minuten und nahm danach ab, wahrscheinlich wegen des Verbrauchs des
Inhibitors durch Metabolismus oder durch Hydrolyse. Die irreversible und NADPH-
abhangige Inhibition konnte durch Dialyseexperimente demonstriert werden. Die
Inhibition der Bupropionhydroxylierung war nur in der Gegenwart von NADPH
wahrend der Inkubation mit dem Inhibitor zu beobachten, was darauf hindeutet, dass
ein katalytischer Umsatz fur die Inhibition notwendig ist.

Obwohl diese Experimente mit mikrosomalem Protein durchgefuhrt worden sind, ist
es unwahrscheinlich, dass ein anderes P450-Enzym als CYP2B6 an der Aktivierung
des Inhibitors beteiligt ist, da rekombinantes CYP2B6 mit praktisch der gleichen
Potenz wie mikrosomales Enzym inhibiert worden ist und die mikrosomale Inhibition
nicht durch Abfangreagenzien fur reaktive Sauerstoffspezies und nukleophile
Abfangreagenzien beeinflusst wurde. Ein weiterer Anhaltspunkt flr die Beteiligung
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des aktiven Zentrums von CYP2B6 in der Aktivierung der Thienopyridine ist die
Beobachtung, dass andere Liganden fir das aktive Zentrum von CYP2B6 die
Inaktivierung effektiv reduzieren konnten. Eine interessante Beobachtung dabei war,
dass der kompetitive CYP2B6-Inhibitor Paroxetin die durch Clopidogrel verursachte
CYP2B6-Inhibition weitaus potenter abschwachen konnte als 7-Ethoxycoumarin,
wobei das CYP2B6-Substrat 7-Ethoxycoumarin einen starkeren Einfluss auf die
durch Ticlopidin verursachte CYP2B6-Inhibition hatte. Es ist denkbar, dass diese
Unterschiede die Verschiedenheit zwischen den Substanzen in Bezug auf ihre
sterische Besetzung des aktivien Zentrums des Enzyms widerspiegeln. Spektrale
Analysen von CYP2B6 wiesen auf keinerlei Zerstérung der Ham-Komponente
wahrend der Inhibition hin, woraus zu schlieBen ist, dass eine Alkylierung des
Apoproteins die Hauptursache der Inaktivierung sein muss. Obwohl der genaue
Mechanismus noch untersucht werden musste, sind angemessene Mdglichkeiten auf
der Basis der Hamproteinstabilitat und in Analogie des bekannten Mechanismus der
irreversiblen Inhibition des P2Y,-ADP-Rezeptors moglich. Savi et al. (2000) konnten
zeigen, dass der initierende Schritt bei der mikrosomalen Aktivierung von
Clopidogrel die Cytochrom P450- abhangige Oxidation zu 2-Oxo-Clopidogrel ist. Die
hauptséchliche Beteiligung an diesem Schritt scheint die durch CYP3A4 katalysierte
Reaktion zu sein, obwohl in einer Studie von Clarke und Waskell (2002) und in dieser
Arbeit nur indirekte Hinweise daflr geliefert werden konnten.

Obwohl 2-Oxoclopidogrel in-vitro pharmakologisch nicht aktiv ist, konnte die
antiaggregatorische Aktivitat ex-vivo demonstriert werden, was darauf hindeutet,
dass ein Intermediat entsteht, welches zum aktiven Metaboliten konvertiert werden
kann. Pereillo et al. (2002) konnten schlie3lich die Struktur des aktiven Metaboliten
bestimmen, der ein hydrolysiertes Derivat mit einem gedffneten Thiophenring
darstellt, welcher eine hoch reaktive Thiolfunktion tragt und den Rezeptor durch eine
Disulfidbrickenbindung mit einem extrazellularen Cystein blockiert (Ding et al.,2003).
In Analogie dazu konnte ein ahnlicher Mechanismus die Inhibition von Cytochrom
P450 durch Thienopyridine erklaren. Der erste Schritt kénnte eine Umwandlung zum
2-Oxoderivat durch Cytochrom P450 sein. Dieses Zwischenprodukt kdnnte eine
Disulfidbindung mit einem vorhandenen Cystein bilden, entweder nach der Hydrolyse
zum 2-Oxoderivat, wie es im Falle der ADP-Rezeptoralkylierung erfolgt, oder
alternativ nach einem weiteren Zyklus der P450-abhangigen Oxidation (Abb. 59).
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Abb. 59: Moéglicher Mechanismus der irreversiblen Inhibition von CYP2B6 durch Clopidogrel. Der hypothetische
Mechanismus basiert auf der links dargestellten bekannten metabolischen Aktivierung und pharmakologischen
Wirkung von Clopidogrel und der Beobachtung, dass die Inhibition nicht mit einer Hamzerstérung einherging. Der
rechts dargestellte hypothetische Weg, der zur Inaktivierung von P450 fuhrt, konnte tber eine Hydrolyse oder
einen zusatzlichen oxidativen Schritt, der durch P450 katalysiert wird, erfolgen.

Es konnte gezeigt werden, dass dieser Mechanismus mit Ergebnissen von ,Protein
homology modeling” tbereinstimmt. Das ,Docking“ von Clopidogrel fiihrte zu einer
Reihe von Komplexen mit Energien zwischen —8 und — 9 kcal/mol. Bei 1 % dieser
Komplexe war Clopidogrel mit dem Wasserstoff in der 2-Position zum Thiophenring
mit einer Distanz zwischen 3,0 und 3,5 A zum reaktiven Sauerstoff des Hams
orientiert (Abb. 60).
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Abb. 60:

Docking von Clopidogrel in das aktive
Zentrum von CYP2B6 in einer
bevorzugten Orientierung fiir die
Oxidation in 2-Position des
Thiophenrings. In der Abb. ist ein
Stockmodell vom Substrat (gelb), Ham
und den Aminosauren, die die
Substratbindungstasche formen, zu
sehen (Modell aus Richter et al., 2004).
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Weil diese Position chemisch hochreaktiv ist, wirde ein kleiner Prozentsatz von
richtig orientierten Spezies fir eine regioselektive Oxidation ausreichen.
Interessanterweise haben vergleichende Modellierungen zwischen unterschiedlichen
Cytochrom P450- Enzymen ergeben, dass bei CYP2B6 und CYP2C19 der Metabolit
in engen Kontakt mit einem Cystein (Position 475 bzw. 216), welches nahe am
Substratkanal lokalisiert ist, gelangt. Bei CYP3A4, welches durch Clopidogrel und
Ticlopidin nicht inhibiert wurde, ist ein solches Cystein nicht vorhanden.

Da disulfidbrickenspaltende Reagenzien die Enzymaktivitdt von CYP2B6 sehr stark
inhibierten, konnte dieser Hypothese nicht weiter nachgegangen werden. Eine
Mutagenese von potentiellen Aminosauren wéare denkbar, kdnnte aber die basale
Aktivitat von CYP2B6 verandern. Andere Reaktionsmechanismen, welche eine
Thiophen-S-Oxidation oder Epoxidierung beeinhalten, kdnnen momentan nicht
ausgeschlossen werden und sind auch eine denkbare Mdglichkeit.

In Bezug auf Clopidogrel und Ticlopidin sind bislang keine klinisch relevanten
Wechselwirkungen beschrieben worden, denen eine Inhibition von CYP2B6
zugrunde liegen konnte. In Abb. 61 sind jedoch die Auswirkungen auf die
Plasmakonzentration von Hydroxybupropion durch die Einnahme der
Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel und Ticlopidin zu sehen, welche in
einer Studie von der Arbeitsgruppe von Prof. Pelkonen bei freiwilligen Probanden
zusammen mit Bupropion verabreicht worden sind.
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Abb. 61: Hydroxybupropion-Plasmaspiegel nach Gabe von Plazebo (Kontrolle), Clopidogrel (1 x 75 mg) oder
Ticlopidin (2x250 mg). Die Abbildung wurde freundlicherweise von Prof. Olavi Pelkonen (Oulu, Finnland) zur
Verfligung gestellt.
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In einer mit Clopidogrel behandelten Ratte wurde eine durch Phenobarbital
verringerte antiaggregatorische Aktivitdt von Clopidogrel beobachtet und mit einer
Induktion von CYP2B1/B2 in Zusammenhang gebracht (Savi et al., 1994). Dadurch
wurde auf einen CYP2B1/B2 abhangigen Metabolismus von Clopidogrel in der Ratte
geschlossen, was einen CYP2B6- abhéngigen Metabolismus im Menschen bedeuten
konnte, da dieses Isoenzym das humane Ortholog von CYP2B1 der Ratte ist. Wie in
dieser Arbeit und der von Clarke und Waskell (2002) gezeigt werden konnte, ist
CYP2B6 nur zu einem geringen Anteil am Clopidogrelmetabolismus beteiligt und
somit spielen Substrate dieses Enzyms im Hinblick auf Interaktionen mit Clopidogrel
sehr wahrscheinlich keine Rolle.

Bislang sind andere potente ,mechanism-based” Inhibitoren von CYP2B6 wie eine
Reihe von Xanthate (Yanev et al., 1999), Methyladamantanderivate (Stiborova et al.,
2002), Phencyclidin (Jushchyshyn et al., 2002) und Ethinylestradiol (Kent et al.,
2001) beschrieben worden. Palovaara et al. (2003) konnten in einer Studie mit 12
gesunden Frauen zeigen, dass ein orales Kontrazeptivum bestehend aus
Ethinylestradiol und Desogestrel die AUC von Hydroxybupropion um 31 % und eine
Hormonersatztherapie mit Estradiol und Levonorgestrel die AUC von
Hydroxybupropion signifikant um 47 % reduziert haben.

Clopidogrel und Ticlopidin sind mit den in dieser Arbeit bestimmten K- Werten von
0,5 und 0,2 uM bei der mikrosomalen Inhibition der Bupropionhydroxylierung die
potentesten Inhibitoren von CYP2B6, die bis heute beschrieben worden sind. Da
thrombolytische Arzneistoffe wie die Thienopyridine bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung eine breite Anwendung finden und diese Patienten oft verschiedene
Medikamente einnehmen, muss auf eine etwaige Interaktion mit CYP2B6-Substraten
zukUnftig geachtet werden.

4.7 Induktoren

Dass polyzyklische Aromaten im Tabakrauch aber auch in gegrillten Speisen in der
Lage sind, CYP1A2 zu induzieren, ist lange bekannt. Ein Einfluss von Tabakkonsum
auf die Expression und Funktion von CYP2B6 wurde an humanen Lebermikrosomen
nicht festgestellt. Miksys et al. (2003) fanden in verschiedenen Gehirnregionen eine
erhohte Expression von CYP2B6 bei Konsumenten von Zigaretten und Alkohol im
Vergleich zur Kontrollgruppe, die weder Zigaretten noch Alkohol konsumierte. De
Vane et al. (1990) fanden jedoch, dass die Halbwertszeit von Bupropion durch
alkoholbedingte Leberkrankheiten nicht verandert war. Da der Konsum von Alkohol
oft mit einem Konsum von Zigaretten einhergeht, ist eine getrennte Analyse sehr
schwierig.
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Hesse et al. (2004) fanden bei Alkoholkonsumenten eine signifikant erhdhte
CYP2B6-Expression und Bupropionhydroxylaseaktivitat. In dieser Arbeit zeigte der
Konsum von Zigaretten und Alkohol keinen signifikanten Einfluss auf die Expression
und Funktion von CYP2B6. Die Probandenzahl war jedoch so gering, dass weitere
Einflisse wie der CYP2B6- Genotyp nicht beriicksichtigt werden konnten. So wurde
bei Hesse et al. (2004) keine Riucksicht auf die Einnahme von Medikamenten
genommen. Denn viele Arzneistoffe sind in der Lage die Expression und Funktion
von arzneimittelabbauenden Enzymen zu verandern. So wurde bereits 1995 von
Ketter et al. beschrieben, dass das Antiepileptikum Carbamazepin den Metabolismus
von Bupropion induziert und die Spitzen- Plasmakonzentrationen von Bupropion um
87 % reduziert. In der vorliegenden Arbeit konnte der hinter dieser Wirkung von
Carbamazepin stehende Mechanismus durch systematische Analyse der
praoperativen Arzneimittelexposition mit einer starken Erhéhung der Expression von
CYP2B6 in Verbindung gebracht werden (siehe Kapitel 3.8.3).

Diese Analyse lieferte auch Hinweise auf bisher unbekannte Induktoren.
Insbesondere waren die CYP2B6-Expression und Bupropionhydroxylaseaktivitat bei
Lebermikrosomen von Patienten, die das Analgetikum Metamizol eingenommen
hatten, signifikant um das 2,6fache bzw. 3,3fache erhdht. Experimente mit humanen
Hepatozyten bestatigten diese Beobachtungen, indem durch Zugabe von
Carbamazepin oder Metamizol eine deutlich erh6hte Expression von CYP2B6
herbeigefihrt werden konnte. Die einzigen, bisherigen Indizien fir eine solche
Wirkung des Metamizols sind die von Kraul et al. (1996) gemachte Beobachtung
einer Induktion von CYP2B1 der Ratte, sowie eine von Caraco et al. (1999) in einer
klinischen  Studie beobachtete  Arzneimittelinteraktion, bei welcher die
Plasmakonzentration von Cyclosporin durch Metamizol verringert wurde. Letzterer
Beobachtung durfte jedoch eine Induktion von CYP3A4, dem hauptsachlich fur den
Cyclosporin- Metabolismus verantwortlichen Enzym, zu Grunde liegen. Eine
CYP3A4-Induktion konnte auch tatséachlich in dieser Arbeit an humanen Hepatozyten
bestatigt werden (Daten nicht dargestellt). Fir CYP2B6-Substrate sind bis dato keine
klinisch relevanten Arzneimittelinteraktionen mit Metamizol beschrieben worden. Da
dieses Medikament aber doch recht haufig und auch zur chronischen
Schmerztherapie angewendet wird, muss mit einer Beeinflussung des Metabolismus
von CYP2B6- und CYP3A4-Substraten durch Metamizol gerechnet werden.
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Eine weitere Beobachtung aus der Analyse der Arzneimittelexpositionen betrifft
Patienten, die auf Grund einer koronaren Herzkrankheit vasodilatative Medikamente
wie Isosorbiddinitrat (ISDN) eingenommen hatten. Im Vergleich zur Kontrollgruppe
besal3en diese Patienten einen um 48 % verringerten CYP2B6-Apoproteingehalt und
eine um 69 % verringerte mittlere Bupropionhydroxylaseaktivitat. Interessante
Zusammenhange gibt es hier wieder zu Untersuchungen bei der Ratte. Minamiyama
et al. (2004) konnten demonstrieren, dass die kontinuierliche Gabe von organischen
Nitraten zu einer Abnahme von hepatischem Cytochrom P450 fuhrt, welche nach
dem Absetzen der Arzneimittel reversibel war. Vuppugalla und Mehvar (2004)
konnten daraufhin zeigen, dass die Enzymaktivitdit von CYP2B1 in der isolierten
perfundierten Rattenleber durch ISDN konzentrationsabhéngig abnimmt. Die
Untersuchung des Einflusses von ISDN auf die Expression von CYP2B6 und auf die
Bupropionhydroxylaseaktivitat konnte leider bei humanen Hepatozyten nicht
durchgefiihrt werden, da die Expression von CYP2B6 innerhalb weniger Tage kaum
noch nachweisbar war.

Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, wie wichtig und wie wertvoll die zu den
humanen Leberproben vorhandene klinische Dokumentation ist. Durch die
Beobachtung bestimmter Zusammenhédnge war es mdglich Hypothesen zu
generieren, die in-vitro bestatigt werden konnten. Besonders fir CYP2B6, dessen
Beteiligung am Metabolismus vieler bereits zugelassener Medikamente nicht
untersucht worden ist, koénnen diese Daten auch zukinftig eine wichtige
Informationsquelle darstellen.
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