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Zusammenfassung

Die Cytochrom P450 Familie 4 ist eine der altesten P450-Enzymfamilien und hat sich
als ein essentieller Teil in der Steroidbiosynthese formiert. Unter diesen evolutionar
stark konservierten Monooxygenasen ist das CYP4B1-Enzym aufgrund verschiedener
Eigenschaften einzigartig: Bisher konnte fir das native humane CYP4B1 keine
katalytische Aktivitdt identifiziert werden, sodass es als ,orphan P450“ Enzym
eingestuft wird. Das scheinbare Fehlen der Aktivitdt des Enzyms wurde ursachlich auf
den Austausch einer einzigen Aminosaure in der Meander-Region des Proteins
zurtckgefihrt, wo das native humane CYP4B1 an Position 427 ein Serin aufweist,
wohingegen alle anderen CYP4B1-Enzyme — und auch alle Mitglieder der CYP4-
Familie in Saugetieren — an der entsprechenden Position ein Prolin besitzen. Im
Gegensatz dazu ist die Klassifizierung des CYP4B1-Enzyms von anderen Saugetieren
eindeutig: Hier agiert CYP4B1 an der Schnittstelle zwischen endo- und xenobiotischem
Metabolismus. Neben der w-Hydroxylierung ungesattigter Fettsduren ist das CYP4B1
im Unterschied zu anderen Mitgliedern der CYP4-Familie auch in der Lage, die
Bioaktivierung einer Reihe von Xenobiotika zu katalysieren.

Aufgrund dieser unklaren Bedeutung des CYP4B1 fir den Menschen sollte in
dieser Arbeit die physiologische Rolle des Enzyms wahrend der Evolution analysiert
werden. Zu diesem Zweck wurden CYP4B1-Enzyme verschiedener Spezies in
lentivirale Expressionsvektoren kloniert und stabil in menschlichen Leberzelllinien
exprimiert. Ein besonderer Fokus meiner Untersuchungen waren vergleichende
Aktivitdtsmessungen der verschiedenen CYP4B1 Isoformen zur Umsetzung
unterschiedlicher Substrate sowie Analysen zur Proteinstabilitat.

Mittels der lentiviralen Vektoren wurde eine stabile Expression der CYP4B1
Isoformen von Mensch, Kaninchen, Maus und Pferd in Zellen einer humanen
Leberzelllinie erreicht, die eine geeignete zelluldre Umgebung fur die Cytochrome bot.
Die Enzymaktivitat der verschiedenen Isoformen wurde indirekt, durch eine Giftung der
beiden Xenobiotika 4-lpomeanol und Perilla Keton mit nachfolgender Induktion der
Apoptose der Zellen, gemessen. Western-Blot-Analysen zeigten, dass die CYP4B1
Isoformen stabil in den Zellen exprimiert wurden und eine direkte Korrelation zwischen
der Proteinstabilitat und der Enzymaktivitat existiert. Interessanterweise ist das
CYP4B1 des Schimpansen — obwohl stabil in den Zellen exprimiert — nicht dazu in der
Lage, die beiden Xenobiotika umzusetzen. Es hat zwar ein Prolin statt Serin an der
korrespondierenden Position 427, aber dartber hinaus auch weitere Veranderungen,
die die CYP4B1 Enzymaktivitdt gegenlber diesen Substraten negativ beeinflussen.
Durch Sequenzvergleiche zwischen dem CYP4B1 des modernen Menschen und dem
des Denisova-Menschen wurde ein weiterer Aminosdureaustausch identifiziert,
p.V70G, der im Kaninchen-CYP4B1-Enzym die Proteinaktivitdt und —stabilitat negativ
beeinflusste.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass wahrend der Evolution der groRen Affen
und des Menschen unabhéangig voneinander verschiedene genetische Veranderungen
im CYP4B1 auftraten, die zu einer Verminderung der Enzymaktivitat gegeniber
Xenobiotika flhrten. Inwieweit der Aktivitatsverlust des Enzyms essentiell fir die
Evolution unserer Vorfahren war, missen weitere Untersuchungen klaren.



Summary

The cytochrome P450 family 4 is one of the oldest P450 enzyme families and has
emerged as an essential part of steroid biosynthesis. Among these evolutionary
strongly conserved monooxygenases, the CYP4B1 enzyme is unique: So far, no
catalytic activity has been identified for the native human CYP4B1, therefore being
classified as an ,orphan P450“ enzyme. The apparent lack of activity of the enzyme is
predominantly due to the replacement of a single amino acid in the meander region of
the protein; the native human CYP4B1 has a serine at position 427, whereas all other
CYP4B1 enzymes — and also members of the CYP4 family in mammals — have a
proline in the corresponding position. In contrast, the classification of CYP4B1
enzymes from other mammals is unambiguous: Here, CYP4B1 acts at the interface
between endo- and xenobiotic metabolism. In addition to the w-hydroxylation of
unsaturated fatty acids and in contrast to other members of the CYP4 family, CYP4B1
is also able to catalyze the bioactivation of a number of xenobiotics.

Due to this unclear role of the CYP4B1 enzyme for humans, my task here was
to further analyze the physiological role of the enzyme during evolution. For this
purpose, CYP4B1 enzymes of various species were cloned into lentiviral expression
vectors and stably expressed in human liver cell lines. Special focuses of my
investigations were comparative measurements of the activity of the different CYP4B1
isoforms for the processing of different substrates and analyses of the protein stability.

Using the lentiviral vectors, stable expression of the CYP4B1 isoforms from
humans, rabbits, mice and horses in human liver cells was achieved. This cell line
provided a suitable cellular environment for expression of the cytochromes. The
enzyme activity of the various isoforms was measured indirectly, through processing of
the two xenobiotics 4-ipomeanol and perilla ketone and subsequent induction of
apoptosis in the cells. Western blot analysis revealed that the CYP4B1 isoforms were
stably expressed in the cells and that there was a direct correlation between protein
stability and enzyme activity. Interestingly, the chimpanzee’s CYP4B1 enzyme —
although stably expressed in the cells — is not able to convert the two xenobiotics. The
chimpanzee enzyme carries a proline instead of a serine at the corresponding position
427, but there are also other changes in the protein that negatively affect the CYP4B1
enzyme activity towards these substances. Sequence comparisons between the
CYP4B1 of modern humans and that of the Denisovans identified another amino acid
exchange, p.V70G, which negatively influenced the protein activity and stability in the
rabbit CYP4B1 enzyme.

These results clearly demonstrated that during the evolution of the great apes
and humans, different genetic changes occurred in CYP4B1 independently of one
another, which all led to a decrease in the enzyme activity towards xenobiotics. To
what extent the loss of activity of the enzyme was essential for the evolution of our
ancestors must be clarified in further studies.



Abkurzungsverzeichnis

%

°C
11-DDYA
17-ODYA
2-AA
2-AAF
2-AF
2-FPK
2-HepF
2-HexF
2-NA
2-PenF
3-Meo-AAB

3-Ml
4-IPO
A. dest.
a. M.
ACTB
AS
ATP
Bis-Tris

BMFZ

bp
BSA
bzw.
C10
C7
CaCl,
cDNA
CHX
cm
CMvV
CcoO
CO,

Prozent

Grad Celsius
unendlich
11-Dodecensaure
17-Octadecynséaure
2-Aminoanthracene
2-Acetylaminofluorene
2-Aminofluorene
2-Furylpentylketon
2-Heptylfuran
2-Hexylfuran
2-Naphthylamin
2-Pentylfuran
3-Methoxy-4-aminoazo-
benzen

3-Methylindol
4-lpomeanol
destilliertes Wasser
am Main

Beta-Aktin
Aminosaure
Adenosintriphosphat
Bis(2-Hydroxyethyl)
amino-tris(hydroxy-
methyl)methan
Biologisch-Medizinisches
Forschungszentrum
Basenpaare

Bovines Serum Albumin
beziehungsweise
Kohlenstoff, 10-kettig
Kohlenstoff, 7-kettig
Calciumchlorid
komplementare DNA
Cycloheximid
Zentimeter
Cytomegalievirus
Kohlenmonoxid
Kohlenstoffdioxid

cPPT
CYP

D-MEM

DCB
ddNTP

DenMut
DMAB

DMSO

DNA
DSMZ

E. coli
EDTA

EGF
EGFP

env

FACS

FAD

Fc

FCS

FMN

zentraler Polypurintrakt
Cytochrom P450
Deutschland

Dulbecco’s Modified
Eagle Medium
3,3’-Dichlorbenzidin
Didesoxyribonukleotidtri-
phosphat
Denisova-Mutation
3,2’-Dimethyl-4-aminobi-
phenyl

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und
Zellkulturen

Elektron

Escherichia coli
Ethylendiaminotetra-
essigsaure

Epidermal Growth Factor
enhanced green
fluorescent protein
envelope

Frankreich
Fluorescence Activated
Cell Sorter
Flavin-Adenin-
Dinukleotid

fragment crystallisable
C-Terminus eines
Antikorpers

fotales Kalberserum
Eisen, reduzierte Form
Ferredoxine

Eisen, oxidierte Form
Flavinmononukleotid
Glycin, Guanin

Gramm



Y

gag

ggf.
GmbH

GvHD

H,O
HCC

HCI
HIV

HRP
HSV-tk

HUGO
iCasp9
IMDM
inkl.

IRES

kb
kDa
KGaA

gruppenspezifisches
Antigen
gegebenenfalls
Gesellschaft mit
beschrankter Haftung
Graft-versus-Host-
Disease

Stunden

Wasserstoff
Wasserstoff

Wasser
Hepatozellulares
Karzinom

Salzsaure

human immuno-
deficiency virus
horseradish peroxidase
Herpes Simplex Virus
Thymidin Kinase
Human Genome
Organisation
induzierbare Caspase 9
Immunglobulin G
Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium
inklusive

internal ribosome entry
site

Kilo

Kilobase

Kilodalton
Kommanditgesellschaft
auf Aktien

Liter

Luria Bertani
Lithiumdodecylsulfat
logarithmisch

long terminal repeat(s)
Milli, Meter

Molar

Quadratmeter

MES
MFI

mg
MgCl,
min

ml
MOI
MPSV

mRNA
mV

NaCl
NADH

NADP*
NADPH

NaN;
NDBA
NEB
ng

nm
NO
O
OH

PBS

PBS-T
PCR

PEI
pH

2-(N-Morpholino)ethan-
Sulfonsaure

Mittlere Fluoreszenz
Intensitat

Milligramm
Magnesiumchlorid
Minute

Milliliter

multiplicity of infection
myeloproliferative
sarcoma virus
messenger RNA
Millivolt

Nano

Natriumchlorid
Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid, reduzierte
Form
Nikotinamid-Adenin
Dinukloetid-Phosphat,
oxidierte Form
Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat,
reduzierte Form
Natriumazid
N-Nitrosodibutylamin
New England BioLabs
Nanogramm
Nanometer
Stickstoffmonoxid
Sauerstoff
Hydroxid(ion)

Piko

Prolin, Farbpigment
phosphatgepufferte
Saline
PBS-Tween®20
Polymeraseketten-
reaktion
Polyethylenimin
potentia hydrogenii



PI
PK
pol
POR

PSIPRED

PURO
Pwo
R

rev

RNA
rom
RRE
RT

SA
SDS
SEM

SRS
St.
SV-40
SZT

TAE
TE

Propidiumiodid

Perilla Keton
Polymerase
NADPH-Cytochrom-
P450-Oxidoreduktase
Position Specific Iterative
Prediction

Puromycin

Pyrococcus woesei
Substrat, redundante
Region

Radikal

regulator of expression
of virion proteins
Ribonukleinsaure
Umdrehung pro Minute
rev responsive element
real time, Echtzeit

Serin

Splice Akzeptor

sodium dodecyl sulfate
standard error of the
mean

substrate recognition site
Sankt

Simian-Virus 40
Stammzelltransplantation
Thymin
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
transduzierende
Einheiten, Tris-EDTA

TMHMM

Tween20
U

u.a.

U3, Us
UCL

USA
uv

VSV
VSV-G
WPRO

transmembrane
prediction using hidden
markov models
Polysorbat 20

Unit

unter anderem

unique Regionen
University College
London

United States of America
Ultraviolettstrahlung
Volt, Valin
vesiculostomatitis virus
VSV-Glykoprotein
woodchuck hepatitis
virus post-transcriptional
regulatory element,
optimized

Wildtyp

zum Beispiel

alpha

beta

gamma

delta

Mikro

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

omega



Vi

Inhaltsverzeichnis

T BINIEIUNG . ...ttt e e e e e 1
1.1 CYEOCRIOMIE ...t e e 1
1.1.1  Nomenklatur und EinteiluNg.............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeee e 1
1.1.2  Aufbau und STrUKLUF ... 2
1.1.3  Funktion und ReaktionSZyKIUS ..............uuuriiimiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeee e 4
1.1.4 CYP4-Familie und CYPABT ... 6
1.2 Ziele der DiSSertation ..............uuueuiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeee et 12
2 Material und Methoden ... 13
0 T Y/ =1 (= 4 = U 13
211 ChemiKali@n ... e nneneees 13
2.1.2 Verbrauchsmaterialien............cccoooiiii 13
2.1.3 Grolen- und Langenstandards. ... 14
214 GENSEQUENZEN ..o eneesneenesenneeseenensnnsnnnnes 14
2.1.5  OligONUKIEOLIAE ....cceiiiiiiiiiei e 14
2.1.6  Plasmide ... .o 16
2107 ANEDIOLKE ... 18
2.1.8 Bakterien-StAmme .......cc.eviiiii 18
2029 ZEllINMIEN ..o 18
2.1.10 Antikdrper fur Western Blot FArbungen ............c.ooevveiiiiiiiiiiiiceee 18
2.1.11 Puffer und LOSUNGEN .......uuiiiiiiiiiiiiie e 19
2.1.12 Verwendete Programme............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 21
2.2 Molekularbiologische Methoden...............ouiiiiiiiiiiiiiiiiii 21
2.2.1  Anzucht von BaKterien ..o 21
2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien..............cccccuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 22
2.2.3  DINA-ANGIYSE ... 22
2.2.4 Gewinnung von cDNA aus Gewebeproben............ccccooiiiiiiiiiiiiee. 26
2.3 Zellbiologische MethOdEN..........uiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeee e 28
2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien ............cccccccuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 28
2.3.2 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen............cccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiens 28

2.3.3 Lentivirale Virusproduktion: Transiente Erzeugung virushaltiger
Uberstinde, Virusernte und TranSAUKLON .......eeeeeeee oo 28
2.3.4 Behandlung transduzierter Zellen mit 4-Ipomeanol und Perilla Keton....... 30
2.3.5 Bestimmung der Protein-Halbwertszeit mit Cycloheximid ......................... 31
2.3.6 Durchflusszytometrie-Analyse (FACS) .......oooiiiiiiiiiiiiiiee 31
2.4 Proteinbiochemische Methoden ..............oueiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 31
2.4.1 Lyse eukaryotischer Zellen ..............ccooiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeneees 31

2.4.2 Proteinnachweis mittels Western BIot .........c.ooeieiiiiiiii e 32



3 ErgebnisSSe..........ooooiiiiiiiii 33
3.1 Funktioneller Vergleich verschiedener CYP4B1 Spezies............ccccceeeeeeieeeenn. 33
3.1.1  Herstellung von CYP-EGFP-Fusionskonstrukten ...........c.cccccccvvvviinninn. 33
3.1.2 Produktion von lentiviralen Partikeln und Titerbestimmung....................... 36
3.1.3 Expressionsstarke der CYP4B1-Fusionsproteine in HepG2-Zellen .......... 37
3.1.4 Funktionelle Analyse der verschiedenen CYP4B1-Enzyme...................... 38
3.1.5 Bestimmung der Proteinhalbwertszeiten ...........ccccccoviiiii. 42

3.2 Funktionelle Bedeutung der Denisova CYP4B1-Mutation.............cccccceeeinnns 43
3.2.1 Herstellung der Denisova-CYP4B1-EGFP-Fusionskonstrukte.................. 46
3.2.2 Produktion von lentiviralen Partikeln und Virusbestimmung..................... 47
3.2.3 Einfluss der Denisova-Mutation auf die Expressionsstarke....................... 48
3.2.4 Funktionelle Charakterisierung der Denisova-Mutation...............cccccceeeee. 49
3.2.5 Bestimmung der Proteinhalbwertszeiten .........ccccccccvviiiii. 51

3.3 Bioinformatische Proteinvorhersagen ............ccccociiiiiiiiiiiiieeee s 52
3.3.1  Vorhersage von Transmembrandomanen ..........ccccevvervviriiiiiiiiiiiiiiieiieneneen 53
3.3.2 Vorhersage von Sekundarstrukturen ..........ccccccccvviiiiiiiiiiiiiii 55

4 DiSKUSSION ..o e e e e e s 57
4.1 Humanes CYP4B1 als evolutionarer KNOCKOUL ............c.c.uueeeeiiiiiiiiiiiiiiieeies 57
4.2 Evolutionarer Zusammenhang — Denisova-Mutation ...........ccccccccvviiii. 59
4.3 Evolutionarer Zusammenhang — Menschenaffen..............ccccccois 61
4.4 CYP4B1 Aktivitat in weiter entfernten Evolutionsstufen..............ccccocis 62
4.5 Perilla Keton als alternatives Substrat von CYP4B1 ... 62
4.6 Klinische Nutzung von CYP4B1 beim Menschen...........ccccceeiiiiiiiiiiencinis 64
A7 AUSDIICK . 67

5 LiteraturverzeiChnis.............cccoo 68
6 ANNANG......oooiiiiiiii 80
6.1 AbDbIldUNgSVErzZeiChNIS. ......ccovviiiiiiiii 80
6.2  TabellenVerzeiChNiS. ... 80



EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Cytochrome

Cytochrome gehoéren zur groRen Enzymgruppe der Monooxygenasen und zahlen als
solche zu den sogenannten Oxidoreduktasen (1,2). Das abgespaltene Sauerstoffatom
des O,-Molekils wird als Hydroxygruppe in das Substrat des Cytochroms eingebaut
und das Ubrige Sauerstoffatom zu Wasser reduziert (3,4). Der gesamte Vorgang
erfordert Energie, welche meistens von NADP™ bereitgestellt wird (5). Im menschlichen
Genom existieren 57 Gene, die fur Cytochrom P450 Monooxygenasen mit jeweils
unterschiedlicher Substratspezifitat kodieren (6,7). Im Menschen sind Cytochrom P450
Enzyme als Bestandteil einer Elektronentransportkette in den Mitochondrien der
Nebennierenrinde und in Lebermikrosomen lokalisiert und damit an der Synthese von
Steroidhormonen und Gallensduren wesentlich beteiligt (8—10). Ein wichtiger klinischer
Aspekt ist die Abhangigkeit der Wirkdauer etlicher Medikamente von der
Geschwindigkeit der Inaktivierung durch den enzymatischen Abbau vermittelt durch
Cytochrom P450 Monooxygenasen (11,12).

1.1.1 Nomenklatur und Einteilung

Cytochrom P450 (CYP) Enzyme sind weit verbreitet; aktuell sind laut dem HUGO Gene
Nomenclature Committee 113 verschiedene Gene, unterteilt in 18 Cytochrom-Familien,
bekannt' (13). Der Name Cytochrom P450 lasst sich auf ein in Leberzellen
identifiziertes rotes Farbpigment (P) zurlckfuhren, das, wenn es an Kohlenmonoxid
(CO) gebunden vorlag, ein UV-Maximum bei 450 nm aufweist (3). Alle Enzyme werden
als Cytochrome klassifiziert, wenn die Bedingung einer streng konservierten Region,
bestehend aus zehn Aminosauren nahe des C-terminalen Endes der Proteinsequenz,
erfullt ist (14). Die Bezeichnung der Cytochrome geschieht wie folgt:

- Die erste Zahl unterteilt die Cytochrome in verschiedene Familien; dabei muss
die Proteinsequenz eines Cytochroms mindestens zu 40% mit der eines
anderen Cytochroms Ubereinstimmen (z.B. CYP4).

- Darauf folgt ein Buchstabe, der die Cytochrome in Unterfamilien einteilt. Die
Proteinsequenzidentitat betragt in diesem Fall mindestens 70% (z.B. CYP4B).

- Die letzte Zahl beschreibt die Einteilung innerhalb der Cytochrom-Unterfamilie
in einer chronologischen Nummerierung (z.B. CYP4B1). Sind die
Proteinsequenzen zweier Cytochrome zu mindestens 97% gleich, tragen beide
den gleichen Namen, unabhangig davon, aus welcher Spezies sie stammen.

! https://genenames.org/data/genegroup/#!/group/862, Stand: 07.06.2020, 11:24 Uhr



EINLEITUNG 2

Des Weiteren lassen sich Cytochrome anhand ihrer Eigenschaften, aus welchem
Elektronentransfersystem sie fir ihre Reaktionen die Redoxaquivalente beziehen, in
vier Klassen einteilen (3):

Klasse I: FAD-abhangige Reduktase, Reduktion durch ein Eisen-Schwefel-
Redoxin (F6282)
Vorkommen: bakterielle Cytochrome mit NADH als

Reduktionsaquivalent, mitochondriale Cytochrome mit NADPH als
Reduktionsaquivalent

Klasse Il FAD- und FMN-abhangige Reduktase @ mit NADPH als
Reduktionsaquivalent
Vorkommen: humane und tierische Cytochrome, immer

membranstandig und an der Aulenseite des Endoplasmatischen
Retikulums mit einem N-terminalen Transmembrananker gebunden
Klasse llI: FAD-/FMN-Reduktase Domane fusioniert mit Cytochrom, funktioniert
unabhangig von auflieren Reduktionssystemen
Klasse IV: NO-Reduktase, erhalt Elektronen direkt von NADH

1.1.2 Aufbau und Struktur

Wie bei allen Enzymen ist auch bei Cytochromen die dreidimensionale Struktur wichtig
fur die jeweilige Funktion des Proteins. Da die einzelnen Proteine einer Unterfamilie
sehr dhnliche Aminosauresequenzen aufweisen, ist auch die Struktur der Cytochrome
innerhalb einer Unterfamilie vergleichbar (15). Obwohl sich Cytochrome verschiedener
Familien zum Teil in weniger als 20% ihrer Proteinsequenz ahneln, sind in allen
Cytochromen drei konservierte Regionen vorhanden, die fir Cytochrome
charakteristische funktionelle Domanen tragen: die Hdm-Bindungsstelle, die K- und die
I-Helix (16). Diese sind in Abbildung 1 dargestellt.

Ham-
Basische AS Proline I-Helix K-Helix Bindungsstelle
I I SRS SRS SRS SRS I SBS I SRS I SRS
B (] L THHH ——]
Sy | . L .
I_I MearIIder- Cysteinrest
Gelenk Region
I I I | I I
I I I I I I
0 100 200 300 400 500 AS

Abbildung 1: Aufbau eines eukaryotischen Cytochrom P450 Proteins

modifiziert nach Werck-Reichhart et al., 2000 (17), schematische Darstellung eines Cytochroms
inkl. LAngenangabe. Die rote Linie stellt den Membrananker mit nachfolgendem Gelenk dar, der
als Verbindung zur Proteindomane dient. AS = Aminosaure, Proline = Prolin-Stretch, SRS =
substrate recognition site, SBS = Substratbindungsstelle



EINLEITUNG 3

Die hochkonservierte Ham-Bindungsstelle enthalt einen Cysteinrest, der als Ligand an
das Ham-Eisen binden kann, wodurch die fiir Cytochrome existenzielle Funktion der
Sauerstoffbindung gewahrleistet wird (18,19). Die sog. K-Helix liegt gemeinsam mit der
Meander-Region proximal des Hams und hat als ERR-Triade (Glutaminsaure (E) und
Arginin (R) aus K-Helix; Arginin (R) aus Meander-Region) eine stabilisierende Funktion
auf das Enzym, indem sie das Ham im aktiven Zentrum des Proteins verankert.
Dadurch wird die Enzymaktivitat gesichert (17,19). Zudem scheint die K-Helix an der
Redoxpartnererkennung und am Elektronentransfer beteiligt zu sein; dagegen befindet
sich die I-Helix nahe der Substratbindungsstelle proximal des Hadms und dient dem
Transfer von Protonen (17,20,21). Es konnten inzwischen sechs substrate recognition
sites (SRS) um das aktive Zentrum der Cytochrome gefunden werden, die durch ihre
unterschiedlichen Sequenzen die Spezifitdt der Substratbindung der Cytochrome
bewirken, wobei kleinste Mutationen im Bereich der SRS dazu fihren konnen, dass die
Substratspezifitat verandert wird (17-19,22-24). Der Grofteil der eukaryotischen
Cytochrome liegt membranstidndig an der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums gebunden vor; hierbei dient der hydrophobe N-Terminus des Proteins als
Membrananker und die darauf folgenden basischen Aminosauren und prolinreiche
Bereiche fungieren als Gelenk, das den Membrananker und die Proteindomane
miteinander verbindet (17,25,26).

Obwohl die Aminosauresequenzen von Cytochromen aus unterschiedlichen Familien
bis auf einige konservierte Bereiche wenig Gemeinsamkeiten aufweisen, ist der grobe
Aufbau der Sekundarstrukturen durchaus vergleichbar. Vorhersage-Modelle nutzen
spezielle Algorithmen, die auf Grundlage der Aminosauresequenz bestimmte
Sequenzabschnitte als a-Helix, B-Faltblatt/-Schleife oder strukturlos kennzeichnen
(15,27,28). Aullerdem bestehen bestimmte Berechnungsverfahren, die bei
membranstandigen Proteinen das Vorhandensein von Transmembrandomanen
prognostizieren kénnen (27,28). Anhand dieser gesammelten Daten kénnen mit einer
fur die modernsten Methoden giltigen Vorhersagegenauigkeit von bis zu 80%
Aussagen zu Struktur und Funktion der Proteine getroffen werden (27,28). Die in
dieser Arbeit verwendeten Vorhersageprogramme werden im Ergebnisteil detailliert
vorgestellt. Der entscheidende Faktor fir die Funktion eines Proteins ist hingegen
seine Tertiarstruktur. Das Anfertigen von 3D-Kristallisationsmodellen ist aufwendig und
langsam, da jeder Proteinkristall mit anderen Liganden und jeder einzelnen
Punktmutation separat berechnet wird, woraus eine enorme Datenmenge resultiert.
Um diese Vorgange beschleunigen zu kénnen, nutzt man das sogenannte homologie-
basierte Protein-Modelling (29). Diese Modelle berechnen auf der Basis von bereits
aufgeklarten Kristallstrukturen anhand der Sequenzahnlichkeit die 3D-Struktur des
bislang strukturell noch unbekannten Proteins (29). Initial lagen fast ausschliellich die
Kristallstrukturen von nicht-membranstdndigen und somit bakteriellen Cytochromen
vor, welche im Cytosol gelést und daher der klassischen Roéntgen-Kristallographie
leichter zuganglich sind (30). Fir membranstandige Cytochrome hingegen stellt das
Anfertigen einer Kristallstruktur eine besondere Herausforderung dar, da beim
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Herauslésen der Membran die Cytochrome oft ihre Tertiarstruktur verlieren (26,31).
Aus diesem Grund konnten bislang nur wenige membrangebundene Cytochrome
kristallisiert werden (26,31-38). Erst kirzlich gelang der Arbeitsgruppe um Hsu et al.
die Kiristallisation des Kaninchen CYP4B1-Proteins (37). Die beim CYP4B1
angewandte Technik, bei der der Membrananker abgetrennt wurde und einige
hydrophobe gegen hydrophile Aminosauren ausgetauscht wurden, fliihrte dazu, dass
das Protein nun in Losung vorlag, in seiner veranderten Form exprimiert werden
konnte und somit der Kristallographie erstmals bereit stand (37,39).

1.1.3 Funktion und Reaktionszyklus

Cytochrome katalysieren unterschiedlichste Reaktionen und haben viele verschiedene
Aufgaben; einige davon sind hochspezifisch wie z.B. die Synthese von Steroid-
Hormonen aus Cholesterol oder die Produktion von Prostacyclin und Thromboxan,
andere Cytochrome hingegen reagieren eher unspezifisch und kdnnen viele
unterschiedliche Stoffe metabolisieren (40-45). Die Reaktivitdt gegenuber
Arzneimitteln und anderer Xenobiotika stellt eine weitere wichtige Funktion dar. Am
haufigsten handelt es sich bei Cytochromen um Monooxygenasen, bei der Sauerstoff
(O,) zu Wasser (H,O) und einem aktivierten Sauerstoff-Atom gespalten wird (4).
Letzteres wird Uber eine Kohlenstoffbindung dem Substrat (R) zugefligt, welches
dadurch polarer wird und so besser metabolisiert werden kann. Die entsprechende
Reaktionsgleichung lasst sich prinzipiell darstellen als (3,5):

COH; + O, + R-H = CO + H,0 + R-OH

Bei den Substraten/Reaktionspartnern kann es sich um verschiedenste chemische
Substanzen handeln; in jedem Fall bedarf es allerdings eines reduzierten Co-Faktors
(z.B. NADPH + H"), damit die Reaktion unter folgendem Schema ablaufen kann (45—
52):
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R?H)// Fe“*&

/ Fe3* ROH Fe3*RH
_________________ . e
i Feo H3+ R. i Co-Faktor
{ Fe?* RH
FeO* RH °,
H,O
H* [Fe3* + O, RH

[Fe* OOHI RH| / .
! _:5\\; ----------------------- Co-Faktor

Abbildung 2: Reaktionszyklus der Hydroxylierung durch Cytochrom P450 Enzyme
Modifiziert nach Guengerich et al., 1998 (51). Eingerahmte Ubergangszustande konnten bislang
noch nicht nachgewiesen werden. Die Erklarung der einzelnen Schritte erfolgt im FlieRtext.

Im Folgenden wird die in der Literatur allgemein anerkannte gangige Theorie
beschrieben. Hat das Cytochrom kein Substrat gebunden, liegt das Ham-Eisen
dreiwertig vor und das Protein befindet sich im low-spin-Zustand (51). Hierbei befindet
sich an der sechsten Koordinationsstelle ein Wassermolekul (51). Das Substrat (RH)
bindet im aktiven Zentrum des Enzyms, wodurch das Wassermolekll aus der
Koordinationsstelle verdrangt wird und das Ham-Eisen in den high-spin-Zustand
konvertiert (51). Dieser Schritt erhéht das Redoxpotenzial, sodass nun ein Elektron
aufgenommen werden kann und das dreiwertige Ham-Eisen zu einem zweiwertigen
Ham-Eisen reduziert wird (51). In diesem Zustand kann das Ham-Eisen Sauerstoff
binden und wechselt zuriick in den low-spin-Zustand (51). Die langsamste Reaktion
des Zyklus und somit den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt stellt nun die
Aufnahme eines weiteren Elektrons dar; bislang konnte der dabei entstehende
Komplex aufgrund seiner hohen Reaktivitdit noch nicht bewiesen werden (51).
AnschlieBend folgt die Aufnahme eines Protons, wodurch wahrscheinlich eine
~Hydroxyperoxy“-Struktur resultiert (51). Aufgrund einer schwachen O-0O-Bindung
entsteht eine Spaltung, bei der unter Aufnahme eines Protons neben Wasser aus dem
Ubrigen Sauerstoff-Atom eine reaktive Spezies entsteht (53). Zum Schluss der
Reaktion trennt der aktivierte Sauerstoff das Proton vom Substrat und das entstandene
,Hydroxy-Radikal® bindet an das Substrat, wodurch das Ham-Eisen in den
urspriinglichen Zustand gebracht wird und fiir weitere Reaktionen zur Verfiigung steht
(51). Das hydroxylierte Produkt dissoziiert aus dem aktiven Zentrum des Proteins,
sodass im Folgenden ein neues Substrat gebunden werden kann und der Zyklus von
Neuem beginnt (51).
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1.1.4 CYP4-Familie und CYP4B1

Die CYP4-Familie ist eine der altesten Cytochrom-P450-Familien und ihre
dazugehorigen Cytochrome zahlen zu den Ham-Proteinen, die fir den oxidativen
Abbau koérpereigener oder —fremder Substanzen verantwortlich ist (54). Der groite Teil
der CYP4-Unterfamilien konnte zunachst aus Insekten isoliert werden, wobei die
CYP4-Proteine dort ihre Funktion im Wachstum, der Entwicklung, dem Schutz vor
Xenobiotika, aber auch der Resistenz gegenilber Pestiziden und der Toleranz
gegenilber Pflanzengifte besitzen (55). Bei den Saugetieren wurden bislang sechs
CYP4-Unterfamilien entdeckt (4A, 4B, 4F, 4V, 4X, 4Z), darunter insgesamt 13
verschiedene Proteine im Menschen (54,56). Drei dieser sechs Unterfamilien (4A, 4B,
4F) wurden bereits naher untersucht, zum Beispiel weil man fir die CYP4A- und
CYP4F-Unterfamilie, dass diese wichtig fur die w-Oxidation endogener Fettsduren
sind, wohingegen die CYP4B-Unterfamilie mit der Bioaktivierung verschiedener
Xenobiotika in Verbindung gebracht wird (57-59). Daneben existieren die sogenannten
orphan CYP4-Unterfamilien CYP4V, CYP4X und CYP4Z, Uber die bislang nur wenig
bekannt ist, jedoch wurde flir das CYP4V2 Protein mittlerweile mit der w-
Hydroxylierung endogener Fettsduren eine Funktion beschrieben (59-64).

Die CYP4B-Unterfamilie unterteilt sich in die zwei Gene CYP4B1 und CYP4B2, die zu
82% in ihrer Aminosauresequenz identisch sind (65). Fir das CYP4B2-Protein konnte
Substrataktivitdt von 3-Methylindol in Ziegen nachgewiesen werden, dessen toxische
Substanzen zu einer Zerstdérung der Epithelien von Bronchien und Lungenalveolen mit
daraus resultierendem Lungenédem und —emphysem fiihrte (65). Das CYP4B1-
Enzym, funktionell der Klasse |l zuzuordnen, gilt in der Literatur ebenfalls als
lungenspezifisches Protein (66,67), wird allerdings auch in anderen Organen wie
beispielsweise der Leber oder im Gastrointestinaltrakt exprimiert (68,69).

1.1.4.1 Bekannte endo- und xenobiotische Reaktionen des CYP4B1

Das CYP4B1-Protein hat im Gegensatz zu anderen Cytochromen bisher kein klar
definiertes Substrat, besitzt aber gemeinsam mit anderen CYP4-Enzymen die
Fahigkeit der w-Hydroxylierung mittelkettiger Fettsduren und bildet somit eine Art
Schnittstelle zwischen endobiotischer und xenobiotischer Metabolisierung (70). Obwohl
bislang noch keine spezifische endogene Bedeutung fir das CYP4B1-Protein
identifiziert werden konnte, wird aufgrund der hochkonservierten Meander-Region in
der Aminosauresequenz des CYP4B1 etlicher Spezies davon ausgegangen, dass das
CYP4B1 physiologisch von groRer Relevanz ist (7). In zahlreichen Tierversuchen
konnte eine durch verschiedene Substrate vermittelte Toxizitat fiir die Organe Lunge,
Leber, Niere und Harnblase gezeigt werden (71-77). Evolutionar gesehen ist das
CYP4B1 mit Cytochromen aus unterschiedlichen Familien verwandt, die Cholesterol
metabolisieren kénnen (78). Das CYP4B1 konnte in Mausen zum ersten Mal an Tag 11
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der embryonalen Entwicklung nachgewiesen werden und wurde im gesamten weiteren
Verlauf kontinuierlich exprimiert, was darauf schlieRen lasst, dass das CYP4B1-
Protein, unabhangig von der Fahigkeit verschiedene Xenobiotika zu metabolisieren,
eine wichtige Rolle in der Ontogenese von Mausen zu haben scheint (79).

Fir das Kaninchen CYP4B1 wurde Laurinsaure, die zu den mittelkettigen Fettsauren
zahlt und Uber die Nahrung aufgenommen werden kann, als Modellsubstrat fir
Cytochrome genutzt, um die w-Hydroxylase Aktivitat zu untersuchen (80). AuRerdem
wurde die Umsetzung von kurz- und langkettiger Fettsduren sowie Kohlenwasserstoffe
(C7-C10) fur das CYP4B1-Protein beobachtet (81-83). Welchen genauen
physiologischen Nutzen fiir den Organismus diese Reaktivitaten haben, ist nicht geklart
(70). Im Gegensatz zu anderen Cytochromen der Familie 4 zeigt das CYP4B1 keine
Aktivitat gegenliber Prostaglandinen, wahrend die Inaktivierung von Leukotrienen noch
nicht untersucht worden ist, was jedoch beispielsweise fir die CYP4F Unterfamilie
gezeigt werden konnte (70,78,80,81,84). Prostaglandine und Leukotriene sind unter
anderem an Entziindungsprozessen im Koérper beteiligt und entfalten ihre Wirkung als
lokale Gewebshormone.

Zusammenfassend sind der/die endogene/n Ligand/en des CYP4B1 weitestgehend
unbekannt und erfordern nach wie vor intensive Forschung; im Gegensatz dazu kann
das CYP4B1 zahlreiche Xenobiotika entweder direkt zu reaktiven Zwischenprodukten
oder zu Metaboliten, die von anderen Enzymen umgesetzt werden, metabolisieren
(70). Die reaktiven Zwischenprodukte kdnnen mit Proteinen oder DNA Addukte bilden,
die toxische Reaktionen hervorrufen (70). Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht (iber bisher
entdeckte Substrate flr das CYP4B1-Protein, wobei das Kaninchen CYP4B1 einerseits
mit der Aktivierung von Lungentoxinen wie Ipomeanol und 3-Metyhlindol assoziiert
wird, es aber andererseits an der Metabolisierung verschiedener aromatischer Amine
beteiligt ist, welche mit Harnblasen-Karzinomen in Verbindung gebracht werden
(65,85-87). Die katalysierten Reaktionen des humanen CYP4B1 sind hingegen noch
unklar, zum Einen aufgrund einiger Schwierigkeiten einer stabilen Expression, zum
Anderen wegen des Vorhandenseins alternativer Splice-Varianten (70,88).

Tabelle 1: Ubersicht iiber bekannte CYP4B1-Substrate
Modifiziert nach Baer et al, 2006 (70) und erweitert nach Rdéllecke et al., 2016 (89) und 2017

(90)

Kaninchen | - Laurinsdure - Fettsduren (C7- - Kohlenwasser-

(82,91) C10) (80) stoffe (C7-C10)

- Valproinséure - Ipomeanol (82)
(92,93) (72,95) - 3-Metyhlindol

- 2-Amino- - 2-Acetylamino- (3-Ml) (97)
anthracene (2-AA) fluorene (2-AAF) - p-Xylene (98)
(94) (96) - 17-Octadecyn-

- N-Nitrosodibutyl- - 11-Dodecensiure saure (17-ODYA)
amin (NDBA) (83) (11-DDYA) (83) (83)

- Perilla Keton (PK) - 2-Furylpentylketon - 2-Pentylfuran
(89) (2-FPK) (90) (2-PenF) (90)

- 2-Hexylfuran - 2-Heptylfuran
(2-HexF) (90) (2-HepF) (90)
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Ratte - Laurinsaure - 7-Ethoxycumarin - 3,3’-Dichlorben-
- 3,2’-Dimethyl-4- (70) zidin (DCB) (99)
aminobiphenyl - lIpomeanol - 2-Naphthylamin
(DMAB) (99) (2-NA) (99)
Maus - Laurinséure - 3-Methoxy-4- - Ipomeanol
- 2-Aminofluorene aminoazobenzen - 2-AA
(2-AF) (94) (3-MeO-AAB) (100) -DCB
Mensch unbekannt (101)

1.1.4.2 Das menschliche CYP4B1

Im Jahr 1970 wurde 4-lpomeanol, ein Schimmelpilztoxin in den SiRkartoffeln, welches
als Stressreaktion gegen den Pilz Fusarium solani produziert wird, mit dem Tod von
Rindern in Verbindung gebracht, nachdem sie mit gréf3eren Mengen verschimmelter
SuRkartoffeln gefiuttert wurden, woraufhin die Tiere ein massives Lungenddem
entwickelten (102-104). Der genaue Metabolismus von 4-lpomeanol durch das
CYP4B1-Enzym ist bislang noch nicht sicher bekannt, es wird jedoch, wie in Abbildung
3 dargestellt, vermutet, dass nach Bindung eines Sauerstoffatoms an das 4-lpomeanol
eine Offnung des Furanrings erfolgt und somit ein reaktives Zwischenprodukt entsteht
(71,105). Daraufhin bildet sich ein alkylierender Metabolit, welcher zu DNA-Schaden
fuhrt und letzten Endes die Clara-Zellen und in geringerem Anteil auch Typ Il
Pneumozyten in die Apoptose treibt (105).

fo) [o]

o]
CYP4B1
@J\/\l/—» @*’Y—b Q__./‘“\L{'\/Y — alkylierender Metabolit
o OH o0 OH o OH l

4-lpomeanol DNA-Schéden
Apoptose

Abbildung 3: Metabolisierung von 4-lpomeanol durch das CYP4B1-Enzym

Im Tiermodell konnte eine durch 4-lpomeanol verursachte Lungentoxizitat u.a. bei
Mé&usen, Ratten und Kaninchen beobachtet werden. Aufgrund der lungenspezifischen
Toxizitdt und der in Saugetieren nur geringen Expression von CYP4B1 in anderen
Geweben entstand die  Annahme, 4-lpomeanol sei ein  geeignetes
Chemotherapeutikum bei Lungentumoren des Menschen. Praklinische in vitro
Versuche fir klinische Studien Uber 4-lpomeanol zeigten, dass in einer Zelllinie eines
humanen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms die Inkubation mit 4-lpomeanol zu
einer Aktivitdt und Zytotoxizitdt fuhrte (103,106—108), und bestatigten somit diese
Annahme. Uberraschenderweise wurde in Phase | Studien jedoch eine Hepatotoxizitat
als dosislimitierender Faktor beobachtet fiir Dosierungen von 4-lpomeanol, die in den



EINLEITUNG 9

praklinischen Studien keine Auswirkungen auf die Leberfunktion zeigten (109,110).
Rowinsky et al. testeten bei 55 Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom
eine maximale Dosis von 1612 mg/m? 4-Ipomeanol pro Infusion fiir alle drei Wochen
(109). Bei der Mehrheit der Patienten konnte bei Dosierungen ab 1032 mg/m? eine
vorubergehende Erhohung der hepatozellularen Enzyme, vorwiegend der
Alaninamniotransferase beobachtet werden (109). Sobald die Patienten mit héheren
Dosen von 4-lpomeanol behandelt wurden, zeigte sich die hepatozellulare Toxizitat
deutlich schwerwiegender im Sinne von zunehmenden Schmerzen im rechten oberen
Quadranten und einer damit  einhergehenden Verschlechterung des
Allgemeinzustandes, welches bei einigen Patienten zu einem unmittelbaren Abbruch
der Therapie flhrte (109). Nur sehr vereinzelt wurde eine Nierentoxizitat sowie eine
reversible Lungentoxizitat bei deutlich geringeren Dosen von 4-lpomeanol beobachtet
(109). Insgesamt konnte weder eine Lungentoxizitdt noch ein Anti-Tumor-Effekt
nachgewiesen werden, sodass die Autoren vermuteten, dass 4-lpomeanol im
Menschen bevorzugt in der Leber metabolisiert wird und fir Phase |l Studien demnach
Patienten mit Lebertumoren untersucht werden sollten (109). In einer weiteren Phase |
Studie wurde ebenfalls die Hepatotoxizitdt als dosislimitierend beschrieben,
unabhangig davon, ob die Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
eine einzelne (Bolus) oder multiple Dosen von 4-lpomeanol erhielten (110). Ein Anti-
Tumor-Effekt wurde nicht beobachtet, sodass 4-Ipomeanol als ungeeignet zur Therapie
von nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen angesehen wurde (110). In einer von
Lakhanpal et al. initierten Phase Il Studie wurden 19 Patienten ohne pulmonale
Vorerkrankungen mit fortgeschrittenem Hepatozellularem Karzinom (HCC) untersucht,
die alle drei Wochen 1032 mg/m? 4-lpomeanol bei normaler Leberfunktion und 826
mg/m? 4-lpomeanol bei erhdhten Bilirubin-Werten erhielten (111). Auch in dieser
Studie konnte fur keinen der Patienten ein Anti-Tumor-Effekt beobachtet werden (111).
Dass das humane CYP4B1 das einzige Enzym mit einem Serin an Position 427 der
Meander-Region ist, wahrend alle anderen getesteten CYP4B1-Enzyme verschiedener
Spezies (inkl. Kaninchen und Primaten) sowie alle anderen humanen CYP-Enzyme an
gleicher Aminosaureposition ein Prolin tragen (siehe Sequenzvergleich Abbildung 4),
wird als Erklarung des Therapieversagens beim Menschen angenommen und fir die
fehlende Enzymaktivitat nach Gabe von 4-lpomeanol verantwortlich gemacht (112).
Interessanterweise konnte in unserer Arbeitsgruppe ermittelt werden, dass eine im
Laufe der Evolution des humanen CYP4B1 erfolgte Serin-Insertion an Position 207 der
Aminosauresequenz mit einem Vorkommen von 76% die deutlich haufigere Variante
beim Menschen darstellt (113). Darauf aufbauend untersuchten Schmidt et al., ob die
im Laufe der Evolution in Hominoidea eingefligte Serin-Insertion Einfluss auf
Enzymaktivitdt und Proteinstabilitat haben und demnach als ursachlich fir die
funktionelle Inaktivitdt des humanen CYP4B1 sein konnte (113). Die Insertion zeigte
jedoch keinerlei Einfluss auf die Metabolisierung von 4-lpomeanol und fiihrte zu
unveranderter Proteinstabilitat (113).
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Meander Region

Mensch
Kaninchen
Katze
Schimpanse
Kuh
Elefant
Gorilla
Igel

Maus
Opossum
Orang-Utan
Schwein
Ratte
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Kanguru

hCYP4All
hCYP4A22
hCYP4F2
hCYP4F3
hCYP4F8
hCYP4F11
hCYP4F12
hCYP4F22
hCcyp4v2
hCYP4X1
hCYP42Z1

Abbildung 4:

PEVFD
PEVFD
SEVFD
PEVFD
PEVFD
PEVFD
--VFD
PEVFD
PEVFD
PEVFD
PEVFD
PEVFD
PEVFD
PNVFD
PEMFD

PEVFD
LEVFD
PEVYD
PEVYD
PEVYD
PEVYD
PEVYD
SKVYN
PEEFQ
PKVFD
PQVFN

SLRF
PLRF
PLRF
PLRF
PLRF
PLRF
PLRF
PLRF
PLRF
PORF
PLRF
PLRF
PLRF
PLRF
PQRF

PFRF
PSRF
PFRF
PFRF
PFRF
PFRF
PFRF
PYRF
PERF
PLRF
PLRF

CYP4B1 Isoformen
— verschiedener
Spezies

| Humane
CYP4-Familie

hCYP1Al
hCYP1A2
hCYP1B1
hCYP2A6
hCYP2A13
hCYP2A7
hCYP2B6
hCYP2F1
hCcyp2cC8
hCYP2C9
hCYP2C18
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PGQFN
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PEKFL
PEKFL
PEEFR
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VNVFD
PERYN
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PENFD
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PEHF
PQHF
PQHF
PQHF
PDHF
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PDRF
PORW
PORW
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Andere humane

™ P450 Enzyme

Sequenzvergleich der Meander-Region verschiedener Cytochrome

1.1.4.3 Indikation von CYP4B1 als Suizidgen

Basierend auf den Erfahrungen aus den klinischen Prufungen schlugen Rainov et al.

1998 vor, das native Kaninchen CYP4B1, welches eine hohe Umsetzung von 4-

Ipomeanol aufweist, als sogenanntes Suizidgen fur die Behandlung von Hirntumoren
zu nutzen (114,115). Das Prinzip der Suizidgentherapie ist in Abbildung 5 schematisch

dargestellt.

Grundsatzlich kann ein Suizidgen
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Enzym
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Abbildung 5: Suizidgensystem
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exprimierenden Zellen

zytotoxischer

Metabolit

Zelltherapie eine Art
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Ein Suizidgen kodiert meistens ein Enzym, das eine nicht-toxische Substanz, Prodrug
genannt, in einen zytotoxischen Metaboliten umsetzen kann. Werden Zellen mittels
retroviralen Gentransfer mit einem Suizidgen ausgestattet, gehen die Suizidgen-
positiven Zellen nach Gabe des Prodrugs in Apoptose. Damit eine spezifische
Eliminierung der Suizidgen-tragenden Zellen gegeben ist, ist es wichtig, dass zum
Einen das Suizidgen in den Zielzellen in vivo inaktiv ist, und zum Anderen das Prodrug
fur nicht-Suizidgen-tragende Zellen nicht toxisch ist.

Die Kombination von Kaninchen CYP4B1 und 4-lpomeanol als Suizidgensystem zeigte
in in vitro Experimenten gegen Gliosarkome bei Ratten, dass nur geringe
Konzentrationen von 4-lpomeanol erforderlich waren, um menschliche und
Rattentumorzellen abzutéten (114). Das Wachstum von Kaninchen CYP4B1-
exprimierenden Tumorzellen, die Mausen subkutan implantiert wurden, konnte auch
durch intraperitoneale Verabreichung von 4-Ipomeanol effizient gestoppt werden (114).
Das Kaninchen CYP4B1/4-lpomeanol Suizidgensystem kann effektiv 4-lpomeanol in
toxische Metaboliten umwandeln, wohingegen das humane Protein keine Aktivitat
gegenilber dem Substrat zeigte und somit eine durch das CYP4B1 vermittelte toxische
Reaktion im Menschen nach Applikation der Prodrugs ausgeschlossen werden konnte
(70). Ebenfalls konnte in den humanen HCC-Zelllinien Hep3B, HuH-7 und HepG2, die
mit dem Kaninchen CYP4B1 ausgestattet waren, eine rasche Apoptose-Induktion
durch 4-Ipomeanol bereits bei geringen Konzentrationen gezeigt werden (105).

Da das Kaninchen CYP4B1/4-lpomeanol Suizidgensystem nicht humanen Ursprungs
ist und somit bei einer Anwendung im Menschen potentiell Immunogenitat auslésen
kénnte, hat sich unsere Arbeitsgruppe seit einigen Jahren mit einem humanen
CYP4B1 Suizidgensystem befasst. Da das humane native CYP4B1 inaktiv ist,
entwickelten Wiek et al. durch einen systematischen Austausch ein neuartiges
humanes Suizidgen (hCYP4B1P+12), welches in der Lage ist das naturliche
Lungentoxin 4-lpomeanol effizient in hochtoxische DNA-alkylierende Metaboliten
umzuwandeln (116). Der Austausch von Serin zu Prolin an Aminosaureposition 427
des humanen Enzyms stabilisierte nicht nur das CYP4B1 und verbesserte die
Proteinhalbwertszeit, sondern es stellte auch die Fahigkeit der Bioaktivierung von 4-
Ipomeanol wieder her (116). Durch Ersetzen von 12 weiteren Aminosauren durch die
entsprechenden Aminosauren des Kaninchen CYP4B1 war das humane Protein bei
der Substratumsetzung von 4-lpomeanol nun ahnlich aktiv wie das CYP4B1 des
Kaninchens (116). Da alle veranderten Aminosaurereste in anderen humanen P450-
Enzymen vorhanden waren, ist das Risiko in vivo Immunogenitat zu induzieren,
wahrscheinlich gering (116). 2016 zeigten Roéllecke et al., dass das optimierte humane
CYP4B1 im Kombination mit dem Prodrug 4-lpomeanol als neues Suizidgensystem flr
adoptive T-Zell-Therapien dienen kann (89). 4-lpomeanol konnte in T-Zellen, die mit
dem veranderten humanen CYP4B1 ausgestattet waren, effizient metabolisiert werden
(89). Zudem konnte Perilla Keton als neues Substrat fir das CYP4B1 Suizidgen
identifiziert werden, welches sich sogar durch eine hoéhere Toxizitat als durch 4-
Ipomeanol vermittelt auszeichnete und demnach eine geeignete Alternative als
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Prodrug fur das hCYP4B1P+12 Suizidgen darstellen kénnte (89). Perilla Keton ist ein
naturlich vorkommendes Lungentoxin mit enormer Strukturdhnlichkeit zu 4-lpomeanol;
der einzige Unterschied besteht in einer Methylgruppe an Position C5 fiir Perilla Keton
anstatt einer Hydroxylgruppe an gleicher Stelle fir 4-lpomeanol. Es ist als
Hauptbestandteil in dem Ol von Perilla frutescens, einer Gewirzpflanze, vor allem in
Asien weit verbreitet (117). In 1980 zeigten Untersuchungen, dass vor allem in Pferden
die Exposition gegenlber Perilla Keton zu ausgepragtem Lungenddem und —
emphysem fiihrte, dhnlich wie durch 4-lpomeanol in Rindern verursacht (73,117). Um
darlber hinaus neue Prodrugs festzustellen, wurden in unserer Arbeitsgruppe weitere
Furananaloga als neue potenzielle Substrate in vitro getestet. Die N-terminale Sequenz
des CYP4B1 wurde fur eine heterologe Expression in E. coli optimiert und etabliert
(90). Rollecke et al. beschrieben dabei zum ersten Mal die Expression aktiver humaner
CYP4B1 Isoformen in E. coli (90). Die Furananaloga 2-Furylpentylketon (2-FPK), 2-
Hexylfuran (2-HexF) und 2-Heptylfuran (2-HepF) waren bisher noch nicht als geeignete
Substrate beschrieben worden, konnten aber effizient durch das Kaninchen CYP4B1
metabolisiert werden und stellen somit drei neu identifizierte Substrate dar (90). Des
Weiteren stellte sich bei der Messung der spektrometrischen Bindungsaffinitat und des
oxidativen Metabolismus der Furananaloga heraus, dass Perilla Keton die starkste
Bindung zum CYP4B1 aufweist, aber auch dasjenige Substrat ist, welches am
Umfassendsten zu zahlreichen nicht reaktiven Zwischenprodukten metaboisiert wurde
(90).

1.2 Ziele der Dissertation

Ziel dieser Arbeit war es, die Enzymaktivititen von CYP4B1-Proteinen aus
verschiedenen Organismen mit dem humanen Wildtyp und der punktmutierten Variante
P427 zu vergleichen. Das Kaninchen CYP4B1 diente dabei als Positivkontrolle. Hierzu
wurden die cDNAs (mRNA) fir das CYP4B1 Wildtypenzym von Maus, Pferd,
Schimpanse und Denisova in lentivirale Expressionsvektoren kloniert, rekombinante
replikationsdefekte Viren damit hergestellt und dann zur Expression im gleichen
zellularen Hintergrund alle Proteine in einer Lebertumorzelllinie, HepG2, exprimiert. In
der Arbeit wurden dann folgende Fragestellungen berticksichtigt:

1. Gibt es Unterschiede in Hinblick auf Proteinexpression, Substratumsetzung und
Proteinhalbwertszeit?

2. Koénnen die in dieser Arbeit getesteten CYP4B1-Proteine Substratanaloga des
4-lpomeanol, wie z.B. Perilla Keton, metabolisieren?

3. Welche neuen evolutionaren Erkenntnisse liefern die Daten fiur das CYP4B1
von Denisova und Schimpanse?

4. Ist es moglich, durch Proteinvorhersagen zur Struktur der verschiedenen
CYP4B1-Enzyme mdgliche Funktionalitdtsunterschiede erklaren zu kénnen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Isopropanol VWR Chemicals Prolabo (Darmstadt, D)

Methanol VWR Chemicals Prolabo

Ethanol VWR Chemicals Prolabo

DMSO Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

Cycloheximid Sigma-Aldrich

Ethidiumbromid Merck KGaA (Darmstadt, D)

Methylenblau Merck KGaA

Biozym LE Agarose Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf, D)
4-lpomeanol National Cancer Institute, Drug Synthesis and Chemistry

Branch (Bethesda, Maryland, USA)

Perilla Keton synthetisiert nach Matsuura T. (118)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller
Pwo-DNA-Polymerase Roche (Grenzach-Wyhlen, D)
ddNTPs MBI-Fermentas (St. Leon-Rot, D)
Restriktionsenzyme NEB (Frankfurt a.M., D)

T4 DNA Ligase NEB

High Pure PCR Product Purification Kit Roche

High Pure Plasmid Isolation Kit Roche

Plasmid DNA Purification (NucleoBond® | Macherey-Nagel (Diiren, D)
Xtra Midi/Maxi)

DyeEx® 2.0 Spin Kit Qiagen (Hilden, D)
RNeasy® Mini Kit Qiagen
High-Capacity RNA-to-cDNA Kit Applied Biosystems (Darmstadt, D)

Super Signal West Dura Extended | Pierce (Rockford, USA)
Duration Substrate
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Big Dye

®

sequencing kit

2.1.3 GrofBen- und Langenstandards

Nukleinsaurelangenstandards

Gene Ruler™ 1kb Plus DNA Ladder

Quick Load Purple 2-Log DNA Ladder

ProteingréRenstandards

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

2.1.4 Gensequenzen

Terminator v1.1  cycle | Applied Biosystem (Foster City, USA)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

NEB

MBI-Fermentas

Prof. Svante Paabo vom Max-Planck-Institut fir evolutiondre Anthropologie in Leipzig

stellte uns freundlicherweise die Sequenzen des CYP4B1-Proteins von Neandertaler
und Denisova zur Verfugung.

2.1.5 Oligonukleotide

Die Synthese der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide erfolgte von der Firma
MWG-Biotech (Ebersberg, D).

Tabelle 2: Auflistung der genutzten Oligonukleotide

Nummer | Sequenz 5’ > 3’ Bemerkung

1830 GGCTAGCGGATCCATCGCCACCG | vorwarts Primer fur die PCR, bindet am 5’
GTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG | Bereich von puc2CL7EGwo und enthalt

eine Nhel und eine Agel Schnittstelle

1831 GGCTAGCGGATCCATCGCCACCG | Vorwarts Primer fur die PCR, bindet am 5’
GTGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT Bereich von puc2CL7EGwo und enthalt
G eine Nhel und Agel Schnittstelle

1832 CCCGCGGAATTCTTACTTGTATAG | rickwarts Primer fir die PCR, bindet am 3’

CTCGTCCATGCCGAGAGTGATCC
CGG

Ende von puc2CL7EGwo und enthalt eine
EcoRI und eine Sacll Schnittstelle
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1824 GGCTAGCGCGTTAACGCCACCAT | vorwarts Primer fur die PCR, bindet am 5’
GGTGCCCAGCTTCCTCTCCCTG Bereich vom humanen CYP4B1 und
enthalt eine Nhel-Schnittstelle
1825 CACCGGTGGCGATGGATCCCTCC | rickwarts Primer fir die PCR, bindet am 3’
TTCCCAGACCCAGGGCCCAGTG Ende vom humanen CYP4B1 und enthalt
eine Agel-Schnittstelle
1826 GGCTAGCGCGTTAACGCCACCAT | vorwarts Primer fur die PCR, bindet am 5’
GCTCGGCTTCCTCTCCCGCCTGG | Bereich vom Kaninchen CYP4B1 und
enthalt eine Nhel-Schnittstelle
1827 GGCTAGCGCGTTAACGCCACCAT | ruckwarts Primer fir die PCR, bindet am 3’
GGCGCTCAGCTTTCTCTCTCCAA Ende vom Kaninchen CYP4B1 und enthalt
GCC eine Agel-Schnittstelle
1828 GGCTAGCGCGTTAACGCCACCAT | vorwarts Primer fur die PCR, bindet am 5’
GGCGCTCAGCTTTCTCTCTCCAA Bereich vom Maus CYP4B1 und enthalt
GCC eine Nhel-Schnittstelle
1829 CACCGGTGGCGATGGATCCCTCC | rickwarts Primer fir die PCR, bindet am 3’
TTTCCAGACCCAGGGCCCAGTGG | Ende vom Maus CYP4B1 und enthéalt eine
CTTC Agel-Schnittstelle
1821 CACCATTATCGTTTCAGACCCACC | vorwarts Primer fur die Overlap-PCR,
TCCCAACCCCGAGGGG bindet am 5 Bereich der SA-Kassette
eines lentiviralen Vektors
1822 GGGGAGCCTGGACAAAGTGGGG | vorwarts Primer fiur die Overlap-PCR,
TCCTGGGCCCACC bindet am 5 Bereich vom humanen
CYP4B1 und flhrt die Mutation V70G ein
1823 GGTGGGCCCAGGACCCCACTTTG | rickwarts Primer fir die Overlap-PCR,
TCCAGGCTCCCC bindet am 3’ Ende vom humanen CYP4B1
und flihrt die Mutation V70G ein
1845 GGGAGCCTGGACAAGGGGGTGA | vorwarts Primer fiur die Overlap-PCR,
CCTGGACCCAGCAG bindet am 5 Bereich vom Kaninchen
CYP4B1 und flhrt die Mutation V65G ein
1846 CTGCTGGGTCCAGGTCACCCCCT | rickwarts Primer fir die Overlap-PCR,
TGTCCAGGCTCCC bindet am 3 Ende vom Kaninchen
CYP4B1 und flhrt die Mutation V65G ein
257 CTAGGAATGCTCGTCAAGAAG rickwarts Primer fir Sequenzierungen,
bindet am 3’ Ende von IRES
997 CATTAAAGCAGCGTATCCACATAG | rickwarts Primer fur Sequenzierungen,
CG bindet am 3 Ende des Plasmids
puc2CL21I12Pcowo
1533 GCCTCGAGTCTAGCTTAAGTAAG | vorwarts Primer fir Sequenzierungen,
CCATTTTGCAAGGCATGGAAAATA | bindet am 5’ Bereich des MPSV Promoters
C
155 TGAACTTGTGGCCGTTTACGT rickwarts Primer fir Sequenzierungen,
bindet am 3’ Ende von EGFP
1838 CCATGACCAGCCCTCTCTCTCCC | vorwarts Primer fir Sequenzierungen,

ATC

bindet am 5 Bereich des Pan troglodyt
CYP4B1
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1839 CCATGGTGCCCAGCTTCCTCTCC | vorwarts Primer fir Sequenzierungen,
CTGAG bindet am 5 Bereich des Pan paniscus
CYP4B1
1840 CCATGGTGCCTGTGTTGCTCTCCT | vorwarts Primer fir Sequenzierungen,
TG bindet am 5’ Bereich des Pferd CYP4B1
903 TCATGAAGTGTGACGTGGACATC | vorwarts Primer fiir die B-Actin-PCR, bindet
am 5’ Bereich von Exon 5/6 und ist somit
cDNA spezifisch
904 CAGGAGGAGCAATGATCTTGATC | rickwarts Primer fir die B-Actin-PCR,
T bindet am 3’ Ende von Exon 5/6 und ist

2.1.6 Plasmide

somit cDNA spezifisch

2.1.6.1 Helferplasmide und Expressionsplasmide fliir Hullproteine

pCD/NL-BH

CMV-Enhancer/Promoter getriebener Expressionsvektor fir
HIV Gag/Pol sowie akzessorische bzw. regulatorische Gene,
bei denen die Inaktivierung  des Env-  und
Verpackungssignals durch Deletion erfolgt (119). Dieses
Plasmid wurde von Herrn Dr. Jakob Reiser, Louisiana State
University School of Medicine, New Orleans, USA, zur
Verfligung gestellt.

pczVSV-G Expressionskonstrukt flir das Hillprotein Glykoprotein G des
Vesiculostomatitis Virus (VSV) (120). Dieses Plasmid wurde
von Herrn Prof. Dirk Lindemann, Institut flr Virologie,
Dresden, zur Verfligung gestellt.

2.1.6.2 Klonierungsplasmide

puc2CL21EGNwo Lentiviraler Vektor, der als Basis fir die Klonierung des

puc2CL7IPcowo

puc2CL7EGwo

Plasmids puc2CL21I12Pcowo genutzt wurde.

Lentiviraler Vektor, bei dem die IRES-Puromycin Kassette
als Insertfragment flir die Klonierung des Plasmids
puc2CL2112Pcowo verwendet wurde.

Lentiviraler Vektor, dessen EGFP Kassette fir die
Herstellung des Plasmids puc2CL21EGI2Pcowo genutzt
wurde
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2.1.6.3

puc2CL2112Pcowo

puc2CL21EGI2Pcowo

5-LTR

In dieser Arbeit konstruierte Plasmide

Lentiviraler Vektor mit der U3 Promoter Region des MPSV
(Myeloproliferatives sarcoma virus) als interner Promoter.
Ein IRES-Element (internal ribosome entry site) und ein
Puromycin-Resistenzgen gehdren zur Transgenkassette und
werden nach der Integration durch den internen Promoter
angetriecben. WPRO (woodchuck hepatitis virus post-
transcriptional regulatory element, optimiert) férdert den
MmRNA  Transport und die Stabilitdt. Der CMV
(Cytomegalievirus) Promoter fungiert als Promoter des
Backbones.

Die cDNA Sequenz des enhanced green fluorescent protein
(EGFP) wurde mittels PCR amplifiziert, mit deren Hilfe
spezifische Schnittstellen vor und nach dem offenen
Leserahmen eingefiigt wurden. Dieser Vektor diente
anschlie®end als Ausgangsvektor fiir die Cytochrom-EGFP-
Fusionskonstrukte (Abbildung 6). Folgende Cytochrome
wurden als Fusionskonstrukt mit EGFP hergestellt:

* humanes CYP4B1 wt (S427)

* humanes CYP4B1 punktmutiert p.S427P (P427)
* Kaninchen CYP4B1

* Maus CYP4B1

* Pferd CYP4B1

* Pan paniscus CYP4B1

* Pan troglodyt CYP4B1

* Denisova CYP4B1

* Denisova P427 CYP4B1

* Kaninchen Denisova-Mutation CYP4B1

Agel Agel Sacll

Aenv Aenv — i 3-LTR
MPsv H cytochrom | EGFP ){IRESH PURO
RUS <PPT i RUS

CYP-EGFP Fusion

Abbildung 6: Schematische Darstellung des puc2CL21CYPEGI2Pcowo

Schematische Darstellung eines lentiviralen Expressionsvektors mit einer Transgenkassette
bestehend aus einem Cytochrom-EGFP-Fusionskonstrukt, gefolgt von einem IRES-PURO-
Element. Als interner Promoter dient eine MPSV-Promoter-Region; WPRO fungiert als
Stabilisator. LTR = long terminal repeats, R = redundante Region, U3 = unique Region, U5 =
unique Region, gag = gruppenspezifisches Antigen, env = envelope, RRE = rev responsive
element, rev =regulator of expression of virion proteins, cPPT = zentraler Polypurintrakt, CYP =
Cytochrom, PURO = Puromycin-Resistenzgen
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2.1.7 Antibiotika

Stammlésung | Arbeitskonzentration

Ampicillin (Sigma-Aldrich) 50 mg/ml 100 pg/ml
Kanamycin (Sigma-Aldrich) 50 mg/ml 50 pg/ml
Penicillin/Streptomycin (GIBCO® 10 mg/ml 10 pg/ml
(Darmstadt, D))

Puromycin (GIBCO®) 10 mg/ml 2 pg/ml
Cycloheximid (Sigma-Aldrich) 100 mg/ml 50 pg/ml

2.1.8 Bakterien-Stamme

In dieser Arbeit wurde mit dem One shot® Top10 Competent cells Bakterien-Stamm
von Invitrogen gearbeitet.

2.1.9 Zelllinien

Zelllinie Bemerkung Referenz
HEK293T humane embryonale Nierenepithelzellen, durch humane | DSMZ
Adenoviren transformiert, beinhalten das groRe T-Antigen | (121)
des SV40-Virus
HT1080 Zelllinie eines humanen Fibrosarkoms DSMz
(122)
HepG2 Zelllinie eines humanen hepatozellularen Karzinoms DSMz
(123)

2.1.10 Antikorper fur Western Blot Farbungen

‘ Verdiinnung | Referenz

primére Antikorper

Maus-a-B-Actin (monoklonal) 1:20.000 Sigma-Aldrich (clone AC-74)

Maus-a-GFP (monoklonal) 1:10.000 Clontech (Saint-Germain-en-Laye,

F) (1004038)

sekundare Antikorper

Schaf-a-Maus

konjugiert

lgG, HRP-| 1:10.000 GE Healthcare (Solingen,
(RPN4201V)

D)
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2.1.11 Puffer und Losungen

211141 Losungen zur Analyse und Klonierung von DNA

LB-Medium
LB-Agar

1x TAE Puffer

10x Proben-Puffer

1x TE-Puffer

Luria Bertani Broth, Sigma-Aldrich (L3022)
Luria Bertani Agar, Sigma-Aldrich (L2897)

242 g Tris base

57,1 ml Essigsaure
100 ml 0,5 M EDTA
ad 11A. dest., pH 8,5

250 mg Bromphenolblau

250 mg Xylene Cyanol

33 ml 150 mM Tris pH 7,6

60 ml Glyzerin

mit A. dest. auf 1000 ml auffillen

TE-Puffer pH 8,0
AppliChem GmbH (Darmstadt, D) (A0386)

21.11.2 Puffer und Losungen fur die Zellkultur

D-MEM

IMDM

Zusitze fiir ,Komplett-Medium*

1x PBS

1x Trypsin-EDTA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 4500
mg/l D-Glukose, mit Sodium-Pyruvat
GIBCO® (31966-047)

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
Sigma-Aldrich (RNBD1474)

- 10% FCS, Hitze-inaktiviert
GIBCO® (10500-064)

- 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin, GIBCO® (15140-163)

- 2 mM L-Glutamin, GIBCO® (25030-123)

phosphatgepufferte Kochsalzlésung, ohne
CaCl, und MgCl,, GIBCO® (14190-169)

0,05%  Trypsin und 0,02% EDTA
GE Healthcare (L11-004)
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0,1%ige Gelatinelésung fiir 1000 ml

Methylenblau-Farbung

Propidiumiodid-Farbung

1 g Gelatine, Sigma-Aldrich (G1890)
mit A. dest. auffullen und autoklavieren

1,25 g Methylenblau in 500 ml Methanol

Propidiumiodid (PI), Sigma-Aldrich (P4864)
in PBS auf eine Gebrauchskonzentration
von 0,5 pyg/ml einstellen

21113 Puffer und Losungen fiir proteinbiochemische Methoden

10x Protein-Lysepuffer fiir 100 ml

Lade-Puffer

Reducing Agent

Antioxidant

Laufpuffer

Transferpuffer

PBS-T

Blocklésung

10 ml 1 mM Tris/HCI; pH 8,0
8,2 g NaCl

0,25 g NaN;

10 ml Triton®X-100

mit A. dest. auf 100 ml auffillen

NuPAGE® LDS Sample Buffer 4x Invitrogen
(NP0O0Q7)

NuPAGE® Sample Reducing Agent (10x)
Invitrogen (NP0O009)

NuPAGE® Antioxidant, Invitrogen (NP0005)

NuPAGE® MES SDS Running Buffer 20x
Invitrogen (NP0002)

Transfer Buffer 20x, Invitrogen (NP00O0G)
5% Methanol

PBS mit 0,1% Tween®20, Sigma-Aldrich
(047K0020)

5% Milchpulver von Roth (Karlsruhe, D)
(T145) in PBS-T
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2.1.12Verwendete Programme

Folgende Web-Server wurden in dieser Arbeit zur Vorhersage von Proteinstrukturen

genutzt.

PSIPRED v3.3
UCL Bioinformatics Unit, University College London
http://www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

Das Programm PSIPRED (Position Specific Iterative Prediction) liefert
Aussagen uber die Sekundarstruktur von Proteinen mit einer Genauigkeit von
76% (124).

SignalP 4.1
Center of Biological Sequence Analysis, Technische Universitat Danemark
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1

Das Programm gibt Aussagen (ber die Wahrscheinlichkeit von
Signalpeptidschnittstellen. Diese Schnittstellen befinden sich in der Regel
zwischen Signalsequenzen und dem Protein. Anhand der Schnittstellen kann
eine Unterscheidung zwischen spaltbaren Signalpeptiden und Signal-Anker-
Sequenzen erfolgen. Letztere entsprechen der Transmembrandoméne eines
Proteins (125-128).

TMHMM 2.0
Center of Biological Sequence Analysis, Technische Universitat Danemark
http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM

TMHMM steht flir Transmembrane prediction using hidden Markov models.
Dieses Programm dient der Vorhersage von Transmembrandomanen und
beruft sich dabei auf das hidden Markov model (129,130).

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Anzucht von Bakterien

Die Kultivierung des E. coli Stammes erfolgte in LB-Medium tber Nacht unter Schutteln

bei

37°C. Die Selektion transformierter Bakterien konnte durch Zugabe von

Resistenzantibiotika erreicht werden.
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2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Fir die praparative Aufreinigung kleiner Mengen Plasmid-DNA wurde mit dem ,High
Pure Plasmid Isolation Kit* der Firma Roche nach Herstellerangaben gearbeitet. Zur
Gewinnung gréRerer Mengen Plasmid-DNA mit hohem Reinigungsgrad wurde das
,Plasmid DNA Purification (NucleoBond® Xtra Midi/Maxi)“ Kit der Firma Macherey-
Nagel nach Anweisung des Herstellers genutzt. Anschlielend erfolgte die Lésung der
Plasmid-DNA in TE-Puffer und konnte spektrophotometrisch mittels NanoDrop ND-
1000 (Kisker) quantifiziert werden.

2.2.3 DNA-Analyse
2.2.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Ziel der Agarose-Gelelektrophorese ist die grélRenabhangige Auftrennung von DNA-
Fragmenten. Fir die analytische bzw. praparative Auftrennung von Nukleinsauren
wurden 1%ige Agarose-Gele mit 0,2 pug/ml Ethidiumbromid verwendet. Durch Anlegen
einer Spannung wandert die negativ geladene DNA von der Anode zur Kathode.
Ethidiumbromid ist ein DNA-interkalierendes Agens, sodass die aufgetrennten DNA-
Banden auf einem UV-Transilluminator detektiert werden konnten. Durch einen
mitgefihrten DNA-Standard-Groflenmarker konnte die Zuordnung einzelner Banden
ihrer entsprechenden GroRRe erfolgen und die gewiinschte Bande ausgeschnitten
werden. Die Extraktion der DNA geschah mit Hilfe des ,High Pure PCR Product
Purification Kit“ von Roche nach Angaben des Herstellers.

2.2.3.2 Restriktionsverdau von DNA

Beim Restriktionsverdau wird die DNA mit Hilfe von Enzymen sequenzspezifisch
geschnitten. Zum Einen kdénnen dadurch Plasmide analytisch identifiziert werden, zum
Anderen ist der Verdau ein Bestandteil der Klonierung. Die in dieser Arbeit
verwendeten Enzyme sind Restriktionsendonukleasen vom Typ Il, die spezifisch
innerhalb von meistens palindromischen Sequenzen schneiden. Werden die
Phosphodiesterbindungen zwischen den Nukleotiden hydrolysiert, kommt es zur
Entstehung von glatten bzw. Uberhdngenden Enden der Doppelstrang-DNA. Ein
typischer Restriktionsverdau-Ansatz ist in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Restriktionsverdau-Ansatz

analytisch praparativ
DNA 1 bis 2 pg 5 bis 10 pg
Reaktionspuffer (10x) 2 ul 2 ul
BSA 10x 2 ul 2 ul
Restriktionsenzym 5bis 10U 10U
ad A. dest. 20 pl 20 pl

2.2.3.3 Ligation von DNA

In dieser Arbeit wurde die T4-DNA-Ligase der Firma NEB verwendet, welche unter
ATP-Verbrauch die 3’-Hydroxylgruppe mit der 5’-Phosphatgruppe der DNA-Fragmente
verknupft. Zur Ausbildung von Phosphodiesterbindungen ist das Vorhandensein von
glatten bzw. komplementdren Enden der DNA-Fragmente erforderlich. Fir die
Ligationsreaktion wurden Vektor und Insert im molaren Verhaltnis 1:3 gemischt. Dem
Ligationsansatz wurden zudem 2 U T4-DNA-Ligase sowie Ligationspuffer hinzugefiigt.
Die Reaktion erfolgte fiir 3 bis 4 Stunden bei Raumtemperatur.

2.2.3.4 Transformation von DNA in E. coli-Zellen

Transformation bedeutet das Einbringen von Fremd-DNA in Bakterien. Um das
Wachstum nicht-transformierter Bakterien zu verhindern, wurden alle verwendeten
Plasmide mit einem bakteriellen Resistenzgen (Ampicillin oder Kanamycin)
ausgestattet. Die Transformation erfolgte unmittelbar nach der Ligation von DNA-
Fragmenten. Zunachst wurden 70 pl der E. coli-Top10-Bakteriensuspension auf Eis
aufgetaut und mit 10 pl der ggf. verdinnten Fremd-DNA (z. B. Ligationsansatz)
versetzt. Im Anschluss an eine 20-min(tige Inkubation auf Eis folgte die Erhitzung des
Ansatzes auf 42°C flur 45 Sekunden. Nach dem Hitzeschock wurde der Ansatz fir 2
min auf Eis gekihlt und mit 250 pl LB-Medium ohne Zusatze gemischt. Anschlielend
erfolgte eine einstindige Inkubation bei 37°C und 350 rpm. Nachdem die
transformierten Bakterienzellen auf einer LB-Agarplatte mit Antibiotikum ausplattiert
wurden folgte die Inkubation dieser tiber Nacht im Brutschrank.

2.2.3.5 PCR-Amplifikation von Plasmidfragmenten zur Klonierung

Die PCR dient der Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte. Hierbei wird zunachst
die doppelstrangige DNA bei ca. 95°C denaturiert, so dass sequenz-spezifische Primer
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an die nun einzelstrangige DNA binden kénnen. Mit Hilfe der DNA-Polymerase werden
die gebundenen Primer entsprechend der DNA-Matrize in der Elongationsphase
verlangert. Durch mehrfaches Durchlaufen eines Zyklus kommt es zu einer
exponentiellen Vervielfaltigung des DNA-Abschnittes.

Die in dieser Arbeit verwendete Pwo-DNA-Polymerase zeichnet sich durch eine hohe
Lesegenauigkeit sowie durch eine 3’-5-Korrekturlesefahigkeit aus. Sie wurde fir die
Amplifizierung von DNA-Abschnitten genutzt, die fiir die Klonierung verwendet wurden.
Ein typischer Reaktionsansatz fir die PCR ist in Tabelle 4 zusammengefasst. Tabelle 5
zeigt die PCR-Bedingungen.

Tabelle 4: PCR-Reaktionsansatz

Komponenten Konzentration/Mengen Volumen
DNA-Matrize 200 ng 2 ul (100 ng/pl)
Primer vorwarts 100 pmol 1 ul (100 pmol/pl)
Primer rGckwarts 100 pmol 1 ul (100 pmol/pl)
ddNTP-Mix 0,2 uyM 1 pl (10 mM)
Pwo-Puffer 1x 2,5 pl (10x)
Pwo-DNA-Polymerase 2U 1 ul (2 U/pl)

ad A. dest. 25 pl

Tabelle 5: PCR-Bedingungen

Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 94°C 3 Minuten 1
Denaturierung 94°C 30 Sekunden
Primer-Bindung 68°C 1 Minute 30
Verlangerung 72°C 30 Sekunden/1kb
Verlangerung 72°C 10 Minuten 1
Abkuhlen 4°C 0

2.2.3.6 Overlap-extension-PCR

Diese spezielle Form der PCR dient dazu, gezielt Sequenzen wie z.B. Mutationen oder
Schnittstellen in die zu amplifizierende DNA-Sequenz einzufiigen. Ein Ablaufschema
ist in Abbildung 7 zu sehen. Die inneren Primer P2 und P3 sind zueinander
komplementar und tragen die gewtinschte Punktmutation. Die duReren Primer P1 und
P4 kénnen Erkennungssequenzen fir Restriktionsenzyme enthalten. Wahrend der
ersten beiden PCR-Reaktionen werden Fragmente gebildet, die zueinander
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komplementare Enden besitzen und die Punktmutation tragen. In der folgenden dritten
PCR-Reaktion werden die Produkte aus den ersten beiden PCR-Reaktionen als DNA-
Template eingesetzt. Es kommt zu einer Hybridisierung der zueinander
komplementaren Enden, sodass diese am 3-Ende von der DNA-Polymerase
verlangert werden kénnen. Mit Hilfe der Primer P1 und P4 kann nun die punktmutierte
DNA vervielfaltigt werden und anschlielend in den Zielvektor Uberfiihrt werden. Die
PCR-Bedingungen entsprechen denen aus Abschnitt 2.2.3.5.

5 - =% P2 <o pa 3
« e o waifen
3¢ P1 | P3 - 5¢
PCR1 PCR 2
mit P1 und P2 mit P3 und P4
5 \_' R 3¢
Kh YF =5
5 —3¢ % 3
3¢ x H:k: 5¢
PCR 3
P1 und P4
PCR-Produkt aus PCR 1 und 2
5= ra ol BERELEEEECH - Y
- raarinnns 3 - - "I 5
5 — o — 3
< P1 P4 f;,(
3i i - x : 5:

Abbildung 7: Ablaufschema einer Overlap-extension-PCR

2.2.3.7 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte flir die Sequenzuberprifung amplifizierter
Klonierungsprodukte. Hierbei wurde die Kettenabbruchmethode nach Sanger
verwendet, bei der eine PCR-Reaktion mit der zu Gberprifenden DNA-Matrize, einem
komplementaren Primer und dem Big Dye® Terminator Kit der Firma Applied
Biosystems durchgefuhrt wurde. Das Sequenzierungs-Kit setzt sich aus der
Polymerase sowie den vier ddNTPs zusammen, welche mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind und dadurch automatisch in einem Sequenzierer
erkannt werden. Ein typischer Reaktionsansatz fir die Sequenzierungs-PCR st in
Tabelle 6 zusammengefasst. Tabelle 7 zeigt die PCR-Bedingungen.
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Tabelle 6: Sequenzierungs-PCR-Reaktionsansatz

Komponenten Konzentration Volumen
Plasmid-DNA 0,5 bis 1,0 pg 5 ul DNA (300-400 ng)
Big Dye® Terminator 1x 4 yl

Primer 10 pmol 1 pl (10 pmol/pl)

ad A. dest. 20 pl

Tabelle 7: Sequenzierungs-PCR-Bedingungen

Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 96°C 1 Minute 1
Denaturierung 96°C 10 Sekunden
Primer-Bindung 55°C 50 Sekunden 25
Verlangerung 60°C 4 Minuten
Verlangerung 60°C 7 Minuten 1
Abkuhlen 4°C 0

Die Aufreinigung der Sequenzierungs-Ansétze erfolgte mit dem DyeEx® 2.0 Spin Kit
der Firma Qiagen. Die Proben wurden mit Hi-Di'™ Formamid der Firma Applied
Biosystems versetzt. AnschlieRend erfolgte die Sequenzierung im Biologisch-
Medizinischem Forschungszentrum (BMFZ) der Universitat Diisseldorf (ABI Prism®
3130XL Genetic Analyzer, Applied Biosystems).

2.2.4 Gewinnung von cDNA aus Gewebeproben

Zunachst erfolgte die Isolierung von RNA aus den Gewebeproben, die in RNAlater der
Firma Qiagen gelagert waren, mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits (Qiagen) nach
Herstellerangaben. Im Anschluss daran wurde die cDNA Synthese mit dem High-
Capacity RNA-to-cDNA Kit der Firma AB durchgefiihrt. Bei der cDNA Synthese wird
die RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Als
Kontrolle der cDNA Synthese wurde ein 155 bp langes Fragment von (-Aktin
amplifiziert und gelelektrophoretisch nachgewiesen. Die korrekt umgeschriebene cDNA
kann bis zur weiteren Nutzung bei -20°C gelagert werden. Tabelle 8 zeigt den
Reaktionsansatz der cDNA Synthese und Tabelle 9 die Synthesebedingungen. Der
Reaktionsansatz der $-Actin-PCR sowie dessen Reaktionsbedingungen sind in Tabelle
10 und 11 veranschaulicht.
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Tabelle 8: cDNA Synthese Reaktionsansatz

Komponenten Konzentration Volumen
RT-Puffer 2x 10 i
RT Enzym-Mix 20x 1l
RNA-Probe 500 ng/ul 1 ul
ad Nuclease-freies H,0O 20 ul
Tabelle 9: cDNA Synthese Bedingungen

Temperatur Dauer Zyklen
Schritt 1 37°C 60 Minuten 1
Schritt 2 95°C 5 Minuten 1
Schritt 3 4°C 0
Tabelle 10: B-Aktin-PCR Reaktionsansatz
Komponenten Konzentration/Mengen Volumen
cDNA 10 ng 1l
Primer ACTB vorwarts 10 uM 1,2 pl
Primer ACTB rickwarts 10 ym 1,2 pl
ddNTP-Mix 0,2 uM 1 ul
Pwo-Puffer 1x 2 pl (10x)
Pwo-DNA-Polymerase 2U 1wl
ad A. dest. 20 pl
Tabelle 11: B-Aktin-PCR Reaktionsbedingungen

Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 15 Minuten 1
Denaturierung 94°C 30 Sekunden
Primer-Bindung 60°C 30 Sekunden 35
Verlangerung 72°C 30 Sekunden
Verlangerung 72°C 10 Minuten 1
Abklhlen 4°C 0
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Die adharent wachsenden, eukaryotischen Zelllinien wurden auf
zellkulturbeschichteten Kulturschalen mit D-MEM Zellkulturmedium (Komplettmedium)
im Brutschrank bei 37°C, 5% CO,-Gehalt und 95% Luftfeuchte kultiviert. Zudem
erfolgte eine Beschichtung der Zellkulturschalen mit einer 0,1%igen Gelatinelésung,
die mindestens 30 Minuten vor Aussaat der Zellen auf den Zellkulturschalen im
Brutschrank inkubierte und erst kurz vor der Aussaat abgesaugt wurde. Sobald die
Zellen einen konfluenten Monolayer gebildet hatten, mussten diese vereinzelt werden.

2.3.2 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Zur Lagerung wurden die Zellen in Einfriermedium (Kulturmedium mit 20% FCS und
10% DMSO) kurzfristig bei -80°C, langfristig in flussigem Stickstoff gelagert. Um die
Zellen zu rekultivieren, wurden diese zlgig in einem Wasserbad aufgetaut, das
Einfriermedium abzentrifugiert und anschlielend in neuem Medium aufgenommen.

2.3.3 Lentivirale Virusproduktion: Transiente Erzeugung virushaltiger
Uberstinde, Virusernte und Transduktion

Der Begriff Transfektion beschreibt den Prozess des Einbringens fremder Nukleinsdure
in eukaryotische Zellen. Die Transfektion wurde in dieser Arbeit mit Polyethylenimin
(PEI), einem kationischen Polymer, das nukleinsdurebindende und —kondensierende
Eigenschaften aufweist, durchgefiihrt. Die Komplexe aus DNA und PEI werden
vermutlich durch Endozytose von verschiedenen Zellarten aufgenommen.

Produzentenzellen aussaen
Pro 10 cm-Schale wurden 5x10® HEK 293T-Zellen in einem Volumen von 10 ml
ausgesat und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Transfektion

Am nachsten Tag erfolgte dann die transiente Transfektion, fiir die zunachst zwei
Losungen angesetzt wurden. Losung A besteht aus 45 ug PEI in 1 ml D-MEM Medium
ohne Zusatze pro Transfektion. Lésung B besteht aus einem DNA-Mix aus je 5 ug
Plasmid-DNA des Helferplasmids pCD/NL-BH, eines Vektors flr das Hullprotein und
des Transgenvektors in 1 ml D-MEM Medium. Beide Ansatze wurden ziigig zusammen
gefuhrt, intensiv gemischt und bei Raumtemperatur fir 15 bis 20 Minuten inkubiert.



MATERIAL & METHODEN 29

Das Medium der HEK 293T-Zellen wurde durch 4 ml D-MEM Komplettmedium mit 15%
FCS ersetzt. Nach der Inkubationszeit konnte der Transfektions-Mix vorsichtig auf die
HEK 293T-Zellen gegeben werden, welche anschliellend tUber Nacht im Brutschrank
inkubierten. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel um den Uberschissigen
Transfektions-Mix zu entfernen sowie die weitere Inkubation im Brutschrank fir 24
Stunden.

Virusernte

Der Zellkulturiberstand der HEK 293T-Zellen wurde abgenommen und mit einem Filter
mit einer Porenweite von 0,45 pm filtriert. In dem auf diese Weise gewonnenen
zellfreien Uberstand befinden sich die extrazelluldren viralen Partikel, die entweder
direkt oder mit entsprechendem Kulturmedium verdinnt auf die Zielzellen gegeben
werden konnten.

Transduktion von HT1080-Zellen zur Titerbestimmung

Der Virus-Titer gibt die Menge der transduzierenden Einheiten (TE) pro Volumeneinheit
im Uberstand an. Daflr wurde in dieser Arbeit die Referenzzelllinie HT1080 verwendet.
Zur Titerbestimmung wurden 3,5x10* HT1080-Zellen pro Well auf einer 6-Well Platte
am Tag vor der Transduktion ausplattiert. Hierfur wurde eine Verdinnungsreihe von
10" bis 10° des Virusiiberstandes hergestellt und anschlieRend die HT1080 Zellen mit
je 1 ml des verdinnten VirusUberstandes infiziert. Nach 24 Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel. Da die transduzierten Zellen ein Puromycin-Resistenzgen
exprimieren, erfolgte die Bestimmung des Virus-Titers durch Selektion mit 2 pg/ml
Puromycin. Waren alle nicht-infizierten Zellen der Negativ-Kontrolle abgestorben,
konnte die Selektion als beendet angesehen werden. Der Virus-Titer wurde unter
Bertcksichtigung des Verdinnungsfaktors des Virusiberstandes durch Auszahlen der
gewachsenen und mit Methylenblau gefarbten Zellkolonien bestimmt. Vorausgesetzt
die transduzierten Zellen teilten sich gleich haufig wie nicht-transduzierte Zellen,
konnte mit folgender Formel bestimmt werden, wie viele transduzierende Einheiten
zum Zeitpunkt der Transduktion im Uberstand vorhanden waren.

TE/ml = Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt der Transduktion x Anzahl der gezihiten Kolonien x Verdiinnung

100

Transduktion von HepG2-Zellen

Am Tag vor der Transduktion wurden 2x10° HepG2-Zellen pro 10 cm-Schale
ausplattiert. Die Transduktion erfolgte mit ca. 8 ml frisch geerntetem Virusuberstand.
Am Tag darauf erfolgte ein Mediumwechsel.
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2.3.4 Behandlung transduzierter Zellen mit 4-lpomeanol und Perilla Keton

Mit dem im Folgenden beschriebenen Toxizitdtsassay kdonnen transduzierte Zellen in
Bezug auf ihre jeweilige Absterberate miteinander verglichen werden. Dazu wurden die
Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von 4-lpomeanol oder Perilla Keton
inkubiert und anschlieBend nach 24 und 48 Stunden mittels FACS (Fluorescence
Activated Cell Sorter) analysiert.

l. Aussaat der transduzierten Zellen

Transduzierte HepG2-Zellen wurden in 12-Well Platten ausplattiert. Hierfir wurden
mindestens 2x10° Zellen an Tag 1 und mindestens 1x10° Zellen an Tag 2 in einem
Volumen von jeweils 500 pl ausgesat. Nach dem Anheften der Zellen an die
Zellkulturschalen wurde 500 pyl Medium mit aufsteigenden 4-lpomeanol- bzw. Perilla
Keton-Konzentrationen hinzugeflgt.

Il. Inkubation mit 4-lpomeanol und Perilla Keton

Folgende Konzentrationen des Prodrugs wurden in dieser Arbeit in komplettem
Medium mit DMSO eingesetzt:

0 uM (D-MEM ohne 4-IPO bzw. PK)
2,9 uM (0,5 pg/ml)

9 uM (1,55 pg/ml)

29 UM (5 pg/ml)

90 uM (15,5 pg/ml)

290 puM (50 pg/mil)

Die Absterberate der Zellen wurde nach 24 und 48 Stunden Inkubation mittels
Durchflusszytometer bestimmt. Hierfir wurde eine lebend-tot-Farbung mit
Propidiumiodid durchgefiihrt, welches mit der DNA interkaliert. Propidiumiodid dringt
nur durch die perforierte Zellmembran von toten Zellen, sodass lebende Zellen
aufgrund ihrer intakten Membran nicht angefarbt werden.

lll. Auswertung der Toxizitatsassays

Mittels Propidiumiodid wurden die lebenden von den toten Zellen im Fluorescence
Activated Cell Sorter (FACS) getrennt. Das Uberleben der EGFP* Zellen wurde
anschlieRend in einer Absterbekurve dargestellt. Auf diese Weise konnten sowohl
Zelltrimmer als auch nicht-Transgen tragende (EGFP" Zellen) aus der Auswertung
ausgeschlossen werden.
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2.3.5 Bestimmung der Protein-Halbwertszeit mit Cycloheximid

Cycloheximid (CHX) ist ein von Streptomyceten (Streptomyces griseus) produziertes
Antibiotikum, welches die eukaryotische Proteintranslation durch Verhindern des
Peptidyltransfers an die Ribosomen hemmt. Die Halbwertszeit von CYP4B1-EGFP-
Fusionsproteinen wurde in stabil transduzierten HepG2-Zellen bestimmt. Die
Proteinhemmung konnte visualisiert werden, indem die Ermittlung der EGFP-
Fluoreszenz der jeweiligen Fusionsproteine mittels FACS in Verhaltnis zur
unbehandelten Kontrolle gesetzt wurde. Zunachst wurden die transduzierten HepG2-
Zellen in 6-Well Platten ausgesat (5x10° Zellen/Well, Volumen 1 ml) und {iber Nacht im
Brutschrank inkubiert. Am nachsten Morgen erfolgte die Zugabe von Cycloheximid-
haltigem Kulturmedium (Endkonzentration 50 pg/ml). Nach 5, 10, 25 und 35 Stunden
wurden die Kulturen abgestoppt, die Zellen trypsiniert und anschlieBend im FACS
gemessen.

2.3.6 Durchflusszytometrie-Analyse (FACS)

Mit Hilfe eines Durchflusszytometers lassen sich die Grofle, Granularitdt und
Fluoreszenz von Zellen bestimmen, um verschiedene Subpopulationen mit
Markergenen (z.B. EGFP) oder fluoreszierenden Antikérpern unterscheiden zu kénnen.
Fir die FACS-Messungen wurde das FACS Calibur Flow Cytometer (Becton
Dickinson, Heidelberg) verwendet, fir die Auswertung wurde das Programm CellQuest
genutzt.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

241 Lyse eukaryotischer Zellen

Um die Proteinexpression in eukaryotischen Zellen nach stattgefundener Transduktion
Uberpriufen zu kénnen, wurden von den Zellkulturen Zelllysate hergestellt. Hierzu
wurden die Zellen einer 10 cm-Schale zunachst mit PBS gewaschen, abtrypsiniert und
anschlieRend fir 10 Minuten bei 1600 rpm zentrifugiert. Es erfolgte ein zweiter
Waschschritt mit PBS sowie anschlieRender 10-minitiger Zentrifugation bei 1600 rpm.
Danach wurden die Zellen mit 500 pl 1x Lysepuffer versetzt und bei -20°C gelagert.
Nach dem Auftauen auf Eis wurden die Zellkerne und Membrantrimmer durch
Zentrifugation (10 Minuten bei 4°C, 14.000 rpm) abgetrennt. Der Uberstand wurde mit
Ladepuffer der Firma Invitrogen versetzt und 5 Minuten bei 95°C aufgekocht. Die
Lagerung der aufbereiteten Proteinproben erfolgte bei -20°C.
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2.4.2 Proteinnachweis mittels Western Blot

Fir die Auftrennung der Proteine mittels SDS-Gelelektrophorese wurden die
aufbereiteten Proteinproben auf 4-12% NuPAGE Bis-Tris-Gele der Firma Invitrogen
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte im NUPAGE-MES-SDS-Running Buffer fur 2,5 h
bei 110 Volt. AnschlieBend wurden die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine mittels
eines Semi-Dry Western Blot kovalent an eine Nitrocellulose-Membran (Amersham
Hybond™-P.Hydrophobic polyvinylidene difluoride) gebunden. Hierzu wurde das Gel
auf die Membran gelegt und zwischen Filterpapier und Schwédmmen in einer Transfer-
Kassette eingeklemmt. Im Anschluss daran erfolgte der Transfer der Proteine mit
Transfer-Puffer bei 20 Volt fir 1,5 h. Die Membran wurde fir 1 h in 5%-igem
Milchpulver (Blockldsung) bei Raumtemperatur unter Schuitteln inkubiert, um
unspezifische Bindungen zu blockieren. AnschlieRend erfolgte die Inkubation der
Membran mit der jeweiligen Verdinnung der primaren Antikdrper in der Blocklésung
Uber Nacht bei 4°C unter Schitteln. Die primaren und sekundaren Antikérper dienen
der spezifischen Detektion von an der Membran gebundenen Proteine. Am nachsten
Morgen erfolgte zunachst ein 3x 10-minutiger Waschschritt mit PBS-T, welcher dem
Entfernen Uberschissiger und nicht gebundener Antikdrper dient. Im Anschluss daran
wurde die Membran fir 1 h in Blockldsung im sekundaren Antikérper inkubiert. Auch
nach diesem Schritt wurde die Membran fir 3x 10 min mit PBS-T gewaschen. Der
Spezies-spezifische sekundare Antikorper kann Uber den Fc-Teil des priméaren
Antikérpers gebunden werden und enthalt eine Kopplung mit einer Horseradish
Peroxidase (HRP), die das Luminol in der Detektionslésung oxidiert. Die dabei frei
werdenden Lichtquanten (Chemilumineszenz) wurden mit Hilfe des Bioimager LAS
3000 (Fuji Film) detektiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Funktioneller Vergleich verschiedener CYP4B1 Spezies

In dieser Arbeit wurde das CYP4B1 verschiedener Spezies funktionell miteinander
verglichen. Der Vergleich zwischen dem humanen Wildtyp S427 und der mutierten
humanen Variante P427 sollte einen Rulckschluss auf die Punktmutation erlauben.
Aufgrund der beschriebenen Toxizitat in Pferden nach dem Verzehr von Perilla Keton
wurde diese Isoform in den Vergleich aufgenommen (131). Als Vergleich zum
Menschen wurden zwei Isoformen des Schimpansen, Pan paniscus CYP4B1 (512 AS)
und eine deutlich kiirzere Sequenz des Pan troglodyt CYP4B1, welche durch eine 110
AS umfassende Deletion zu Beginn des Proteins gekennzeichnet ist, ebenfalls
getestet. Aufgrund der umfangreichen Beschreibung von Maus und Kaninchen
CYP4B1 in der Literatur dienten diese beiden Isoformen hier als Kontrolle.

3.1.1 Herstellung von CYP-EGFP-Fusionskonstrukten

Um die cDNAs funktionell testen zu kénnen, mussten diese zunachst in einen Vektor
eingebaut werden. In einem ersten Schritt der Klonierung wurde der in Abbildung 8
dargestellte Zielvektor puc2CL2112Pcowo erstellt, der unter einem MPSV-Promoter
Transgene in Kombination mit IRES in Zellen exprimieren kann und zudem Puromycin
als Selektionsmarker enthalt.
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|
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i
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i
ﬂ nach Ligation

puc2CL21i2Pcowo
7209 bp

Abbildung 8: Klonierungsstrategie fiir puc2CL2112Pcowo
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Die entsprechende Klonierungsstrategie ist in Tabelle 12 aufgeflhrt. Vektor und Insert
wurden mit Nhel und Notl verdaut, ligiert und transformiert. Mithilfe einer
Sequenzierung erfolgte die Validierung der durch einen Kontrollverdau ermittelten
positiven Klone.

Tabelle 12: Klonierungsstrategie fiir puc2CL2112Pcowo

Ausgangsplasmid Verdau FragmentgroRe
Vektor puc2CL21EGNwo Nhel/Notl | 5961 bp
Insert puc2CL7IPcowo Nhel/Notl | 1248 bp
Kontrollverdau Fragmentgrofen Sequenzierungsprimer
Hindlll 3415 bp 257
1584 bp 997
1203 bp 1533
580 bp
556 bp

Das Einfugen von EGFP in den Vektor puc2CL2112Pcowo stellte den zweiten Schritt
der Klonierung von CYP-EGFP-Fusionsproteinen dar und ist in Abbildung 9 gezeigt.
EGFP dient in den weiterflihrenden Versuchen als Marker, um die ldentifikation von
Zellen, die das CYP4B1-EGFP-Fusionsprotein enthalten, sicherstellen zu kénnen.
Zudem ist die Fusion mit EGFP in den Western Blot Analysen fir einen Vergleich der
CYP4B1-Proteine untereinander unerlasslich, da kein Antikérper existiert, der alle
CYP4B1 detektiert.

5-LTR Aenv, Aenv Ei 3-LTR
[Cowv T Hess—=mme———o{ mpsv HresH puro
i RUS

RUS cPPT
;;;EZ)C;ZIIZPCOWQ Nhel sacll
p 1
——i EGFP
500bp |

ﬂ nach Ligation

S-LTR Aenv Aenv 3-LIR
m—@:‘:.—{ mpsv H esrp Y iResH puro
R US cPPT ii RUS
L

puc2CL21EGI2Pcowo und puc2CL21dEGI2Pcowo Nher/

7709 bp

Agel

Abbildung 9: Klonierungsstrategie fiir puc2CL21EGI2Pcowo und puc2CL21dEGI2Pcowo

Far die Klonierung wurden die Vektor- und Insertfragmente mit Nhel und Sacll verdaut
und EGFP mittels PCR amplifiziert (siehe Tabelle 13). Die dafir verwendeten Primer
enthalten einmal mit (Primer 1830) und einmal ohne ATG (Primer 1831) in ihrer
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Sequenz, sodass in diesem Klonierungsschritt zwei Plasmide entstehen:
puc2CL21EGI2Pcowo (mit ATG) als  zukinftiger  Kontrollvektor  und
puc2CL21dEGI2Pcowo (ohne ATG) als Klonierungsvektor fur das Einflgen der
Cytochrom-EGFP-Fusionsproteine. AuRerdem wurde durch die PCR eine Agel
Schnittstelle eingebaut, die fur den letzten Klonierungsschritt essentiell ist.

Tabelle 13: Klonierungsstrategie fiir puc2CL21EGI2Pcowo und puc2CL21dEGI2Pcowo

Ausgangsplasmid Verdau FragmentgroBe

Vektor puc2CL2112Pcowo Nhel/Sacll | 7209 bp

Insert puc2CL7EGwo Nhel/Sacll | 500 bp
(PCR amplifiziert)
(Primer 1830, 1831,
1832)

Kontrollverdau Fragmentgrofen Sequenzierungsprimer

Hindlll 3416 bp 155

1922 bp 1533

1548 bp
580 bp
556 bp

Im letzten Schritt der Klonierung sollte nun das jeweilige Cytochrom in den Vektor
puc2CL21dEGI2Pcowo eingebaut werden. Fir die Erstellung eines CYP4B1-EGFP-
Fusionsproteins war es daher erforderlich, das Cytochrom vor dem EGFP in die Nhel —
Agel Schnittstelle einzusetzen. Deshalb wurden die DNA Sequenzen der
verschiedenen CYP4B1-Proteine mit den entsprechenden Schnittstellen mittels PCR
amplifiziert, die PCR-Produkte nach Aufreinigung mit Nhel und Agel verdaut und im
Anschluss mit dem Vektor puc2CL21dEGI2Pcowo ligiert. Abschlielend erfolgte zudem
fur alle hergestellten CYP4B1-Fusionsproteine eine Sequenzierung zum Nachweis der
korrekten Sequenz. Abbildung 10 und Tabelle 14 veranschaulichen die entsprechende
Klonierungsstrategie fir den Vektor puc2CL21CYPEGI2Pcowo.

5'-LTR ii 3'-LTR
Aenv Aenv H
Cowv e ———l{ wvsv H EGFP>IRES PURO
RUS cPPT i RUS

- i —
puc2CL21dEGI2Pcowo Nhel Agel

7709 bp

— Cytochrom |———
1500 bp

ﬂ nach Ligation
5'-LTR Aenv Aenv (md 3'-LTR
MPsv H cytochrom | EGFP ) IRESH PURO
RUS cPPT RUS

puc2CL21CYPEGI2Pcowo CYP-EGFP Fusion
9209 bp

Abbildung 10: Klonierungsstrategie fiir puc2CL21CYPEGI2Pcowo
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Tabelle 14: Klonierungsstrategie fiir puc2CL21CYPEGI2Pcowo

Ausgangsplasmid Verdau FragmentgroRe
Vektor puc2CL21dEGI2Pcowo Nhel/Agel | 7709 bp
Insert Cytochrom (PCR amplifiziert) NhellAgel
human S427 (Primer 1824, 1825) 1533 bp
human P427 (Primer 1824, 1825) 1533 bp
Kaninchen (Primer 1826,1827) 1509 bp
Maus (Primer 1828,1829) 1533 bp
Pferd (geneart-Vektor) 1542 bp
Pan paniscus (geneart-Vektor) 1533 bp
Pan troglodyt (geneart-Vektor) 1200 bp
Kontrollverdau | FragmentgrofRen Sequenzierungsprimer
BamH| 6828 bp 155
2035 bp(1700 bp fur Pan troglodyt) | 1533
766 bp 1824
1826
1828
1838
1839
1840

3.1.2 Produktion von lentiviralen Partikeln und Titerbestimmung

Zunachst wurden HT1080-Zellen mit dem sequenziell verdunnten lentiviralen
Uberstand transduziert und anschlieRend mit Puromycin selektioniert, um den
infektiosen Titer zu bestimmen. Der daraus ermittelte Virus-Titer (TE/ml) gibt an, wie
viele transduzierte Einheiten (TE) pro ml vorhanden waren, wohingegen die
Bezeichnung MOI (multiplicity of infection) eine Aussage Uber die Anzahl viraler
Partikel pro infizierter Zelle ftrifft. Abbildung 11 =zeigt die Titer der VSV-G
pseudotypisierten lentiviralen Vektoren der verschiedenen CYP4B1-EGFP-
Fusionskonstrukte.



ERGEBNISSE 37

1x10°

=
1x108 ‘I’
—
I
= S I
~
w  1x107
'_
—
—
[
=
i 6
w
] 1x10
=
>
1x10°
1x10% — — — — — — — —
— %] el
5 ~ ~ c “» .
2 g g 2 3 ko 3 =)
7] %] o o = o R4 Q
> c c £ < &=
> © © c ] o
= E £ N S ]
€ 3 > S <
S = = & S
hv3 Q

| CYP4B1 |

Abbildung 11: Virustiter der klonierten lentiviralen CYP4B1-Expressionsvektoren

Fir die Bestimmung des Virustiters wurden HT1080-Zellen in seriellen 1:10 Verdlinnungsstufen
und die Selektion mit 2 pg/ml Puromycin genutzt. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von
mindestens drei voneinander unabhangigen Versuchen.

Der Virus-Titer des Kontrollvektors puc2CL21EGI2Pcowo ergibt mit 5,4x10® TE/ml den
héchsten Wert. Durch das Einbringen von CYP4B1 in den Kontrollvektor wurde die
Menge der produzierten infektidsen Partikel auf 3,3x10” — 2,7x10® TE/ml reduziert.
Insgesamt handelt es sich um relativ geringe Schwankungen, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass ahnlich viele Kopien pro Zelle, also eine ahnliche
MOI, fir die weiteren Versuche vorhanden waren und somit eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse untereinander gegeben ist.

3.1.3 Expressionsstarke der CYP4B1-Fusionsproteine in HepG2-Zellen

Die Arbeit mit EGFP-Fusionsproteinen und dem damit verwendbaren EGFP-Antikérper
stellt eine Mdglichkeit dar, vergleichbare Aussagen Uber die Proteinlevel der CYP4B1-
Spezies treffen zu kénnen. EGFP wird dabei als Protein-Tag fur den Western Blot
verwendet. Um die zellulare Expression der CYP4B1-Fusionsproteine zu untersuchen,
wurde eine humane Leberzelllinie, HepG2, mit vergleichbaren MOIs transduziert und
mit Puromycin selektioniert. Anschlielend erfolgte daraus die Generierung von
Zelllysaten und die Aufbereitung fir die Western Blot Analysen, welche in Abbildung 12
dargestellt sind. Die Western Blot Analyse wurde unter Verwendung eines kommerziell
erhaltlichen monoklonalen Antikérpers zum Nachweis von EGFP und eines B-Aktin-
Antikérpers als Kontrolle zum Nachweis der Proteinbeladung durchgefiihrt.
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Abbildung 12: Western Blot der CYP4B1-EGFP-Fusionsproteine

Von den transduzierten HepG2-Zellen wurden nach Lyse jeweils gleich viele Zellen pro Spur
geladen. Die Detektion erfolgte mit einem Maus-a-B-Actin-Antikérper fir eine einheitliche
Darstellung der Gesamtproteinmenge und einem Maus-a-GFP-Antikdrper fiir die Detektion von
EGFP in den Zelllysaten.

Mit Ausnahme des Pan ftroglodyt CYP4B1 besitzen die CYP4B1-Enzyme der
verschiedenen Spezies ein Molekulargewicht von 54 kDa. Das Molekulargewicht des
Pan troglodyt CYP4B1 betragt aufgrund der Deletion zu Beginn der DNA-Sequenz nur
43 kDa. EGFP besitzt ein Molekulargewicht von 27 kDa, sodass durch die Fusion des
CYP4B1 mit EGFP bei Nutzung eines Antikérpers gegen EPFG zum Nachweis des
Proteins eine Bande auf Hohe von 81 kDa (Pan tfroglodyt 70 kDa) erwartet wurde. Als
EGFP-Kontrolle dienten HepG2-Zellen, die mit dem Vektor puc2CL21EGI2Pcowo
transduziert wurden, sodass nur EGFP exprimiert und folglich eine Bande bei 27 kDa
ermittelt wurde. Auf Héhe von 42 kDa war in allen Spuren eine B-Aktin Bande zu
sehen, die als Ladekontrolle diente. Das CYP4B1-EGFP-Fusionsprotein konnte in allen
Proben von Zellen, die mit der cDNA verschiedener Spezies flir das Protein
transduziert wurden, nachgewiesen werden. Das Kaninchen CYP4B1-EGFP-
Fusionsprotein zeigte die starkste Proteinbande, darauf in absteigender Reihung
folgend die Banden von Maus, Pferd und Pan paniscus. Die Banden vom humanen
S427 (wt) und Pan troglodyt CYP4B1 waren nur schwach ausgebildet. Zudem konnte
fir das Pan troglodyt CYP4B1-EGFP-Fusionsprotein neben der berechneten
Proteinbande auf Hohe von 70 kDa eine zweite, deutlich schwachere Bande auf Hohe
von 81 kDa dargestellt werden.

3.1.4 Funktionelle Analyse der verschiedenen CYP4B1-Enzyme

Nach den Analysen zur Expression der Proteine in den transduzierten Zellen wurde die
Aktivitdt der Enzyme hinsichtlich ihrer Substratumsetzung getestet. Das
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charakteristische Substrat, das in der Literatur als spezifisches Substrat flir CYP4B1
genutzt wird, ist 4-lpomeanol. Um die CYP4B1 Aktivitat der verschiedenen Spezies zu
testen, wurden zunachst transduzierte HepG2 Leberzellen mit dem Prodrug 4-
Ipomeanol in aufsteigenden Konzentrationen bis 290 uM inkubiert. Das Uberleben der
EGFP" Zellen wurde im Anschluss mittels Propidiumiodid-Farbung und FACS-
Analysen bestimmt. Abbildung 13 zeigt zunachst die Absterbekurven der CYP4B1-
EGFP-Fusionsproteine von Kaninchen, human S427 (wt), human P427, Pan paniscus,
Pan troglodyt, Maus und Pferd nach einer Inkubation mit 4-lpomeanol tber 24 h und 48
h. Zellen, die entweder nicht (ohne Virus) oder mit dem Kontrollvektor
puc2CL21EGI2Pcowo transduziert wurden, dienen hierbei als Negativkontrollen.
Zellen, die mit dem bekannten Kaninchen CYP4B1 tragenden Vektor transduziert
wurden, gelten aufgrund der hohen Aktivitat (116) als Positivkontrolle fiir den Assay.
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Abbildung 13: 4-lpomeanol-Toxizititsassay der CYP4B1-EGFP-Fusionsproteine
Dargestellt ist das Uberleben der EGFP* HepG2-Zellen in Prozent nach ein- bzw. zweitagiger
Inkubation mit 4-lpomeanol. Fir jedes Konstrukt ist der Mittelwert + SEM aus mindestens drei
voneinander unabhangigen Versuchen abgebildet.

Die untransduzierten HepG2-Zellen bzw. die mit dem Kontrollvektor infizierten Zellen
zeigten kein Zellsterben durch 4-lpomeanol. Nach Exprimierung der CYP4B1-EGFP-
Fusionsproteine in den HepG2-Zellen sieht man bereits nach 24-stiindiger Inkubation
mit 4-lpomeanol, dass 85% der Zellen, die mit dem Kaninchen CYP4B1 transduziert
wurden, starben. Nach 48 h konnte die Giftung von 4-lpomeanol sogar auf 92 + 1%
abgestorbener Zellen gesteigert werden. Ahnlich konnte dies fiir das Mausprotein
festgestellt werden: Nach 24-stiindiger Inkubation mit 290 yM 4-Ipomeanol starben 69
+ 2% der transduzierten Zellen, die Absterberate nach 48-stlindiger Inkubation mit 290
MM 4-lpomeanol lag bei 85 £ 1%. Im Vergleich dazu gifteten die Zellen, die das
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CYP4B1 des Pferdes enthielten, entschieden langsamer. Hier konnten nach 24 h
Inkubation mit 290 pM 4-lpomeanol 16 + 3% der Zellen das Prodrug umsetzen,
wahrend nach 48 h bei gleicher Konzentration des Prodrugs 48 + 2% der Zellen
starben. Zellen, die das humane Wildtyp CYP4B1-EGFP-Fusionsprotein enthielten,
konnten 4-Ipomeanol nicht in ein Zelltoxin umsetzen. Der Austausch nur einer einzigen
Aminosaure im humanen CYP4B1, namlich von Serin zu Prolin an Position 427, fihrte
zu einer deutlichen Aktivitat. 41 £ 5% der mit dem punktmutierten humanen Protein
infizierten Zellen starben nach 24-stlindiger Inkubation mit 290 uM des Prodrugs. Nach
weiteren 24 h Inkubation mit 290 yM 4-Ipomeanol wurden 72 + 3% gestorbener Zellen
identifiziert. Im Gegensatz dazu konnte fur die beiden Schimpansen trotz eines Prolins
im aktiven Zentrum des CYP4B1 an Aminosaureposition p.427 (Pan paniscus) bzw.
p.316 (Pan ftroglodyt) keine Enzymaktivitdt hinsichtlich der Umsetzung von 4-
Ipomeanol beobachtet werden.

Aufgrund der enormen Strukturdhnlichkeit von Perilla Keton (Methylgruppe) und 4-
Ipomeanol (Hydroxylgruppe, siehe Abbildung 14) und der Toxizitat von Perilla Keton in
Pferden (131) sollte in den folgenden Toxizitdtsassays untersucht werden, ob, und
wenn ja, welche der verschiedenen CYP4B1-EGFP-Fusionsproteine empfindlicher auf
Perilla Keton reagieren.

O O

CH, CH,

/ OH / CH,

O 0O
4-lpomeanol Perilla Keton

Abbildung 14: Strukturdhnlichkeit zwischen 4-lpomeanol und Perilla Keton

Die HepG2-Zellen waren dabei denselben Konzentrationen von Perilla Keton wie
vorher bei 4-Ipomeanol ausgesetzt. Mittels FACS-Analysen wurde nach 24 h und 48 h
das Uberleben der EPFP" Zellen bestimmt. Die Absterbekurven der getesteten
CYP4B1-Proteine sind in Abbildung 15 dargestellt. Als erneute Negativkontrolle
dienten Zellen, die nicht (ohne Virus) oder mit dem Kontrollvektor
puc2CL21EGI2Pcowo infiziert wurden. Réllecke et al. beobachteten 2017 u.a., dass es
beim Kaninchen CYP4B1-EGFP-Fusionsprotein mit Perilla Keton als Substrat zu einer
hohen Umsetzung des Prodrugs kam (90), sodass es in diesen Versuchen mit Perilla
Keton als Positivkontrolle ausgewahlt wurde.
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Abbildung 15: Perilla Keton-Toxizitatsassay der CYP4B1-EGFP-Fusionsproteine
Dargestellt ist das Uberleben der EGFP* HepG2-Zellen in Prozent nach ein- bzw. zweitagiger
Inkubation mit Perilla Keton. Fur jedes Konstrukt ist der Mittelwert £ SEM aus mindestens drei
voneinander unabhangigen Versuchen abgebildet.

Zellen, die keinen Vektor bzw. einen Vektor ohne CYP4B1 enthielten, konnten keines
der hergestellten CYP4B1-EGFP-Fusionsproteine besitzen und waren daher
gegenuber Perilla Keton unempfindlich. Mit 95 + 1% gestorbener Zellen nach 24-
stindiger Inkubation mit Perilla Keton starben 10% mehr Zellen, die mit dem
Kaninchen CYP4B1 transduziert wurden, als in den vorangegangenen
Toxizitdtsassays mit 4-lpomeanol. Dass die Umsetzung von Perilla Keton mehr Zellen
in den Zelltod Uberfihren kann und demnach leicht toxischer als 4-lpomeanol zu sein
scheint, konnte auch fiir das Mausprotein beobachtet werden. Hier starben mit 81 + 2%
gestorbener Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit 290 uM Perilla Keton ebenfalls
10% mehr verglichen mit 4-lpomeanol. Interessanterweise konnte der wohl gréfite
Unterschied in Hinblick auf die Substratumsetzung von Perilla Keton fir das Pferd
CYP4B1-EGFP-Fusionsprotein ermittelt werden: 54 + 5% der mit dem Protein
infizierten Zellen starben nach 24-stiindiger Inkubation mit 290 uM Perilla Keton. Im
Vergleich zu 4-lpomeanol bedeutet das eine Steigerung im Zelltod von 38%. Nach 48-
stiindiger Inkubation mit 290 uyM Perilla Keton waren 76 + 1% der Zellen gestorben,
was einer Steigerung von 28% im Vergleich zu den Assays mit 4-lpomeanol entspricht.
Mit Perilla Keton als Substrat zeigten Zellen, die mit dem humanen S427 CYP4B1
infiziert wurden, keinerlei Absterben. Dahingegen konnte fir die humane punktmutierte
Variante eine deutlich gesteigerte Enzymaktivitdt von 32% (73 + 6% gestorbener
Zellen) nach 24 h Inkubation mit Perilla Keton gemessen werden. 84 + 2% gestorbener
Zellen wurden nach 48-stiindiger Inkubation mit 290 uM Perilla Keton ermittelt; in
diesem Fall liegt im Vergleich zu 4-lpomeanol eine Steigerung der Toxizitat um 12%
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vor. Keinerlei Umsetzung des Prodrugs wurde fiir diejenigen Zellen beobachtet, die mit
dem Pan troglodyt CYP4B1-EGFP-Fusionsprotein infiziert wurden. Im Unterschied
dazu liel® sich fur Zellen, die das Pan paniscus CYP4B1 enthielten, eine geringe
Substratumsetzung darstellen: Wahrend nach 24-stindiger Inkubation mit 290 pM
Perilla Keton 9 + 2% der Zellen starben, lag die Sterberate nach weiteren 24 h bereits
bei 24 + 1%. Zusammenfassend scheint Perilla Keton ein starkeres Zellsterben zu
induzieren als 4-lpomeanol, dies wird im Besonderen am Beispiel des CYP4B1 des
Pferdes deutlich. Aulerdem zeigt Perilla Keton auch in niedrigeren Konzentrationen
eine effizientere Toxizitat im Vergleich zu 4-lpomeanol.

3.1.5 Bestimmung der Proteinhalbwertszeiten

Um Aussagen uber die Stabilitdt der CYP4B1 treffen zu kdnnen und ob Unterschiede
in der Toxizitat moglicherweise in Relation zu unterschiedlichen Proteinhalbwertszeiten
gesetzt werden koénnen, erfolgte die Bestimmung der Proteinhalbwertszeiten mittels
Cycloheximid. Die Proteinhalbwertszeit beschreibt die Zeit, in der die Halfte einer
Proteinmenge natirlicherweise abgebaut wird. Cycloheximid ist ein von Streptomyces
griseus produziertes Antibiotikum, welches die Proteintranslation hemmt, sodass das
Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau gestoért ist und folglich nur noch ein
Proteinabbau stattfinden kann. In dieser Arbeit wurde die Halbwertszeit der CYP4B1-
EGFP-Fusionsproteine in stabil transduzierten und mit Puromycin selektionierten
HepG2-Zellen mit Hilfe von FACS-Analysen bestimmt, wobei die EGFP-Fluoreszenz
der Fusionsproteine jeweils mit einer unbehandelten Kontrolle ins Verhaltnis gesetzt
wurde. Abbildung 16 zeigt die MFI-Werte (Mittlere Fluoreszenz Intensitat, Angaben
genormt in %) im Vergleich zur Cycloheximid Inkubation in Stunden.
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Abbildung 16: Proteinhalbwertszeiten der CYP4B1-EGFP-Fusionsproteine

Nach Zugabe von 50 pg/ml Cycloheximid wurde der MFI der transduzierten und selektionierten
HepG2-Zellen nach 5, 10, 25 und 35 h im FACS gemessen. Abgebildet sind die Mittelwerte +
SEM von vier unabhangigen Experimenten.

Nach Ende der Messung waren weniger als 50% des Kaninchen CYP4B1-EGFP-
Fusionsproteins abgebaut, sodass das Protein das stabilste der in dieser Arbeit
getesteten CYP4B1 darstellt. Mit 12 h wurde fir das humane S427 Protein eine
deutlich schlechtere Halbwertszeit ermittelt. Interessanterweise verbessert der
Austausch von Serin zu Prolin im humanen Cytochrom die Proteinstabilitdt, gemessen
an der Proteinhalbwertszeit, von 12 h auf 25 h. Mit 15,5 h ist die gemessene
Halbwertszeit des Pan paniscus Fusionsproteins nur etwas stabiler verglichen mit dem
humanen S427 Protein. Im Gegensatz dazu ist das Cytochrom des Pan troglodyt mit
einer Halbwertszeit von 7 h sehr instabil. Das Maus CYP4B1-EGFP-Fusionsprotein
zeigte, verglichen mit der humanen punktmutierten P427 Variante, mit 21 h eine
ahnliche Halbwertszeit. Uberraschenderweise konnte fiir das Pferd CYP4B1 eine
Halbwertszeit von mehr als 50 h ermittelt werden.

3.2 Funktionelle Bedeutung der Denisova CYP4B1-Mutation

Aus Sicht der Evolutionsgenetik ist bekannt, dass das humane CYP4B1 die Prolin-
Serin-Veranderung (CYP4B1 p.S427P) beim Ubergang von Menschenaffen zu
Hominoidea erwarb. Daher besteht ein groRes evolutionares Interesse dem modernen
Menschen verwandte Spezies zu untersuchen. Schimpansen zahlen zu den
Menschenaffen und bilden evolutiondr gesehen die letzte Abzweigung zu den
Menschen (Stammbaum siehe Abbildung 17). In unseren Experimenten haben wir
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bereits die Aktivitdt des Schimpansen CYP4B1 bei der Metabolisierung von 4-
Ipomeanol als charakteristisches Substrat fur CYP4B1 von Saugetieren untersucht.
Obwohl das native Schimpansen CYP4B1-Enzym (Pan paniscus und Pan troglodyt) an
der entsprechenden Position in der Meander-Region ein Prolin aufweist, kann es 4-
Ipomeanol nicht umwandeln, wenn es in menschlichen HepG2-Leberzellen
Uberexprimiert wird. Daher missen wahrend der Evolution von Menschen und
Primaten/Affen unterschiedliche genetische Inaktivierungsmechanismen genutzt
worden sein.

Neandertaler

Denisova
Schimpanse Homo —
Gorilla ——— Moderner Mensch
Orang-Utan

Abbildung 17: Entwicklung der Menschenaffen zum modernen Menschen
nach (132-137)

Um herauszufinden, an welchem Schritt der Evolution das CYP4B1 inaktiv wurde und
welche weiteren Faktoren dafir eine Rolle spielen, wurde ein CYP4B1-Alignment aus
Mensch, menschlichen Vorfahren und den Menschenaffen erstellt, welches in
Abbildung 18 zu sehen ist.
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Abbildung 18: Evolutionédres Alignment des CYP4B1-Proteins
Bedeutung der Farbmarkierungen: Gelb = Unterschiede zum humanen CYP4B1, Hellblau =
Denisova-Mutation p.V70G, Grin = Prolin in der konservierten Meander-Region, Lila = Serin in
der konservierten Meander-Region
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Die Aminosauresequenz des Neandertaler (Altai) CYP4B1 stimmt zu 100% mit der des

humanen Wildtyp Proteins Uberein, wohingegen sich die Aminosduresequenz des
Denisova durch eine Punktmutation an Position 70 des Enzyms auszeichnet (in

Abbildung 18 hellblau betont). Hier liegt ein Valin zu Glycin Austausch vor, diese
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Punktmutation wird im Folgenden als Denisova-Mutation p.V70G bezeichnet. Die
Sequenz des Schimpansen, in Abbildung 18 beispielhaft durch das Pan paniscus
CYP4B1 dargestellt, unterscheidet sich im Vergleich zu der des Menschen an lediglich
8 Positionen. Diese sind ebenso wie die der weiteren Menschenaffen Gorilla (12 AS-
Unterschiede) und Orang-Utan (29 AS-Unterschiede) in gelb markiert. In dieser Arbeit
wird aufgrund der nahen Verwandtschaft zum modernen Menschen der Fokus auf die
Denisova-Mutation gelegt.

3.2.1 Herstellung der Denisova-CYP4B1-EGFP-Fusionskonstrukte

Um herauszufinden, ob die p.V70G (Mensch) bzw. p.V65G Mutation (Kaninchen) einen
Einfluss auf die Toxizitat des CYP4B1-EGFP-Fusionsproteins hat, wurde diese in die
cDNA kodierend fiir human S427 und P427 sowie Kaninchen eingefiihrt, da diese
Isoformen am stabilsten und bislang am besten charakterisiert sind. Im Anschluss
daran wurden Toxizitatsversuche durchgefiihrt und die Proteinexpression sowie die
Proteinstabilitat untersucht. Der Einbau der Denisova-Mutation p.V70G geschah fur
das humane S427, P427 und fir das Kaninchen CYP4B1 Uber eine Overlap-extension-
PCR. Zunachst erfolgte in den ersten beiden PCR-Reaktionen die Amplifizierung
zweier Fragmente, die zueinander komplementdre Enden besitzen und durch eine
Punktmutation auf Nukleotidebene von GTG zu GGG ein Aminosaureaustausch von
Valin zu Glycin erfolgt und somit die Denisova-Mutation an Position 70 des humanen
CYP4B1 bzw. an korrespondierender Position 65 des Kaninchen Proteins eingebaut
werden kann. Die verwendeten Primer fir die dritte PCR-Reaktion enthalten
Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme Nhel und Agel, mit denen das PCR-
Produkt in den Vektor puc2CL21dEGI2Pcowo eingebaut werden konnte. Die
entsprechende Klonierungsstrategie ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15: Klonierungsstrategie fiir puc2CL21CYPEGI2Pcowo inkl. Denisova-Mutation

Ausgangsplasmid Verdau FragmentgroBe
Vektor puc2CL21dEGI2Pcowo Nhel/Agel | 7709 bp
Insert Cytochrom (PCR amplifiziert) NhellAgel

Denisova 1533 bp

(Primer 1822, 1823, 1824, 1825)

Denisova P427 1533 bp

(Primer 1822, 1823, 1824, 1825)

Kaninchen Denisova-Mutation 1509 bp

(Primer 1845, 1846, 1826, 1827)

Kontrollverdau | FragmentgrofRen Sequenzierungsprimer
BamH| 6828 bp 155
2035 bp 1533
766 bp 1824

1826
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3.2.2 Produktion von lentiviralen Partikeln und Virusbestimmung

Um den Einfluss der Denisova-Mutation funktionell zu untersuchen, wurden zunachst
HT1080-Zellen mit dem sequenziell verdiinnten lentiviralen Uberstand transduziert und
anschlieBend mit Puromycin selektioniert, um den infektidsen Titer zu bestimmen.
Abbildung 19 veranschaulicht die Titer der VSV-G pseudotypisierten lentiviralen
Vektoren der verschiedenen Denisova CYP4B1-EGFP-Fusionskonstrukte.
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Abbildung 19: HT1080-Titer der Denisova-CYP4B1-Expressionsvektoren

Fir die Bestimmung des Virustiters wurden HT1080-Zellen in seriellen 1:10 Verdinnungsstufen
und die Selektion mit 2 pg/ml Puromycin genutzt. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von
mindestens drei voneinander unabhangigen Versuchen.

Die Virustiter des Kontrollvektors puc2CL21EGI2Pcowo sowie die Virustiter der
lentiviralen Expressionsvektoren fir die CYP4B1-EGFP-Fusionsproteine von human
S427, human P427 und Kaninchen sind zur besseren Vergleichbarkeit nochmals
aufgefihrt und wurden in Abschnitt 3.1.2 bereits beschrieben. Die Virustiter der mit
dem Denisova CYP4B1 und dem Denisova P427 CYP4B1 infizierten Zellen konnten
auf 9,3 x 10’ TE/ml bzw. 8,5 x 10" TE/ml bestimmt werden und liegen somit in einem
Bereich, der vergleichbar mit den Virustitern der lentiviralen Expressionsvektoren ist,
die die humanen CYP4B1-Proteine mit EGFP ohne p.V70G Mutation exprimieren. Fir
die Zellen, die mit dem Kaninchen Denisova-Mutation CYP4B1-Protein infiziert wurden,
wurde der Virustiter bei 3,1 x 10® TE/ml bestimmt. Insgesamt handelt es sich um relativ
geringe Schwankungen, sodass davon ausgegangen werden kann, dass ahnlich viele
Kopien pro Zelle fir die weiteren Versuche vorhanden waren und somit eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse untereinander gegeben ist.
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3.2.3 Einfluss der Denisova-Mutation auf die Expressionsstarke

Um herauszufinden, ob die Denisova-Mutation einen Einfluss auf die CYP4B1-
Proteinexpression hat, wurde ein Western Blot angefertigt, der die Proteine jeweils mit
und ohne Denisova-Mutation direkt gegenlberstellt. Hierfur wurde die humane
Leberzelllinie HepG2 mit vergleichbaren MOIs transduziert und mit Puromycin
selektioniert. AnschlieRend wurden daraus Zelllysate generiert und fir die Western Blot
Analysen aufbereitet; Letztere sind in Abbildung 20 dargestellt.

ey
=
2
h S
[T o~ o
- g
o @ a s A o 2 2
S S c 2 c 3 o S
c £ © R © K] ] ]
s § § § § % § =
S 2 2 a 2 a 2 S
CYP4B1-EGFP-
- — Fusionskonstrukt
70 kDQ s
v“b B S— —— e’ (3-Aktin
35 kDQ s

Abbildung 20: Western Blot der Denisova-CYP4B1-EGFP-Fusionsproteine

Von den transduzierten HepG2-Zellen wurden nach Lyse jeweils gleich viele Zellen pro Spur
geladen. Die Detektion erfolgte mit einem Maus-a-3-Actin-Antikérper fir eine einheitliche
Darstellung der Gesamtproteinmenge und einem Maus-a-GFP-Antikdrper fir die Detektion von
EGFP in den Zelllysaten.

Die CYP4B1-Enzyme der verschiedenen Spezies besitzen ein Molekulargewicht von
54 kDa. EGFP besitzt ein Molekulargewicht von 27 kDa, sodass durch die Fusion des
CYP4B1 mit EGFP bei Nutzung eines Antikérpers gegen EGFP zum Nachweis des
Proteins eine Bande auf Hohe von 81 kDa erwartet wurde. Als EGFP-Kontrolle dienten
HepG2-Zellen, die mit dem Vektor puc2CL21EGI2Pcowo transduziert wurden, sodass
nur EGFP exprimiert und folglich eine Bande bei 27 kDa ermittelt wurde. Auf H6he von
42 kDa war in allen Spuren eine B-Aktin Bande zu sehen, die als Ladekontrolle diente.
Das CYP4B1-EGFP-Fusionsprotein konnte sowohl mit als auch ohne Denisova-
Mutation in allen lentiviral tranduzierten HepG2-Zellen durch eine Proteinbande bei 81
kDa nachgewiesen werden. Fur alle drei getesteten Spezies gilt, dass nach Einbau der
Denisova-Mutation der Proteingehalt in den Zellen abnimmt.
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3.2.4 Funktionelle Charakterisierung der Denisova-Mutation

In den folgenden Toxizitatsassays sollte ermittelt werden welche Auswirkungen die
Denisova-Mutation in Hinblick auf die Substratumsetzung von 4-lpomeanol und Perilla
Keton hat. Dafir wurden HepG2-Leberzellen mit den verschiedenen CYP4B1
Isoformen transduziert und im Anschluss mit den Prodrugs 4-lpomeanol oder Perilla
Keton in aufsteigenden Konzentrationen bei 290 uM inkubiert. Das Uberleben der
EGFP* Zellen wurde mittels FACS-Analysen ermittelt. Fur einen direkten Vergleich der
Toxizitdt mit den Fusionsproteinen, die die Denisova-Mutation nicht enthalten, wurden
die Absterbekurven aus der parallelen Messung aus Abschnitt 3.1.4 erneut
aufgenommen.

Abbildung 21 zeigt die Absterbekurven der Denisova CYP4B1-EGFP-Fusionsproteine
von Kaninchen, human S427 und human P427 nach Inkubation mit 4-lpomeanol tber
24 h und 48 h.

24h 48h
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Abbildung 21: Einfluss der Denisova-Mutation auf die Umsetzung von 4-Ipomeanol
Dargestellt ist das Uberleben der EGFP* HepG2-Zellen in Prozent nach ein- bzw. zweitagiger
Inkubation mit 4-lpomeanol. Fir jedes Konstrukt ist der Mittelwert £ SEM aus mindestens drei
voneinander unabhangigen Versuchen abgebildet.

Die Zellen, die mit dem Kaninchen Fusionsprotein infiziert wurden, zeigten nach
Einbau der p.V65G Mutation eine Reduktion des Zellsterbens um 17% nach 24 h (69 +
1% abgestorbener Zellen bei 290 yM 4-lpomeanol) und 5% nach 48 h (87 + 1%
abgestorbener Zellen bei 290 yM 4-lpomeanol). Wahrend Zellen, die die humane
punktmutierte P427 Variante des CYP4B1 mit EGFP exprimierten, eine deutliche
Absterberate zeigten, konnte dieser Effekt nach Einbau der Denisova-Mutation p.V70G
nicht mehr beobachtet werden. Nach 24-stlindiger Inkubation mit 290 yM 4-lpomeanol
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zeigten Zellen, die die Denisova-Mutation exprimierten, kein Absterben. Nach 48-
stundiger Inkubation mit 290 yM 4-Ipomeanol konnte ein geringfugiges Absterben von
9 + 6% gemessen werden. Zusammenfassend erfolgte also fir beide Spezies durch
die Denisova-Mutation eine reduzierte Substratumsetzung. Der Einbau der Denisova-
Mutation hatte flir das humane S427 CYP4B1 hingegen keinerlei Auswirkung auf die
Umsetzung von 4-Ipomeanol.

Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob der Einbau der Denisova-Mutation eine
Veranderung in der Substratumsetzung von Perilla Keton bewirkt. In Abbildung 22 sind
die Absterbekurven der Denisova CYP4B1-EGFP-Fusionsproteine von Kaninchen,
human S427 und human P427 nach ein- bzw. zweitagiger Inkubation mit Perilla Keton
dargestellt.
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Abbildung 22: Einfluss der Denisova-Mutation auf die Umsetzung von Perilla Keton
Dargestellt ist das Uberleben der EGFP* HepG2-Zellen in Prozent nach ein- bzw. zweitagiger
Inkubation mit Perilla Keton. Fur jedes Konstrukt ist der Mittelwert £ SEM aus mindestens drei
voneinander unabhangigen Versuchen abgebildet.

Nach 24-stindiger Inkubation mit 290 uM Perilla Keton starben 91 + 4% der Zellen, die
das CYP4B1 des Kaninchen mit p.V65G Mutation exprimierten. Vergleicht man die
Absterberate mit den Zellen, die das Kaninchen Wildtyp Protein enthalten, so
beobachtet man nach 24 h bei 290 uyM Perilla Keton eine minimale Steigerung in der
Substratumsetzung. 99 + 0,5% gestorbener, mit dem Kaninchen Denisova-Mutation
Fusionsprotein infizierten Zellen konnten nach 48-stiindiger Inkubation mit 290 yM
Perilla Keton gemessen werden, woraus sich im Vergleich zum Wildtyp Protein eine
Steigerung der Toxizitat von Perilla Keton von 5% berechnet. Im Gegensatz dazu
waren Zellen, die die humane punktmutierte P427 CYP4B1-Variante mit p.V70G
Mutation exprimierten, maRig in der Lage Perilla Keton umzusetzen: Nach 24-stiindiger
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Inkubation mit 290 uM Substrat starben 16 + 4% der Zellen, was einer Reduktion des
Zellsterbens von 58% im Vergleich zu Zellen entspricht, die die Denisova-Mutation
nicht enthielten. Nach 48-stindiger Inkubation mit 290 yM Perilla Keton konnten 25 +
4% gestorbener Zellen ermittelt werden. Dies entspricht im Vergleich zu Zellen, die mit
dem humanen P427 CYP4B1-EGFP-Fusionsprotein ohne p.V70G Mutation infiziert
waren, einer unveranderten Reduktion der Toxizitdt von 58%, wie sie schon nach der
ersten Messung nach 24 h beobachtet wurde. Zellen, die das Denisova S427 CYP4B1
mit EGFP exprimierten, zeigten wie schon in den Toxizitdtsassays mit 4-lpomeanol
keinerlei Substratumsetzung. Auffallend war jedoch erneut das, wie schon in den
vorangegangenen Toxizitatsassays beobachtete, durch Perilla Keton vermittelte,
effizientere Zellsterben im Vergleich zum Prodrug 4-lpomeanol. Interessanterweise
fuhrte allerdings der Einbau der p.V65G Mutation in das Kaninchen CYP4B1 bei
geringeren Substratkonzentrationen, sowohl nach 24 h als auch nach 48 h, zu einer
erheblichen Reduktion der Umsetzung von Perilla Keton. Es kommt erst dann wieder
zu einem starken Zellsterben, wenn dem Protein viel Substrat (290 uM) angeboten
wird.

Zusammenfassend flhrt in den Toxizitatsassays mit 4-lpomeanol und Perilla Keton als
Substrat der Einbau der Denisova-Mutation zu einer Reduktion des Zellsterbens. Die
Denisova-Mutation p.V70G hat flr das aktivierte humane P427 CYP4B1 eine
schwerwiegende funktionelle Bedeutung dadurch, dass der Austausch nur einer
weiteren Aminosaure zu einer deutlichen Reduktion der Enzymaktivitat fihrt.

3.2.5 Bestimmung der Proteinhalbwertszeiten

Um herauszufinden, ob die Denisova-Mutation einen Einfluss auf die Stabilitat der
CYP4B1-Fusionsproteine hat, erfolgte die Bestimmung der Proteinhalbwertszeiten
mittels Cycloheximid und FACS-Analysen. Zum besseren Vergleich sind in Abbildung
23 aus der parallelen Messung die MFI-Kurven der Zellen dargestellt, die das CYP4B1
mit EGFP von Kaninchen, human S427 und human P427 exprimieren und bereits in
Abschnitt 3.1.5 erlautert wurden.
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Abbildung 23: Einfluss der Denisova-Mutation auf die Proteinstabilitét

Nach Zugabe von 50 pg/ml Cycloheximid wurde der MFI der transduzierten und selektionierten
HepG2-Zellen nach 5, 10, 25 und 35 h im FACS gemessen. Abgebildet sind die Mittelwerte +
SEM von vier unabhangigen Experimenten.

Der Austausch einer einzigen Aminosaure bewirkte eine deutliche Reduktion der
Proteinhalbwertszeit um mindestens 7 h fiir Zellen, die die p.V65G Mutation des
Kaninchen CYP4B1 exprimierten. Ein noch deutlicher Effekt konnte flir das Denisova
P427 Protein beobachtet werden: Hier bewirkte der Aminosaureaustausch von Valin zu
Glycin an Position 70 des humanen CYP4B1 eine Reduktion der Proteinhalbwertszeit
um 18 h auf nunmehr 7 h. Im Gegensatz dazu hatte die Denisova-Mutation p.V70G in
Hinblick auf die Proteinhalbwertszeit des Denisova humanen Wildtyp Enzyms nur
minimalen Einfluss: Die ohnehin schon geringe Halbwertszeit von 12 h minimierte sich
auf 11 h.

3.3 Bioinformatische Proteinvorhersagen

Da fur die Denisova-Mutation gravierende Auswirkungen hinsichtlich der
Substratumsetzung von 4-Ipomeanol und Perilla Keton sowie eine deutliche Reduktion
der Proteinhalbwertszeiten ermittelt wurde, soll nun analysiert werden, ob die Mutation
Einfluss auf computergestitzte Proteinvorhersagen, insbesondere dem Vorhandensein
von Transmembrandomanen und der Vorhersage von Sekundarstrukturen der
CYP4B1-Spezies hat. Zudem soll mithilfe bioinformatischer Prognosen geprift werden,
ob das Pan troglodyt CYP4B1 aufgrund seiner in Abbildung 24 dargestellten grof3en
Deletion unmittelbar zu Beginn der Sequenz, der fehlenden Substratumsetzung in den
Toxizitatsassays, der mit 7 h gemessenen geringen Proteinhalbwertszeit und der im
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Western Blot aulert schwach ausgepragten Bande Auffalligkeiten liefert, die kein
anderes CYP4B1 besitzt. Hierfur wurden die CYP4B1-Enzyme von human S427,
Denisova, Pan paniscus, Pan troglodyt und Kaninchen untersucht. Die verwendeten
Modelle befassen sich alle mit der Vorhersage entweder von Sekundarstrukturen,
Signalsequenzen oder Transmembrandomanen von Proteinen auf Basis ihrer
Aminosauresequenz. Zu beachten ist, dass die Genauigkeit der Vorhersagen zwischen

76% und maximal 97% liegt (124—130).

Mensch MVPSFLSLSFSSLGLWASGLILVLGFLKLIHLLLRRQTLAKAMDKFPGPPTHWLFGHALE 60
Denisova MVPSFLSLSFSSLGLWASGLILVLGFLKLIHLLLRRQTLAKAMDKFPGPPTHWLFGHALE 60
Pan paniscus MVPSFLSLSFSSLGLWASGLILVLGFLKLIRLLLRROQMLAKAMDNFPGPPTHWLFGHALE 60
Pan troglodyt M-TSPLSPIPSP————————————m— e

Kaninchen M-LGFLS----RLGLWASGLILILGFLKLLRLLLRRQRLARAMDSFPGPPTHWLFGHALE 55
Mensch IQETGSLDKVVSWAHQFPYAHPLWFGQFIGFLNIYEPDYAKAVYSRGDPKAPDVYDFFLQ 120
Denisova IQETGSLDKGVSWAHQFPYAHPLWFGQFIGFLNIYEPDYAKAVYSRGDPKAPDVYDFFLQ 120
Pan paniscus IQETGSLDKVVSWAHQFPYAHPLWFGQFIGFLNIYEPDYAKAVYSCGDPKAPDVYDFFLQ 120
Pan troglodyt @-----»--"-"»>-"""-""---""-"bbi——————

Kaninchen IQKTGSLDKVVTWTQQFPYAHPLWVGQFIGFLNIYEPDYAKAVYSRGDPKAPDVYDFFLQ 120
Mensch WIGRGLLVLEGPKWLQHRKLLTPGFHYDVLKPYVAVFTESTRIMLDKWEEKAREGKSFDI 180
Denisova WIGRGLLVLEGPKWLOQHRKLLTPGFHYDVLKPYVAVFTESTRIMLDKWEEKAREGKSFDI 180
Pan paniscus WIGRGLLVLEGPKWLQHRKLLTPGFHYDVLKPYVAVFTESTRIMLDKWEEKAREGKSFDI 180
Pan troglodyt —-GRGLLVLEGPKWLQHRKLLTPGFHYDVLKPYVAVFTESTRIMLDKWEEKAREGKSFDI 69
Kaninchen WIGKGLLVLDGPKWFQHRKLLTPGFHYDVLKPYVAIFADSTRIMLEKWEKKACEGKSFDI 175

Abbildung 24: Deletion zu Beginn der Aminosauresequenz des Pan troglodyt CYP4B1
Bedeutung der Farbmarkierungen: gelb = Unterschiede zum humanen CYP4B1, hellblau =
Denisova-Mutation p.V70G, grau = 110 AS umfassende Deletion zu Beginn der Pan troglodyt
CYP4B1 Sequenz

3.3.1 Vorhersage von Transmembrandomanen

TMHMM

TMHMM gibt Prognosen uber das Vorhandensein von Transmembrandomanen und
nutzt fur seine Berechnung das hidden Markov model. Es kann zusétzlich Vorhersagen
Uber die intrazellulare Lage eines Proteins treffen. Abbildung 25 zeigt exemplarisch die
berechneten Vorhersagen fir das human S427 und Kaninchen CYP4B1 als
Positivkontrolle und die Prognosen fir das Pan paniscus und Pan troglodyt CYP4B1.
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Abbildung 25: TMHMM-Prognose liber das Vorhandensein von Transmembrandoménen
Auf der x-Achse ist die Lange der Aminosduresequenz des jeweiligen CYP4B1-Proteins
aufgetragen. Die y-Achse zeigt zwischen 0 und 1 die Wahrscheinlichkeit an, mit der der
Proteinabschnitt auBerhalb der Zelle (pink), als Transmembran-Helix (rot) oder zytoplasmatisch
(blau) vorliegt. Die N-best Vorhersage zwischen 1 und 1.2 stellt das wahrscheinlichste
Topologie-Modell des CYP4B1-Proteins dar.

Die Denisova-Mutation hatte keinerlei Auswirkungen auf die Vorhersagen. Mit
Ausnahme des Pan troglodyt CYP4B1 wurde fir alle anderen in dieser Arbeit
getesteten CYP4B1-Proteine eine 23 Aminosauren umfassende

Transmembrandoméane prognostiziert:

* human S427, Denisova, Pan paniscus: Transmembrandomane ab AS 5 bis AS
27
* Kaninchen: Transmembrandomane ab AS 7 bis AS 29

Signal P

Mit Hilfe des Programms Signal P lassen sich Uber die Berechnung von
Signalpeptidschnittstellen Aussagen Uber das Vorhandensein von
Transmembrandoméanen von Proteinen treffen. Diese sind fir membranstandige
Proteine, welches fir das CYP4B1 =zutrifft, essentiell. Zudem prognostiziert das
Programm, ob das Signalpeptid als Signal-Anker-Sequenz im Protein verbleibt, oder ob
Spaltprodukte entstehen. Mit Ausnahme des Pan troglodyt CYP4B1 konnten fir alle in
dieser Arbeit getesteten CYP4B1-Enzyme Signalpeptide vorhergesagt werden, die als
Signal-Anker-Sequenz im Protein verbleiben und somit fir das Vorhandensein von
Transmembrandomanen sprechen.
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Aus den beiden  bioinformatischen  Proteinvorhersagen  ergeben  sich
zusammenfassend folgende Erkenntnisse fiir das CYP4B1-Protein:

1. Die Denisova-Mutation flihrte zu keiner Veranderung in den Vorhersagen von
Transmembrandoméanen oder der Berechnung von Signalpeptidschnittstellen.

2. Mit Ausnahme des Pan froglodyt CYP4B1 konnten fir alle in dieser Arbeit
getesteten CYP4B1-Proteine Werte fir ein N-terminales Signalpeptid ohne
dazugehorige Spaltschnittstelle prognostiziert werden, sodass das Signalpeptid
als Signal-Anker-Sequenz im Protein verbleibt.

3. Mit Ausnahme des Pan troglodyt CYP4B1 konnte eine 23 AS lange, singulare
N-terminale Transmembrandoméane vorhergesagt werden. Der Membrananker
des Pan troglodyt CYP4B1 scheint demnach deletiert zu sein, wodurch die
fehlende Aktivitat bei der Substratumsetzung in den Toxizitdtsassays erklart
werden kénnte.

3.3.2 Vorhersage von Sekundarstrukturen

Die Sekundarstruktur beschreibt die rdumliche Anordnung eines Proteins, wodurch
moglicherweise Funktionsunterschiede in Hinblick auf die Substratumsetzung erklart
werden kdnnen.

PSIPRED

Das Programm PSIPRED liefert Aussagen uber die Sekundarstruktur von Proteinen,
indem es voraussagt, inwiefern die Aminosauren als Helix-, Faltblatt-, oder coil-Struktur
vorliegen. Zudem kann es in Form von Balken die Wahrscheinlichkeit angeben, mit der
die Vorhersage zutrifft. Die Daten der getesteten CYP4B1-Proteine wurden in einem in
Abbildung 26 gezeigten Alignment gegenlber gestellt.
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Abbildung 26: PSIPRED Vorhersage fiir die CYP4B1-Proteine
Farbbedeutungen: blau = Coil, rot = Helix, griin = Faltblatt, Erstellung des Alignments mithilfe
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Vergleicht man die Prognosen des humanen S427 CYP4B1 mit denen des Denisova

CYP4B1, so koénnen keine grundlegenden Unterschiede ermittelt werden. Fir die
beiden Schimpansen gilt, dass bis auf die Deletion am Anfang der Pan troglodyt

CYP4B1 Sequenz keine weiteren elementaren Abweichungen festgestellt wurden.
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4 Diskussion

Cytochrom P450 Enzyme =zahlen als Monooxygenasen zur Enzymklasse der
Oxidoreduktasen und sind ubiquitar vorhanden: in Tieren, Pflanzen, Pilzen, Algen,
Protozoen, Bakterien, Archaea und sogar in Viren (138). Einige der von den 57 im
Menschen nachgewiesenen Cytochrome spielen in der Umsetzung endogener
Substrate eine zentrale Rolle (139). Fur die Aufrechterhaltung des Organismus sind
diejenigen Cytochrome bedeutend, die Xenobiotika, Steroide, Fettsduren, Eicosanoide
oder Vitamine metabolisieren kdnnen, indem sie die Stoffe in wasserldsliche
Verbindungen umwandeln (139). Die CYP4-Familie ist eine der altesten Cytochrom
P450 Familien und speziell das CYP4B1 aus zweierlei Hinsicht einzigartig: Zum Einen
konnte fir das humane Wildtyp Protein bislang keine katalytische Aktivitdt und kein
Substrat identifiziert werden, sodass das humane CYP4B1 als sogenanntes orphan
Cytochrom bezeichnet wird, was bedeutet, dass die physiologische Funktion des
Proteins im Menschen vollkommen unbekannt ist (70). Zum Anderen ist das CYP4B1
in anderen Saugetieren wie z.B. Kaninchen und Maus hochaktiv und neben der w-
Hydroxylierung ungesattigter Fettsduren im Gegensatz zu anderen Cytochromen der
Familie 4 ebenso in der Lage, verschiedene Xenobiotika wie 4-lpomeanol,
Valproinsaure, 3-Methylindol und aromatische Amine zu metabolisieren (70).

4.1 Humanes CYP4B1 als evolutionarer knockout

Der Mensch ist die einzig bekannte Spezies, die 4-lpomeanol nicht umsetzen kann. Als
mdgliche Ursache hierfir wird angesehen, dass das CYP4B1 des Menschen im
Vergleich zu den anderen getesteten Spezies ein Serin an Aminosaureposition 427 in
der hochkonservierten Meander-Region des aktiven Zentrum des Enzyms tragt,
wohingegen alle anderen getesteten Spezies sowie die humanen CYP-Enzyme der
Unterfamilie 4 und weiterer Unterfamilien an gleicher Position ein Prolin aufweisen
(116). Warum das humane CYP4B1-Protein inaktiv ist, ist bislang noch nicht geklart.
Mdéglicherweise kommt es durch das Serin an Position 427 des Enzyms zu einer
Zerstérung der ERR triad, die die strukturelle Anordnung massiv beeinflusst.
Hintergrund dieser Theorie ist, dass die ERR triad eine wichtige Rolle in der
Stabilisierung und Verankerung des Hams im aktiven Zentrum des Cytochroms besitzt
und damit fur die Aufrechterhaltung der katalytischen Aktivitat aller Cytochrom P450
Proteine essentiell ist (17,19). Interessanterweise gibt es auf genetischer Ebene ein
Merkmal, das darauf hinweist, dass ein aktives und funktionsfahiges CYP4B1-Enzym
unwichtig im Rahmen der Evolution des Menschen zu sein scheint: In einer Stichprobe
von 190 gesunden franzésischen Kaukasiern wurden neben dem Wildtyp CYP4B1 vier
weitere Varianten des humanen Proteins identifiziert, drei davon kodieren flr
missense-Mutationen (88). Eine weitere Variante kodiert eine nonsense-Mutation
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(c.881-882delAT), die zu einem vorzeitigen Proteinabbruch fihrt (88). Um
herauszufinden, wie hoch der Anteil der zuletzt beschriebenen Variante des CYP4B1 in
der Bevolkerung ist, wurde eine Population von 2082 franzésischer Kaukasier
untersucht (88). 42 Personen, also insgesamt 2% der Kohorte, trugen die nonsense-
Mutation auf beiden Allelen des CYP4B1-Gens und sind nicht in der Lage, die
metabolischen Reaktionen, die vom CYP4B1 vermittelt werden kdnnten, durchzuflihren
(88). 476 Personen, also nahezu 23%, waren heterozygot fir diese Mutation (88). Der
relativ hohe Anteil der CYP4B1 knockout-Mutation wirde sich evolutionar gesehen
niemals durchsetzen kénnen, wenn mit ihr die Entwicklung oder das Auftreten
bestimmter Krankheiten assoziiert ware bzw. ein Selektionsnachteil ohne CYP4B1
Enzymaktivitat nicht vereinbar ware. Alle in dieser Studie getesteten Probanden, die
die knockout-Mutation in sich tragen, waren nachweislich gesund, sodass durch das
Fehlen des CYP4B1 im menschlichen Kdorper keine neuen Erkenntnisse in Hinblick auf
die physiologische Funktion des Proteins hergeleitet wurden.

Im Jahr 2001 behauptete eine japanische Arbeitsgruppe um Imaoka et al., dass eine
Insertion eines CAG-Triplets mit daraus resultierendem Serin an Position 207 der
humanen CYP4B1-Sequenz, die artifiziell in der Leber von transgenen Mausen
entdeckt wurde, zu einer Umsetzung von Laurinsaure und 2-Aminofluorene, beides in
der Literatur bekannte Substrate von CYP4B1, fihrte und somit die Ursache flr die
fehlende Aktivitat des humanen Proteins gefunden sei (101). Unsere Arbeitsgruppe um
Schmidt et al. stellte jedoch klar, dass die Insertion eines CAG-Tripletts am Ubergang
von Intron 5 zu Exon 6 und damit der Einbau eines Serins an Position 207 des
humanen CYP4B1 zwar mit 76% die haufigere Variante beim Menschen ist, diese
jedoch weder fiir das humane noch flr das aktive Kaninchen CYP4B1 Einfluss auf die
Aktivierung von 4-lpomeanol in HepG2- und primaren T-Zellen oder der
Proteinstabilitat in HepG2-Zellen hat (113). Anhand eines 3D-Modells konnte die
funktionelle Neutralitat mit der vorhergesagten Lage der Serin-Insertion an der aulieren
Oberflache des CYP4B1 in einer flexiblen Seitenkette weit entfernt vom aktiven
Zentrum bestatigt werden (113). Bei der Serin-Insertion handelt es sich also um eine
natlrliche splice acceptor Variante, die ohne funktionelle Bedeutung schlicht und
einfach wahrend der Evolution des Menschen ,passiert” ist.

Die Monooxygenase-Aktivitdt der Cytochrome hangt vor allem von der
Elektronentbertragung auf die Ham-Gruppe ab. Die NADPH-Cytochrom-P450-
Oxidoreduktase (POR) Ubertragt schrittweise zwei Elektronen von NADPH auf die
prosthetischen Gruppen FAD zu FMN und schlieBlich auf die Ham-Gruppe des
Cytochrom-P450-Enzyms (140). Alle Cytochrome in einer Zelle interagieren mit
derselben POR, quantitativ Uberlegen sind jedoch in einem Verhaltnis von 20:1 die
Cytochrome (139,141). Das naturliche zellulare Umfeld des CYP4B1 stellt vor allem die
Leber dar. Eine Uberexpression der Cytochrome kdnnte zu einem Ringen um die POR
fuhren bzw. kénnte die Expression der POR in primaren T-Zellen zu gering sein,
sodass eine vollstandige Aktivitdt der Cytochrome und der damit verbundenen
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Umsetzung von 4-lpomeanol nicht gegeben ware. Daher vermutete man zunachst,
dass bei Testung in T-Zellen die Reduktase uUberexprimiert werden misse, um eine
Enzymaktivitdt des humanen CYP4B1 zu steigern. Dies scheint anhand von
Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe fir die Funktion des humanen CYP4B1
jedoch keine entscheidende Rolle zu spielen, da sich die Funktion des CYP4B1 trotz
Uberexpression der Reduktase weder positiv noch negativ veranderte (116).

In dieser Arbeit wurden die CYP4B1-Enzyme als 3’-EGFP-Fusionsproteine exprimiert,
da EGFP als Selektionsmarker fir die FACS- und Western Blot-Analysen diente, weil
kein geeigneter Antikoérper flr die verschiedenen CYP4B1 Spezies verfiigbar war. In
friheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe stellte sich heraus, dass CYP-EGFP-
Fusionskonstrukte zu einer geringeren Enzymaktivitat in den Toxizitdtsassays fiihren
im Vergleich zu Konstrukten, in denen das Cytochrom und EGFP einzeln exprimiert
werden (116). Jedoch gilt die durch die EGFP-Fusion vermittelte Reduktion der
Enzymaktivitat fir alle Cytochrome gleichermalien, sodass die Cytochrome der
verschiedenen Spezies weiterhin untereinander vergleichbar sind.

4.2 Evolutionarer Zusammenhang — Denisova-Mutation

Entwicklungsgeschichtlich betrachtet erfolgt nach Abtrennung zu den Menschenaffen
und dem Ur-Mensch (Homo) eine weitere Aufteilung in Neandertaler und Denisova
sowie in die verschiedenen Gattungen der Frihmenschen bis hin zum modernen
Menschen (siehe Kapitel 3.2). Im Jahr 2008 fanden Forscher im Altai-Gebirge in
Sibirien einen Backenzahn sowie je einen Knochen von Finger und Zehe, die dem
Denisova Menschen zugeordnet wurden. Nach einigen Untersuchungen wurde eine
enge Verwandtschaft zum Neandertaler festgestellt (132). Prof. Svante Paabo vom
Max-Planck-Institut fir evolutionare Anthropologie in Leipzig stellte uns die Sequenzen
des CYP4B1 von Neandertaler und Denisova zur Verfigung. Die Aminosauresequenz
des Neandertaler CYP4B1 stimmt zu 100% mit der des modernen Menschen (berein,
wahrend das Denisova CYP4B1 sich im Vergleich zu dem des modernen Menschen in
einer einzigen Aminosaure an Position 70 des Enzyms unterscheidet. Diese p.V70G
Mutation hatte in den in dieser Arbeit durchgeflihrten Toxizitatsassays mit 4-lpomeanol
einen deutlichen Einfluss auf die Enzymaktivitdit des CYP4B1: Durch den Serin zu
Prolin Austausch an Position 427 des humanen Proteins konnte das urspriinglich
inaktive CYP4B1 4-lpomeanol effizient metabolisieren. Nach Einbau der Denisova-
Mutation p.V70G in das aktivierte humane Protein wurde hingegen Kkeinerlei
Substratumsetzung gemessen. Zum bisherigen Zeitpunkt konnten also zwei
spezifische Mutationen auf Aminosauren-Ebene identifiziert werden, die mit einem
Funktionsverlust des humanen CYP4B1 assoziiert sind und somit einen starken
Hinweis darauf liefern, dass die Evolution des Menschen mit einem funktionsfahigen
CYP4B1 nicht vereinbar ist.
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Aus diesem Grund kamen wir zu dem Entschluss, die Denisova-Mutation in das
hochaktive Kaninchen CYP4B1 einzufugen um zu testen, ob die Valin zu Glycin
Mutation an Position 65 der Kaninchen CYP4B1 Sequenz die Umsetzung von 4-
Ipomeanol stoppen kann. Diese Ergebnisse zeigten, dass eine vollstadndige Inaktivitat
nicht erreicht werden konnte, jedoch waren nach 24-stindiger Inkubation mit 4-
Ipomeanol Uber 16% und nach 48 Stunden immerhin noch fast 5% weniger Zellen
abgestorben im Vergleich zum Wildtyp Protein. Interessanterweise verschlechterte sich
in Enzymen von Bakterien das Expressionslevel des Kaninchen CYP4B1 nach Einbau
der Denisova-Mutation auf ca. 1 % (142). Des Weiteren fuhrte die Mutation zu einem
Aktivitatsverlust des Kaninchenproteins gegeniber Dodecansaure (142). In dieser
Arbeit liegen die CYP4B1-Proteine in nicht-physiologischen Expressionsleveln vor, da
die Proteine in HepG2-Zellen Uberexprimiert wurden. Mdglicherweise kénnte die
Denisova-Mutation zu einer deutlichen Reduktion der Substratumsetzung beim
Kaninchen CYP4B1 fihren. Ein Hinweis hierauf ware beispielsweise die
unterschiedliche Kinetik in den Denisova Toxizitatsassays. Jedoch wird eine Reduktion
der Substratumsetzung durch hohe verwendete Dosen des Prodrugs und bei einem
stark Uberexprimierten Enzym nicht deutlich, sodass die Experimente mit einer
geringeren Proteinexpression wiederholt werden muissten.

Die Denisova-Mutation fuhrte aber nicht nur zu verminderter CYP4B1-Aktivitat im
Hinblick auf die Substratumsetzung von 4-lpomeanol, sondern hatte auch grofien
Einfluss auf die Proteinstabilitat. Flr alle drei getesteten Denisova CYP4B1-Proteine
(Kaninchen, humanes S427 und P427) konnte eine Verringerung der
Proteinhalbwertszeit und eine Schwachung der Proteinbande im Western Blot
nachgewiesen werden.

Grinde, die die Auswirkungen der Denisova-Mutation auf die Substratumsetzung von
4-lpomeanol erklaren koénnen, konnten in dieser Arbeit nicht eruiert werden.
Mdoglicherweise andert sich durch den Austausch der Aminosaure Valin (lipophil,
Vorliegen einer Seitenkette) zu Glycin (hydrophil, geringe Gréfie) die dreidimensionale
Struktur des CYP4B1, sodass aufgrund einer anderen Proteinfaltung
Funktionsunterschiede auftreten kénnen (143—145). Bei den in dieser Arbeit genutzten
Proteinvorhersageprogrammen hatte die Denisova-Mutation jedoch keinerlei Einfluss
auf die prognostizierte  Sekundarstruktur.  Allerdings sollte stets die
Vorhersagegenauigkeit der einzelnen Programme berticksichtigt und kritisch hinterfragt
werden. Vorhersagemodelle, die Aussagen zur Tertidrstruktur der zu testenden
CYP4B1-Enzyme treffen, wurden in dieser Arbeit nicht getestet. Aktuell wird in
unserem Labor in Kooperation mit dem Institut flr Biochemie Il der Heinrich-Heine-
Universitat Disseldorf an einem Kristallisationsmodell der CYP4B1-Enzyme gearbeitet,
wodurch moéglicherweise durch einen Vergleich mit dem kirzlich bereits publizierten
und hochaktiven Kaninchen Protein (37) aufschlussreiche Informationen gewonnen
werden, die bestenfalls die Funktionsunterschiede der verschiedenen CYP4B1-
Proteine erklaren kénnen.
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4.3 Evolutionarer Zusammenhang — Menschenaffen

Nun stellt sich die Frage, an welchem Schritt der Evolution des Menschen das
CYP4B1-Protein eventuell inaktiv wurde. Evolutionar gesehen stellen Menschenaffen
und speziell der Schimpanse als nachster Verwandter des Menschen unsere weiteren
Vorfahren dar. Uberraschenderweise konnte der Schimpanse trotz eines Prolins im
aktiven Zentrum des CYP4B1 kein getestetes Prodrug umsetzen. Das CYP4B1 des
Schimpansen ist somit das erste Protein, das trotz eines Prolins in der
hochkonservierten Meander-Region des CYP4B1 nicht in der Lage ist, 4-lpomeanol zu
metabolisieren. Eine p.V70G Mutation liegt bei der Aminosauresequenz des
Schimpansen CYP4B1 nicht vor. Dies lasst bislang unbeantwortet, welche weiteren
Inaktivierungsmechanismen es im Laufe der Evolution gab, die darauf schliel3en, dass
die Inaktivierung des CYP4B1 essentiell fur die weitere Entwicklung des Menschen,
der Menschenaffen und der Affen war. Die Inaktivierung des humanen CYP4B1 im
Laufe der Evolution lasst nun einige Fragen offen, deren Klarung mit Spannung zu
beobachten ist. Aus evolutionarer Sicht ist zunachst zu klaren, warum sich das humane
CYP4B1 von dem hochkonservierten Prolin in allen anderen getesteten Spezies
unterscheidet. Um Aussagen hierlber treffen zu kénnen, missten zunachst weitere
CYP4B1-Proteine der Menschenaffen (Orang-Utan und Gorilla) sowie ggf. weitere
Affen in Hinblick auf Substratumsetzung und Proteinstabilitdt untersucht werden.
Zudem ist aus dem im Ergebnisteil dargestellten Multialignment ersichtlich, dass sich
das Pan paniscus CYP4B1 in nur acht Aminosauren von dem des Menschen
unterscheidet; davon zwei, die fir den Schimpansen (R244H und K511N), und zwei
weitere (R106C und R473H), die flr die Menschenaffen spezifisch sind. Ob diese
Aminosaureveranderungen trotz eines Prolins in der Meander-Region die Inaktivitat
des CYP4B1 erklaren kénnen, ist aktuell noch nicht geklart.

In dieser Arbeit wurde flr das Pan troglodyt CYP4B1 eine Aminosauresequenz
genutzt, die durch eine 110 Aminosauren umfassende Deletion unmittelbar zu Beginn
herausstach. Ursachlich fir die fehlende Substratumsetzung des Pan troglodyt
CYP4B1 in den Toxizitatsassays und die Instabilitdt des Proteins in den Halbwertszeit-
Experimenten kdnnte die Hinterlegung einer falschen Proteinsequenz im Jahr 2014 auf
der Plattform Ensembl sein. Anhand der Prognosen der Vorhersageprogramme und
mit dem Wissen, dass alle Cytochrome der Saugetiere im Endoplasmatischen
Retikulum verankert sind und am 5’-Bereich ihren Membrananker aufweisen (146—
148), konnte dargelegt werden, dass fiir die in dieser Arbeit genutzte Sequenz des Pan
troglodyt CYP4B1 kein Membrananker existiert. Mittlerweile (Stand 07/2020) ist die in
dieser Arbeit genutzte Sequenz des Pan troglodyt CYP4B1 auf der Plattform Ensembl
nicht mehr aufgeflihrt; stattdessen gibt es eine aktualisierte Sequenz mit 497 AS sowie
zwei weitere splice Varianten (512 AS und 297 AS), die, bis auf die kurze Sequenz, bei
der es zu einem vorzeitigen Proteinabbruch ohne Vorhandensein der
hochkonservierten Meander-Region kommt, ein Prolin an Kkorrespondierender
Aminosaureposition im aktiven Zentrum des Enzyms besitzen. Nach Kontrolle der drei
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neuen Sequenzen weisen nun laut getesteter Vorhersageprogramme alle einen
Membrananker auf. Insgesamt gesehen sind die Ergebnisse in dieser Arbeit fur das
Pan troglodyt CYP4B1 somit nicht zu werten. Insbesondere aufgrund des grofRen
evolutiondren Interesses sollten die Versuche mit der aktualisierten Sequenz
wiederholt werden.

4.4 CYP4B1 Aktivitat in weiter entfernten Evolutionsstufen

Das CYP4B1 ist in anderen Saugetieren hdchstaktiv und fuhrt unter anderem durch die
Umsetzung von 4-lpomeanol zu der Entwicklung eines Lungendédems und/oder —
emphysems bei Rindern (102). Nachdem Wilson et al. 1971 ihre Studie Uber 4-
Ipomeanol als Schimmelpilztoxin in SuRkartoffeln und den mit dem Verzehr der
Kartoffeln verbundenen Tod bei Rindern publizierte (104), folgten etliche weitere
Tierversuche, die die Umsetzung des Substrats durch das CYP4B1 untersuchen
sollten. Insgesamt bestatigten die Tierversuche in Hunden, Ratten, Kaninchen,
Mausen, Pferden und Seeldwen die nahezu ausschliellliche Lungentoxizitat von 4-
Ipomeanol (71,72,103,107,108,131). Eine milde Nierentoxizitdt bei hohen
Substratdosen konnte lediglich bei mannlichen Mausen beobachtet werden (107). In
dieser Arbeit konnte reproduziert werden, dass das CYP4B1 von Maus und Kaninchen
4-lpomeanol besonders gut umsetzen kann. Das Kaninchenprotein war in den
Halbwertszeitbestimmungen dabei deutlich stabiler als das CYP4B1 der Maus.
Auffallend war jedoch, dass das CYP4B1 der Maus eine deutlich geringere
Proteinstabilitat trotz der wesentlich starkeren Substratumsetzung im Toxizitatsassay
mit 4-lpomeanol als das Protein des Pferdes besitzt. Das Ergebnis war durchaus
Uberraschend, da bislang eine hohe Proteinstabilitat fir CYP4B1-Proteine beobachtet
wurde, die 4-lpomeanol effektiv umsetzen konnten, und nur eine geringere Stabilitat
gemessen wurde bei Proteinen, die keine oder nur eine geringe Enzymaktivitat
besalten (116).

4.5 Perilla Keton als alternatives Substrat von CYP4B1

Besonders auffallig und interessant ist das Verhalten des CYP4B1 des Pferdes in den
Toxizitatsassays: Als einziges in dieser Arbeit getestetes Cytochrom kann es 4-
Ipomeanol nur wenig und dafir Perilla Keton besonders gut umsetzen. Ein solch
grol3er Unterschied in der Umsetzung verschiedener Substrate konnte fur kein anderes
CYP4B1 gemessen werden. Die Ursache, warum das Pferd CYP4B1 Perilla Keton
besonders gut umsetzt, konnte die verdnderte Substrattasche und eine
unterschiedliche Substrataffinitat sein, welche sich mdglicherweise durch fiir das Pferd
CYP4B1 spezifische Aminosaureveranderungen erklaren lassen (90,149). Ein weiterer
Grund konnte die unphysiologische Uberexpression der HepG2-Zellen und die nicht
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vorhandene Uberexpression der NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase (POR)
sein, die die Aktivitat der Cytochrome regulieren kann (20).

Perilla Keton ist ein &therisches Ol aus der natirlich vorkommenden asiatischen
Pflanze Perilla frutescens und wird in Asien vor allem in der Fleischzubereitung
genutzt. Es erregte in den 1970er Jahren zunehmend an Aufsehen, da es bei Pferden
nach Verzehr der Pflanze zu respiratorischen Beschwerden mit der Maximalvariante
eines Lungenddems kam, die an die Symptomatik der Rinder nach Verzehr der mit 4-
Ipomeanol kontaminierten SifRkartoffeln erinnerte (131). Aufgrund der enormen
Strukturahnlichkeit zu dem bereits getesteten Substrat 4-Ipomeanol entschlossen wir
uns, die gesamten in dieser Arbeit durchgefliihrten Toxizitatsassays mit Perilla Keton
als alternatives Substrat zu wiederholen. Dass Perilla Keton als Substrat fir das
CYP4B1-Enzym geeignet ist, konnten unter anderem Rodllecke et al. 2016 zeigen (89).
Auch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Toxizitatsassays konnten nicht nur eine
Metabolisierung von Perilla Keton, sondern auch ein effizienteres Absterben im Sinne
einer hoheren Absterberate bei geringerer Substratkonzentration verglichen mit 4-
Ipomeanol reproduzieren. In den in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten
Experimenten gab es keine Toxizitatsunterschiede von 4-lpomeanol und Perilla Keton
in HepG2-Zellen (150). Eine deutlich héhere Toxizitdt von Perilla Keton konnte
hingegen in T-Zellen beobachtet werden (150). Darauf aufbauend plante unsere
Arbeitsgruppe weiterfilhrende Untersuchungen, die die Metabolisierung von Perilla
Keton und dessen reaktive Metaboliten identifizieren sollte, in dem das aktive
Kaninchen CYP4B1 sowie das optimierte humane CYP4B1P+12 zunachst in E. coli
exprimiert wurden (90). Im Gegensatz zu 4-lpomeanol stellte sich
Uberraschenderweise heraus, dass nicht-reaktive hydroxylierte Produkte den grofiten
Anteil der oxidativen Metaboliten von Perilla Keton darstellen und somit das Substrat in
verschiedenen Positionen in die Substrattasche eindringen kann (90). Da die Toxizitat
von Perilla Keton in humanen T-Zellen jedoch deutlich héher war als die von 4-
Ipomeanol, scheint es nur plausibel, dass die initial hydroxylierten Metaboliten des
Perilla Keton als Substrat fiir das CYP4B1 dienen und die Offnung des Furanrings erst
an einem zweiten Reaktionsschritt erfolgt (90). Anhand des 3D-Modells des Kaninchen
CYP4B1 lieRen sich interessanterweise zwei verschiedene, nahezu energiegleiche
Richtungen prognostizieren, wie Perilla Keton im aktiven Zentrum des Proteins bindet
(unpublizierte Daten).

In unseren Versuchen zeigte Perilla Keton selbst bei hohen Substratkonzentrationen
keine unspezifische Toxizitat in Kontroll-HepG2-Zellen, sodass aufgrund des fehlenden
Bystander-Effektes zunachst davon auszugehen ist, dass Perilla Keton ein alternatives
Substrat in weiterfihrenden Versuchen sein kann. Jedoch bemerkten Rollecke et al.,
dass es in Toxizitatsassays in T-Zellen mit Perilla Keton bei einer Konzentration von 90
MM zu einer unspezifischen Toxizitat in Kontroll-T-Zellen kam (150). Perilla Keton war
in T-Zellen aber potenter und induzierte schnelleren Zelltod (gleiche Absterberate bei
0,9 uM Perilla Keton im Vergleich zu 90 uM bei 4-lpomeanol) (151), sodass weitere
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Versuche in Tieren sicherlich sinnvoll und erstrebenswert sind, um zu testen, ob die
Vorteile von Perilla Keton gegenuber 4-Ipomeanol auch in vivo reproduziert werden
kénnen. Problematisch kénnte in Organismen jedoch die aufgrund der Lipophilie von
Perilla Keton bestehende schlechtere Ldslichkeit werden, da das Substrat die Blut-
Hirn-Schranke Uberwindet, im Gehirn akkumuliert und die T-Zellen nicht erreicht.

Auch ist noch unklar, ob Perilla Keton in vivo zu Nebenwirkungen wie Lebertoxizitat
fuhren wird, z.B. weil es durch andere Cytochrome metabolisiert wird und somit
potenzielle bislang unbekannte Nebenwirkungen auslésen kann. Sollte Perilla Keton in
in vivo Studien ebenfalls potenter sein als 4-lpomeanol, kénnte Perilla Keton eine
geeignete Substratalternative fir das CYP4B1-Suizidgen sein, da durch den Einsatz
deutlich geringerer Substratkonzentrationen das Risiko von Nebenwirkungen potenziell
geringer ausfallt.

Nichtsdestotrotz sollten parallel weitere potentielle Substrate fiir das CYP4B1 getestet
werden, um Hinweise flir endogene Substanzen zu bekommen und um bei spaterer
Anwendung des Cytochroms als Suizidgen im Menschen das bestmdgliche und fiir den
Menschen am wenigsten gefahrliche Prodrug zu nutzen. Methodisch hat es sich
etabliert, zunachst nach Substraten zu screenen, die der Struktur des 4-lpomeanol
ahnlich sind, um diese anschlieBend in Toxizitatsassays auf Substratumsetzung zu
testen. Dieses Verfahren wurde 2017 von Rollecke et al. bereits erfolgreich angewandt:
Insgesamt konnten so neben dem bereits in der Literatur bekannten Substrat 2-AA drei
neue Substrate, namentlich 2-Furylpentylketon (2-FPK), 2-Hexylfuran (2-HexF) und 2-
Heptylfuran (2-HepF) identifiziert werden, die alle eine Aktivitat in den Toxizitatsassays
in HepG2-Zellen demonstrierten (90). Auf diese Art und Weise kann man nun eine
Bibliothek erstellen, um die Substratkandidaten dann systematisch insbesondere auf
mogliche im Menschen auftretende Toxizitaten testen zu kénnen.

4.6 Klinische Nutzung von CYP4B1 beim Menschen

Da die Versuche, 4-lpomeanol als Chemotherapeutikum bei Lungentumoren des
Menschen zu nutzen, scheiterten (106—-111,115), und immer klarer wurde, dass das
CYP4B1 des Menschen 4-Ipomeanol nicht metabolisieren kann, entstand die Idee, das
CYP4B1 des Kaninchen als Suizidgen in Kombination mit 4-lpomeanol beim Menschen
anzuwenden. Rainov et al. beschrieben erstmals diese Anwendung, als Ratten 4-
Ipomeanol intraperitoneal injiziert wurde, welches ein selektives Absterben von 9L-
Gliosarkomzellen zur Folge hatte (114). Dass dies jedoch ohne weitere Beobachtung
von Lungentoxizitat in den Tieren stattgefunden haben soll, ist kaum vorstellbar.
Méoglicherweise wurde das Kaninchen CYP4B1 stark lberexprimiert, sodass eine
spezifische Organtoxizitat beobachtet wurde. Um das Prinzip der Suizidgentherapie
beim Menschen anwenden zu kénnen, missen einige Faktoren bertcksichtigt werden.
Die bis heute am haufigsten verwendeten Suizidgensysteme stellen die Herpes
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simplex Virus Typ | Thymidin Kinase (HSV-tk) und die induzierbare Caspase 9
(iCasp9) dar. Ein grofter Nachteil des HSV-tk-Suizidgensystems ist die Beobachtung
von ,Bystander-Effekten“, sodass auch in nicht-Suizidgen-tragenden Zellen die
Apoptose eingeleitet wurde (152—154). Problematisch scheint auRerdem, dass es in
mehreren Fallen zu einer immunologischen Abwehrreaktion gegen das HSV-tk Protein
kam. Auch ist Ganciclovir im klinischen Alltag ein gangiges Virustatikum, wodurch die
gesteigerte Applikation zu einer hdheren Anzahl an Resistenzen fiihren kann
(111,155-157). Daher stellt eine Alternative zum HSV-tk-Ganciclovir-Suizidgensystem
die induzierbare Caspase 9 mit AP1903, ein synthetisch hergestelltes Molekil, als
Prodrug dar. Die iCasp9 ist bereits in praklinischen und klinischen Studien getestet
worden und im Vergleich zur HSV-tk aufgrund des humanen Ursprungs weniger
immunogen (158,159). Eine graft-versus-host-disease (GvHD) wurde im Rahmen
allogener Stammzelltherapien (SZT) effektiv verhindert und im Gegensatz zur HSV-tk
wurde bislang kein Bystander-Effekt beschrieben (160). Einziger bisherig beobachteter
Nachteil, der aber durchaus von grolRer Bedeutung ist, stellt die effiziente, aber
inkomplette Apoptoseinduktion durch das Prodrug AP1903 dar (161-163).

Aus diesem Grund versucht unser Labor ein Suizidgensystem zu entwickeln, das den
hohen Anforderungen eines idealen Suizidgens gerecht werden kann. Es handelt sich
dabei um das zu den Cytochromen zugehoérige humane CYP4B1 mit insgesamt 13
veranderten Aminosauren (hCYP4B1 P+12), welche das eigentlich inaktive Protein zu
einer effizienten Metabolisierung des Prodrugs 4-lpomeanol verandern. Die
Modifizierung der Aminosauresequenz an 13 Positionen erfolgte mit Hilfe eines
Alignments des hochaktiven Kaninchen CYP4B1 und anderen humanen Cytochromen
der gleichen Familie, wodurch konservierte Aminosauren, die flr einen Austausch
geeignet sein kénnten, identifiziert wurden (116). Dadurch dass nur auflerst wenige
Aminosauren des humanen CYP4B1 verandert wurden, scheint das Auftreten von
Immunreaktionen bei noch ausstehender Anwendung am Menschen sehr gering.
Vorteile des Prodrugs 4-lpomeanol sind zum Einen die unabhangig vom Zellzyklus
induzierte Apoptoseeinleitung sowie die langjahrige Erfahrung mit dem Substrat,
bedingt durch die Vermutung 4-Ipomeanol sei ein geeignetes Chemotherapeutikum bei
Bronchial-Karzinomen (107). Das Wissen, in welchen Konzentrationen 4-lpomeanol
appliziert werden darf, dass das Risiko einer Hepatotoxizitat bei hohen Dosen beachtet
werden muss und dass bislang kein Bystander-Effekt beschrieben wurde (109-111),
machen das humane CYP4B1 P+12 in Kombination mit 4-lpomeanol als Prodrug zu
einem interessanten und hoffnungsvollen Suizidgensystem-Kandidaten fir zuklnftige
Studien zunachst im Mausmodell und bei Erfolg in weiterflihrenden klinischen Studien.
Dadurch, dass das CYP4B1 des Menschen ein nattlirliches knockout Protein sein kann
und die fehlende Aktivitdt anscheinend wichtig in der Evolution der Menschen und
Menschenaffen war, muss zunachst vorsichtig getestet werden, ob durch Einbringen
eines modifizierten aktivierten humanen CYP4B1 plétzlich Substrate, die keinesfalls
umgesetzt werden sollen, nun doch metabolisiert werden und damit potentiell schadlich
fur den Menschen sind. Da unklar ist, welche endogenen und exogenen Substrate
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moglicherweise wieder umgesetzt werden, birgt die Anwendung des humanen
CYP4B1 als Suizidgen eine Gefahr, dessen Ausmal fur alle noch unbekannt ist.

Ein Hindernis in der klinischen Anwendung von 4-lpomeanol und Perilla Keton ist die
Rolle verschiedener anderer humaner Cytochrome, die moglicherweise in der Lage
sind die Substrate umzusetzen. In klinischen Phase | und Il Studien mit 4-lpomeanol
wurde die Hepatotoxizitat als dosislimitierender Faktor angesehen (109). Da das
humane CYP4B1-Enzym in Leberzellen nicht exprimiert wird, missen demnach andere
Leberenzyme fir die Substratumsetzung von 4-lpomeanol verantwortlich sein. Da die
Proteine CYP1A2, CYP2E1, CYP3A4 und CYP3A5 am haufigsten in der menschlichen
Leber zu finden sind (115), ist es zumindest naheliegend, dass eines dieser Enzyme in
den klinischen Studien 4-lpomeanol umsetzen konnte. Unsere Arbeitsgruppe zeigte in
in vitro Experimenten mit HepG2-Zellen und 4-lpomeanol als Substrat eine
Enzymaktivitat lediglich fir das humane CYP1A2-Protein, alle anderen Cytochrome
fuhrten zu keinem Zellsterben (unpublizierte Daten). Au’erdem war die Hepatotoxizitat
zwar als dosislimitierender Faktor angesehen worden, jedoch konnte die Organtoxizitat
nicht fir alle Patienten beobachtet werden (109). Wenn das CYP1A2-Protein demnach
alleine fiir die Toxizitat verantwortlich sein soll, so hatten in den klinischen Studien
keine asymptomatischen Patienten beschrieben werden dirfen, sprich es musste flr
jeden Patienten eine Lebertoxizitat unterschiedlichen Schweregrades nachweisbar
gewesen sein. Demnach misste es weitere Enzyme im menschlichen Kérper geben,
die 4-lpomeanol in ihre toxischen Metabolite umsetzen kénnen. Interessanterweise
konnte in CYP4B1 knockout Mausen nach Applikation von 4-lpomeanol keine
Lebertoxizitat beobachtet werden, sodass zumindest in Mausen nicht ausreichend
CYP1A2-Aktivitat durch die Prodrug-Gabe vermittelt wird (164). Um welche fir die
Organtoxizitat ursachlichen Cytochrome es sich handeln kénnte, ist bislang noch
ungeklart, allerdings weild man, dass das humane CYP1A2 grundsatzlich in der Lage
ist, 4-lpomeanol zu metabolisieren (115).

Die damals in Kklinischen Studien verwendeten Dosierungen von 4-lpomeanol
unterschreiten diejenigen, die in unserer Arbeitsgruppe fiir eine effiziente Elimination
mit einem CYP4B1-Suizidgen ausgestatteter T-Zellen erforderlich waren, deutlich
(109). Wahrend damals Hoéchstkonzentrationen von 1000 uM (Spitzenspiegel) mit
maximaler Dosis von 1290 mg/m? fiir eine Therapiedauer von drei Wochen genutzt
wurden, bendtigten wir in unseren in vifro Studien Dosierungen von 90 pM 4-
Ipomeanol, welche ein effizientes Zellsterben von > 90% transduzierter Zellen nach 24-
stindiger Inkubation mit dem Prodrug zur Folge hatten. Allerdings muss die
mangelhafte Kinetik in unseren Toxizitatsassays dabei berlicksichtigt werden. Um das
Gleichgewicht zu finden, welche Konzentration fiir einen sicheren Therapiestopp bei
Nutzung des humanen CYP4B1 Suizidgensystems als Sicherheitsschalter bei
adoptiven T-Zell-Therapien ausreichend ist und welche Konzentration moéglicherweise
zu Nebenwirkungen wie Hepatotoxizitat fihrt, sollte in weiterfihrenden in vivo Studien
getestet werden.
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4.7 Ausblick

Bislang ist Uber die Funktion des CYP4B1 im Menschen nichts bekannt. Ebenso fehlen
Informationen, ob das humane CYP4B1 wirklich inaktiv ist bzw. welche Substrate flr
eine Aktivitat des Proteins sorgen. Weitere Substratkandidaten des humanen CYP4B1
sollten gescreent und mogliche Nebenwirkungen herausgestellt werden, um in Zukunft
bei potentieller Anwendung des optimierten humanen CYP4B1 Suizidgens im
Menschen eine grélitmogliche Sicherheit zu erlangen. Hier von besonderem Interesse
ist eine geringe oder idealerweise keine nachweisbare Hepatotoxizitat der potentiellen
neuen Substrate im Vergleich zu den bekannten Substraten 4-lpomeanol und Perilla
Keton.

Ein weiteres Hindernis in der Klarung der Funktion des menschlichen CYP4B1 besteht
in der Problematik, dass bislang noch kein 3D-Modell fir das humane Protein vorliegt.
Bis jetzt konnte als erstes und bisher einziges Cytochrom der Familie 4 das Kaninchen
CYP4B1 mit Octan als Substrat kristallisiert werden. Funktionell gesehen
unterscheiden sich die Proteine von Mensch und Kaninchen jedoch maximal
voneinander, sodass raumliche Auswirkungen verschiedener
Aminosaureveranderungen in der humanen Sequenz zwar mit dem Kristallmodell des
Kaninchens prognostiziert werden koénnen, fir verwendbarere Informationen und
Hinweise Uber die Substrattasche jedoch ein 3D-Modell fiir das menschliche CYP4B1
idealer und wiinschenswert ware, jedoch eine Integration in Bakterien aktuell noch
nicht gelingt.

Wichtige Hinweise flir die Substratspezifitit konnten gewonnen werden, wenn
eindeutig ist, an welchem Schritt der Evolution die Inaktivierung erfolgte.
Mdoglicherweise konnten andere Cytochrome als eine Art Kompensationsmechanismus
die Aufgaben des CYP4B1 Gbernehmen, jedoch ist unbekannt, um welche Cytochrome
es sich dabei handeln kdnnte. Um auf evolutiondrer Ebene mehr Klarheit zu
verschaffen, ist es erforderlich, in der Evolution der Menschenaffen systematisch
zuriick zu gehen und darauffolgend die CYP4B1-Enzyme von Gorilla und Orang-Utan
auf potentielle Substrataktivitdt zu testen. Sollte bei diesen Spezies weiterhin keine
Substratumsetzung erfolgen, so missen weitere Affen, die sogenannten new world
monkeys (Krallen-, Kapuziner-, Nacht-, Saki- und Klammerschwanzaffen) und old
world monkeys (Meerkatzenverwandte) untersucht werden, um herauszufinden an
welchem Schritt das CYP4B1 inaktiv wurde. Zudem bieten die anhand der Pan
paniscus CYP4B1 Sequenz ermittelten Aminosaureveranderungen eine gute
Mdoglichkeit, um zu testen, ob diese beispielsweise nach Einbau in das aktive
Kaninchen oder das aktivierte humane P427 CYP4B1 Auswirkungen auf die
Substratumsetzungen in Toxizitatsassays zeigen.
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