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Einleitung

1 Einleitung

Arsen ist eines der in der Umwelt hdufig vorkommenden toxischen Halbmetalle und ist von
hoher globaler Bedeutung in der Umwelttoxikologie. Das Hauptproblem heute stellt die
chronische Arsen-Exposition durch kontaminiertes Trinkwasser dar (Lerda 1994, Hopenhayn-
Rich et al.1996, Dulout et al. 1996, Nordstrom 2002, Ratnaike 2003).

Uber die Jahrhunderte hinweg fand Arsen in sehr verschiedenen Bereichen Anwendung.
Nachdem griechische Arzte wie Hippokrates und Galen seine Wirkung entdeckten, war es ein
bewahrtes Zusatzmittel in Kosmetik und Heilmitteln.

In der Zeit von 1922 bis 1970 wurde Arsen in Afrika zur Therapie der tropischen
Schlafkrankheit eingesetzt. Das in den 1950er Jahren entwickelte Melarsoprol war Uber
mehrere Jahrzehnte das Mittel der ersten Wahl zur Behandlung der Schlafkrankheit und wird
heute noch eingesetzt (Lullmann 1999, Kennedy 2012).

Ein schon im 18. Jahrhundert weit verbreitetes Prdparat aus einer Mischung aus
Kaliumarsenit war die ,,Fowler'sche Losung®, die bis in die 60er Jahre in Deutschland zur
Behandlung der Psoriasis und allergischen Hautkrankheiten eingesetzt wurde.

Arsen war wahrend des Zweiten Weltkrieges erstes Mittel der Wahl bei Syphilis und 1965
wurde es offiziell als Therapeutikum bei Asthma, Gingivitis, Vincent’s Plaut Angina,
Pernizioser Andmie und Morbus Hodgkin eingesetzt (Evens et al. 2004, Barbery et al. 2003).
Heute wird Arsen weiterhin als ein essentieller Bestandteil in der Chinesischen Medizin sowie
in homoopathischen Praparaten in Form von Arsenicum album verwendet. Im Jahr 2000
wurde ein arsenithaltiges Praparat unter dem Namen Trisenox in den USA zur Behandlung
der promyelozytaren Leukamie (APL) zugelassen. Seit 2002 besteht flir Trisenox auch in
Europa eine Zulassung, um unter der Behandlung eine Remission der Leukamischen Zellen
zu induzieren (Anderson et al. 2002, Bachleitner-Hofmann et al. 2002, Miller et al. 2002).
Aufgrund der gesundheitlich schadigenden Wirkung von Arsen wurde der therapeutische
Einsatz jedoch im Laufe der Jahre in den verschiedenen Anwendungsgebieten immer weiter
eingestellt (Jackson und Grainge 1975). So ist bekannt, dass Arsen eine kanzerogene Wirkung
besitzt, die sich in verschiedenen Organen des menschlichen Kdrpers manifestieren kann
(Hughes 2002, Kitchin 2001, Rossman 2003, WHO 2002).

Ein zentrales Thema im Zusammenhang mit Arsen ist die Grundwasserbelastung. Die
Kontamination des Grundwassers entsteht zum einen durch natirlich geologisch
vorkommende Arsenressourcen und wird stark durch die geologischen und Ortlichen
Gegebenheiten beeinflusst. Arsen ist ein natirlicher Bestandteil der Erdkruste und wird als

Oxyanion durch biogeochemische Prozesse aus Erzverbindungen von Eisen, Aluminium und
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Einleitung

Mangan in unterirdisch liegenden Wasserspeichern in das Grundwasser freigesetzt. Je nach
geologischem Untergrund hat das Trinkwasser in einigen Gebieten der Erde einen hohen
Arsengehalt (Ratnaike 2003, Nordstrom 2002).

Die geogene Kontamination von Trinkwasserressourcen wurde in L&ndern wie Indien,
Bangladesh, Taiwan, Mexiko, Chile, Pakistan, China, Thailand, Argentinien und USA
dokumentiert (Dulout et al. 1996, Hopenhayn-Rich et al. 1996, Lerda 1994, Vega et al. 1995,
Haque et al. 2003, Tondel et al. 1999, Hall 2002). Zu den zwei am stérksten betroffenen
Regionen der Welt gehdren Bangladesh und das westliche Bengal in Indien. Im sidlichen
Bangladesh und in angrenzenden Bezirken des westlichen Bengals sind 79,9 Millionen bzw.
42,7 Millionen Menschen durch die Grundwasserbelastung Arsen-Konzentrationen iber den
seit 1993 von der Welt-Gesundheits-Organisation empfohlenen Maximalwert von 10 pg/I
ausgesetzt. In beiden genannten Regionen kommt Arsen als eine natirliche Ressource vor. In
den Jahren 1960 bis 2000 wurden in Bangladesh und Chile fir die Verbesserung einer
hygienischen Trinkwasserversorgung etwa 10 Millionen Wasserbrunnen gegraben. Die Folge
war eine drastische Erhohung der Arsen-Konzentration im Trinkwasser bis zu 860 pg/l
infolge von Auswaschungen aus arsenhaltigen Erzen (Joshi et al. 2003, Jones et al. 2008).
Weltweit sind Millionen von Menschen arsenkontaminiertem Trinkwasser mit Werten ber
100 pg/l ausgesetzt (Chatterjee et al 1995, Smith et al. 2000).

Zum anderen entsteht eine Arsenkontamination des Trinkwassers durch industrielle
Verschmutzung sowie durch Verwendung von arsenhaltigen Pestiziden in der Holzwirtschaft.
Der Einsatz von arsenhaltigen Insektiziden ist mittlerweile nicht mehr erlaubt (WHO 2002).
Der von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) empfohlene Grenzwert seit 1993 flir Arsen
im Trinkwasser liegt bei 10 pg/l und ist seit 1996 in Deutschland einzuhalten sowie seit 1998
in der EU gesetzlich vorgeschrieben. 2001 reduzierten die USA den Grenzwert flr Arsen im

Trinkwasser von 50 pg/l auf 10 ug/l.
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Abb. 1: Arsenbelastete Gebiete weltweit (mit freundlicher Genehmigung von ©BWT)

Akute Intoxikationserscheinungen treten bei Arsendosen tber 65 mg Einnahme per os auf
(Lallmann 1999). Dabei stehen initial gastrointestinale Beschwerden mit Durchfall und
Koliken im Vordergrund, im spateren Verlauf kdnnen Nieren- und Kreislaufversagen, bis hin
zum Schock und Multiorganversagen die Folge sein.

Hinsichtlich der Umwelttoxikologie von Arsen ergibt sich eine Vielzahl offener Fragen. So ist
der Mechanismus der Arsen-bedingten Genotoxizitdt und Kanzerogenitdt nicht hinreichend
geklart, es ist jedoch bekannt, dass in Folge chronisch hoher Exposition vermehrt Neoplasien
in der Bevodlkerung auftreten (Vahter et al. 1995). Dabei kénnen Tumore an der Haut, Lunge
Harnblase, Leber, Magen und Kolon auftreten (Abernathy et al. 1999, Dopp et al 2009, Chen
et al. 1992, Kitchin 2001). Die Frage einer gesundheitlich sicheren Grenzwertfestlegung ist
jedoch nur unzureichend beantwortet und bisher konnte keine Schwellenkonzentration, bzw.
verantwortliche Expositionsdauer und -dosis fur die karzinogene Wirkung von Arsen
abgeleitet werden. In zahlreichen Studien konnten bereits ab einer Trinkwasserkonzentration
von 8 pg/l eine Arsen-bedingte Mortalitatserhéhung der Bevolkerung durch Krebs-
erkrankungen dokumentiert werden (Chen et al 1992, Morales et al. 2000, Haque et al. 2003,
Peplow und Edmonds 2004). Die Wirkungsmechanismen von Arsen werden in Kapitel 1.2
dargestellt.

In Bezug auf eine umwelttoxikologische Bewertung von Arsen und seinen anorganischen
Verbindungen stehen die chronisch toxischen Wirkungen im Vordergrund. Die zu Grunde

liegenden Wirkprinzipien haben eine hohe Relevanz in Bezug auf den Verlauf der Dosis-
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Wirkungs-Beziehungen der chronischen Toxizitdt. Der Verlauf der Dosis-Wirkungs-
Beziehungen hat eine direkte Konsequenz in Bezug auf die Risikobewertung von
anorganischen Arsenverbindungen. Der Metabolismus von Arsen ist komplex und relevant,
da intermediér reaktive Metabolite entstehen, die bei der Bewertung der Wirkprinzipien zu
beruicksichtigen sind. Wissenschaftllich interessant ist die Frage einer unterschiedlichen
Empfindlichkeit des Menschen in Bezug auf die Toxizitst von anorganischen
Arsenverbindungen, darunter insbesondere die Hinweise auf die Ausbildung einer erhdhten
Arsentoleranz. Diese Einleitung konzentriert sich daher im folgendem auf die Themenfelder
Metabolismus von anorganischen Arsenverbindungen, mogliche Wirkprinzipien, chronisch
toxische Wirkungen und spezifische Toleranz-/Resistenzmechanismen.

1.1 Der Metabolismus von Arsen

Arsen kommt in zwei Oxidationszustanden vor: In dreiwertiger Form als Arsenit (As"") und
in funfwertiger Form als Arsenat (As"). Organische Arsenverbindungen, wie sie in Fischen
und Meeresfrichten zu finden sind (Arsenocholin und Arsenobetain) (Gebel TW 2001a),
werden vom Menschen und den meisten Tieren nur in geringem Ausmal (ca. 10%)
metabolisiert und fast unverandert innerhalb von zwei bis drei Tagen Uber die Nieren
ausgeschieden (Crecelius 1977, Cohen et al. 2006).

Da organische Arsenverbindungen damit weitgehend ohne Wirkung den Kdrper passieren und

" und Arsenat (AsV) auf Saugerzellen ein stirkeres toxisches

anorganisches Arsenit (As
Potential besitzen, fokussiert sich die Forschung hauptsdchlich auf anorganische
Arsenverbindungen (Vather 1988, Ochi et al. 1994, Oya-Ohta et al. 1996, Eguchi et al. 1997).
Eine Belastung des Menschen mit anorganischem Arsen erfolgt hauptséchlich (ber
kontaminiertes Trinkwasser (Lerda 1994, Peplow und Edmonds 2004, Jones et al. 2008).

Bezlglich des Arsenmetabolismus ist bekannt, dass Arsenmetabolite durch Methylierung in
der Leber verstoffwechselt werden (Li et al 2005, Vahter 2000, Mitchell et al. 2000). Das
anorganische fiinfwertige Arsenat As' wird zunichst zu dreiwertigem Arsenit (As'")
reduziert, welches in die Zelle aufgenommen und dann weiter metabolisiert wird (Abb.2). Yu
et al. identifizierten (2003) die Purin-Nukleosid-Phosphorylase (PNP) im menschlichen
Organismus fiir diese Reaktion der Arsenat-Reduktase (Reduktion von Arsenat (AsY) zu

Arsenit (As'""). Als Quelle fur Reduktionsaquivalente dient Glutathion.
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Abb. 2: Hypothetisches Schema der Biotransformation von anorganischem Arsen

ORORE

As (Arsen), MMA (Monomethylarsonsédure), DMA (Dimethylarsonséure), TMA
(Trimethylarsinoxid), SAM (S-Adenosylmethionin), SAHC (S-Adenosylhomocystein),
AS3MT (As"'-S-Adenosylmethionin-Methyltransferase), GSH, Gs (reduziertes Gluta-
thion), GSSG (oxidiertes Glutathion, Glutathiondisulfid), PNP (Purin-Nukleosid-
Phosphorylase), GSTO (Glutathion-S-Transferase), GSX (Glutathion-S-Konjugat)
(modifizert nach Suzuki et al. 2001, Hayakawa et al. 2005).

Der weitere Metabolismus (Abb.2) stellt eine Reihe von Reduktionen und oxidativen

Methylierungen dar, wobei Arsenit (As""

) zundchst in der Leber durch sequentiellen Transfer
von Methylgruppen von S-Adenosylmethionin (SAM) zu Monomethylarsonsaure (MMAY)
verstoffwechselt wird (Li et al. 2005). Diese oxidative Methylierung erfolgt Uber die
detektierte  AS3MT  (frihere  Nomenklatur:  Cyt19)  As''-S-Adenosylmethionin-
Methyltransferase, welche in der Leber exprimiert wird (Zakharyan et al. 1999). Ihre Funktion
bestent darin, die Methylgruppen von S-Adenosylmethionin (SAM) auf dreiwertige
Arsenitmetaboliten zu Ubertragen und ist in den einzelnen Individuen unterschiedlich
ausgepragt (De Chaudhuri et al. 2008, Drobna et al. 2006, Kitchin 2001, Mitchell et al. 2000,
Vahter 2000, Aposhian 1997).

Die anschlieRende Verstoffwechselung erfolgt in einer Reduktion von fiinfwertiger MMAY zu

dreiwertiger Monomethylarsonsaure (MMA'"). Die hierbei involvierte Reduktase ist das
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geschwindigkeitslimitierende Enzym des anorganischen Arsen-Metabolismus und gehért zur
Superfamilie der Glutathion-S-Transferasen (Thompson 1993, Zakharyan et al. 2001).
MMA" wird dann in einer weiteren Methyltransferase-abhangigen Reaktion zu der weniger
toxischen Dimethylarsonsaure DMAY methyliert (Bode und Dong 2002, Kitchin 2001, Sordo
et al 2001). Beim Menschen werden vor allem MMA™" und DMA" gebildet, bei der Ratte
wurde auch Trimethylarsinoxid (TMA") gefunden (Cohen et al. 2006). Waters et al. (2004)
konnten in Rattenzellen eine Methylierung von DMA'"" feststellen und postulierten, dass
DMA" zu TMAY methyliert und schlieBlich zu TMA" reduziert wird.

Ein Vorteil der Methylierung liegt darin, dass MMAY und DMAY im Gegensatz zu Arsenat
und Arsenit rascher mit dem Urin Uber die Nieren ausgeschieden werden kdnnen (Hayakawa
et al. 2005, Marafante et al. 1985, Vahter et al. 1995).

DMAY konnte im Rattenversuchsmodell als einer der dominantesten vorkommenden
Arsenmetaboliten im Urin nachgewiesen werden und wurde lange Zeit als Endabbauprodukt
des anorganischen Arsen in Mdusen, Ratten und Hamstern angesehen (Fischer et al. 1985,
Vahter et al. 1984, Kitchin 2001). Cui et al. (2004) stellten nach intravendser Applikation

von As'"

am Rattenmodell eine erheblich héhere Konzentration an unmethyliertem freiem
As"' im Urin fest.

Des Weiteren wurde bisher angenommen, dass die Methylierung von anorganischen
Arsenkomponenten einer Detoxifikation gleichgesetzt werden konnte (Fischer et al. 1985,
Vahter und Concha 2001). Die neuesten Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass die
Arsenabbauprodukte DMA"" und MMA™ ein héheres zyto-und genotoxisches Potential im

"' und As¥ aufweisen und signifikant zur Kanzerogenitat des Arsenits

Vergleich zu As
beitragen. Dabei entstehen die dreiwertigen Arsenmetabolite (MMA'", DMA")
moglicherweise aus Vorstufen der finfwertigen Arsenverbindungen (MMAY, DMAY)
(Schwerdtle et al. 2003, Basu et al. 2001, Petrick et al. 2000, Styblo et al. 2000, Cohen et al.
2006).

Weiterhin ist bekannt, dass Arsenit (As'"") in der Leber einen Komplex mit Glutathion bildet
(As(GS)3) und durch bilidre Exkretion in den enterohepatischen Kreislauf eintritt (Gyurasics
et al. 1991, Delnomdedieu et al. 1994, Kala et al. 2000). Die Konjugation von Glutathion an
Arsenmetabolite wird durch Glutathion-S-Transferasen katalysiert. Im Menschen sind drei
Glutathion-S-Transferasen (GSTM1, GSTT1 und GSTP1) bekannt (De Chaudhuri et al 2008,
Yin et al. 2001, Aposhian et al 2004). Glutathion-S-Transferasen besitzen eine differenzierte
Substratspezifitat, konnen dabei aber jeweils ein breites Spektrum an toxischen Substanzen

konjugieren, um die Substanz transportfahig und bereit zur Elimination aus der Zelle zu
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machen. Desweiteren sind die Glutathion-S-Transferasen an der Reduktion von MMAY zu
MMA" beteiligt, wobei Glutathion als Quelle fiir die Reduktionsaquivalente dient (Kuo et al.
1998, Liu et al. 2001).

Es konnte nachgewiesen werden, dass der Prozess der Biomethylierung in humanen
Hepatozytenkulturen von der jeweiligen Arsen-Konzentration abhangig ist. Nach Exposition
mit niedrigen Arsenit-Konzentrationen waren gehéuft DMA-Metabolite im Urin nachweisbar
gewesen, nach hdoheren Arsenit-Konzentrationen gehduft MMA als methylierter
Arsenmetabolit (Drobna et al. 2004). Hayakawa et al. (2005) postulierten, dass die Bildung
von MMAY und DMAY méglicherweise nicht die Folge von Reduktionen und oxidativen
Methylierungen seien, sondern diese methylierten Arsenmetabolite aus Arsen-Glutathion-
Komplexen entstehen, somit urspriinglich aus dreiwertigen MMA"' und DMA" stammen und
in der fliinfwertigen Form tber den Urin ausgeschieden werden kénnen.

Maoglich ist weiterhin, dass die Konjugation von As™ an Gluthation als ein Stoffwechselweg

vor allem nach Aplikation von freiem anorganischen Arsen (As"

) hoherer Konzentrationen
anzusehen ist und bei akuten Intoxikationen zur raschen Elimination aus dem Blutkreislauf
dient (Suzuki et al. 2001, Drobna et al. 2010).

Weiterhin wird die Glutathion-Konjugation vom Glutathionspiegel in der Leber bestimmt.
Die an Glutathion konjugierten Arsenmetabolite As"'(GS)s, MAA"(GS), und DMA"(GS)
werden mittels Transmembrantransport in die Gallenkanalchen ausgeschieden (Suzuki et al.
2001). Bezlglich des verantwortlichen Transporters flir Arsenmetabolite werden zur Zeit
verschiedene in der Leber vorkommende Adenosin-Triphosphat (ATP)-binding cassette
(ABC)-Transporter diskutiert. Dabei wurde die vermehrte Expression von den MRP-
Transportern (multidrug resistance-associated proteins) MRP1 (neue Nomenklatur: ABCC1,;
altere Namen: MRP, ABCC, GS-X, ABC29), MRP2 (neue Nomenklatur ABCC2; altere
Nomenklatur: cMOAT1 oder cMRP) und MRP3 (neue Nomenklatur ABBC3; éltere Namen:
MOAT-D, cMOAT-2) sowie von dem ABC-Transporter P-Glykoprotein (neue Nomenklatur:
ABCB1, MDR1; dltere Namen: P-gp) festgestellt und mit einem Efflux der Arsenmetabolite
bzw. mit der Ausbildung einer Arsen-Resistenz der Sdugerzelle in Verbindung gebracht (Kala
et al. 2000, Bolt und Stewart 2010, Sodani et al. 2012, Leslie et al. 2004, Liu et al. 2001, Lee
et al. 1989, Wang und Rossman 1996). Sicher ist, dass MRP1 gemeinsam mit MRP2 den
Kotransport von unkonjugierten hydrophoben Komponenten in Anwesenheit von freiem
Glutathion (GSH) vermittelt und bei der Kontrolle des intrazelluldren Glutathiondisulfid-
Spiegels (GSSG) mitwirkt (Kruh und Belinsky 2003). Der MRP2-Transporter (neue
Nomenklatur: ABCC2), auch als canicular multispecific organic anion transporter (cMOAT1
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oder ctMRP) bezeichnet, ist fir den Transport organischer Anionen, sowie an Glucuronsaure
oder Sulfat konjugierter Substrate zustdndig und nimmt damit eine bedeutende Rolle in dem
Arzneimittel- bzw. Fremdstofftransport der Zelle ein. Zudem ist er fiir die bilidre Exkretion
des glucuronidierten Bilirubin verantwortlich (Nies und Keppler 2007). Auf membranstandige
Transporter als Determinanten einer Arsen-Resistenz wird in dieser Arbeit in dem Kapitel 1.4
ausfihrlich eingegangen.

Die an Glutathion konjugierten Arsenmetabolite werden im Verlauf des enterohepatischen
Kreislaufs erneut von der Leber aufgenommen. Dort erfolgt die Methylierung zu MMA"" und
DMAY, wobei dreiwertige MMA"" als CH3-As(GS),-Komplex an Glutathion konjugiert und
funfwertige MMAY in unkonjugierter Form in die Galle sezerniert werden (Suzuki et al
2001). Hayakawa et al. (2005) machten in diesem Zusammenhang erneut die S-
Adenosylmethionin-Methyltransferase in der Leber fiir die Ubertragung der Methylgruppe
von  S-Adenosylmethionin  (SAM) auf die GSH-konjugierten Arsenitmetabolite
verantwortlich.

Dies konnten Cui et al. (2004) mit einem Nachweis von MMA!"" als CH3-As(GS),-Komplex
und As(GS); in der Gallenflissigkeit bestatigen und in Abhangigkeit des GSH-Spiegels eine
Veranderung des As(GS)s-Komplexes zu As" und MMA" in der Gallenfliissigkeit von
Ratten beobachten. MMA'" wird anschlieBend zu MMAY methyliert und kann in dieser Form
uber die Nieren ausgeschieden werden. Im Allgemeinen scheiden Menschen Arsen im Urin
zu 10-30 % als Arsenit oder Arsenat, zu 10-20 % als MMAY und zu 60-80 % als DMA" aus
(Hopenhayn-Rich et al. 1993, Vahter et al. 1984, Fischer et al. 1985).

Der Abbau und Transport von Arsen ist jedoch stark von der in vitro untersuchten Spezies
abhangig (Vahter et al. 1984). Einige Affenarten (Marafante et al. 1985, Vahter et al. 1995)
sowie das Meerschweinchen (Healy et al. 1997) sind unféhig, Arsen zu methylieren. Die
Untersuchung des humanen Metabolismus wird zusatzlich dadurch erschwert, dass beim
Menschen genetische Polymorphismen fiir unterschiedliche Enzyme des Arsenmetabolismus
existieren, etwa fir die Purin-Nukleosid-Phoshorylase (PNP), die Arsen-Methyltransferase
(AS3MT; friihere Nomenklatur: Cyt19) und den Glutathion-S-Transferase-Genotyp (GSTM1,
GSTT1, GSTP1). Diese Polymorphismen stellen eine Grundlage einer unterschiedlichen
Metabolisierung sowie eines unterschiedlichen individuellen Risikos gegenlber Arsen dar
(Vather et al. 1995, Drobné et al. 2004, Hopenhayn-Rich et al. 1996, De Chaudhuri et al.
2008). Weiterhin ist bekannt, dass die Reduktion der Arsenmetabolite von der Aktivitat dieser
vielfaltig vorkommenden Methyltransferasen abhangig ist, die von multiplen Faktoren

abhangig zu sein scheint. Selbst innerhalb einer Familie kodnnen mehrere Varianten
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vorkommen, wie Biomonitoringstudien zeigten (Vahter 2000, Mitchell et al. 2000, Aposhian
1997, Vahter et al 1995 Yu et al. 2003).

Des Weiteren ist unzureichend geklart, ob relevante Einflussgrofien wie beispielsweise die
Koexposition mit anderen Halbmetallen oder Salzen (Selenit, Quecksilber oder Antimon)
einen Einfluss auf den als Detoxifikation angesehenen Metabolismus von Arsen haben kdnnte
(Bailly et al. 1991, Styblo et al. 2000). Studien berichten in den letzten Jahren (ber einen
Zusammenhang mit Alter, Geschlecht, dem aktuellen Enédhrungsstatus sowie der damit
verbundenen protektiven Rolle der Vitamine, Mineralien und Antioxidanzien. Dabei kdnnten
Mineralstoffe und Vitamine die fir die Detoxifikation notwendigen Prozesse begiinstigen
(Heck et al. 2007, Vather 2001, Chen et al. 2003, Vather und Marafante 1987, Gamble et al
2005).

1.2 Chronisch toxische Wirkungen von Arsen und mdgliche
zugrunde liegende Wirkprinzipien

Trotz intensiver Studien, ist es bisher nur unzureichend gelungen, die Wirkung von

anorganischem Arsen am Menschen in einem Tiermodell zu reproduzieren.

Arsenit"

wurde international als humankanzerogen eingestuft und kann in Folge chronisch
hoher Exposition vermehrt Neoplasie in der Bevolkerung induzieren (Vather et al. 1995).
Dabei kénnen Tumore an der Haut, Lunge Harnblase, Leber, Magen und Darm auftreten
(Abernathy et al. 1999, Dopp et al 2009, Kitchin 2001). Besonders die Exposition nach
DMA" wurde mit Neoplasien der Lunge, Blase, Niere, Leber und Schilddriise in
Zusammenhang gebracht (Kenyon und Hughes 2001).

In West Bengalen, Indien, zeigte die chronische Arsenbelastung am gastrointestinalen System
das Bild einer Hepatomegalie mit periportaler Fibrose oder septaler Zirrhose sowie das
vermehrte Aufkommen des Hdmangiosarkoms der Leber (Bates et al. 1992, Chen et al. 1992).
Studien im Norden Chiles berichten zudem uber das geh&ufte Vorkommen von restriktiven
und obstruktiven Lungenerkrankungen (Smith et al. 1998).

Weiterhin wurden in Taiwan peripher vaskulare Phdnomene wie die Akrozyanose (Raynaud-
Syndrom) mit Folge der sog. ‘Blackfoot-disease” beobachtet (Chen et al 1985). In den USA
konnten kardiovaskulare Manifestationen wie Myokarditis mit Herzrhythmusstérungen, sowie
in Bangladesh hypertensive und ischamische Herzerkrankungen dokumentiert werden
(Rahman et al. 1999, Chen et al. 1985, Peplow und Edmonds 2004). In diesem
Zusammenhang stellten Tsai et al. 2001 nach Arsen-Exposition eine Erhohung der

Entziindungsmediatoren (z.B. Leukotriene, Prostazykline, Tumor-Nekrose-Faktor) in
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vaskuldren Endothelzellen fest, die einen wesentlichen Beitrag zur Pathogenese der
Arteriosklerose leisten.

Das hdufigste Erscheinungsbild der chronischen Arsenvergiftung ist eine periphere
Neuropathie, die dem Guillain-Barre-Syndrom mit exakt identischer elektromyographischer
Darstellung gleicht. Weiterhin wird im Zusammenhang mit einer hohen Arsen-Exposition
uber ein erhohtes Risiko von Erkrankungen des endokrinen Systems wie zu Beispiel des
Diabetes mellitus diskutiert (Tseng 2004).

In Bezug auf das hamatologische System konnten vermehrt Neutropenien und die
Entwicklung von Lymphomen beobachtet werden. Im Rahmen der chronischen Arsen-
Exposition fuhrten Arsenbindungen an Sulfhydryl-Gruppen von Enzymen der Blutbildung zu
einer Stérung des Hamoglobins im Blut mit einer reaktiven Polyglobulie im Blutbild.
Klinisch finden sich hier nach Jahren der Arsen-Exposition Trommelschlagelfinger,
Uhrglasnégel und Mees-Nagelbénder (Hernandez-Zavala et al. 1999).

Studien und mechanistische Befunde zur Beschreibung mdglicher Wirkprinzipien der
Toxizitat von Arsenverbindungen sind zahlreich und von den Ergebnissen her mannigfaltig.
Beziiglich der Zytotoxizitat von Arsen wurde gezeigt, dass Arsenit (As"") und Arsenat (AsY)
das Zellwachstum in relativ kleinen Konzentrationen inhibierten (Eguchi et al. 1997).
Zunachst wurde postuliert, dass methylierte Arsenverbindungen weniger zytotoxisch sind als
Arsenit (As'"") und Arsenat (As¥) (Ochi et al. 1994, Eguchi et al. 1997, Vahter und Concha
2001). Jedoch konnten in neueren Untersuchungen ein hoheres zyto-und genotoxisches
Potential von DMA"' und MMA" im Vergleich zu As" und As" nachgewiesen werden
(Schwerdtle et al. 2003, Basu et al. 2001, Petrick et al. 2000, Styblo et al. 2000). Ochi et al.
bemerkten bereits 1998, dass DMA"' in V79-Zellen effektiver eine Mitosehemmung

" Thomas et al. (2001) stellten eine im Vergleich zu Arsenit (As'"")

induzieren konnte als As
starkere zytotoxische Wirkung von dreiwertigen methylierten Arsenen (DMA""!, MMA') fest.
In diesem Zusammenhang konnte ein deutlich hoéheres Membranpotential bei den
dreiwertigen methylierten Arsenmetaboliten DMA"' und MMA"' detektiert werden, welches
eine Erklarung fir die hohere zyto- und genotoxische Wirkung liefern konnte (Dopp et al.
2004).

MMAY, DMAY und TMAY dagegen besitzen ein geringeres zytotoxisches Potential als
Arsenit, jedoch ist ihre Wirkung nicht vollstandig unschédlich (Ratnaike 2003, Schwerdtle et

al. 2003, Petrick et al. 2000, Styblo et al. 2000).
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MMA" > DMA® = As" > DMAY > MMAY > AsY

Abb. 3: Vergleich der Zytotoxizitats-Potenz der verschiedenen Arsenmetaboliten (modifiziert
nach Vega et al. 2001)

Es ist bekannt, dass Arsenit eine besondere Affinitat zu Thiol- bzw. Sulfhydryl-Gruppen
besitzt, welche sich in Zellenzymen und Gewebeproteinen befinden (Raitnake, 2003). Arsenit
bindet an Thiolgruppen in Aminosdauren und kann die Proteinstruktur zerstoren, sodass eine
chronische Arsen-Exposition Uber die Bindung an regulativen Zellenzymen zu einer
Inhibition von essentiellen Zellfunktionen flihren kann.

Weiter inhibiert Arsenat (As") die Energieversorgung der Zelle, da es eine strukturelle
Ahnlichkeit zu dem chemisch anorganischen Phosphat besitzt und dadurch in den ATP-
bildenden Reaktionen der Atmungsketten- und Substratkettenphosphorylierung mit ADP
instabile Arsen-S&ureester bildet (Wang und Rossman 1996). Eine chronische Arsen-
Exposition fuhrt aufgrund der Bindung an Sulfhydryl-Gruppen von Enzymen der Blutbildung
zu einer Stérung des Hamoglobins im Blut und einer reaktiven Polyglobulie im Blutbild.
Dreiwertige Metabolite des Arsens besitzen nachweislich ein htheres toxisches Potential und
konnen biochemische Prozesse und intrazellulare Enzyme beeinflussen. Dabei konnen
Funktionen fur die Proliferation (z. B. Mitose- und Replikationsvorgange),  die
Zelldifferenzierung (z.B. Signalubertragungen von Wachstumfaktoren), den programmierten
Zelltod (z.B. rezeptorvermittelte Signaltransduktion) oder die Entwicklung von Krebs
beeinflusst werden (Qian et al. 2003, Yang und Frenkel 2002, Hayes 1997). Bei geringer
Konzentration zeigt sich gewdhnlich verandertes Zellwachstum und reduzierte Proliferation;
bei hoher Konzentration folgt die Induktion von Apoptose oder Nekrose. Arsen besitzt
ebenfalls die F&higkeit, den Mechanismus des programmierten Zelltodes (Apoptose) direkt
durch Auslésen eines ““apoptosis-inducing-factor ™ (AIF) zu induzieren.

Die Aktivierung des AIF kann Uber verschiedene extern einwirkende Noxen und mutagene
Substanzen ausgeldst werden. Dazu gehdren neben bestimmten chemischen Agenzien wie z.
B. anorganischem Arsen UV-Strahlung, ionisierende Strahlung und extreme Warme. Die
Einwirkung von mutagenen Substanzen kann eine fehlerhafte Replikation mit Entstehung von
DNA-Doppelstrangbriichen und letztendlich eine Mitosehemmung bewirken (Mass et al.
2001). Infolge der durch Arsen induzierten intrazelluldren Stressstimulatoren kdnnen Tyrosin-
Kinase-Rezeptoren die apoptotische Signaltransduktionskette durch Aktivierung von

Transkriptionsfaktoren initiieren und eine erh6hte Expression von apoptotischen Proenzymen
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wie Kaspasen auslosen. Uber die Kaspasenkaskade werden degradierende Enzyme wie
Endonukleasen oder Proteasen aktiviert, die DNA und andere Zellproteine abbauen und somit
den Untergang der Zelle herbeifiihren (Qian et al. 2003, Miller et al. 2002, Walter et al. 2007).
Ein weiterer Aspekt in Bezug auf die Zytotoxizitat zeigt sich in der Fahigkeit von frei
vorliegendem Arsenit, die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale in der Atmungskette zu
beeinflussen und somit DNA-Schaden und Lipid-Peroxidationen herbeizufiihren (Raitnake
2003, Hei et al. 1998). In diesem Zusammenhang wird Uber eine direkte Enzyminhibierung
sowie Uber Bildung inhibierend wirkender Sauerstoff- und Stickstoffspezies diskutiert
(Snyder 1990, Shi et al. 2000).

Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS) entstehen als Nebenprodukt bei
Stoffwechselvorgangen der mitochondrialen Atmungskette und Cytochrom-P4so-Oxidasen.
ROS schédigen eine Vielzahl von zellularen Makromolekilen, wie DNA, Lipide und
Proteine. Sie kdnnen eine Proteinoxidation bzw. Lipidperoxidation der Membranproteine
bewirken und somit das Membranpotenzial einer Zelle destabilisieren oder durch indirekte
Reaktion mit der DNA eine Schédigung erzeugen (Qian et al. 2003).

Hoherer oxidativer Stress fihrt letztendlich zu einer relevanten Erhéhung der DNA-
Schadigung und die finale zellulare Antwort kann Apoptose oder Nekrose sein.
Antioxidantien konnen Radikale abfangen und eine unerwinschte Oxidation gezielt
verhindern. Glutathion dient beispielsweise als Radikalabfanger, indem die reduzierte Form
(GSH) durch eine freie Thiolgruppe Elektronen auf ROS (reactive oxygen species) Ubertragt
und diese dadurch inaktiviert. Arsen wurde damit in Verbindung gebracht, den
Glutathionspiegel zu senken, bzw. eine Affinitdt zu Thiolgruppen zu besitzen und durch
Bindung an Glutathion die antioxidative Funktion der Zelle zu reduzieren. Die Depletion von
intrazellularem Glutathion, erhoht die arseninduzierte Mutationsrate um das Finffache (Lynn
et al. 2000, Dai et al. 1999, Del Razo et al. 2001). So besitzt Arsen auf Zellfunktionen eine
indirekte zytotoxische Wirkung. Dabei kommt es mutmalilich nicht zu einer direkten
Einwirkung auf die DNA (Qian et al. 2003).

Im Rahmen dieser vielfaltigen Prozesse kann es zu Veranderungen in der Genexpression
kommen und Wijeweera et al. (2001) stellten in diesem Zusammenhang fest, dass bereits
nicht-zytotoxische Konzentrationen von Arsenit nach vierstiindiger Behandlung von Ratten in
der Lage sind, die Signaltransduktionswege und die Genexpression in der Lunge zu
beeinflussen.

Die Folge sind verénderte biochemische Kernprozesse, Chromatin-Kondensationen, DNA-
Fragmentationen und schlie3lich der Zelltod (Qian et al. 2003, Huang et al. 1999).
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Bezuglich der genotoxischen Wirkungen des Arsenits kdnnen zundchst zwei Formen der
Schédigung unterschieden werden: genotoxische Effekte, die durch die unter Arsen
produzierten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) induziert werden und DNA-Schéaden, die als
Folge einer Hemmung von DNA-Reparaturmechanismen persistieren. Arsen selber ist nicht
zu Punktmutationen féahig, verstarkt aber die Induktion genotoxischer Effekte durch
komutagene Wirkung bei Anwesenheit anderer Substanzen (Gebel TW 2001b, Lee et al.
1985, Kuroda et al. 1991). Diese genotoxischen Mechanismen spielen eine Rolle in der bis
heute nicht vollstandig verstandenen arseninduzierten Kanzerogenese.

Klastogene Schadigung der DNA, die zu einer strukturellen VVeranderung der DNA und zu
Bruchstucken von Chromosomen oder Chromatiden fuhrt, wurde besonders bei Behandlung
von Zellen mit hohen Dosen an Arsenit beobachtet. Dabei entstehen Kinetochor negative
Mikrokerne, die Chromosomenfragmente ohne Zentromer enthalten (Dopp et al. 2004).
Ebenso sind aneugene, also numerische chromosomale Aberrationen durch Arsenit
dokumentiert (Gurr et al. 1993).

Aneugene DNA-Schéadigungen sind durch Schaden am Spindelapparat oder Kinetochor
hervorgerufene numerische Veranderungen der Chromosomen mit Verlust ganzer
Chromosomen/Chromosomensétze (Aneuplodie) oder Gewinn ganzer Chromosomensétze
(Polyploidie). Bei DMA'"" inkubierten Zellkulturen traten klastogene Effekte, also strukturelle
chromosomale Aberration, wie der Schwesterchromatidaustausch, die DNA-Protein-
Vernetzung, Effekte wie Einzelstrangbriiche aber auch aneugene Schadigungen wie
Aneuploidie auf (Dopp et al 2004, Schwerdtle et al. 2003, Sordo et al. 2001, Lerda 1994,
Dong und Luo 1993).

Die Untersuchung von genotoxischen Effekten der dreiwertigen Arsenmetabolite MMA"
und DMA"' umfasste oxidative DNA-Schaden wie Einzel- und/-oder Doppelstrangbriiche
(Hei et al. 1998), Modifizierung der zellularen Funktionen durch verdanderte
Phosphorylierungsmuster der Zellenzyme und Proteine (Huang et al. 1999) sowie die
Hemmung von Enzymen der DNA-Reparaturmechanismen (Hartwig et al. 2003). DMA""
zeigte dabei ausgepragtere genotoxische Wirkungen in Form von DNA-Schaden als MMA'".
In humanen Lymphozyten konnte bei den dreiwertigen methylierten Arsenmetaboliten
(MMA", DMA"Y eine starkere Inhibition von zellularen Enzymen sowie eine héhere

Induktion von DNA-Strangbriichen als bei Arsenit (As""

) nachgewiesen werden (Thomas et
al. 2001, Mass et al. 2001). Dabei traten bei den dreiwertigen methylierten Arsenmetaboliten

(MMA", DMA"Y DNA-Strangbriiche (klastogener Effekt) sowohl in Zellkulturen als auch
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bei Versuchen an isolierter DNA, bei den fiinfwertigen Arsenmetaboliten (MMAY, DMAY)
hingegen nur in Zellkulturen auf.
Somit ist es moglich, dass die Methylierung die klastogene Wirkung von dreiwertigen

Arsenmetaboliten steigert und von flinfwertigen abschwécht (Schwerdtle et al. 2003).

DMA" = MMA® > As" > As¥ > MMAY > DMAY > TMAY

Abb. 4: Vergleich der Genotoxizitats-Potenz der verschiedenen Arsenmetaboliten
(modifiziert nach Dopp et al. 2004)

Weiterhin konnte flr Arsenit die Hemmung von verschiedenen DNA-Reparatursystemen, wie
die Hemmung der Reparatur oxidativer, UV-induzierter DNA-Schaden, gezeigt werden
(Hartwig et al. 1997, Gebel TW 2001b, Schwerdtle et al. 2003).

Im Zusammenhang mit der molekularen DNA-Reparatur konnte von Walter et al. (2007) eine
mogliche Relevanz der sog. Zinkfingerstruktur identifiziert werden. Wie bereits erwahnt,
besitzt Arsen eine hohe Affinitat zu Thiolgruppen, welche in der Zinkfingerdoméne
vorkommen und somit eine potentielle Bindungskapazitét fir Arsen bieten (Delnomdedieu et
al. 1993, Gebel T 1997). Die Zinkfingerdomane ist eine Polypeptidkette, die durch den
Einbau eines Zinkatoms eine schleifenartige Struktur, den sog. Zinkfinger einnimmt. Diese
Region kommt in vielen DNA-Reparaturproteinen und Transkriptionsfaktoren vor und ist an
der Regulation von Prozessen wie Transkription, DNA-Reparatur, Zellproliferation oder
Apoptose beteiligt (Laity et al. 2001, Hartwig et al. 2003, Walter et al. 2007).

Es ist bisher nicht bekannt, ob Arsenit zu der Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptors (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) fiihren kann. Der EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) gehort gemeinsam mit dem PDGF (Platelet-derived growth factor)
und dem VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) zu der Gruppe der Rezeptor-Tyrosin
Kinasen (RTK). Die Aktivierung des EGFR erfolgt normalerweise durch extrazellulére
Bindung und das Signal wird {ber Autophosphorylierung und Signaltransduktion
weitergeleitet. In dem Zusammenhang der genotoxischen und kanzerogenen Wirkungen von
Arsen wird Uber eine Modulation der zellularen Methyl-Spiegel (z.B. SAM, S-
Adenosylmethionin  und Vorldaufer) und eine dadurch bedingte Veranderung der
Methylierungsmuster der DNA diskutiert, welche wichtige Funktionen fiir die Regulation der
Genexpression besitzen (Goering et al. 1999). S-Adenosyl-Methionin (SAM) wird fiir die
physiologische DNA-Methylierung von Cytosin zu 5-Methylcytosin bendétigt. Diese DNA-
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Methylierung tragt zur Genregulation sowie zur Steuerung der Transkription bei und ist von
entscheidener Bedeutung bei der Embryogenese.

Die Dysregulation der Tyrosinkinase-Phosphorylierung hangt unmittelbar mit der
abweichenden Signalinduktion, dem unkontrollierten Zellwachstum in Zellkuturen und der
Entwicklung von Krebs in vivo zusammen. Es wurde berichtet, dass eine vermehrte
Phoshorylierung von Tyrosin in direktem Zusammenhang mit malignen Erkrankungen wie
Leukamie, Lymphom, Multiple Neoplasie Typ 2, Kleinzelligem Bronchialkarzinom,
Mammakarzinom und Kolonkarzinom stehen (Hunter 1998, Biscardi et al. 1999, Tapio und
Grosche 2006).

Unter den intrazelluldren Signalwegen, die vermutlich durch freie ROS aktiviert werden, ist
der NFkappaB-Signalweg einer der wichtigsten. Dieser Signalweg fuhrt bei sehr hohem
oxidativen Stress letztendlich zu einer DNA-Schadigung und die finale zelluldre Antwort ist
Apoptose oder Nekrose. Antioxidantien konnen Radikale abfangen und eine unerwiinschte
Oxidation gezielt verhindern. Fausto konnte bereits im Jahre 2000 nach Arsenit-Exposition
eine erhohte Bindungsaffinitdt zu dem Transkriptionsfaktor NFkappaB feststellen. Dieser
initilert die Transkription von Interleukinen, welche beispielsweise bei Entziindungs-
reaktionen freigesetzt werden und in Form von Phosphorylierungskaskaden die MAPK
(Mitogen aktivierten Proteinkinasen) aktivieren (Bode und Dong 2002, Yang und Frenkel
2002).

1.3 Resistenzmechanismen gegen Arsen

Es gibt Hinweise auf Prozesse der humanen Gewohnung bzw. Anpassung an hohe Arsen-
Expositionen (Vahter et al. 1984, Drobna et al. 2006, Kitchin 2001, Suzuki et al. 2001, Cui et
al. 2004). Sowohl eukaryotische als auch prokaryotische Zellen kénnen bei Kontakt mit Arsen
Resistenzen entwickeln (Silver und Phung 1996, Rosen 2002, Chen und Rosen 1997, Liu et
al. 2002, Mukhopadhyay et al. 2002, Ji und Silver 1992).

Amphiphile Lipide (Phospholipide, Glykolipide, Cholesterin) bilden die Grundmatrix
biologischer Membranen, die somit einen stark hydrophoben Charakter besitzen. Die
Membranen bilden damit eine Barriere insbesondere fur hydrophile polare oder geladene
Molekile.  Zusatzlich ist es moglich, dass Substanzen mit Hilfe ihres
Konzentrationsgradienten die Membran Uber einfache Diffusion passieren. Dabei wird die
Geschwindigkeit durch Faktoren wie Lipophilie und die MolekilgréRe der Substanz
beeinflusst. In den Membranen sind Transportproteine integriert, die substratspezifisch

Substanzen identifizieren und diese durch hydrophobe Membranstrukturen schleusen kénnen.
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Zu den eingehend untersuchten Resistenzmechanismen bei Mikroorganismen gehort das
sogenannte ars-Operon in Escherichia coli. Diese Gene codieren verschiedene fir den
Resistenzmechanismus verantwortliche Proteine, die zum Beispiel die Arsenitreduktion von
Arsenat zu Arsenit, die Aktivierung und Bildung einer ATP-abh&ngigen Arsenitpumpe sowie
die darauf folgende Ausscheidung von Arsenit vermitteln (Silver und Phung 1996). Die
Anzahl der Gene kann variieren und die Details ihrer Funktion sind unterschiedlich. Dabei
umfasst ein Operon mehrere Gene, die gemeinsam wie ein Schaltersystem reguliert werden
kdnnen (Chen und Rosen 1997).

Es ist bekannt, dass Arsenit (As") in Prokaryoten und Eukaryoten durch Kanale in der
Zellmembran, sog. Aquaglyceroporine (AQP), in die Zelle geschleust werden konnen.
Aquaglyceroporine gehéren zur Gruppe der MIP (major intrinic protein), der intrinsischen
Membranproteine. In Escherichia coli erfolgt die Arsenit-Aufnahme durch den
Glycerotransporter GIpF, in Saccharomyces cerevisae durch den Fpslp-Transporter sowie den
Hexose-Transporter (Hxt) (Rosen 2002, Rosen und Liu 2009).

Beziiglich der Aufnahme von Arsenat (As") konnte in Studien von Escherichia coli und
Saccharomyces cerevisae ein Phosphattransportweg unter ATP-Verbrauch als Energiequelle
festgestellt werden (Yompakdee et al 1996). Mittlerweile konnten drei verschiedene
Arsenatreduktasen detektiert werden. ArsC in Escherichia coli und Staphylococcus aureus,
wobei E.coli Glutathion (GSH) und Glutaredoxin, Staph aur. Thioredoxin als
Elektronendonator verwendet. In der Hefe reduziert das Enzym Acr2p Arsenat (AsY) zu
Arsenit (As") und ist die bisher einzig identifizierte Arsenreduktase in Hefezellen. Bei ihr
dient Glutathion erneut als Reduktionsaquivalent (Mukhopadhyay et al. 2002, Ji und Silver
1992). In Prokaryoten wird Arsenit durch zwei unterschiedliche Transporter aus der Zelle
eliminiert. Der in der Cytoplasmamembran lokalisierte Acr3p—Transporter der eukaryotischen
Hefezelle transportiert Arsenit aktiv aus der Zelle, wobei dieser die Energie des
elektrochemischen Potentialgradienten nutzt (Dey und Rosen 1995). Der Ycflp (Yeast
Cadmium Resistance Faktor) ist ein Protein aus der MDR-Familie (Multidrug Resistenz),
welches GSH-Komplexe in Vakuolen und intrazellularen Kompartimenten transportiert und
As'"" als ein Glutathion-Konjugat aus dem Cytoplasmaraum eliminiert (Ghosh et al. 1999,
Rosen 1999). In E. coli Ubernimmt die ATP-abhéngige Ars-AB-Effluxpumpe die
Ausschleusung von Arsenit.

Es ist bekannt, dass S&ugerzellen ein breites Spektrum an toxischen Stoffen mittels
Konjugation an Glutathion (GSH) aus der Zelle eliminieren kénnen (Ishikawa 1992, Li et al.
1995, Ishikawa et al. 1996, Kruh und Belinsky 2003). Dieser Transport wird durch eine ATP-
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abhéangige Glutathion-S-Konjugat-Pumpe vermittelt. Sie wurde 1992 von Ishikawa
beschrieben und GS-X-Pumpe genannt und ist eine organische Anionen-Pumpe mit ATPase-
Aktivitat. Der Begriff GS-X-Pumpe ist durch ihre hohe Substrataffinitdt zu Glutathion-S-
Konjugaten (GSH-Konjugate), Glutathion (GSH) und Cysteinylleukotriene entstanden
(Ishikawa 1992). Wang Z et al. (1996) zeigten in diesem Zusammenhang, dass der Arsen-
Efflux bei Arsen-resistenten V79-Zellen durch Inhibitoren der Glutathion-S-Transferase
gehemmt wurde und das Aktivitatsniveau der Glutathion-S-Transferase die Toleranz der
Zellen gegeniiber Arsen mitbestimmt (Leslie et al. 2004). Neuere Studien deuten darauf hin,
dass GS-X-Pumpen eine umfassende, bisher unterschétzte Substratspezifitat fur organische
Anionen besitzen (Toyoda et al. 2008). Sie spielen eine erhebliche Rolle im Rahmen
entziindlicher ~ Reaktionen,  bei  oxidativem  Stress sowie  Reaktionen  des
Fremdstoffmetabolismus und sind an der Ausbildung der Chemotherapeutika- bzw.
Arzneimittel-Resistenz beteiligt (Ishikawa 1992, Ishikawa et al. 1996, Toyoda et al. 2008,
Tiwari et al. 2011).

Arsenat (As’) und Arsenit (As") gelangen auf unterschiedlichen Wegen in die Zelle von
Mikroorganismen. Den dreiwertigen methylierten Arsenmetaboliten DMA"' und MMA™
konnte eine deutlich hohere Membranpermeabilitat zugesprochen werden (Dopp et al. 2004).
Der Zusammenhang zwischen der Membranpermeabilitat und der Aufnahme der Metabolite
sowie die damit verbundene Auswirkung auf den Resistenzmechanismus ist bis heute noch
unklar (Dopp et al. 2004). Weiterhin ist ungeklart, inwieweit der Metabolismus von Arsen
einen Einfluss auf das Toleranzniveau gegenlber Arsen haben konnte. Studien konnten
jedoch belegen, dass die Konjugation an Glutathion in der Phase Il des Arsenmetabolismus
sowie der dadurch verdnderte intrazellulare Glutathionspiegel, der das Redoxpotential der
Zelle beeinflusst, eine entscheidene Rolle spielen (Leslie et al. 2004, Toyoda et al. 2008,
Sodani et al. 2012). Es ist bekannt, dass Arsenit (As"") in der Leber einen Komplex mit
Glutathion bildet (As(GS);) und als GSH-Komplex durch bilidre Exkretion in den
enterohepatischen Kreislauf eintritt (Gyurasics et al. 1991, Dopp et al. 2004, Kala et al. 2000).
Dabei dient die Glutathion-S-Transferase (GSTO) als Enzym, welches die Konjugation von
Glutathion an Arsenmetabolite katalysiert und ein Schllsselenzym der Biotransformation
darstellt. (De Chaudhuri et al. 2008, Yin et al. 2001, Aposhian et al 2004).

""" und dem Arsenmetaboliten

In Saugerzellen wurde die Aufnahme und Ausscheidung von As
MMA" iiber die Aquaglyceroporine AQP7 und AQP9 sowie den Glucosetransportern GLUT
1, GLUT 2 und GLUT 4 vermutet (Rosen 2002, Liu et al. 2002, Rosen und Liu 2009, Drobna

et al. 2010) (s. Abb. 5) Lu et al. konnten 2006 den OATP-C (Organic Anion Transporter
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Polypeptid) (OATP-2, SLCO1B1, LST-1) aus der Familie der SLC-Transporter als einen an
11

der Aufnahme von Arsenat (As") und Arsenit (As") beteiligten Transporter in humanen

embryonalen Nierenzellen (HK293) ermitteln.

Eukaryotische
Hefezellen

3 As(GS)y
=0 & Vakuole
Abb. 5: Mechanismen der Arsen-Resistenzen in Prokaryoten (E.coli), Eukaryotischen

Hefezellen (S.cerevisiae) und Saugerzellen. As": Arsenit, As': Arsenat. Weitere
Begriffe werden im Text erldutert. Modifiziert nach Rosen und Liu (2009), Drobna et al.
(2010).

Es werden verschiedene in der Leber vorkommende Adenosin-Triphosphat (ATP)-binding
Cassette (ABC)-Transporter fur die Ausscheidung und Einschleusung von Arsen und seinen
Metaboliten in Saugerzellen diskutiert.

Mittlerweile ist bekannt, dass Arsenit (As"

) in Saugerzellen vorwiegend an Glutathion
konjugiert wird. Verschiedene Studien konnten nach Arsen-Expositionen eine vermehrte
Expression von MRP-Transportern (multidrug resistance-associated proteins) feststellen.

Dazu gehoren insbesondere MRP1 (neue Nomenklatur: ABCCL1; altere Namen: MRP, ABCC,
GS-X, ABC29), MRP2 (neue Nomenklatur ABCC2; altere Nomenklatur: cMOAT1, cMRP)
und MRP3 (neue Nomenklatur ABBC3; dltere Namen: MOAT-D, cMOAT-2) sowie der
ABC-Transporter P-Glykoprotein (neue Nomenklatur: ABCB1, MDR1; &ltere Namen: P-gp)
(Liu et al. 2001, Kala et al. 2000, Takeshita et al. 2003, Drobna et al. 2010). MRP1, MRP2

und MRP3 sind Uberwiegend in der Cytoplasmamembran lokalisiert. MRP2 wurde mit
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hoherer Dichte auch in intrazellularen Membranen von Vesikeln gefunden (Sodani et al.
2012). Drobna et al. (2010) konnten eine vermehrte Expression des MRP2- Transporters
sowie des P-Glykoproteins feststellen und diese Transporter in humanen Hepatozyten mit
Ausbildung einer Arsen-Resistenz in Verbindung bringen. Infolgedessen wird davon
ausgegangen, dass MRP2 und P-Glykoprotein den Transmembrantransport der an Glutathion
konjugierten ~ Arsenmetaboliten As"'(GS);, MAA"(GS), und DMA"(GS) in die
Gallenkanalchen vermitteln. Des Weiteren wird vermutet, dass MRP1 und MRP3 an dem
Efflux von GSH-konjugierten Arsenmetaboliten As"'(GS)s, MAA"(GS), und DMA"(GS) in
die sinusoidale Blutbahn beteiligt sind (Sodani et al. 2012, Drobna et al. 2010).

Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten, dass das humane MRP1-Gen (multidrug resistance-
associated protein) eine humane Glutathion-S-Konjugat- (GS-X-) Pumpe kodiert und die
MRP-mRNA-Expression in Cisplatin-resistenten HL-60-Zellen durch Cisplatin ebenfalls
induziert werden konnte. Interessanterweise waren die Cisplatin-resistenten Zellen
kreuzresistent gegen Arsenit (Ishikawa et al. 1996). Auch Cole et al. (1994) konnten zeigen,
dass MRP1-transfizierte Zellen neben Resistenzen gegen Chemotherapeutika auch

Resistenzen gegen Arsenit und Arsenat aufwiesen.

1.4 Membranstandige Transporter der ATP-binding-cassette-
Proteinfamilie als Determinanten einer Arsen-Resistenz

Die humanen MRP-Transporter (ABCC-Proteine) gehdren zu der ATP-binding-cassette
(ABC)-Superfamilie (Suzuki und Sugiyama 1998). Die meisten Vertreter dieser Familie
erfillen die Funktion von Membranpumpen, die eine Vielzahl von Substraten (z.B. lonen,
Kohlenhydrate, Steroide, Antibiotika, Peptide) spezifisch und aktiv unter ATP-Verbrauch
durch  Membranen transportieren. Andere ABC-Proteine wirken als lonenkandle,
Kanalregulatoren, Untereinheiten von Rezeptorsystemen oder ATP-Sensoren (Dean et al.
2001, Hollenstein et al. 2007).

Den ABC-Transportern gemeinsam ist als strukturelles Charakteristikum das Vorhandensein
von ein oder zwei ATP-Bindungskassetten, die meist etwa 150-250 Aminosauren umfassen
und die an der Bindung und Hydrolyse von ATP beteiligt sind. Diese hydrophilen Regionen
werden auch als nucleotide binding domains (NBD) bezeichnet. Sie enthalten Proteinmotive,
die in allen bekannten ABC-Proteinen hoch konserviert sind. Eukaryontische ABC-
Transporter besitzen Uber die Nukleotid-Bindungsdoménen hinaus Transmembrandomanen
(TMDs), in denen jeweils mindestens sechs a-helikale Elemente eine relativ hydrophobe

Proteinregion bilden.
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Abb. 6: Membrantopologie von ABC-Transportern

Dargestellt sind verschiedene Typen von ABC-Transportern in der Plasmamembran
(PM). a) mit zwei Transmembrandomanen (TM; und TM,) und zwei nukleotidbindenden
Doménen (NBD), z. B. P-Glykoprotein (MDR1); b) mit drei Transmembrandoméanen
(TMy, TM; und TM,) und zwei NBDs, z. B. MRP1 und MRP2; ¢) mit je einer NBD und
Transmembrandoméne (TM), z. B. BCRP. Jede der Transmembranendomanen besteht
aus 6 membrandurchspannenden Helizes. Modifiziert nach Gottesman et al. (2002).

ABC-Transporter kénnen als Volltransporter vorliegen, bestehend aus einem einzigen Protein
in der TMD-NBD-TMD-NBD primaren Doménenstruktur, oder sich als Dimer aus zwei
Halbtransporterproteinen bilden (je nach Halbtransporter als vorwérts gerichtete
Dimerstruktur (TMD-NBD), oder als riickwaérts gerichtete Dimerstruktur (NBD-TMD),). Die
zur MRP-Gruppe gehorenden Volltransporter weisen ein strukturelles Charakteristikum auf:
sie besitzen eine dritte N-terminale Transmembrandomdne TMDO, deren Funktion bisher
unbekannt ist (Cole et al. 1992, Deeley et al. 2006, Hollenstein et al. 2007).
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Zu der humanen Subfamilie ABCC der ABC-Transporter (von insgesamt 7 Subfamilien
ABCA-G) gehdren 13 Transportsysteme der multidrug resistance-associated proteins (MRP):

ABC-Transporter Proteine

Familie Klassen Mitglieder

MRP1 (ABCC1)
MRP2 (ABCC?2)
MRP3 (ABBC3)
MRP4 (ABCC4)
MRP5 (ABCCS) -
MRP8 (ABCCS) ~ | GS-XPumpe

MRP7 (ABCC10)
MRP8 (ABCC11)
CFTR MRP9 (ABCC12)

i

SUR —l ABCC13 (pseudogense) I

—— ABCC7 |
———— SUR1 (ABCCB) |
] SUR2 (ABCCY) |

Abb. 7: Schematische Darstellung der humanen ATP-binding-cassette (ABC) Superfamilie
C: MRP-Transporter (multidrug resistance-associated proteins): MRP 1-6 (neue
Nomenklatur: ABCC 1-6), MRP 7-9 (neue Nomenklatur: ABCC10 bis ABCC12),
ABCC13 (Pseudogene, PREDG6), CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator; neue Nomenklatur: ABCC7), SUR 1 und 2 (Sulfonylharnstoff-Rezeptoren 1
und 2 ; neue Nomenklatur: ABCC8 und 9), modifiziert nach Toyoda et al. 2008.

HHEIIEIFHH

Neben einer traditionellen Nomenklatur, die fur viele humane ABC Transporter noch
gebréuchlich und akzeptiert ist (z. B. fur Proteine der MRP Gruppe oder fir CFTR), existiert
seit 1999 ein neues systematisches Nomenklatursystem, welches im Rahmen der Human
Genome Organization (HUGO) fir menschliche ABC Proteine etabliert wurde
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK31/). So entspricht die Bezeichnung fir das MRP1
Protein nach neuer Nomenklatur ABCC1. In der vorliegenden Dissertationsschrift wird
vornehmlich die traditionelle MRP Nomenklatur verwendet. lhre Einteilung in sieben
Subgruppen (ABCA-G) erfolgte analog zur ABC-Klassifizierung fur Hefen, wobei die
Ubereinstimmung struktureller und funktioneller Homologien einen Einblick in die lange
evolutionare Entwicklung dieser Proteinsuperfamilie gibt. Eine Vielzahl der ABC-Transporter
konnte in den vergangenen Jahren mittels neuer Klonierungs-Techniken identifiziert werden
und vollstdndige Sequenzen von mittlerweile 49 humanen ABC-Genen sind in Datenbanken

zugénglich.
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Bei anderen Sdugetieren (z.B. Nagetieren) finden sich ABC-Transporter, die den
menschlichen MRPs von der Primarstruktur her nahe verwandt sind und entsprechende
Funktionen zu erfillen scheinen. Sofern sich Angaben auf Nagetiersysteme beziehen, werden
die Kurzbezeichnungen fiir die Transporter in der Arbeit nur am Anfang mit einem
GroRbuchstaben versehen (Mrp). Der Name der MRP-Transporter (multidrug resistance-
associated proteins) resultiert aus der Eigenschaft mehrerer Vertreter dieser Gruppe, eine
zellulére Resistenz gegeniber einem breiten Spektrum von potentiell toxischen Verbindung
zu vermitteln. Eine mdgliche Rolle wéhrend der Evolutionsgeschichte besteht darin, durch
den Transport diverser Substrate eine zelluldre Schutzfunktion erfillt zu haben, und somit
Organismen zur Uberlebensfahigkeit verholfen zu haben. Die Bedeutung von ABC-
Transportern lasst sich jedoch keineswegs nur auf induzierbare Resistenzen gegeniber
Zellgiften reduzieren. In der heutigen Klinik spielen die ABC-Transporter eine erhebliche
Rolle in der multiplen Arzneimittelresistenz und stehen im Zusammenhang mit der
Ausbildung einer Multidrug Resistenz (MDR) wahrend der Tumortherapie (Gottesman et al.
2002, Jemal et al. 2009). So vermitteln beispielsweise mehrere Vertreter dieser Gruppe den
ATP-abhéngigen Efflux von Zytostatika, Antibiotika sowie Antimalariamittel (Cole et al.
1992, Zaman et al. 1994, Jedlitschky et al. 1996, Loe et al. 1996, Homolya et al. 2003).
Einige der humanen ABC-Transporter weisen eine sehr breitgefacherte und teilweise auch
gemeinsame Spezifitat fur strukturell verschiedene Molekile auf. So kann es bei der
gleichzeitigen Einnahme mehrerer Wirkstoffe zu klinisch relevanten Interaktionen kommen,
wenn diese mit dem gleichen ABC-Protein interagieren. Konkurrieren zwei Arzneistoffe zum
Beispiel um die Aufnahme bzw. die Ausscheidung Uber den gleichen ABC-Transporter mit
limitierter Transport-Kapazitat, so kann die Plasmakonzentration beider Stoffe stark veréndert
sein. Es kann entweder bei Erniedrigung der Konzentration im Blut zu einem Wirkverlust,
oder durch Erhéhung der Plasmakonzentration zu einer Intoxikation kommen (Higgins 2007,
Schinkel und Jonker 2003, Henry et al. 2008).

Weiterhin ist mdglich, dass die Expression von einigen ABC-Transportern durch Arzneistoffe
induziert und so die Pharmakokinetik anderer Wirkstoffe verandert wird, welche ebenfalls mit
diesen Transportern interagieren. Ebenso ist bekannt, dass bestimmte Arzneistoffe ihr
Zielgewebe, wie zum Beispiel das zentrale Nervensystem, nicht erreichen, da dieses von
ABC-Transportern geschitzt wird. Dies betrifft unter anderem Zytostatika, die bei
Hirntumoren eingesetzt werden (Deeken und Ldscher 2007).

Pharmakokinetische Parameter wie die Bioverfugbarkeit und die Gewebeverteilung sind nicht
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nur fur die Arzneimittelsicherheit von Bedeutung, sondern stellen auch wichtige
Charakteristika bei der Entwicklung neuer Arzneistoffe dar. Diese werden unter anderem
auch von ABC-Transportern beeinflusst. Daneben spielen die variablen Auspragungen in der
Expression bzw. Mutation bestimmter Transporter eine Rolle bei verschiedenen genetisch
bedingten Erkrankungen. Der CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator;
neue Nomenklatur: ABCCY) ist beispielsweise fir die Regulation von Chloridkanélen
zustandig, fuhrt aber bei genetischen Defekten zur Ausbildung der zystischen Fibrose (Dean
et al. 2001, Reddy et al. 1999). MRP8 (&ltere Namen: SUR1; neue Nomenklatur: ABCCB8)
und SUR2 (neue Nomenklatur: ABCC9) sind beispielsweise intrazellulare ATP-Sensoren und
regulieren die Aktivitat des ATP-sensitiven spezifischen Kalium-Kanals (Keppler 2011).
Einige der multispezifischen ABC-Transporter sind am Phanomen der klassischen Multidrug
Resistenz (MDR) von Tumoren wéhrend der Behandlung mit einem Chemotherapeutikum
beteiligt, sodass die Ausbildung einer erworbenen Resistenz die Folge sein kann (Gottesman
et al. 2002, Jemal et al. 2009). Ein bedeutender Mechanismus der MDR ist die vermehrte
Expression der Adenosin-Triphosphat (ATP)-binding Cassette (ABC)-Transporter in der
Zellmembran von Tumorzellen, welche einen Efflux der Zytostatika bewirken. Infolgedessen
sinkt die intrazelluldre Konzentration der Wirkstoffe, die Wirkung ist vermindert oder wird
nicht ausgeldst, was das Versagen der Chemotherapie zur Folge haben kann. Aufgrund der
breiten Substraterkennung der involvierten ABC-Transporter kann sich eine Kreuzresistenz
entwickeln, bei der die Tumorzellen unempfindlich gegeniiber mehreren strukturell und vom
Wirkungsmechanismus her verschiedenen Zytostatika sind.

Die Gewebeverteilung und die funktionalen Eigenschaften dieser Transportproteine lassen auf
eine wichtige Rolle beim Schutz des Korpers vor potentiell toxischen Fremdstoffen schlieRen,
da durch diese sowohl die Absorption der Stoffe im Darm verringert als auch die
Ausscheidung tber die Leber oder die Niere beschleunigt wird (Higgins 2007, Szakécs et al.
2006). Bei vielen Transportproteinen sind sowohl die Substrate als auch die physiologischen
Funktionen jedoch noch unbekannt.

Zu den am intensivsten untersuchten MDR-Transportern der ABC-Transporter gehoren: P-
Glykoprotein (neue Nomenklatur: ABCB1; é&ltere Namen: P-gp), Breast cancer resistance
protein (BCRP) (neue Nomenklatur: ABCG2) sowie Multidrug resistance-related proteinl
(neue Nomenklatur: ABCC1; é&ltere Namen: MRP1, ABCC, GS-X, ABC29), die fiir die
Regelung des Efflux vieler verschiedener Zytostatika verantwortlich gemacht werden konnten
(Dean et al. 2001, Jemal et al. 2009).
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Der Fokus dieser Arbeit liegt auf den ABC-Transportern MRP1 (neue Nomenklatur: ABCC1;
altere Namen: MRP, ABCC, GS-X, ABC29) und MRP2 (neue Nomenklatur ABCC2; altere
Nomenklatur: cMOAT1 oder cMRP). Diese werden zusammen mit ihrer individuellen
klinischen Relevanz in den folgenden Abschnitten ndher vorgestellt.

Der MRP1-Transporter (neue Nomenklatur: ABCC1; altere Namen: MRP, ABCC, GS-X,
ABC?29) wird in einer Reihe von Geweben exprimiert. 1992 konnten Cole et al. die cDNA des
humanen MRP1-Transporters aus der Brochialkarzinom- Zellinie H69AR isolieren. Mit Hilfe
des Northern Blots konnte die Expression der MRP1-Transporter mittlerweile in Placenta,
Uterus, Testes, Prostata, Gehirn, Niere, Speicheldriisen, Kolon, Leber, Milz, im Skelett- und
Herzmuskel sowie in der Lunge nachgewiesen werden. Dabei wurden insbesondere
Transporte an Blut-Gewebe-Schranken wie beispielsweise in den Zellen des Plexus
choroideus der Blut-Liquor-Schranke, in dem apikalen Chorionepithel der Plazentaschranke
sowie in dem Alveolarepithel der Bronchiolen dokumentiert (Cole 1999, Flens et al. 1996,
Bréchot et al. 1998, St-Pierre et al. 2000).

Der MRP1-Transporter funktioniert als ein multispezifischer organischer Transporter fir
lipophile Anionen und zu seinen Substraten gehdren an Glutathion (GSH) konjugierte
Substrate wie Leukotrien C4 sowie Prostaglandin A2 (Liu et al. 2001). Des Weiteren
transportiert er an Glucuronséure oder Sulfat konjugierte Steroidhormone und Gallensalze
und nimmt eine bedeutende Rolle im Arzneimitteltransport der Zelle ein (Jedlitschky et al.
1996, Loe et al. 1996, Homolya et al. 2003). Gemeinsam mit MRP2 vermittelt der MRP1-
Transporter den Kotransport von unkonjugierten hydrophoben Komponenten in Anwesenheit
von freiem Glutathion (GSH) und wirkt bei der Kontrolle des intrazellularen
Glutathiondisulfid-Spiegels (GSSG) mit (Kruh und Belinsky 2003).

Der Transport von Glutathion und Glucuronsaure-Konjugaten ist besonders von Interesse, da
er beim Arsemmetabolismus eine wichtige Phase der Detoxifikation darstellen (s. Abb. 2).
Eine ATP-abhangige Glutathion-S-Konjugat-Pumpe wurde 1992 von Ishikawa beschrieben
und als GS-X-Pumpe benannt. Diese Funktion von MRP1 als GS-X-Pumpe erklart die
Transportkapazitat fur anorganisches Arsenit, welches Komplexe mit GSH-Molekdlen bilden
kann (Zaman et al. 1994, Kruh und Belinsky 2003, Dean et al. 2001). Wang Z et al. (1996)
zeigten in diesem Zusammenhang, dass der Arsen-Efflux aus Arsen-resistenten VV79-Zellen
durch Inhibitoren der Glutathion-S-Transferase gehemmt wurde. VVon weiterem Interesse ist
die Expression des MRP1-Transporters in einer Vielzahl menschlicher Krebszelllinien, da er

in zahlreichen Tumorarten, wie z.B. kleinzelligem Bronchialkarzinom, Mammakarzinom,
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Prostatakarzinom und verschiedenen hamatologischen Krebsarten detektiert werden konnte
(Kool et al. 1997).

Wie bereits beschrieben, stehen MRP1-Transporter unter anderem in Zusammenhang mit der
Resistenzentwicklung gegeniiber einem Chemotherapeutikum und werden fir den damit
verbundenen progredienten Verlauf der Erkrankung, dem Auftreten eines Rezidives im
Rahmen einer Tumortherapie bzw. fur das Versagen der Therapie verantwortlich gemacht
(Wright et al. 1998, Tiwari et al. 2011).

Mittels MRP1-transfizierter Zellkultur konnte ein Resistenzspektrum bestimmt werden,
welches die Ausbildung einer Reihe von Chemotherapeutika-Resistenzen, wie z.B.
gegenliber Etoposid, Epirubicin, Doxorubicin, Vinblastin, Vincristin, Methotrexat (MTX)
sowie weiteren neueren Zytostatika wie Tyrosinkinase-Inhibitoren (z.B. Imatinib, Gefitinib)
bestatigt (Cole et al. 1994, Zaman et al. 1994, Homolya et al. 2003, Toyoda et al. 2008,
Tiwari et al. 2011).

Der MRP2-Transporter (neue Nomenklatur: ABCC2), auch als canalicular multispecific
organic anion transporter (c(MOAT1 oder cMRP) bezeichnet, wird hauptséchlich in der
kanalikuldaren Membran von Hepatozyten, Dinndarm und in den proximalen Nierentubuli
exprimiert (Mottino et al. 2001, Schaub et al. 1997). Des Weiteren konnte ein Nachweis in
peripheren Nerven, Gallenblase, Plazenta und Lymphozyten gelingen (Kool et al. 1997, Rost
et al. 2001). Die Substratspezifitat des MRP2-Transportes ahnelt dem des MRP1 und ist flr
den Kotransport von unkonjugierten hydrophoben Komponenten in Anwesenheit von freiem
Glutathion (GSH) verantwortlich (Oude et al. 1995, Yamazaki et al. 1996). MRP2
komplementiert als Transporter organischer Anionen durch die kanalikuldare Membran der
Leber den Substratexport in das bilidre System, wobei das groRe Spektrum lipophiler Stoffe
endogenen oder exogenen Ursprungs durch Konjugationsreaktionen modifiziert wird.
AuBerdem ist er fir den Transport organischer Anionen sowie an Glucuronséaure oder Sulfat
konjugierter Substrate zustandig und nimmt ebenfalls eine bedeutende Rolle in dem
Arzneimitteltransport der Zelle ein (Nies und Keppler 2007, Koénig et al. 1999a, Gottesmann
et al. 2002, Jemal et al. 2009).

Der MRP2-Transporter ist fur die bilidre Exkretion des glucuronidierten Bilirubins
verantwortlich, so dass sich bei einem Defekt an dem humanen MRP2-Gen die Auspragung
des familidren Hyperbilirubindmiesyndroms Dubin-Johnson-Syndrom (DJS) zeigt. Es
zeichnet sich durch das Auftreten einer konjugierten Hyperbilirubindmie mit pigmentdsen
Ablagerungen in Hepatozyten aus (Oude et al. 1995, Yamazaki et al. 1996, Nies und Keppler
2007, Konig et al. 1999a). Eine weitere Besonderheit des MRP2-Transporters besteht in

39



Einleitung

seiner sich &hnelnden Substratratspezifitdt zu MRP1, da beide fir den Kotransport von
unkonjugierten hydrophoben Komponenten in Anwesenheit von freiem Glutathion (GSH)
verantwortlich sind (Oude et al. 1995, Yamazaki et al. 1996, Leslie et al. 2004).

Der MRP3-Transporter (neue Nomenklatur ABBC3; éltere Namen: MOAT-D, cMOAT-2)
wird hauptséchlich in der Nebenniere, Nieren, Dinndarm, Dickdarm, Pankreas, Gallenblase
sowie in geringerer Auspréagung in der Lunge, Milz und Magen exprimiert (Kool et al. 1997,
Ortiz et al. 1999, Borst et al. 2006, Scheffler et al. 2002).

Der MRP3-Transporter ist flr den Transport von organischen Anionen in der basolateralen
Membrandomane verantwortlich und in humanen und Ratten-Hepatozyten fiir den Efflux in
die sinusoidale Blutbahn zustdndig. MRP3 teilt mit MRP1 die hochste strukturelle
Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz, differenziert sich jedoch stark in seiner
Substratspezifitait zu MRP2 (Konig et al. 1999b, Kool et al. 1999). So besitzt MRP3 eine
geringe Substrataffinitat fur unkonjugierte hydrophobe Komponenten in Anwesenheit von
freiem Glutathion (GSH). Eine erhohte MRP3-Expression wurde in cholestatischen
Leberzellen sowie bei Patienten mit Dubin-Johnson-Syndrom (DJS) berichtet, denen der fir
die biliare Exkretion des glucuronidierten Bilirubins verantwortliche MRP2-Transporter in
den kanalikuldren Membranen der Leberzellen fehlt (Kubo et al. 2009, Ortiz et al. 1999,
Hirohashi et al. 1998). Es wird vermutet, dass die Substratspezifitdt des MRP3-Transporters
bei Stérung der Gallensekretion oder Funktionsausfall des MRP2-Transporters den Efflux von
organischen Anionen aus der Leber in das Blut sichert. Weiterhin wird MRP3 als eine
alternative Mdoglichkeit angesehen, den Efflux von Gallensduren und Glucuronide von
cholestatischen Hepatozyten zu gewaéhrleisten, ist aber kein Transporter, der sich am
enterohepatischen Kreislauf von Gallensduren beteiligt (Belinsky et al. 2005, Zeng et al.
2000).

Bezogen auf die verschiedenen Resistenzspektren erworbener Chemotherapie-Resistenzen
konnte eine Korrelation zwischen MRP1, MRP2 und MRP3 festgestellt werden. Der MRP3-
Transporter konnte fiir Etoposid und Methotrexat (MTX)-Resistenzen verantwortlich gemacht
werden und es konnten erhOhte Expressionen in hepatozelluldaren Karzinomen, priméren
Ovarialkarzinomen und im Rahmen der Akuten lymphatischen Leuk&mie (ALL) bestimmt
werden (Nies et al. 2001, Kool et al. 1999, Plasschaert et al. 2005). In MRP2-transfizierten
Zellen konnten Resistenzen gegenuber Methotrexat, Etoposid, Doxorubicin, Epirubicin,
Vincristin, Vinblastin sowie Mitoxantron und Cisplatin detektiert werden (Sodani et al. 2012,
Hooijberg et al. 1999, Cui et al. 1999).
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Es ist bekannt, dass Cisplatin die Neigung besitzt, GSH-Komplexe in den Zellen zu bilden
und als Konjugatsubstrat durch eine ATP-abhéngige Glutathion-S-Konjugat-Pumpe aus der
Zelle eliminiert zu werden (Sodani et al. 2012, et al.1994, Cui et al. 1999). Aufgrund der
Kenntnis, dass Mrp den Transport von Glutathion-konjugiertem Cisplatin vermittelt, kann
vermutet werden, dass Mrp des Hamsters in Arsen-resistenten VV79-Zellklonen eine Rolle in
dem Efflux von Arsen-Glutathion Komplexen und somit in der Auspragung einer Arsen-

Resistenz zukommen konnte.
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1.5 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit wurde in erster Linie der Resistenzmechanismus Arsen-resistenter
V79-Zellen untersucht, wobei resistente Zellklone auf das Vorhandensein bzw. auf die
Induktion einer Mrpl- bzw. Mrp2-mRNA-Expression geprift wurden. Begleitend dazu wurde
das genotoxische Potential von Arsenit mittels Mikrokern-Test sowie die Zytotoxizitat mittels
Neutralrot-Assay an den V79-Zellen und daraus selektierten Arsen-resistenten Klonen
quantifiziert. Die V79-Zellen des Chinesischen Hamsters bieten sich als ein gutes
Versuchsmodell bezlglich der Arsen-Resistenz an, da dieser entdifferenzierten,
fibroblastoiden Zelllinie viele fremdstoffmetabolisierende Enzymsysteme fehlen (Fischer et
al. 1985). Dies ist von besonderer Relevanz, da in diesem Fall der Einfluss des
Aresnmetabolismus durch Methylierung als Einflussfaktor nicht zum Tragen kommen kann.
Sie stellt somit eine Moglichkeit dar, einen an Transporter gebundenen

Resistenzmechanismus zu untersuchen.
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2 Material

2.1 Vorbehandlung und Sterilisation

Alle im Folgenden nicht gesondert aufgefiihrten Reagenzien wurden im hdchstméglichen
Reinheitsgrad bzw. als fur die Zellkultur und Molekularbiologie geeignet von den Firmen
Applichem (Darmstadt), Fluka (Buchs, CH), Merck (Darmstadt), Roche Diagnostics
(Mannheim), Sigma (Deisenhofen) und Serva (Heidelberg) bezogen.

Alle Gerate zur RNA-Isolierung und Northern-Blot-Analyse wurden fiir 20 min in 50 mM
NaOH-L6sung inkubiert, um eine eventuelle RNAse Kontamination zu eliminieren.
Hitzebestdndige Losungen, sowie hitzebestandige Glas- und Kunststoffmaterialien wurden
durch einen 25-minutigen Autoklaviervorgang bei 121 °C sterilisiert. Nicht hitzestabile
Losungen wurden sterilfiltriert. Die Porenweite (0,2 pm bzw. 0,45 um) der Sterilfilter richtete
sich dabei nach der Konsistenz der Losungen.

Reagenzien fur Puffer und LoOsungen wurden den Erfordernissen entsprechend in
bidestilliertem oder deionisiertem Wasser gelost und nach Bedarf autoklaviert oder
sterilfiltriert. Die Zusammensetzung der erforderlichen Puffer wird im Zusammenhang mit

der jeweils beschriebenen Methode erléautert.

2.2 Chemikalien und Enzyme

Agar Applichem (Darmstadt)
Agarose Merck (Darmstadt)
Agarose LM Genaxis (Spechbach)
Ampicillin Applichem (Darmstadt)
B-Agarase Fermentas (St. Leon-Rot)
Bromphenolblau Serva (Heidelberg)

BSA, Fraktion V Paesel und Lorei (Frankfurt)
IPTG Applichem (Darmstadt)
Complete Protease Inhibitor Roche (Mannheim)
Chloroform Merck (Darmstadt)
Cis-Platinum(II)diamine-Dichlorid (Cisplatin) Sigma (Steinheim)
Depex-Einschlussmittel Gurr (BDH, (England)
Dextransulfat Sigma (Steinheim)
Dimethylarsonséure (DMA") Sigma (Steinheim)
DNAse | Fermentas (St. Leon-Rot)
dNTPs Fermentas (St. Leon-Rot)
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Dulbeccos MEM (1x)-Medium Biochrom KG (Berlin)

Entwickler G153 Agfa-Gevaert AG (Wiesbaden)
Essigséure Merck (Darmstadt)
Ethanol Merck (Darmstadt)
Ethidiumbromid Merck (Darmstadt)
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA) Merck (Darmstadt)

Expand Long Template System
Foetales Kélberserum (FKS)
Formaldehydldsung 37 %ig
Formamidldsung

Giemsaldsung 5 %ig
Guanidiniumthiocyanat
Glycerin

Hepes-Puffer
Heringssperma-DNA
8-Hydroxychinolin 0,1 %
lonenaustauschharz Serdolit MB-1
Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphoshat
Kanamycin

Methanol

Mercaptoethanol
3-Morpholinopropansulfonséure (MOPS)
Natriumarsenitlésung 0,05 mol/I
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumacetat
Natriumcitratdihydrat
N-Laurosylsarcosin

Neutralrotstocklésung
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Roche (Mannheim)

Biochrom KG (Berlin)

Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Gurr (BDH, (England)

Merck (Darmstadt)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Roche (Mannheim)
Aldrich (Steinheim)
Serva (Heidelberg)

Applichem (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Steinheim)

Invitrogen (Karlsruhe)
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Penicillin/Streptomycin, A2213

Phenol wassergeséttigt

Phosphatgepufferte Salzlésung nach Dulbecco (PBS)
[y-¥P]-dATP (Aktivitat in 222 TBg/mmol)
Polyvinylpyrrolidon

Rinderinsulin

Schnellfixierer G354

SDS

Superscript 11 Reverse Transcriptase
Trinatriumcitrat

Tris-Base

Trypton

Trypsin-EDTA

X-Gal

2.3 Verbrauchsmaterialien

Biochrom KG (Berlin)
Roth GmbH (Karlsruhe)
Biochrom KG (Berlin)
PerkinElmer (Wellesley, (USA)
Sigma (Steinheim)

Sigma (Steinheim)
Agfa-Gevaert (Wiesbaden)
Sigma (Steinheim)
Invitrogen (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Biochrom KG (Berlin)
Applichem (Darmstadt)

Nicht gesondert aufgefiihrte VVerbrauchsmaterialien, wurden von den Firmen Krannich und

Schitt (Gottingen), Nunc (Kamstrup, Ddanemark), Greiner (Nurtingen) und Sarstedt

(NUmbrecht) bezogen.
Elektroporationskivetten, 2 mm
Eppendorf UVetten 50-1000 pl
Falcon-Rohrchen 15 ml

Filterpapier: fein (2043) und grob (2668)
Filterkatuschen Sartolab-P-plus (0,2 um)
Glasobjekttrager

Glassammelkolben

Halb-Mikro-Kuvette (1,6 ml)
Hybridisierungs-Glasrohrchen 15 x 3,5 cm
Hyperfilm-ECL

Hyperfilm-MP

Imaging Plates 2040 (3P-sensitiv)
Kanilen

Kryoréhrchen 1.8 ml

Kulturschalen. 56.7 cm?, 21.9 cm?, 8.8 cm?

Kunststoffpipetten 1 ml, 2 ml, 10 ml
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Peglab (Erlangen)

Eppendorf (Hamburg)

BD Biosciences (Heidelberg)
Schleicher & Schull (Dassel)
Sartorius AG (Gottingen)
Knittel-Glaser (Braunschweig)
Schott (Mainz-Hofheim)
Sarstedt (Nimbrecht)
Biometra (Gottingen)
Amersham (Braunschweig)
Amersham (Braunschweig)
Raytest (Straubenhardt)
Braun (Heidelberg)

Nunc (Wiesbaden)

Nunc (Wiesbaden)

Greiner (Nurtingen)
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Labortticher Kimwipes Lite 200 (20x21 cm)
Nylomemran Hybond-N™ (0,45 um)
Multiwellplatte Nunclon™ Surface
Papierfaltenfilter (240mm)
Pasteurglaspipetten (230 mm)

PCR tubes 0,2 ml

Plexiglasschale

Pipettierhilfen Typ Varipette 4810
Pipettenspitzen

Polaroid DS-34 mit Orangefilter
Polaroid-667-Filme

PP-R6rchen: 13 ml, 50 ml
Polypropylen-Zentrifugenréhrchen 13 ml
Polystyrol-Gewebekulturflaschen (75 cm?, 25 cm?)
Polystyrol-Gewebekulturschalen (78,54 cm?, 28,27 cm?)
PVDF-Membran Immobilon-P (0,45 um)
Quarz-Kivetten (1 ml)
Schwarzweiss-Filme Agfapan 100 ASA
Sephadex Micro Spin Séulen G-25
Silicon-Hochvakuumfett

Spitzen Gel Saver Il

Spritzenvorsatzfilter 0.2 um und 0.45 pm
Spritzen 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 50 ml
Vakuumfilter 125 ml, 0.2 um und 0.45 pm
Zentrifugenréhrchen 10 ml

Zentrifugenrohrchen 50 ml Dicke Réhrchen Zellkuktur

2.4 Gerate

Autoklav-Dampfsterilisator, Modell 3850 ML
Auswertesoftware Bas-Reader2.9, TINA 2.0
Begasungsbrutschrank "Function Line" Typ BB16
Bio-Imazing-Analyzer BAS 1500

Biophotometer 6313

CCD-Kamera Modell DXC-930 P
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Kimberly-Clark (Germany)
Amersham (Braunschweig)
Nunc Products (Wiesbaden)
Schleicher & Schull (Dassel)
Rudolph Brand (Wertheim)
Abigene (Epsom, (GB)

Schott (Mainz-Hofheim)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sarstedt (Nimbrecht)

Sarstedt (Nimbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)
Millipore (Eschborn)

Hellma, Krannich (Géttingen)
Agfa (Leverkusen)

Pharmacia Biotech (Freiburg)
Kranich GmbH (Gottingen)
Gerlinde Kisker (Mihlhausen)
Schleicher und Schull (Dassel)
Braun (Heidelberg)
Schleicher und Schill (Dassel)
NuncGmbH (Wiesbaden)
Sarstedt (Nimbrecht)

Tuttnauer (Wettenberg)
Fujix (Tokio)

Heraeus (Hanau)
Raytest (Straubenhardt)
Eppendorf (Hamburg)
Sony (Japan)
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C200-Inkubator

Elektrophoresekammer m. Zubehor
Elektroporator-Gene Pulser 11

Eismaschine

Feinwaage

Flachendetektor (B/y) LB122
Fluoreszenzmikroskop Typ HBO 50
Gelkammer Horizon 11-14

Heizplatte Typ HT 01

Hybridisierungsofen Hybaid
Imaging-Plates, 2040 (*?P-sensitiv), Fujix-Kassetten
Invertoskop ID 02

Kamera.Polaroid DS-34

Kuhlschranke (-20°, 4° C)

Kiihlschrank (-70° C) Typ 6485
Kihlzentrifuge-5810R mit Ausschwingrotor
Labofuge GL

Magnetrihrer Typ KMO 2

Megafuge 1 OR mit Rotor 660 (Radius: 25,5 cm)
Mikroskop Typ Axioplan

Monitor LB 1210 D
Multiwellpattenschuttler Tetramax 100
Netzteil PHero-Stab 330
Perfusionspumpe-Masterflex 7013.21
pH-Meter Typ CG 822

Schlauchpumpe

Schittler Vibramax 100

Schittler GFL 1083 (Wasserbad)
Software-Staden Package
Software-Chromas

Software-ClustalW

Software-DNA Sequencing Analysis
Spannungsgerat Typ 3231
Spectralphotometer MR 700 Microplate Reader
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Labotect (Gottingen)
Kriegm.&Jansen (Grossenaspe)
Bio-Rad Lab.GmbH (Munchen)
Ziegra (Isernhagen)

Sartorius (Gottingen)

Berthold (Pforzheim)

Zeiss (Oberkochen)

Biometra (Gottingen)

Kranich GmbH (Gottingen)
Biometra (Gottingen)

Fujix (Tokio)

Zeiss (Oberkochen)

Sigma (Deisenhofen)
SchittLabortechnik (Goéttingen)
SchiittLabortechnik (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)

Heraeus (Hanau)
Jahnke&Kunkel (Staufen i. Br.)
Heraeus (Hanau)

Zeiss (Oberkochen)

Berthold (Wildbad)

Heidolph (Kehlheim)
Biotech-Fischer (Reiskirchen)
Cole-Parmer (Chicago, (USA)
Schott (Mainz-Hofheim)
SchittLabortechnik (Goéttingen)
Heidolph (Kehlheim)
SchittLabortechnik (Gottingen)
ABI (Darmstadt)

ABI (Darmstadt)

ABI (Darmstadt)

ABI (Darmstadt)

Statron GmbH (Furstenwalde)
Dynat.Laboratories (England)
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Sterilbank "Lamin-Air" LFM 2448 S
Sicherheitsbrenner Gasi
Sterilbank-SterilGard Il Advance

Sterilfiltrations-Schlauchpumpe PML 1305-ND100

Thermocycler-Gradient Mastercycler
Thermocycler-Thermoblock UNO
Trockeninkubator MIR-153
UV-Durchlichttisch TI2
UV-Crosslinker Bio-Link

UV-Tisch Modell 302 NM-906: 302 nm
Vakuumzentrifuge Concentrator 5301
Vakuumzentrifuge mit Membranvakuumpumpe
Verikal-Autoklav: FV

Vortex Mixer Typ G-560 E
Wasserstrahl-Vakuumpumpe
Wasserbad Type 1004

Zentrifuge Typ 2K 15

Z&hlkammer nach Neubauer

2.5 Gase

Carbogen (95 % O,, 5 % COy)

2.6 Zell-Linien

Heraeus (Hanau)
SchittLabortechnik (Goéttingen)
Labotect (Gottingen)

Sartorius (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)
Biometra (GOttingen)

Sanyo (Krannich)

Biometra (Gottingen)

Biometra (GOttingen)

Intas (Gottingen)

Eppendorf (Hamburg)
Vaccubrand (Wertheim)
Technorama (Fernwald)
Scientific industries (USA)
SchittLabortechnik (Goéttingen)
Ges.f.Labortechn. (Burgwedel)
Sigma GmbH (Osterode)
Rudolph Brand (Wertheim)

Messer-Griesheim (Dusseldorf)

Die V79 Zell-Linie wurde der Abteilung Allgemeine Hygiene und Umweltmedizin der

Universitat Gottingen freundlicherweise von Herrn Dr. J. Hengstler aus der Abteilung

Toxikologie der Universitat zu Mainz bereitgestellt.

2.7 Kits

One-Step RT-PCR Kit

TOPO-XL Cloning Kit

TOP 10 Electrocompetent cells
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Invitrogen/Gibco BRL Life
Technologies (Karlsruhe)
Invitrogen/Gibco BRL  Life
Technologies (Karlsruhe)
Invitrogen/Gibco BRL Life
Technologies (Karlsruhe)
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2.8 Bakterien

Es wurde mit folgenden Escherichia-coli-Stdammen gearbeitet:
TOP10 Invitrogen/Gibco BRL  Life

Technologies (Karlsruhe)

2.9 Vektoren

Es wurde folgender Vektor verwendet:
pCR®-XL-TOPO Invitrogen/Gibco BRL  Life

Technologies (Karlsruhe)

2.10 Molekulargewichtstandards

DNA-L&ngenstandard 1kb leiter 1pg/ul (0,12-12,2 kb) Invitrogen/Gibco BRL Life

Technologies (Karlsruhe)
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3 Methoden
3.1 Zellkultur

In dieser Arbeit wurde mit V79-Zellen sowie mit Arsen-resistenten Klonen dieser Zell-Linie
gearbeitet. Sie entstammt der Lunge des Chinesischen Hamsters. Dieser entdifferenzierten,
fibroblastoiden Zell-Linie fehlen viele fremdstoffmetabolisierende Enzymsysteme, wie die
Monooxygenasen des Zytochrom-P-450-Systems, UDP-Glucuronyltransferasen und Phenol-
sulfotransferasen (Fischer et al. 1985). Sie besitzt ein schnelles Wachstum und die

Teilungszeit betragt 12 h.

3.1.1 Puffer und L6sungen
Antibiotika-Stammlésung (Biochrom KG):

10.000 U Penicillin
10.000 g / ml Streptomycin
Fetales Kélberserum (FKS Biochrom KG):
Die Losung wurde 30 min auf 56° C erhitzt und anschlieRend aliquotiert.

Kulturmedium: DMEM (Dulbecco’s Minimal Essential Medium 1x):

Flussiges Grundmedium:
+ D-Glucose 1g/l
+ NaHCO3 3,79/l

+ N-Acetyl-L-Alanyl-L- 1,0289g/1

Glutamin

komplettiert mit:

FKS 10 %
Penicillin 100 IE / ml
Streptomycin 100 pg / mi

Das fertig hergestellte fliissige Grundmedium wurde von der Firma Boehringer bezogen.
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PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung nach Dulbecco (w/0):

NaCl 137,0 mM 849

NaH,PO4 6,5 MM 1,44 g

KCI 2,7 mM 0,29

KH,;PO4 1,5mM 0,29

Agqua bidest. ad 11
pH-Wert 7,0

Trypsin / EDTA 0,05 % (w/v) /0,02 % (w/ v):

NaCl 137,0 mM 8/l
NaH,PO, 6,5 mM 1,44 g/i
KCI 6,5 mM 2,35 g/l
KH2PO4 1,5 mM 0,2 g/l
Na,-EDTA 0,02 % 0,43 g/l
Trypsin 0,05 % 0,86 g/l

4 mM Arsenit-Stammldsung:

Dauerexposition der V79-Zellen wahrend der Kulturhaltung: 10 uM NaAsO,
50 mM Stammlésung 1ml

Aqua bidest. 11,5ml

Die 4 mM Losung wurde in der Zellkultur fur eine konstante Arsen-Exposition von 10 uM

verwendet.

50 mM Dimethylarsonsaure-Stammlosung (DMAY):

Dauerexposition der V79-Zellen wahrend der Kulturhaltung: 10 uM C,HgAsO,Na
C,HsASO,Na 50 mM 40 mg

Aqua bidest. 5ml
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3.1.2 Stammbhaltung und Kultur von V79-Zellen

Die V79-Zellklone wurden in flussigem Stickstoff in 2 ml Gefrierréhrchen in 1,5 ml
Portionen mit 20 % FKS und 10 % DMSO gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen in
50 ml Zentrifugenréhrchen mit 5 ml Kulturmedium vereinigt und 5 min bei 4° C und 200 x g
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 5 ml Kulturmedium mit 10 % FKS und 1 % Antibiotika-
Stammldsung (s. 3.1.1.) resuspendiert.

Die Zellen wurden in Gewebekulturflaschen (75 cm?) mit 20 ml Kulturmedium ausplattiert.
Alle 4 Tage wurde ein Medienwechsel vorgenommen, bei dem jeweils 50 ul der 4 mM
NaAsO,-Losung zugesetzt wurde. Die Inkubation erfolgte in Begasungsbrutschranken bei
5% CO, und 37° C.

Sobald der Flaschenboden zu 75 % konfluent bewachsen war, wurde das Medium abgesaugt
und die Kultur mit 5 ml PBS gewaschen. Nach Zugabe von 1 ml 0,05 % (w/v) Trypsin /
0,02 % (w/v) EDTA (s. 3.1.1.) und 5-min(tiger Inkubation im Brutschrank liessen die Zellen
sich durch seitliches Klopfen an der Kulturflasche lésen. Die Zellen wurden in 5 ml
Kulturmedium mit 10 % FKS und 1 % Antibiotika-Stammldsung aufgenommen und entweder
in 1-2 Kulturflaschen weiterkultiviert oder fiir die RNA-Isolierung, den Mikrokerntest, bzw.
den Neutralrot-Assay ausplattiert. Fir die RNA-Isolierung (s. 3.2.2.) wurden 100 ul der
Zellsuspension in Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm (78,54 cm?
Grundflache) mit 10 ml Kulturmedium ausplattiert. Fiir den Mikrokerntest wurden die Zellen
in einer Neubauer-Zahlkammer quantifiziert und jeweils 2x10° Zellen in
Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser von 6 cm (28,27 cm® Grundflache) mit 5 ml
Kulturmedium ausplattiert. Fir die Vorbereitung des Neutralrot-Assays (s. 3.13.2.) wurde die
Zellzahl ebenfalls quantifiziert. AnschlieBend wurden die 96-Multi-Well-Platten mit
10* Zellen und 100 pl Kulturmedium beschickt.

3.1.3 Klonierung von Arsen-resistenten V79-Zellen

Unter Klonierung versteht man eine Methode, die es erlaubt, eine Zellpopulation aus einer
einzigen Ursprungszelle zu erhalten. Es wurden 5 Arsen-resistente Klone von der etablierten
Fibroblasten-Zell-Linie V79, die durch eine 8-wochige Langzeitinkubation mit 10 uM
NaAsO, wie in Wang Z et al. (1996) beschrieben vorbehandelt worden war, herangeziichtet,
wobei die Klonierung mit Hilfe von Raschik-Klonierringen vorgenommen wurde. Die
Klonierung wurde freundlicherweise von den Mitarbeiterinnen Frau Susanne Luthin und Frau

Petra Birkenkamp aus der Abteilung Allgemeine Hygiene und Umweltmedizin des Zentrums
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Umwelt und Arbeitsmedizin durchgefiihrt. Die erhaltenen Klone wurden mittels Neutralrot-
Assay (s. 3.13.2.) auf eine erhohte Toleranz gegeniiber Arsen geprift.

Die Zellen wurden in Gewebekulturflaschen (75 cm?) mit 20 ml Kulturmedium ausplattiert.
Alle 4 Tage wurde ein Medienwechsel vorgenommen, bei dem jeweils 50 ul der 4 mM
NaAsO,-Losung (s. 3.1.1.) zugefuhrt wurde; somit lag eine konstante Arsen-Exposition von
10 uM vor. Diese Inkubation erfolgte Uber 8 Wochen vor der Klonierung in
Begasungsbrutschranken bei 5% CO; und 37° C. AnschlieBend wurden die Zellen in einer
Verdinnung von 1:5 auf Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm (78,54 cm?
Grundflache) mit 10 ml Kulturmedium und 25 ul der 4 mM NaAsO,-Lésung ausplattiert.
Nach 24-stiindiger Arsenit-Exposition mit 10 uM wurde das Medium entfernt, die Zellen mit
1 ml PBS-Puffer (s.3.1.1.) gewaschen, und die resistenten Kolonien wurden mit einem
Filzstift auf der Unterseite der Platte markiert. Dabei musste die zur Klonierung vorgesehende
Kolonie Kklar abgegrenzt sein und einen Durchmesser von etwa 5 mm besitzen. Mit einer
sterilen Pinzette wurde ein Klonierring in Siliconfett gedriickt, wobei das Fett durch seitliches
Verschieben Uber die gesamte Auflageflache des Ringes zu verteilen war. Die Ringe wurden
aus Polyethylen-Réhrchen gefertigt, die einen Durchmesser von 5-10 mm besitzen. Die
Réhrchen wurden in kleine Stlicke von etwa 10 mm Lénge geschnitten, wobei darauf zu
achten war, dass die Schnittkanten so gerade wie mdglich waren. Die Ringe wurde
anschlieBend Gber die ausgewahlten Kolonien gestilpt. Nach Zugabe von 400 ul 0,05 %
(w/v) Trypsin /0,02 % (w/v) EDTA (s. 3.1.1.) in das Ringvolumen wurde die Trypsin-Lésung
nach einer Inkubation von 20 s wieder abpipettiert. Die Kulturschale wurde geschlossen und
fur 5 min im Brutschrank inkubiert. Danach folgte eine Zugabe von 400 ul Kulturmedium in
den Klonierring. Durch Auf- und Abpipettieren des Mediums wurden die Klone dispergiert
und in 1 ml Kulturmedium in eine oberflichenbehandelte Gewebekulturflasche (25 cm?
Grundflache) ausplattiert. Die Zellklone wurden in aufrechtstehenden Gewebekulturflaschen
in Begasungsbrutschranken inkubiert. Das Medium wurde alle 4 Tage gewechselt und mit
2,5 ul der Arsen-Stammlosung (s. 3.1.1.) supplementiert, so dass eine Arsen-Konzentration
von 10 uM vorlag. Sobald die Gewebekulturflasche zu 75 % konfluent bewachsen war,
erfolgte die weitere Kultivierung in 5 ml Kulturmedium mit 12,5-ul der Arsenstammlésung in
liegender Kulturflaschenposition. Bei einer abermaligen Konfluenz von 75 % wurden die
Zellen in oberflachenbehandelte Gewebekulturflaschen (75 cm?) mit 20 ml Kulturmedium
ausplattiert. Alle 4 Tage wurde ein Medienwechsel vorgenommen, bei dem jeweils 50 ul der
4 mM Arsen-Stammldsung zugesetzt wurden. Die Zellen wurden in 1-2 Kulturflaschen

weiterkultiviert und nach 6-wdchiger Kultivierung fir die RNA-Isolierung (s. 3.2.2), den
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Mikrokerntest (s. 3.12.2) bzw. den Neutralrot-Assay (s. 3.13.2.) ausplattiert. Die langfristige
Aufbewahrung erfolgte wie unter 3.1.2. beschrieben.

3.1.4 Kultivierung von DMAV-resistenten VV79-Zellen

Die Zellen wurden, wie oben beschrieben, in Gewebekulturflaschen (75 cm?) mit 20 ml
Kulturmedium ausplattiert. Alle 4 Tage wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, bei dem
jeweils 50 ul einer 4 mM Dimethylarsonséure-Losung (s. 3.1.1.) zugefihrt wurde, somit lag
eine konstante DMA-Exposition von 10 uM vor. Die Inkubation erfolgte fir 4 Wochen in
Begasungsbrutschranken bei 5% CO, und 37°C. Im Rahmen der Vorbereitung auf
Experimente zur Uberpriifung der mRNA Expression wurden 100 pl der Zellsuspension in
Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser von 10cm (78,45cm?®) mit 10 ml
Kulturmedium ausplattiert. Hier  wurden jeweils 25 ul einer 4 mM
Dimethylarsonséure-Losung zugesetzt, um eine konstante DMA-Exposition von 10 uM zu
erreichen. Bei einer Konfluenz von 75 % erfolgte die Isolierung von RNA in einer

kombinierten Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion (s. 3.2.2.).

3.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus kultivierten V79-Zellen und
daraus selektierten Klonen

3.2.1 Puffer und L6sungen
Aufschlusspuffer: GTC-L6sung:

Guanidiniumthiocyanat 4M 48,2 ¢
1 M Trinatriumcitrat 25 mM 2,5ml
N-Lauroylsarcosin 16,5 mM 059

(Sarcosyl bzw. N-Dodecanoyl-N-
methylglycin, Na-Salz)

R-Mercaptoethanol 0,1M
Aqua bidest. ad 100 ml

pH-Wert 7,5

GTC, N-Lauroylsarcosin und Trinatriumcitrat wurden bei 50 °C gel6st und sterilfiltriert.
Diese Losung konnte bei 4 °C bis zu drei Monaten gelagert werden. Vor Gebrauch wurde der
Losung 1 % (v/v) B-Mercaptoethanol zugesetzt.

98 % Mercaptoethanol 0,1M 0,7 ml
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2 M Natriumacetat-Ldsung, (pH-Wert 4,0):

Na-Acetat 2M 82¢g

Aqua bidest. ad 250 ml

Das Salz wurde in 250 ml Aqua bidest. gelost und der pH-Wert mit ca. 200 ml 37 %
Essigséaure eingestellt. AnschlieBend wurde die Lésung auf 1000 ml aufgefllt.
Chloroform/Isoamylalkohol:

Chloroform 49 Volumenanteile 49 ml

Isoamylalkohol 1 Volumenanteil 1ml

Die Losung wurde bei 4° C aufbewahrt.

Wassergesattigtes Phenol (pH-Wert 4,3):

Die Losung wurde gebrauchsfertig von der Firma Biometra (Gottingen) erworben und bei

4°C gelagert.

70 % Ethanol:
Ethanol 70 ml

Aqua bidest. 30 ml

Der Ethanol wurde bei 4° C gelagert.

3.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen durch
Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Isolierung von RNA wurden pro Parameter 5 x 10° bis 1 x 10° Zellen (ein bis zwei
10 cm-Kulturschalen)  eingesetzt. Die kultivierten und in flissigem  Stickstoff
schockgefrorenen  Zellen  wurden mit einem  Gummiwischer in 3 x1ml
Guanidiniumthiocyanat (GTC)-L6sung von den Kulturplatten geschabt und das erhaltene
Zellysat in sterile 13 ml Polypropylen-Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt. AnschlieBend wurden
0,3 ml Natriumacetat-L6sung (2 M; pH-Wert 4,0), 3 ml Phenol (wassergeséttigt; pH-Wert
4,3) und 0,6 ml Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) zugegeben und die Ansétze kréftig
geschuttelt. Die Ansédtze wurden bis zur Phasentrennung (etwa 10 min) auf Eis stehengelassen

und anschlieBend fur 20 min bei 7740x g und 4°C in einem JA 20 Festwinkelrotor
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zentrifugiert. Die obere waéssrige Phase, in der sich die RNA befand, wurde vorsichtig
abgenommen, in ein weiteres steriles Rohrchen tberfihrt und zur Fallung der RNA mit 3 ml
Isopropanol versetzt. Die Ansédtze wurden dann flr mindestens 3 h bei —20 °C gefallt. Nach
einer weiteren Zentrifugation bei 4 °C und 15.000 x g fir 30 min wurde der Uberstand
verworfen und das erhaltene Sediment in 1,5 ml GTC-L6sung resuspendiert. Die erhaltene
Losung wurde mit 2 ml Isopropanol versetzt und fur mindestens 3 h bei —20 °C geféllt. Die
Ansatze wurden erneut fur 30 min bei 15000 x g und 4 °C zentrifugiert, die Uberstande
dekantiert und die Sedimente mit 2x1ml 70 %-igem Ethanol gespilt, um Salze
herauszuldsen. Schliesslich wurde die RNA in 20-40 pl autoklaviertem Aqua bidest.

aufgenommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die photometrische Konzentrationsbestimmung der Nukleinsauren wurde in einem
Biophotometer (Eppendorf) vorgenommen. Die Extinktionswerte wurden bei 230 nm, 260 nm
280 nm und 320 nm gemessen und die Quotienten OD2go280 UNd ODagor230 €rmittelt. Eine
Extinktion (OD) von 1,0 bei 260 nm entspricht einer RNA-Konzentration von 40 ng/ul bzw.
einer DNA-Konzentration von 50 ng/pl. Auf Grundlage dieser Definitionen wurden die
Konzentrationen der jeweiligen Nukleinsdure errechnet. Die Quotienten ODygo280 UNd
OD2601230 Sind ein MaRB fur die Protein- bzw. Salzkontamination (ODMA (V) fur Proteine bei
280 nm) und sollten >1,8 und < 2,0 betragen.

Die mit dieser Methode isolierte RNA wurde fiir die Ubertragung auf Nylon-Membranen
(,,Northern Blot*) und fiir die RT-PCR eingesetzt (s. 3.7.5.).

3.3 Analytische Agarosegelelektrophorese von RNA

Entsprechend ihrer GroéfRe konnen Nukleinsduren in Agarosegelen elektrophoretisch
aufgetrennt werden. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Molekile ist dabei dem
Logarithmus ihrer relativen Molekiilmasse umgekehrt proportional.

Die Auftrennung von rRNA und mRNA erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in
horizontalen Agarosegelen. Der Transfer auf eine Nylonmembran und die dortige
Immobilisierung fihrt nur unter denaturierenden Bedingungen zu einem scharfen
Bandenmuster. Die Denaturierung von RNA-Proben erfolgte im vorliegenden System
aufgrund von Erhitzung in Anwesenheit von Formamid und durch deren Auftrennung in

einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel.
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AnschlieBend wurden die aufgetrennten RNA-Transkripte auf einer Nylonmembran
immobilisiert und mittels Hybridisierung mit genspezifischen 3*P-markierten Sonden und

anschlieBender Autoradiographie sichtbar gemacht.

3.3.1 Puffer und Lésungen
MOPS (10-fach):

MOPS 200 mM 41994

Natriumacetat 50 mM 419

EDTA 10 mM 3,79

Agua bidest. ad 11
pH-Wert 7,4

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt und die Losung autoklaviert.

SSC (20-fach):

NaCl 3IM 175,32 g
Natriumcitratdihydrat 0,3M 88,23 ¢
Aqua bidest. ad 11

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt und die Losung autoklaviert.

Ethidiumbromid-Stammldsung:

Ethidiumbromid 10 mg/ml 1g

Aqua bidest. ad 100 ml

Die Losung wurde lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt.
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Deionisiertes Formamid:

Zur Deionisierung von Formamid wurden 50 ml Formamid unter sterilen Bedingungen fir 30
min mit 5g Serdolit MB-1-lonenaustauscherharz gerthrt und anschlieRend das
Austauscherharz durch einen Faltenfilter abfiltriert. Die Lésung wurde aliquotiert und wurde
bei -20 °C gelagert. Der fertige Probenpuffer konnte etwa 2-3 Wochen bei 4 °C aufbewahrt

werden.

Formamid-Mix:

deionisiertes Formamid 16,5 M 750 pl
MOPS (10-fach) 13,2 % (v/V) 150 pl
37 % Formaldehyd 2,7M 240 pl

Das Formaldehyd war sterilfiltriert. Der Puffer wurde unmittelbar vor Gebrauch angesetzt.

Blaupuffer-Stockldsung:

Glycerin 50 % 5mil

0,5 M EDTA 0,01 M 5ml
Bromphenolblau 0,45 % (w/v) 40 mg
Aqua bidest. ad 10 ml

Glycerin und EDTA wurden in Aqua bidest. geldst und autoklaviert. Brom-Phenolblau wurde

hinzugefugt, der Puffer aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

Probenpuffer:

Formamid-Mix 250 Teile 2ml
Blaupuffer-Stockléung 50 Teile 0,4 ml
Ethidiumbromid-Stammldsung 1 Teil 8 ul

Der angefertige Probenpuffer konnte 2-3 Wochen bei 4° C aufbewahrt werden.
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3.3.2 Denaturierende Agarosegelelektrophorese zur Analyse von RNA

Um die Elektrophoresekammer und den Geltrdger mit den Taschenformern von RNasen zu
reinigen, wurden diese fir mindestens 30 min in 50 mM NaOH gestellt. Anschlielend wurden
sie mit sterilem Aqua bidest. abgespiilt.

1,0g Agarose wurden in 90 ml 3-N-Morpholinopropansulfonsédure (MOPS)-Puffer (1x)
aufgekocht (s. 3.3.1.) und gel6st. Nach Abkuhlen der Losung auf ca. 50° C wurden 10 ml
einer 37 %-igen Formaldehydldsung zugesetzt (Endkonzentration: 3,7 %) und das horizontale
Gel (14 x11 x 0,5 cm) nach dem Einsetzten der K&mme gegossen. Das Gel wurde moglichst
blasenfrei in den vorbereiteten Geltrédger gegossen und war nach 30 min fest. Es wurde in die
Elektrophoresekammer (berfihrt und mit Elektrophoresepuffer (MOPS)-Puffer (1x)
uberschichtet. Das Formaldehyd im Gel und im Auftragspuffer fuhrt zur Denaturierung der
RNA-Sekundarstruktur, wodurch die Laufeigenschaften im Gel verbessert werden (Lehrbach
et al. 1977, McMaster und Carmichael 1977). Nach Entfernung der Gelkdmme wurden die
Probentaschen mit 2 ul Probenpuffer (s. 3.3.1.) beladen, um die Dichtigkeit der Taschen zu
prufen.

Die RNA-haltigen Losungen wurden zunachst auf Eis aufgetaut. Pro Bahn wurden 20 ug
Gesamt-RNA eingesetzt und mit Aqua bidest. auf ein einheitliches Volumen gebracht.
AnschlieBend wurden jeder Probe 20 pl Probenpuffer zugesetzt, die Ansétze bei 65 °C fiir
10 min denaturiert, sofort auf Eis abgekuhlt, kurz anzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen.
Der verwendete Probenpuffer setzte sich aus Blaupuffer, Formamid-Mix und
Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) in Volumenanteilen 50:250:1 zusammen (s. 3.3.1.).

Zum Einlaufen der RNA-Proben ins Gel wurde nach dem Auftragen fir ca. 20-30 min eine
konstante Stromstarke von 12 mA angelegt. Die weitere elektrophoretische Auftrennung der
RNA erfolgte fuir 3-4 h bei einer konstanten Stromstarke von 40-45 mA unter Umwalzung des
Elektrophoresepuffers. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde die gleichmassige
Beladung der Gele mittels UV-Durchlicht gepruft und photographisch dokumentiert. Das im
Probenpuffer enthaltene Ethidiumbromid ist ein interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, mit

dem Nukleinsauren im UV-Licht (312 nm) sichtbar gemacht werden kdnnen.

3.4 Transfer von RNA auf Nylonmembranen

Der Transfer der RNA aus dem Agarosegel auf Nylonmembranen erfolgte in Anlehnung an
die von Southern (1975) beschriebene Kapillartransfer-Methode. Die durch die
Elektrophorese aufgetrennten RNA-Fragmente (s. 3.3.2) wurden durch Kapillarkréfte auf eine

Nylonmembran iibertragen (,,Northern Blot®).
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Die verwendete Nylonmembran (Porengrésse 0,45 um) wurde vor dem Transfer in sterilem
Agqua bidest. benetzt und wie auch die Filterpapiere in 5x SSC (Standard-Natrium-Citrat-
Puffer) (s. 3.3.1.) aquilibriert. Ein als Pufferbriicke dienendes dickes Filterpapier (Nr. 2668)
wurde so auf einer erhéhten Glasplatte platziert, dass beide Enden gleichmaéssig in das
darunterliegende mit 20x SSC gefllte Pufferreservoir ragten. Auf der Pufferbriicke wurden
von unten nach oben ein dickes Filterpapier, ein dinnes Filterpapier (Nr. 2043), das Gel mit
den Taschendffnungen nach unten zeigend, die Nylonmembran, ein diinnes Filterpapier und
wieder ein dickes Filterpapier luftblasenfrei platziert. Das Pufferreservoir und die
Sandwichkanten wurden mit Parafilm abgedichtet. Der Aufbau wurde anschlieRend mit einer
Lage von 15-20 cm saugfahigen Papiertlichern tberschichtet und mit ca. 5 kg beschwert. Die
Transferzeit betrug 16-24 h.

Im Anschluss an den Transfer wurde jede Seite der Nylonmembran fir 3 min mit UV-Licht
der Wellenldnge A=254 nm bestrahlt, um die RNA stabil zu fixieren. Die Vollstandigkeit des
Transfers wurde durch Auflegen des Gels und der Nylonmembran auf den UV-Tisch
Uberprift und photographisch dokumentiert. Die Membran wurde vor dem Trocknen bzw. der
direkten Prahybridisierung zweimal in 95° C heiRer 0,05 % iger SDS-L6sung sowie 1-2 mal in
heiBem Aqua bidest. gewaschen, um Bromphenolblau, Ethidiumbromid und Salze zu

entfernen.

3.5 Isolierung genomischer DNA aus kultivierten V79-Zellen

351 Puffer und Losungen
TRIzol®Reagent (Total RNA Isolation Reagent):

Die fertig hergestellte Lésung wurde von der Firma Gibco Life Technologies bezogen, wurde

bei 4° C aufbewahrt und sollte innerhalb von 12 Monaten aufgebraucht werden.

0,1 M Na-Citrat-Ldsung in 10 % Ethanol:

Trinatriumcitrat 0,1 M 0,2943 ¢

Ethanol 10 %ig 100 ml

Die Losung sollte bei Raumtemperatur gelagert werden.
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Hepes-Puffer (Seromed) 0,1 M, pH-Wert 8.4:

HEPES 0,1 M 2,383 g

Aqua bidest. 100 ml

Der pH-Wert wurde auf 8,4 eingestellt und die Losung autoklaviert.

75 % Ethanol:

Ethanol 100 % 75 ml

Aqua bidest. 25 ml

3.5.2 Isolierung von genomischer DNA durch Phenol/Chloroform-
Extraktion

Die genomische DNA wurde mit Hilfe des TRIzol®-Reagenz (s. 3.5.1.) aus nicht Arsen-
resistenten Zellen (V79), den Klonen K6 und K9 isoliert. Die Kulturschalen (10 cm
Durchmesser) wurden bei einer Konfluenz von 75 % dreimal mit je 1 ml PBS (s.3.1.1)
gewaschen und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die nicht mehr eingefrorenen
kultivierten V79-Zellen wurden je mit 1 ml TRIzol®-Reagenz und Gummiwischern von den
Kulturplatten geschabt. Die Zellen von einer Kulturschale wurden in ein 2 ml
Eppendorfréhrchen Gberfihrt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wenn nicht anders
beschrieben, erfolgten die Arbeitsschritte bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde jeweils
1 ml Chloroform zugesetzt und die Proben fir 15 s kréaftig mit der Hand geschdttelt. Danach
erfolgte abermals eine Inkubation fur 5 min bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die
Proben 15 min bei 4° C und 12.000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation zeigte sich eine
obere farblose wassrige Phase, in der sich die RNA befand, sowie eine Interphase und eine
untere rote Phenol-Chloroform-Phase, in denen die DNA und Proteine enthalten waren. Die
obere wassrige Phase wurde sorgfaltig tber der Interphase abgehoben und verworfen.
Anschliefend konnte mit der Isolation der DNA aus der Interphase begonnen werden. Den
Proben wurden jeweils 0,3 ml 100 %igem Ethanol zugefuhrt und anschlielend gemischt. Es
folgte eine Inkubation flr 5 min bei Raumtemperatur und eine anschlieBende Zentrifugation
von 5 min bei 4° C und 2.000 x g. AnschlieBend wurde das Ethanol entfernt und das Pellet
mit 1 ml 0,1 M Natriumcitratdihydrat-Losung (s. 3.5.1.) resuspendiert. und fir 30 min bei
Raumtemperatur mit gelegentlichem Mischen inkubiert. Die Proben wurden 5 min bei 4° C
und 2.000xg  zentrifugiert und der  Waschvorgang mit der 0,1M

Natriumcitratdihydrat-Lésung wiederholt. Das Sediment wurde in 1,5 ml 75 %igem Ethanol
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(s.3.5.1.) resuspendiert und 15 min bei Raumtemperatur mit gelegentlichem Mischen
inkubiert. Anschlielend wurden die Proben in einem Vakuum-Exsikkator getrocknet,
anschlieRend folgte eine Resuspension des Pellets in100 ul 8 mM NaOH-L6sung und 6,6 pl
0,1 M Hepes-Losung (s. 3.5.1.). Durch die Zentrifugation von 15 min bei 4° C und 12.000 x g
wurde das unldsliche Material am Boden des RoOhrchens sichtbar und konnte durch
Uberfithrung des Uberstandes in ein neues Rohrchen entfernt werden. Die erhaltene Losung
wurde bei 4° C gelagert.

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die Absorption der Probe (Verdinnung

1:100 in Aqua bidest) bei 260 nm gemessen.

3.6 Analytische Agarosegelelektrophorese von DNA

3.6.1 Puffer und L6sungen
TBE-Puffer 10x (pH-Wert 8,3) :

Borsédure 1M
Tris-HCI 1M
EDTA 200 mM

Tris-Acetat-Puffer 10x (pH-Wert 7,2) :

Tris 400 mM
Natriumacetat 200 mM
EDTA 10 mM

DNA-Auftragspuffer (6x):

10xTris-Acetat-Puffer 60 % (v/V)

(pH-Wert 7,2)

Glycerin 30 % (v/v)
Bromphenolblau 0.15 % (w/v)
Xylencyanol 0.15 % (w/v)
Aqua bidest. 10 % (v/v)
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3.6.2 Agarosegelelektrophorese zur Analyse von DNA

Mit dieser Methode wurden analytische DNA-Mengen (1 pug) nach PCR-Reaktionen oder
Restriktionsverdau und praparative DNA-Mengen (10 pg) zum Zweck der cDNA-insert
Isolierung aufgetrennt. Je nach GroRe der zu trennenden Fragmente wurden 0.7-2% ige
Agarosegele in 1x TBE-Puffer hergestellt. Dazu wurde die entsprechende Agarosemenge in
der Hélfte des benétigten Puffers durch Erhitzen bis zur Siedetemperatur geldst und nach
Abkuhlen mit dem verbleibenden Puffer und 5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt.
Dieser Gelmix wurde zur Polymerisation zlgig und blasenfrei in den Geltrager
(14 x 11 x 0.7 cm) gegossen. Nach 30-60 min bei RT konnte das Gel benutzt werden. In der
Gelkammer wurde es mit 1x TBE-Puffer tiberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit 5-10 pl
Auftragspuffer vermischt, aufgetragen und bei 45-100 mA getrennt. Auf einem UV-
Durchlichttisch (302 nm) konnten die durch Interkalation von Ethidiumbromid sichtbar
gemachten DNA-Banden fotografisch dokumentiert und ggf. mit dem Skalpell isoliert
werden. Die GroRenbestimmung der DNA-Fragmente erfolgte durch den Vergleich mit 1 kb
DNA-L&ngenstandardmischung.

3.7 Amplifikation von Hamster Mrpl- und Mrp2- cDNA bzw.
Gen Fragmenten mittels Polymerase-Kettenreaktion

Die cDNA bzw. mRNA Sequenzen der Mrpl- und Mrp2-Transporter des Chinesischen
Hamsters waren zu Beginn der experimentellen Arbeit an dieser Dissertation nicht bekannt.
Um eine Grundlage fir die Entwicklung von Sonden zum Nachweis von Mrpl- bzw. Mrp2-
MRNA des Chinesischen Hamsters zu erschlieBen, wurden Fragmente von entsprechender
cDNA isoliert, kloniert und sequenziert. Sonden, die spéater zum Nachweis einer Mrpl1- oder
Mrp2-mRNA-Expression verwendet wurden, entsprachen kurzen Teilsequenzen innerhalb der
klonierten cDNA Abschnitte.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden entweder von der Firma IBA
(Gottingen) als 100 uM Stocklésung oder von Sigma/ARK (Minchen) als Lyophilisat
bezogen und mit autoklaviertem Wasser auf 100 uM eingestellt. Stocks wurden bei —20 °C
gelagert. Die Sequenzen aller benutzter Primer und Sonden sind in Syntheserichtung (5°—3’-
Richtung) tabellarisch aufgefiinrt (Tabellen 3, 4, 8, 9). Zudem sind die Abschnitte, die den
Primern bzw. Sonden entsprechen, auf der cONA Sequenz (Plus-Strang) kenntlich gemacht
(Abbildungen 29, 30, 31, 32).
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3.7.1 Puffer und L6sungen
10x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE):

Tris-HCI 1M 121,14 g/l
Borat (Borsdure) 1M 61,83 g/l
EDTA 20 mM 7,44 gl

R-Agarase (0,5 U/ul):

Die Agarase wurde von der Firma MBF Fermentas bezogen und wurde bei -20°C gelagert.

3 M Natriumacetat (pH-Wert 4,6):

C,H3NaO, 3M 123,04 g/|
Agua bidest. ad 500 ml
pH-Wert 4,6

Das Salz wurde in 500 ml Aqua bidest. gelost und der pH-Wert mit 37 %iger Essigsdure

eingestellt.

80 % Ethanol
Ethanol 80 ml

Aqua bidest. 20 ml

Der Ethanol wurde bei 4°C gelagert.

3.7.2 PCR-Techniken
Mit der Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden DNA-Matrizen (Templates)

sequenzspezifisch amplifiziert. Dazu wird die DNA durch Hitze zunéchst denaturiert. Im
zweiten Schritt, der Anlagerungsreaktion, hybridisieren anschlieBend die Oligonukleotid-
primer mit ihrem komplementdren DNA-Strang (Anlagerung), worauf im dritten Schritt die
DNA-Polymerase eine DNA-Neusynthese zwischen diesen Primern in 5° —3’-Richtung
vornimmt (Verldngerung). Der Zyklus aus Denaturierung, Anlagerung und Verlangerung
wird 20-35mal wiederholt, wobei die neu synthetisierten Tochterstrange im nachsten Zyklus
selbst als DNA-Matrizen fungieren. Schon ab dem dritten Zyklus entstehen so DNA-
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Doppelstrange, deren Lange dem Abstand zwischen den Primern entspricht. Mit jedem
Zyklus erhoht sich der Anteil dieser DNA-Abschnitte mit der Zielsequenz auf etwa das
doppelte, so dass theoretisch nach n Zyklen eine Anzahl von maximal 2" DNA-Molekiilen
dieser Lange im Reaktionsansatz enthalten ist. Dies entspricht einer logarithmischen
Vervielfaltigung der DNA-Zielsequenz.

Alle PCR-Produkte wurden im Anschluss an die Reaktion elektrophoretisch auf einem DNA-
Agarosegel analysiert (s. 3.6.2.). Um optimale Voraussetzungen fir die PCR-Amplifikation
zu erreichen, wurden die cDNA-Sequenzen der MRP1/Mrpl- und MRP/Mrp2-Gene von
Mensch, Maus und Ratte genomischen Sequenzen aus der EMBL Gendatenbank
gegenubergestellt. Es wurde gemutmasst, dass die Mrpl- und Mrp2-cDNA Sequenzen des
Hamsters einen hohen Grad an Homologie aufweisen wirden und daher Ubereinstimmende

Bereiche als Basis fur die Primerauswahl verwendet werden konnten (s. 4.4.1 u. 4.5.1.).

Zum Sequenzvergleich verwandte cDNA-Sequenzen aus EMBL-Datenbank:

MRP1/Mrpl-cDNA |Sequenz Sequenz Homologie
Mensch Maus 83 %
Mensch Ratte 73 %
Maus Ratte 78 %

Tab. 1: Homologien der MRP1/Mrpl-cDNA-Sequenzen zwischen verschiedenen Spezies.
Die MRP1-Sequenz des Menschens entspricht einem Fragment von 5011bp und ist unter
der Acc. No. NM00392 in der EMBL-Genbank abgelegt. Die Mrpl-Sequenz der Maus
entspricht einem Fragment von 4587 bp (Acc. No. AF022908), die der Ratte entspricht
einem Fragment von 2909 bp (Acc. No. AJ277881).

MRP2/Mrp2-cDNA | Sequenz Sequenz Homologie
Mensch Maus 53 %
Mensch Ratte 78 %
Maus Ratte 79 %

Tab. 2: Homologien der MRP2/Mrp2-cDNA-Sequenzen zwischen verschiedenen Spezies.
Die MRP2/Mrp2-Sequenz des Menschens entspricht einem Fragment von 4868 bp und ist
unter der Acc. No. NM00392 in der EMBL-Genbank abgelegt. Die Mrp2-Sequenz der
Maus stand mit einem Teilfragment von nur 516 bp zur Verfugung, die der Ratte mit
einem Fragment von 4918 bp.
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Zur Primerauswahl der PCR wurden Sequenzbereiche von 20-23 bp, die zwischen den drei

Spezies moglichst identisch waren, ausgewéhlt. Fir den Primer Mrp2for2 wurde an Position

13 eine statische Mischung aus Cytosin/Thymin eingesetzt (Y=C/T). Die PCR-Primer hatten

folgende Eigenschaften:

3.7.3 PCR-Primer-Auswahl fur Mrpl (Hamster)
Primer 5°-Oligonukleotid Sequenz-3” (Syntheserichtung)
Mrplforl TCATGAGTG GCG GCAAGATCTC
Mrplfor2 ACT GGA ACT ACATGAAGG CCAT
Mrplrev3 ATC ATG GAG TCC ACT GTG TCC A
Tab. 3: Verwendete PCR-Primer fir Mrpl-mRNA des Hamsters. Der Mrplforl, Mrplfor2
sowie der Mrplrevd  Primer erschlossen sich aus den  homologen
cDNA-Sequenzbereichen der bereits bekannten MRP1/Mrpl-Sequenzen von Mensch,
Maus und Ratte (s. 4.4.1. u. 4.5.1)
3.74 PCR-Primer-Auswahl fur Mrp2 (Hamster)
Primer 5°-Oligonukleotid Sequenz-3~ (Syntheserichtung)
Mrp2forl CAT CCCTCACAAACTGCCTCTTC
Mrp2for2 CCT GGT CCT GGA YGA AGC CAC
Mrp2rev3 CAA TGC CGG CTT CCT TGG CCA TC
Tab. 4: Verwendete PCR-Primer fir Mrp2-mRNA des Hamsters. Der Mrp2forl, Mrp2for2
sowie der Mrp2rev3 Primer erschlossen sich aus den  homologen
cDNA-Sequenzbereichen der bereits bekannten MRP2/Mrp2-Sequenzen von Mensch,
Maus und Ratte (s. 4.4.1. u. 4.5.1)
3.7.5 One-step RT-PCR
Es wurde

der one-step RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) Kit

(Invitrogen) eingesetzt, um mit genspezifischen Primern (21-23 bp) Hamster Mrp cDNA-

Fragmente

bis zu 1.5 kb zu amplifizieren. Dabei wurde eine Enzymmischung mit reverser
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Transkriptase und thermostabiler DNA Polymerase verwendet. Uber Reverse Transkription
wurde zun&chst anhand der mRNA Matrize (template mMRNA) cDNA synthetisiert. Diese
cDNA wurde einer Amplifikation Gber PCR unterzogen. Folgender Reaktionsansatz wurde

unter Eiskihlung in einem 0.2 ml PCR-Geféss hergestellt:

Template RNA 1ug/ul 1ul
MgSO,-Losung (50mM) (1,8 ul

2x Reactions Mix 25 ul

DNA-Polymerase/
Reverse Transkriptase

Mix 1l

Forward-Primer (10uM) |2 5, (Mrp1forl oder Mrp2forl)

Reverse-Primer (10uM) |2 5, (MrpZrev3 oder Mrp2rev3)

autokl. Aqua bidest. 16,2 pl

Tab. 5: Reaktionsansatz der one-step RT-PCR zur Amplifikation von cDNA-Fragmenten mit
den genspezifischen Primern Mrpl.forl und Mrp2forl als forward-Primer sowie
Mrplrev3 oder Mrp2rev3 als reverse-Primer.

Es kam das folgende Temperatur-Protokoll zum Einsatz, wobei die reverse Transkriptase
nach der initialen cDNA-Synthese bei hoher Temperatur denaturiert und simultan die DNA-

Polymerase aktiviert wurde:

Temperaturprogramm: Initiale Denaturierung 5 min bei 70°C
cDNA-Synthese 45 min bei 45°C
(reverse Transkription)

Denaturierung 1 min bei 96°C
(Enzyminaktivierung)

35 Zyklen der PCR:
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Denaturierung 15 s bei 94°C
Annealing (Anlagerung) 45 s bei 60°C
Extension (Kettenverlangerung) 2 min bei 72°C
Finale Extension

(finale Kettenverlangerung) 7 min bei 72°C

Tab. 6: Temperaturprogramm der one-step RT-PCR zur Synthese von cDNA-Sequenzen der
Mrpl- und Mrp2-mRNA

3.7.6 PCR auf genomischer DNA fir Mrpl und Mrp2 Gene

Template DNA 1 g
d-NTP (2 mM) 5 pl

Forward-Primer (10 uM) |2 ul ( Mrplfor2 oder Mrp2for2 )
Reverse-Primer (10 uM) |2 ul ( Mrpirev3 oder Mrp2rev3)

Pufferl 5ul
Enzym 0,5 ul
Agqua bidest. Volumen auf 50 pl
Temperaturprogramm:
Initiale Denaturierung 2 min bei 96°C
5 Zyklen zur:
Denaturierung 20 s bei 96°C
Annealing 1 min bei 45°C
Extension 4 min bei 68°C

30 Zyklen zur

Denaturierung 20 s bei 96°C
Annealing 45 s bei 60°C
Extension 4 min bei 68°C
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Zyklusverlédngerung ab dem 11. Zyklus

jeweils 20s
Final Extension 8 min bei 68°C
Beenden bei 4°C

Tab. 7: PCR-Ansatz zur Amplifikation von genomischen DNA-Sequenzen der Hamster-
Mrpl- und Mrp2-Gene unter Verwendung von isolierter genomischer DNA

Die Ergebnisse der PCR mit genomischer DNA waren zu den Resultaten der cDNA
Identifizierungen, die Uber das RT-PCR Verfahren (3.7.5) ermdglicht wurden, konsistent.
Eine weitere Untersuchung der genomischen Strukter der Hamster Mrpl- und Mrp2-Gene
hatte den Rahmen dieser Arbeit gesprengt und wurde daher nicht weiter verfolgt.

3.8 Nachweis und Aufreinigung von DNA- und cDNA-Produkten
durch Agarosegelelektrophorese

3.8.1 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Diese Methode wurde eingesetzt, um DNA-Fragmente weiteren Experimenten
(s. 3.7.5. u. 3.9.) zuganglich zu machen. Hierbei wurden die low-melting-Methode (Isolierung
von DNA aus low melting (LM) Agarose durch Agaraseverdau) angewendet (3.8.2.).

Die entsprechende DNA-Bande wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung in einem
Agarose- oder LM-Agarosegel (s. 3.8.2.) auf einem Transilluminator unter langwelligem UV-
Licht (366 nm) mit einem sterilen Skalpell herausgeschnitten und wie folgt weiter behandelt:

3.8.2 Low-Melting-Methode

Die LM-Agarose mit der eingebetteten DNA-Bande wurde fur 5-10 min bei 65°C
geschmolzen und anschlielend auf 42 °C abgekuhlt. Bei dieser Temperatur wurden zigig 1 pl
Agarase/100 mg LM-Agarose (bei 1% LM-Gelen) zugegeben, der Ansatz fiir 1 h bei 42 °C
inkubiert und anschlielRend prazipitiert. (s. 3.8.3.).

3.8.3 DNA-Prazipitation

Hierzu wurde die zu prézipitierende DNA-L6sung mit 1 pl einer Glykogenlésung (20 mg/ml),
1/10 Volumenanteil einer 3 M Natriumacetatlosung (pH-Wert 4,6) und 2 Volumenanteilen
Isopropanol versetzt und gut gemischt. Nach Zentrifugation bei 21910 x g und 4 °C fur
20 min wurde das DNA-Pellet mit 80% Ethanol gewaschen und 5 min bei 4 °C und 21910 x g
zentrifugiert. Die DNA wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in autoklaviertem

Aqua bidest. aufgenommen.
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3.9 Klonierung der Mrpl-PCR-Produkte

Die Ligation der PCR-Produkte in den Vektor, die Transformation von E.coli mit dem Vektor
sowie die Herstellung der Mini-Préparationen von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des
TOPO®XL PCR Cloning Kit der Firma Invitrogen/Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe)
durchgefihrt.

3.9.1 Ligation von PCR-Produkten in den pCR®-XL-TOPO®-Vektor

Diese von der Firma Invitrogen patentierte Methode erlaubt die direkte Ligation von
gereinigten PCR-Produkten in diverse Klonierungs- und Expressionsvektoren (z.B. pCR-XL-
TOPO) mit einer wesentlich hoheren Ligationseffizienz als die klassische Ligation mit T4-
Ligase. TOPO-Vektorldsungen enthalten linearisierten Vektor mit 3’-T-Uberhangen, die
komplementir zu den von der Tag-DNA-Polymerasen erzeugten 5’-A-Uberhédngen sind. Die
Ligation wird von einer mit den Vektorenden assoziierten Topoisomerase vermittelt. Fir die
Ligationsreaktion nach Herstellerprotokoll wurden PCR-Produkt und Vektorlésung in einem
Gesamtvolumen von 6 pl gemischt, 5 min bei RT inkubiert und die Reaktion mit einer
konzentrierten Salzldsung (0.3 M NaCl, 0.06 M MgCl,) gestoppt.

Das Ligationsprodukt wurde direkt zur Elektroporation (Transformation) eingesetzt oder
vorher einer Isopropanolprézipitation (s. 3.8.4.) unterzogen, um den Salzgehalt und damit eine
erhohte Leitfahigkeit der Ligationslosung zu reduzieren (zur Vermeidung eines Kurzschlusses
wéhrend des Hochspannungspulses bei der Elektroporation elektrokompetenter E.coli
(s. 3.9.2).

3.9.2 Herstellung elektrokompetenter E.coli-Zellen

Eine Vorkultur aus 20 ul Bakterienstock (TOP 10) in 6 ml LB-Medium ohne Antibiotikum
wurde U.N. unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert und anschlieRend gleichmaRig auf 3 x 200 ml
LB-Medium aufgeteilt. Diese Kultur wurde bis zum Erreichen einer ODggo = 0.65-0.8
vermehrt, auf Eis abgekihlt und auf 12 vorgekiihlte 50 ml-Rohrchen (Sarstedt) verteilt. Alle
weiteren Arbeitsschritte wurden unter Eiskiihlung oder bei 4 °C (Zentrifuge) ausgefiihrt. Nach
Zentrifugation fir 10 min bei 3220 x g wurden die Pellets in je 1 ml eiskaltem 10%-Glycerin
(in autoklaviertem Aqua bidest.) resuspendiert, auf 30 ml mit 10%-Glycerin aufgefillt und
erneut 10 min bei 3220 x g zentrifugiert. Nach Resuspension in je 1 ml eiskaltem 10%-
Glycerin wurden je 2 Pellets in 30 ml 10%-Glycerin vereinigt und die Zentrifugation
wiederholt (6 Rohrchen). Es erfolgte eine Resuspension in 30 ml 10%-Glycerin und
Zentrifugation fir 10 min bei 3220x g und eine weitere Vereinigung der Pellets (3
Raéhrchen). Nach einer finalen Resuspension in 30 ml 10%-Glycerin und Zentrifugation fur
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10 min bei 3220 x g wurden die drei Bakterien-Pellets vorsichtig in je 400 pl 10%-Glycerin
resuspendiert. Die elektrokompetenten Bakterien wurden in vorgekihlte Eppendorf-Gefésse

(60 pl) aliquotiert, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

3.9.3 Transformation von E.coli durch Elektroporation

Fur die Transformation eines Ligationsansatzes wurde ein Aliquot (60 pl) elektrokompetenter
E. coli (s. 3.9.2.) flir 30 min auf Eis aufgetaut und mit 2—4 pl des Ligationsprodukts vorsichtig
gemischt. Die Mischung wurde in eine vorgekihlte Elektroporationskivette
(Elektrodenabstand 2 mm) tberfuhrt und die geflllte Kuvette im Elektroporator unverziiglich
mit einem Hochspannungspuls (2500 V, 25 pF, 200 Q) behandelt. Nach Zugabe von 500 pl
vorgewarmtem SOC-Medium in die Kivette wurde der gesamte Transformationsansatz in ein
Falcon-Réhrchen (berfiihrt und ca. 1 h bei 37 °C geschittelt. AnschlieBend erfolgte das
Ausplattieren von 10-300 pl transformierter E.coli-Suspension auf Selektionsplatten
(LB-Agar mit dem entsprechenden Antibiotikum) und Inkubation im Trockeninkubator fir
12-18 h bei 37 °C. Die entstandenen Kolonien wurden mittels einer Minipraparation und
Gelelektrophorese analysiert (s.3.9.5.) und die isolierte Plasmid-DNA gegebenenfalls
sequenziert (s. 3.10.1.).

Die Kulturmedien fur kompetente E.coli-Bakterien und die Agarplatten hatten folgende

Zusammensetzung:

SOC-Medium LB-Medium LB-Agar-Platten
Trypton 2.0% (wiv) 1.0% (w/v) 1.0% (w/v)
Hefeextrakt 0.5% (wi/v) 0.5% (wi/v) 0.5% (w/v)
NaCl 0.06% (w/v) 1.0% (w/v) 1.0% (w/v)
KCI 2 mM - -
MgCl, 10 mM - -
MgSO, 10 mM - -
Glucose 20 mM — -
Agar — 1.5% (w/v)
pH-Wert 7.0 7.0 7.0

Die Medien wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt und autoklaviert. Die erforderliche
Glukosemenge wurde in autoklaviertem Adqua bidest. gel6st, steril filtriert und dem
autoklavierten Medium zugesetzt. SOC-Medium wurde bei —20 °C aufbewahrt und vor
Gebrauch aufgetaut. LB-Medium wurde bei 4 °C fir einige Wochen gelagert. LB-Agar-

Medium wurde nach dem Autoklavieren auf ca. 55 °C gekihlt, mit dem entsprechenden
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Selektionsantibiotikum (Endkonzentrationen Ampicillin 0,1 mg/ml, Kanamycin 0,05 mg/ml)
und nach Bedarf IPTG und X-Gal (Endkonzentrationen 80 mg/l X-Gal, 100 uM IPTG)
versetzt und unter semi-sterilen Bedingungen in Kulturschalen (56,7 cm?) gegossen. Nach

dem Ausharten der Agarplatten wurden diese flr einige Wochen bei 4 °C gelagert.

Stammldsung:

Ampicillin 50 mg/ml in H,O
Kanamycin 50 mg/ml in H,O
IPTG 100 mM in H,0O
X-Gal 40 mg/ml in DMF

Die Stammldsungen wurden sterilfiltriert und bei —20 °C gelagert.

3.94 Mini-Praparation von Plasmid-DNA und Analyse der Produkte
Resuspensionspuffer (pH-Wert 8,0):

Tris 50 mM
EDTA 10 mM
RNAse A 0.1%
Lysepuffer:

NaOH 200 mM
SDS 1%

Neutralisationspuffer (pH-Wert 5,5):

Kaliumacetat 3M

Zur Herstellung einer Minikultur wurden 5ml LB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum zur Selektion versetzt und anschliefend mit einer frisch isolierten Kolonie von
der Agarplatte inokuliert. Diese Kultur wurde ca. 8-12h bei 750-900 rpm und 37 °C
geschdttelt. Die Isolierung der auf diese Weise erhaltenen Plasmid-DNA diente analytischen
Zwecken (Restriktionsverdau, Sequenzierung) und wurde in modifizierter Form der
alkalischen Lyse durchgefiihrt. Von der Minikultur wurden 2 ml bei 1780 x g und 4 °C

10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl RNase A enthaltenden Resuspensionspuffer
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aufgenommen, 5 min mit 200 pl alkalischem Lysepuffer und anschlielend fur 5 min mit
schwach saurem Neutralisationspuffer inkubiert. Das Proteinprazipitat wurde 30 min bei
21910 x g und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR (1,5 ml
Eppendorfgefal?) Gberfiihrt, mit 2 Volumenanteilen absoluten Ethanols (1 ml) versetzt und
nach sorgfaltigem Mischen 20 min bei 4 °C und 21910 x g zentrifugiert. Das erhaltene DNA-
Pellet wurde mit 80% Ethanol gewaschen, fir 5 min bei 4 °C und 21910 x g zentrifugiert, in
der Vakuumzentrifuge bei RT getrocknet und in 20-40 pl autoklaviertem Aqua bidest.

aufgenommen.

3.9.5 Herstellung von Glycerinkryokulturen

Glycerinkryokulturen wurden aus den LB-Kulturen der Plasmidminipraparationen (s. 3.9.4.)
durch Zugabe von 200 pl Glycerin zu 400 ul der Bakteriensuspension hergestellt. Die
Stocklésungen wurden gut gemischt und unverziglich bei —20 °C eingefroren. Nach 24 h

wurden die Eppendorfgefasse zur Dauerlagerung in den —80 °C Tiefkuhlschrank Gberfihrt.

3.10 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden als Auftragsarbeiten bei der Firma Seglab (Gottingen)
durchgefuhrt. Die auf dem Ketten-Abbruch-Verfahren basierende Sequenzierreaktion von
Sanger und Coulson (1975) verwendete fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleosid-5’-
Triphosphate (ddNTPs) zur Erzeugung einer statistischen Mischung von synthetisierten
DNA-Fragmenten. Fir die PCR-Amplifikation wurden DNA-Mengen zwischen 200 ng und
500 ng pro 10 pl-Ansatz zusammen mit 1 pl des entsprechenden Sequenzier-Primers (10 uM)
und 2 ul BigDye-Mix (ddNTPs, DNA-Polymerase, MgCl, und Puffer) verwendet:

Start: Initiale Denaturierung 2 min bei 94 °C
24 Zyklen: Denaturierung 15 s bei 96 °C
Anlagerung 55 bei 56.5 °C
Kettenverlangerung 4 min bei 60 °C
Abschluss: Finale Kettenverldngerung 4 min bei 60 °C
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3.10.1 Sequenzieren von Mrpl- und Mrp2-PCR-Produkten bzw. von
klonierten Mrpl-cDNA-Fragmenten

Nach einer Sephadex-Filtration (Sephadex G-50 superfine, Amersham) wurde mit den
erhaltenen Produkten das Standard-Leseweitenprogramm (700 bp) auf dem automatischen
Sequenzierer 3100 Genetic Analyzer (ABI) gestartet. Die Auswertung der Sequenzdateien
(.abi) erfolgte mit den PC-Software-Produkten Sequencing Analysis (PerkinElmer), Chromas
(Technelysium), Staden Package und ClustalW (EBI). Vergleiche mit den Sequenzdaten-
banken EMBL und Genbank wurden mit Hilfe des Blast-Programms tber den Webserver
URL: http//:www.ncbi.nlm.nih am NIH (USA) oder Uber den Fasta3-Server URL.:
http//:www.ebi.ac.uk am EBI (Cambridge, GB) vorgenommen. Zur Bestitigung neuer
Sequenzen wurden mindestens zwei identische cDNA-Klone oder ein direkt sequenziertes
PCR-Produkt bendétigt.

3.11 Nachweis spezifischer mRNA im Northern Blot

3.11.1 Puffer und Lésungen

Prahybridisierungsldsung:

NaCl 0,9 M
Trinatriumcitrat 0,09 mM
Formamid deionisiert 125M
SDS 17 mM
Denhardts-L6sung (100-fach) 5 % (vIV)
Heringssperma-DNA 400 pg/ml

Formamid wurde wie unter 3.3.1. beschrieben deionisiert.

Heringssperma-DNA-L6sung (10 mg/ml) wurde vor Gebrauch mit Ultraschall behandelt, um
DNA-Fragmente von 500-700 kb zu erhalten und anschlieRend bei —20°C gelagert. Direkt vor
der Verwendung wurde die Heringssperma-DNA durch 5-minitiges Erhitzen in siedendem
Wasser und sofortiges Abkihlen auf Eis denaturiert.

Denhardts-L6sung (100-fach):

Ficoll (MW 400000) 2 % (wlv)
Polyvinylpyrrolidon 2 % (WIv)
BSA 2 % (wlv)
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Die Losung wurde nach dem Ansetzten in Aqua bidest. durch 5 um und 0,45 um Vorsatzfilter

sterilfiltriert.

Waschpuffer SSC (2x):

NaCl 300 mM
Trinatriumcitrat 30 mM
SDS 0.1%

Waschpuffer SSC (1x):

NaCl 150 mM
Trinatriumcitrat 15 mM
SDS 0.1%

Waschpuffer SSC (0,1x):

NaCl 15 mM
Trinatriumcitrat 1,5 mM
SDS 0.1%

3.11.2 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Zur radioaktiven Markierung von Oligonukleotiden wurde die endstdndige Phosphatgruppe
von [y-**P]-ATP mittels T4-Polynukleotidkinase auf das 5’-Ende von Oligonukleotiden
Ubertragen. Die Markierung der verwendeten Oligonukleotide wurde in einem Gesamt-
volumen von 10 pul durchgefiihrt. Der Markierungsansatz bestand aus 50 pmol
Oligonukleotid, autoklaviertem Aqua bidest. ad 3 ul, 1 pl T4-Polynukleotidkinase Puffer-
konzentrat (10x, Endkonzentration: 10 mM MgCl,, 5 mM Dithiothreitol, 70 mM Tris-HCI),
sowie 5 ul (entspricht 1,85 mBq) [y-P]-ATP (spezifische Aktivitat: 222 TBg/mmol). Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ul T4-Polynukleotid-Kinase (8 I.E./ul) gestartet und fir
1 h bei 37 °C im Heizblock inkubiert.

Zur Trennung von markierten Oligonukleotiden und freiem [y-32P]-ATP wurden MicroSpin
G 25 Sephadex-Séulen (Pharmacia) eingesetzt. Das Sdulenmaterial wurde zunéchst
durchmischt und die Sdule nach Entfernung des Verschlusses in einem Reaktionsgeféss flr

1 min bei 735 x g zentrifugiert. Die Markierungsreaktion wurde durch Zugabe von 40 ul
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100 mM EDTA-LGsung gestoppt, der vollstandige Ansatz mittig auf die Oberflache der Saule
aufgegeben und erneut fir 2 min bei 735x g zentrifugiert. Das erhaltene Eluat wurde
anschlieBend mit 300 ul denaturierter Heringssperma-DNA (Stammlésung 10 mg/ml) versetzt
und fir die Hybridisierung eingesetzt. Die Effizienz der Markierungsreaktion wurde durch

Bestimmung der Radioaktivitat im Eluat Gberprift.

3.11.3 Hybridisierungs-Oligonukleotid-Sonden fir Mrpl

Die nachfolgende Tabelle erlautert die Verwendung, Herkunft und GroRe in der Arbeit
benutzter Mrp1-Oligonukleotid Sonden:

Sonde 5°-Sequenz-3’ bzw. Herkunft Verwendung

Mrplrev4 |21 bp Fragment aus 683 bp cDNA- Nachweis von Mrp1-

(hamster) | Sequenzprodukt der Primer: mRNA des Hamsters im
Mrpiforl u. Mrplrev3 Northern Blot

GAT GCC CAA GGC CCC ATAGAC

Mrplrevb |22 bp Fragment aus 683 bp cDNA- Nachweis von Mrpl-
(hamster) Sequenzprodukt der Primer: MRNA des Hamsters im
Mrplforl u. Mrplrev3 Northern Blot

AGC TCATGG GCG AGC GCAGGAG

B-Aktin Kontroll-
(human) Rehybridisierung zum
Nachweis von 3-Aktin
GCG CTC AGG AGG AGC AAT G mRNA im Northern Blot

Tab. 8: Verwendete cDNA-Sonden fir Mrpl-mRNA des Hamsters. Die Mrpl.rev4-Sonde
entspricht dem Sequenzbereich Nukleotide 496-517, die Mrplrev5-Sonde dem
Sequenzbereich Nukleotide 611-633 auf der cDNA-Sequenz des Hamsters fiir Mrpl
(Genbank Accession Number AJ 504425).
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3.11.4 Hybridisierungs-Oligonukleotid-Sonden fir Mrp2

Die nachfolgende Tabelle erlautert die Verwendung, Herkunft und GroRe der in der Arbeit

benutzten Mrp2-Oligonukleotid Sonden:

Sonde 5°-Sequenz-3’ bzw. Herkunft Verwendung

Mrp2rev5 |22 bp Fragment aus 560 bp cDNA- Nachweis von Mrp2-

(hamster) Sequenzprodukt der Primer: MRNA des Hamsters im
Mrp2forl u. Mrp2rev3 Northern Blot

CTC GAAGGT CGT GCAGTCCAAC

Mrp2rev4 |21 bp Fragment aus 560 bp cDNA- Nachweis von Mrp2-
(hamster) Sequenzprodukt der Primer: mMRNA des Hamsters im
Mrp2forl u. Mrp2rev3 Northern Blot

GTTGTCACCACCCTCTGT CAC

R-Aktin Kontroll-

(human) Rehybridisierung zum
Nachweis von 3-Aktin
GCG CTC AGG AGG AGC AATG MRNA im Northern Blot

Tab. 9: Verwendete cDNA-Sonden fir Mrp2-mRNA des Hamsters. Die Mrp2rev5-Sonde
entspricht dem Sequenzbereich Nukleotide 55-77, die Mrp2rev4-Sonde dem
Sequenzbereich Nukleotide 240-261 auf der cDNA-Sequenz des Hamsters fir Mrp2
(Genbank Accession Number AJ 504426).

3.11.5 Nachweis spezifischer mRNA im Northern Blot durch Hybridisierung
mit **Phosphor-markierten Sonden

Zur Absattigung freier Bindungsstellen wurden die Membranen fur 2-3 h bei 38 °C im
Hybridisierungsofen mit  Prahybridisierungslésung inkubiert. Zur Einleitung der
Hybridisierung wurden die vorbehandelten markierten Sonden enthaltenden Ansatze
(Mrplrev4, Mrplrevs, Mrp2rev4, Mrp2revs, [-Aktin) zur Prahybridisierungslésung
pipettiert. Die Hybridisierung wurde fir 16-24 h bei 38 °C vorgenommen. Nach Beendigung
der Hybridisierung wurden die Membranen zur Entfernung unspezifisch gebundener

Oligonukleotide unter zunehmender Temperatur (37-55°C) und abnehmender
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lonenkonzentration des Waschpuffers (2 x SSC /0,1 % SDS (w/v), 1x SSC /0,1 % SDS (w/v)
0,1x SSC / 0,1% SDS (w/v) je 5min unter Schitteln gewaschen. Waschtemperatur und
lonenkonzentration waren von der verwendeten Sonde abhangig. Nach jedem Waschschritt
wurde die verbliebene Aktivitdat mit einem Flachenzahler gemessen. Beim Erreichen einer
konstanten Aktivitat wurde die Waschprozedur abgebrochen und die Membranen feucht in
Klarsichtfolie eingeschweilit. Zur Quantifizierung der gebundenen Radioaktivitat wurde ein
Bio-Imaging-Analyzer, BAS 1500, verwendet. Hierzu wurden [*?P]-sensitive Nachweisplatten
fur 3-72 h der Stahlenexposition durch die hybridisierte Membran ausgesetzt. Mit der
Software BAS-Reader konnten die einzelnen Signale ausgewertet werden. AnschlieRend
wurden die Membranen zur autoradiographischen Darstellung mit aufgelegten Rontgenfilmen
in einer Kassette mit Verstarkerfolien bis zu 3 Wochen bei —80 °C gelagert. Anschlielend

wurden die Filme entwickelt.

3.12 Durchfiihrung des Neutralrot-Assays mit V79-Zellen

Der Neutralrot-Assay ist als ein hdufig eingesetztes Verfahren zur Untersuchung der
Zytotoxizitdt chemischer Agenzien. Dieser In-vitro-Zytotoxizitatstest wurde erstmals von
Babick und Borenfreund (1992) beschrieben und beruht auf der Tatsache, dass nur lebende
Zellen den Farbstoff Neutralrot nach Substanzkontakt aufnehmen.

In der Mikrotiterplattenversion wird die Zellkultur, die am GeféBboden aufgewachsen ist, fir
24 Stunden gegeniiber einer Konzentrationsreihe der zu priifenden Substanz exponiert. Am
Ende der Expositionszeit wurden die Zellen gewaschen und mit Neutralrot, einem schwach
kationischen Vitalfarbestoff, versetzt. Die Farbstoffakkumulation erfolgt im Wesentlichen in
den zelluldren Lysosomen. Der Farbstoff passiert die Zellmembran und bindet intrazelluldr an
Carboxyl- und Phosphatgruppen (Winckler 1974). Wird durch Exposition mit einer toxischen
Substanz die Zellmembran der Zelle oder die lysosomale Membran geschadigt, kommt es zu
einer  verminderten  Farbstoffretention  (Lullmann-Rauch ~ 1979).  Tote  und
membrangeschédigte Zellen konnen den Farbstoff nicht akkumulieren und dieser wird
wahrend der anschlielenden Wasch- und Fixierungsschritte nicht intrazellular
zuriickgehalten. Diese Tatsache erlaubte eine direkt proportionale Aussage Uber die
Zytotoxizitét der eingesetzten Testsubstanz nach Expositon der Zellen, da die aufgenommene
Neutralrot-Menge im Neutralrot-Assay photometrisch gemessen werden konnte (Borenfreund
und Puerner 1985).

Die Auswertung erfolgt tber eine Auswaschung des Farbstoffs und dessen photometrische
Vermessung im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle. Die Zytotoxizitdt wird als

relativer Gehalt an Neutralrot angegeben [%] und stellt ein Mal3 fur den Anteil letal
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geschadigter Zellen dar. Fir einen Vergleich hinsichtlich der Empfindlichkeit zwischen den
verschiedenen selektierten V79-Klonen wurde der 50%-Wert der Neutralrot-Aufnahme im
Neutralrot-Assay herangezogen. Dieser Wert wird im folgendem mit ED50 (effektive Dosis
50%) abgekiirzt.
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Abb. 8:  96-Multi-Well Platte zur Durchfihrung des In-vitro-Zytotoxizitatstestes.

Im Neutralrot-Assay wurden VV79-Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (V79), V79-Zellen mit
einer 6-wochigen 10 uM Arsenit-Vorbehandlung (K) und Arsenit-resistente V79-Klone (K4,
K6, K7, K8, K9) mit einer 6-wdchigen Arsenit-Vorbehandlung nach der Klonierung
vergleichend untersucht. Es wurden 104 V79-Zellen pro Vertiefung in einer 96-Multi-Well-
Platte 24 h mit 100 ul Kulturmedium ohne Testsubstanz inkubiert und anschlieRend
zusammen mit dem Arsenit und 100 ul Kulturmedium in die Multi-Well-Platte pipettiert. Die
oben genannten V79-Zellen wurden jeweils Arsenit-Konzentrationen von 1,5 uM, 3 uM,
6 uM, 12 uM, 24 uM, 50 uM, 75 uM und 100 uM fiir 24h ausgesetzt und anschlieBend mit
der Neutralrot-Gebrauchslésung inkubiert. Der Neutralrot-Assay wurde pro V79-Zellansatz
(V79, K, K4, K6, K7, K8, K9) dreimal durchgefihrt und dabei wurden jeweils pro Arsenit-
Konzentration 6 photometrische Messwerte ermittelt.

Fur die Versuche mit Cisplatin wurden ebebfalls 104 V79-Zellen pro Vertiefung in der
Multi-Well-Platte 24 h mit 100 pl Kulturmedium ohne Testsubstanz inkubiert und
anschlieBend zusammen mit der jeweiligen Cisplatin-Konzentration und 100 pl
Kulturmedium in die Multi-Well-Platte pipettiert. Die oben genannten untersuchten V79-
Zellen wurden jeweils Cisplatin (CPDD)-Konzentrationen von 1,5 uM, 3 uM, 6 uM,12 uM,
24 uM, 50 uM, 75 uM und 100 uM fir 24h ausgesetzt und anschlieBend mit der Neutralrot-
Gebrauchslosung inkubiert. Der Neutralrot-Assay mit Cisplatin wurde im Gegensatz zu den
Neutralrot-Assay mit Arsenit pro V79-Zellansatz (V79, K, K4, K6, K7, K8, K9) nur einmal
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durchgefuhrt. Auch hierbei wurden jeweils pro Cisplatin-Konzentration 6 photometrische
Messwerte bestimmt.

In allen Versuchsreihen diente ein Ansatz ohne Zellen mit Aqua Bidest. und Reagenzien als
Hintergrundprobe dazu, die Absorption der Neutralrotldsung als Negativkontrolle zu
ermitteln. Nach Lyse der Zellen wurde die Neutralrotfarbe extrahiert und die Absorption bei
540 nm an einem Multi-Well-Platten-Spektralphotometer gemessen (s. 3.13.2).

3.12.1 Puffer und L6sungen

Hepes-Puffer 1 M (Seromed):
100 ml Flasche
Lagerung zwischen 18-25°C

Neutralrot-Stockldsung (fliissiq):

Neutralrot (Natriumsalze) 3,33 g/l

Agua bidest. 100 ml

Die Losung wurde membranfiltriert und konnte zwischen 2 °C und 8 °C gelagert werden.

Neutralrot-Gebrauchsldsung:

Kulturmedium 46,4 ml
Hepes-Puffer 1M 1ml
400 pl

Neutralrot-Stocklésung

Essigsaurer Alkohol (Messldsung):

Ethanol 50 % 250 ml
Essigsaure (37 %) 1% 5ml
Aqua bidest. ad. 0,51

4 mM Natriumarsenit-Losung:

50 mM Stammlésung 1ml

Aqua bidest. 11,5ml
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Die 4 mM Losung wurde in der Zellkultur fur eine konstante Arsenit-Exposition von 10 uM

verwendet.
5 mM Cisplatin-Stammlésung:
Pt (NH3),Cl, 5mM 150 mg

Aqua bidest. 100 ml

3.12.2 Aufbereitung von V79-Zellkulturen flr den Neutralrot-Assay

Mit Hilfe des Neutralrot-Assays wurden die Zellklone auf eine erhdhte Toleranz gegentber
Arsen und Cisplatin uberpruft. Er wurde alle 3 Wochen parallel zur Zellkultur durchgefihrt.
Die 96-Multi-Well-Platten wurden mit 10*Zellen und 100 ul Kulturmedium beschickt.
AnschlieBend folgte eine Inkubation 24 h in Begasungschranken. Das Medium wurde
gewechselt und zusammen mit der Arsenit- oder Cisplatin-Testsubstanz in einem Volumen
von 100 ul in die Multi-Well-Platte pipettiert. Dabei wurden in den verschiedenen
Vertiefungen Testkonzentrationen von 1,5 uM, 3 uM, 6 uM, 12 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM
und 100 uM hergestellt. Anschlielend folgte eine Inkubation wvon 24h in
Begasungsschranken.

Die Zellen wurden mit 100 ul PBS-Puffer (s. 3.1.1.) gewaschen und jeweils mit 100 ul
Neutralrot-Gebrauchslésung (s. 3.13.1.) versetzt, es folgte eine Inkubation von 3 h im
Begasungsbrutschrank. AnschlieBend wurde die Neutralrot-Gebrauchslésung entfernt, die
Zellen mit 100 ul PBS-Puffer gewaschen und mit 100 ul des Eisessig (1 %) / Ethanol (50 %)-
Gemisches (s. 3.13.1.) versetzt, um durch Lyse der Zelle die Neutralrotfarbe zu extrahieren.
Nach 10 min auf dem Multi-Well-Platten-Schttler wurde die Absorption der Neutralrotfarbe
bei 540 nm an dem Spectralphotometer gemessen.

3.13 Durchfihrung des Mikrokerntests mit VV79-Zellen

Die Genotoxizitdt chemischer Agenzien oder ionisierender Strahlung kann anhand des von
Matter und Schmid (1971) entwickelten Mikrokerntests (bzw. Mutagenitatstest) eingeschatzt
werden. Dieser Test wird als in-vitro-Test zur Prufung von chromosomalen Schéden
(Chromosomenbruch bzw. klastogener Effekt) sowie zur Feststellung von Schéden am
Spindelapparat der VV79-Zellen (aneugener Effekt) eingesetzt.

Fir die Mikrokernentstehung ist die F&higkeit der Zelle zur Zellteilung (Mitose) notwendig.
Mikrokerne konnen durch eine ungleiche Chromosomenverteilung (bzw. durch den Verlust

ganzer Chromosomen) aufgrund von Schéadigung der Zentromere oder des Spindelapparates
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entstehen. Diese Schéden fiihren schlielllich dazu, dass DNA-Fragmente wéhrend der
Zellteilung in der Mitte der beiden Spindelpole zuriickbleiben und nicht zu den beiden
Spindelpolen separiert werden.

Je nachdem, wieviel DNA wahrend der Telophase zuriickbleibt, kdénnen die Mikrokerne
ganze Chromosomen beinhalten (Fenech 2000). Um diese Fragmente bildet sich eine voll-
funktionsfahige Kernmembran aus und sie haben die Struktur eines normalen Kerns und
besitzen Kernporen, Kernhille und Chromatin. Als Ursache fiir die Entstehung von
Mikrokernen kommen Defekte von Proteinen in Frage, die sich direkt oder indirekt auf den
Aufbau und die Funktion des Centrosoms sowie der Spindelapparatur auswirken.

Eine weitere Quelle fiir Mikrokerne sind alle Schadigungen der DNA, die zur Fragmentierung
durch z.B Doppelstrangbriiche fiilhren (Fenech 2000). Mikrokerne kommen in gesunden
Zellen sehr selten vor, kdnnen aber nach Exposition mit einer genotoxischen Substanz
drastisch erhoht werden. Kommt es nach Exposition zu einer signifikanten Erhdhung der
Mikrokernkernfrequenz tiber die Spontanrate hinaus, so ist von einer gentoxischen Wirkung
der Testsubstanz auszugehen und in den nachfolgenden Generationen mit vererbaren
genetischen Schaden zu rechnen. Das Auftreten von Mikrokernen wird somit als Mal3 fur den
zytogenetischen Schaden angesehen (Fenech 2000). Zytogenetische Schaden sind bei
karzinomattsen Zellen vorhanden. Deshalb werden Substanzen, die im erhohten Malle

Mikrokerne hervorrufen als potentiell karzinogen betrachtet.

1.) Klastogene (struktuelle) DNA-Schdden

—’éu % Chromosombriiche — se—— .. .
\

— é(_\? Brackenblidung
| —— @
Verhaken der
> é K % Chromosomen
2.) Aneugene (numerische) DNA-Schéden

. —bé:} Spindeldefekt
s é x % Kinetochordefekt

3.) Phagozytose

f—— o

Apoptotisches
% ”. -t = , Kdérperchen

Abb. 9: Maglichkeiten der Mikrokernentstehung: 1) Klastogene (strukturelle) DNA-Schéden
2) Aneugene (numerische) DNA-Schéaden 3) Ausldsen der Apoptose (modifizert nach
Fenech 2000).
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Kriterien zur Klassifikation von Mikrokernen im klassischen Mikrokerntest von Countryman
und Heddle (1976):
o sie gleichen morphologisch dem Zellkern und haben einen Durchmesser max. 1/3 des
Hauptkerndurchmessers
e sie besitzen eine glatte, runde oder ovale Form
e sie bertihren und Uberlappen nicht den Zellkern und sind nicht (ber eine
nukleoplasmatische Briicke mit diesem verbunden
e die Farbintensitat des Mikrokerns entspricht der des Kernes
e die Fokussierungsebene des Mikrokerns liegt bei der Detektion in etwa auf der des
Zellkernes
o der Mikrokern befindet sich im gemeinsamen Cytoplasma mit dem Zellkern
Diese Bewertungsmalistdbe fanden auch in der vorliegenden Arbeit Anwendung. Dabei
wurde die sogenannte Einzelkernmethode angewandt. Es wurden alle einkernigen Zellen mit
einem Mikrokern nach den o. g. Kriterien ausgezéhlt. Die mikroskopische Untersuchung
erfolgte unter dem Lichtmikroskop bei 400-facher VergroRRerung. Zur Anfarbung der Zellen
wurde Giemsa-Ldsung verwendet. Bei der Auswertung unter dem Lichtmikroskop wurden

pro Versuchsansatz 1000 Zellen ausgezahlt und die dabei detektierten Mikrokerne notiert.

Abb. 10: Lichtmikroskopische Fotographie einer Zelle mit typischen Mikrokern (Fenech et al.
2003)

In den Mikrokerntests wurden V79-Zellen (V79, K) und daraus selektierte Klone (K4, KB,
K7, K8, K9) nach einer 4 tagigen Kultivierung ohne Arsenit jeweils Arsenit-Konzentrationen
von 1,5 uM, 3 uM, 6 uM, 12 uM und 25 uM fiir 24h ausgesetzt. Es wurden nicht klonierte
V79-Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (V79), nicht klonierte VV79-Zellen mit einer 6-
wadchigen 10 uM Arsenit-Vorbehandlung (K) und Arsenit-resistente V79-Klone (K4, K6, K7,
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K8, K9) mit einer 6-wodchigen Arsenit-VVorbehandlung nach der Klonierung auf eine

Mikrokernbildung nach Exposition der jeweiligen Arsenit-Konzentration untersucht.

3.13.1 Puffer und L6ésungen
PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung nach Dulbecco w/0):

NaCl 137,0 mM 8¢

NaH,PO4 6,5 mM 1,44 g

KCI 2,7 mM 0,29

KH,PO, 1,5mM 0,29

Agua bidest. ad 11
pH-Wert 7,0

Hypotonische Ldsung:

KCI 0,07 M 4 Teile

NaCl 0,9 % 0,15M 1 Teil
Die Losung wurde unmittelbar vor dem Gebrauch hergestellt und im Wasserbad fir ca.
15 min auf 37 °C erwarmt.

Carnoy-Fixativ-Lodsung:

Essigsaure 99,8 % 1 Teil 10 ml

Methanol 9 Teile 90 ml
Die Losung wurde unmittelbar vor Gebrauch hergestellt und fiir ca. 30 min bei -200 C kiihl
gelagert.

Sorensen-Puffer I:

KH,PO, 9,08¢

Aqua bidest. ad 11

Sorensen-Puffer II:

Na,HPO, 11,88 ¢

Aqua bidest. ad 11

Beide Puffer kdnnen mehrere Wochen bei Raumtemperatur gelagert werden.
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Giemsa-Gebrauchslosung (5 %iq) Gurr®:

Sorensen-Puffer 1 1 Teil 40 ml
Sorensen-Puffer 11 1 Teil 40 mi
Giemsa-Ldsung 0,1 Teil 4ml

Die Gebrauchslosung wurde unmittelbar vor der Farbung angesetzt und sollte innerhalb von
30 min aufgebraucht werden.

Depex-Einschlussmittel (Gurr®):

mit Xylol (Isomerengemisch)

3.13.2 Herstellung von Mikrokernpréaparaten aus V79-Zellenkulturen

Es wurden jeweils 2 x 10° Zellen in Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser von 6 cm
(28,27 cm? Grundflache) mit 5 ml Kulturmedium (s. 3.1.1.) ausplattiert und anschlieBend fir
insgesamt 4 Tage in Begasungsbrutschranken inkubiert. Nach 24 h Inkubation mit der
jeweiligen Arsenit-Konzentration wurden die Zellen zweimal mit je 1 ml PBS-Puffer
(s. 3.1.1.) gewaschen und mit 500 ul Trypsin zum Ablésen gebracht. Nach einer 5 mindtigen
Inkubation wurden die Zellen zusammen mit dem Trypsin und 1 ml PBS in ein
Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Die Suspension wurde anschlieBend fir 10 min bei 155 x g
und 20 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment vorsichtig unter
tropfenweiser Zugabe des ersten ml der hypotonischen Lésung (s. 3.12.1.) unter Schiitteln
resuspendiert, um eine moglichst schonende Zellschwellung zu erreichen. AnschlieRend
konnte die Zellsuspension ziigig mit den restlichen 5 ml der hypotonischen Losung versetzt
werden.

Nach einer 5-minutigen Hypotoniezeit wurde der Ansatz erneut fur 10 min bei 155 x g und
20 °C zentrifugiert. Das Sediment wurde in 6 ml von —20 °C vorgekiihltem Carnoy-Fixativ
(s. 3.12.1.) resuspendiert, wobei der erste ml erneut trépfchenweise unter Schitteln der
Zellsuspension zugefuhrt wurde. Fir die anschlieBende Fixierung der Zellen wurde die
Suspension mindestens 1,5 h. bei 4 °C kihl gelagert. Nach einer erneuten Zentrifugation fir
10 min bei 155 x g und 20 °C wurde das Sediment anschlieRend erneut in 6 ml auf —20 °C
vorgekihltem Carnoy-Fixativ resuspendiert, wobei der erste ml wieder trépfchenweise unter
Schtteln der Zellsuspension zugefiihrt wurde. Es folgte eine Fixierung der Zellen bei 4 °C fur
30 min. Nach einer erneuten Zentrifugation fir 10 min bei 155 x g und 20 °C wurde das

Sediment mit einer Pipette aus ca. 10 cm Ho6he auf mit Ethanol gereinigte —20 °C vorgekiihlte
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Objekttrager aufgetropft. Die beschichteten Objekttrager wurden danach auf einer 40 °C
warmen Heizplatte getrocknet und konnten anschlielend durch eine 15-mindtige
Beschichtung mit 5 % (v/v) Giemsa-Losung (s. 3.12.1.) angefarbt werden. Nach der Férbung
wurden die Préparate mit A.Dest abgespllt und luftgetrocknet. Zur langfristigen
Aufbewahrung erfolgte am néchsten Tag die Einbettung mit Depex-Einschlussmittel.

Fur jede Konzentration der Testsubstanzen wurde zweimal ein Doppelansatz angefertigt und
mikroskopisch nach den Kriterien von Fenech (1997) ausgewertet. Es wurden bei einer 400-
fachen VergroRerung 1000 Zellen auf Mikrokerne untersucht. Bei der Auszahlung musste ein
Mikrokern morphologisch und farblich mit dem Zellkern identisch sein, durfte den Zellkern
nicht beruhren oder Gberlappen und nicht tber eine nukleoplasmatische Briicke mit diesem
verbunden sein. Ein Mikrokern konnte sich nicht dunkler darstellen als der Zellkern selber

und einen Durchmesser max. 1/3 des Hauptkerndurchmessers aufweisen.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden findet sich eine Ubersicht der eingesetzten V79-Zellen und daraus selektierten
Zellklone:
V79 nicht klonierte VV79-Zellen, ohne Substanz-Vorbehandlung

(wenn nicht im jeweiligen Versuch angegeben)

K nicht klonierte V79-Zellen nach 6-wdéchiger 10 uM
Arsenit-Inkubation
in den Versuchen 4.9.4 bis 4.9.6:
nicht klonierte VV79-Zellen nach 4-wdéchiger 10 uM

Dimethylarsonséure-Inkubation

K4, K6, K7, K8, K9 klonierte V79-Zellen, die 8 Wochen vor der Klonierung mit 10 uM
Arsenit und 6 Wochen nach der Klonierung mit 10 uM Arsenit
inkubiert wurden
in den Versuchen 4.9.4 bis 4.9.6:

Klonierte VV79-Zellen, die 8 Wochen vor der Klonierung mit 10 uM
Arsenit und 4 Wochen nach der Klonierung mit 10 uM Dimethyl-
arsonséure inkubiert wurden

Die folgenden Versuchsergebnisse wurden mit den oben genannten VV79-Zellen erhoben. Die

Ergebnisse zeigten mittels Neutralrot-Assay eine erhéhte Resistenz gegenuber Arsenit sowie

eine Kreuzresistenz gegeniber Cisplatin und zeigten das veranderte genotoxische Potential

von Arsenit an den vorbehandelten VV79-Zellen mit Hilfe des Mikrokerntestes (s. Kap. 4.1 bis

4.3).

Weiter wird die Ermittlung der Oligonukleotid-Hybridisierungssonden, die fiir den Nachweis

der Mrpl-mRNA von V79-Zellen im Northern Blot eingesetzt werden konnten, dargestellt (s.

Kap. 4.4. bis 4.9). Zum Schlul erfolgt die Auswertung der ermittelten relativen Mrpl-mRNA-

Expression [%] der V79-Zellen und daraus selektierten Zellklone unter verschiedenen

Inkubationsbedingungen mit Arsenit (As"') und Dimethylarsonsaure (DMAY) (s. Kap. 4.9.1

bis 4.9.6).
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4.1 Untersuchung der Arsenit-Resistenz in V79-Zellen und
daraus selektierten Klonen mittels Neutralrot-Assay

Im Folgenden werden die Ergebnisse der vergleichenden Zytotoxizitdt von Arsenit in den
unterschiedlich behandelten Zellen bzw. Klonen beschrieben. Der Wert der Kontrolle wurde
auf 100% gesetzt. Alle weiteren Angaben sind Relativwerte im Vergleich zu dieser Kontrolle.
In den Abbildungen 11 bis 16 sind jeweils 3 Mittelwerte aus je n=6 Einzelmessungen der drei
Versuchsreihen pro Arsenit-Konzentrationen aufgetragen sowie der Mittelwert dieser drei

Werte angegeben. Letztere Werte wurden dann mittels Linie graphisch verbunden.
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Abb.11: Neutralrot-Aufnahme nach Arsenit-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) und Arsenit vorbehandelten nicht klonierten VV79-Zellen (K).

Abb. 12:  Neutralrot-Aufnahme nach Arsenit-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) und dem Arsenit-resistenten V79-Klon K4 (K4).

Es wurden 3 relative Mittelwerte aus je n=6 Einzelmessungen der drei Versuchsreihen
pro Arsenit-Konzentrationen aufgetragen und der Mittelwert dieser drei relativen Werte
verbunden. Der Mittelwert der Negativkontrolle wurde gleich 100% gesetzt.

In Abbildung 11 ist die Neutralrot-Aufnahme von VV79-Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung
(V79) sowie nichtklonierte Zellen mit 6-wochiger 10 uM Arsenit-Vorbehandlung (K)
dargestellt. Diese Gegentiberstellung der beiden V79-Zellen stellt die Induzierbarkeit einer
Arsen-Resistenz dar. Wie Abb. 11 zu entnehmen ist, liegt der 50%-Wert der Neutralrot-
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Aufnahme (effektive Dosis 50%, ED50) der VV79-Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (V79)
im Vergleich zu den vorbehandelten Zellen (K) zwischen einer Arsenit-Exposition von 12

und 24 pM. Die ED50 der nicht-klonierten Zellen mit 6-wdchiger 10 uM Arsenit-
Vorbehandlung (K) liegt zwischen 24 und 50 uM und damit hoher. In den Abbildungen 12

bis 16 erfolgt die Gegenuberstellung der nach der Klonierung und fir 6 Wochen mit 10 uM
Arsenit vorbehandelten selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone (K4, K6, K7, K8, K9) zu
den VV79-Zellen ohne Arsenit-Vorinkubation (V79).
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Abb. 13 Abb. 14
Abb. 13:  Neutralrot-Aufnahme nach Arsenit-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) und dem Arsenit-resistenten V79-Klon K6 (K6).
Abb. 14:  Neutralrot-Aufnahme nach Arsenit-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten

V79-Zellen (V79) und demArsenit-resistenten V79-Klon K7 (K7).

Es wurden 3 relative Mittelwerte aus je n=6 Einzelmessungen der drei Versuchsreihen
pro Arsenit-Konzentrationen aufgetragen und der Mittelwert dieser drei relativen Werte
verbunden. Der Mittelwert der Negativkontrolle wurde gleich 100% gesetzt.

Die ED50 der V79-Zellklone lag im Vergleich zur Kontrolle (V79) bei héheren Arsenit-

Konzentrationen. K6 zeigt eine ED50 bei einer Exposition von 75 uM Arsenit (Abb. 13).

Der V79-Klon K7 zeigt in Abb. 14 bei einer Arsenit-Konzentration von bis zu 100 uM eine

etwas mehr als 50%ige Neutralrot-Aufnahme.
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Abb. 15:  Neutralrot-Aufnahme nach Arsenit-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) und dem Arsenit-resistenten V79-Klon K8 (K8).

Abb. 16: Neutralrot-Aufnahme nach Arsenit-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) und dem Arsenit-resistenten V79-Klon K9 (K9).

Es wurden 3 relative Mittelwerte aus drei Versuchsreihen mit 6 photometrischen
Messungen pro Arsenit-Kkonzentration aufgetragen und der Mittelwert dieser drei Werte
graphisch verbunden. Die Negativkontrolle wurde gleich 100% gesetzt

Die V79-Klone K8 und K9 (Abb. 15 und 16) wiesen wie K4 und K7 bis zu einer Arsenit-
Konzentration von 100 uM noch eine tber 50 %ige Neutralrot-Aufnahme auf, bei K9 lag die
ED50 etwa bei 100 uM Arsenit. In Bezug auf die ED50 lagen die Arsenit-Konzentrationen
wahrend der 24h Inkubation bei den eingesetzten V79-Klonen zweifach bis flinffach oberhalb
der Kontrolle (V79). Aufgrund dieser Ergebnisse lasst sich sagen, dass die erhobenen
Messdaten eindeutige Hinweise auf eine vorliegende Arsenit-Resistenz der V79-Zellklone
liefern, wobei besonders die Klone K4, K7, K8 und K9 eine hthere Resistenzauspragung

aufzuweisen schienen.
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4.2 Untersuchung der Cisplatin-Resistenz in V79-Klonen mittels
Neutralrot-Assay

Platinverbindungen wie Cisplatin finden therapeutische Anwendung als Zytostatika. Bei
Chemotherapeutika-Resistenzen gegen Cisplatin wurden Kreuzresistenzen gegen Arsenit und
Cadmium festgestellt (Cole et al. 1994, Ishikawa et al. 1996). Es ist mittlerweile bekannt, dass
die humane erworbene Cisplatin-Resistenz durch Transportproteine aus der Familie der ABC-
Proteine vermittelt werden koénnen: MRP1 und MRP2. Wang Z et al. zeigten diese
Kreuzresistenz gegen Cisplatin ebenfalls 1996 in Arsenit-resistenten VV79-Zellen.

Um festzustellen, ob die generierten Arsenit-resistenten V79-Klone gleichzeitig eine
Resistenz gegen Cisplatin besitzen, wurden die V79-Zellen (V79, K) und daraus selektierten
Klone (K4, K6, K7, K8, K9) mittels Neutralrot-Assay bezlglich der zytotoxischen
Wirkungen von Cisplatin (CPDD) untersucht.

In dieser Versuchsreihe wurden VV79-Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (V79), V79-Zellen
mit einer 6-wochigen 10 uM Arsenit-Vorbehandlung (K) und Arsenit-resistente V79-Klone
(K4, K6, K7, K8, K9) mit einer 6-wochigen Arsenit-Vorbehandlung nach der Klonierung auf
eine Cisplatin-Resistenz untersucht. Die Abbildungen 17 bis 22 stellen die Neutralrot-Assays
zur Untersuchung der Cisplatin-Resistenz der VV79-Zellen dar. Pro Zelle wurde ein Neutralrot-
Assay durchgefiihrt, bei dem pro untersuchter Cisplatin-Konzentration 6 Werte photometrisch
ermittelt werden konnten.

In den Abbildungen 17 bis 22 sind die relativen Mittelwerte aus je n=6 Einzelmessungen der
Versuchsreihe pro Cisplatin-Konzentrationen aufgetragen und mittels Linie graphisch
verbunden. Der Wert der Kontrolle wurde gleich 100% gesetzt und der Mittelwert der 6
Werte wurde prozentual zur Kontrolle berechnet.
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Abb. 17:

Abb. 18:

Neutralrot-Aufnahme nach Cisplatin-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) im Vergleich zu nicht klonierten mit Arsenit vorinkubierten V79-
Zellen (K).

Neutralrot-Aufnahme nach Cisplatin-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) im Vergleich zu dem Arsenit-resistenten V79-Klon K4 (K4).

Gezeigt sind relative Mittelwerte aus einer Versuchsreihe mit 6 MelRwiederholungen pro
Cisplatin-Konzentrationen. Der Mittelwert der Negativkontrollen wurden jeweils 100%
gesetzt.

Wie Abb.17 zu entnehmen ist, lag die ED50 der VV79-Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung
(V79) bei einer Exposition zwischen 6 und 12 uM Cisplatin (CPDD). Die nichtklonierten

Zellen mit 6-wdchiger 10 uM Arsenit-Vorbehandlung (K) zeigten im Vergleich dazu erst bei

einer Cisplatin-Inkubation bei etwas unter 75 uM eine 50%ige Neutralrot-Aufnahme. Somit

lag mdglicherweise eine Induzierbarkeit der Cisplatin-Resistenz bei den VV79-Zellen mit einer
6-wochigen 10 uM Arsenit-Vorbehandlung (K) vor. Der V79-Klon K4 (s. Abb. 18) zeigte

bei einer Inkubation mit 100 uM Cisplatin noch eine tber 50%ige Neutralrot-Aufnahme, was

auf eine ausgeprégte Resistenz hinweist, wobei aber Schwankungen im Kurvenverlauf die

Ableitung einer ED50 erschweren.
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Abb. 19:  Neutralrot-Aufnahme nach Cisplatin-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) im Vergleich zu dem Arsenit-resistenten V79-Klon K6 (K6).

Abb. 20:  Neutralrot-Aufnahme nach Cisplatin-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) im Vergleich zu dem Arsenit-resistenten V79-Klon K7 (K7).

Gezeigt sind relative Mittelwerte aus einer Versuchsreihe mit 6 MelRwiederholungen pro
Cisplatin-Konzentrationen. Der Mittelwert der Negativkontrollen wurden jeweils 100%
gesetzt.

In den Abbildungen 18 bis 22 wurde die Neutralrot-Aufnahme von nichtklonierten V79-
Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (V79) den Arsenit-resistenten V79-Klonen (K4, K6, K7,
K8, K9) gegeniibergestellt.

Die ED50 des V79-Klones K6 (Abb. 19) lag in einem ahnlichen Bereich wie die der
nichtklonierten Zellen mit 6-wdchiger Arsenit-Vorbehandlung (K) in Abbildung 17. Der
V79-Klon K7 (Abb.20.) zeigte bei einer Cisplatin-Exposition zwischen 75 und 100 uM eine
50%ige Neutralrot-Aufnahme (ED50).
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Abb. 21:  Neutralrot-Aufnahme als nach Cisplatin-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-
resistenten V79-Zellen (V79) im Vergleich zu dem Arsenit-resistenten V79-Klon K8
(K8).

Abb. 22:  Neutralrot-Aufnahme nach Cisplatin-Inkubation (24h) bei nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) im Vergleich zu dem Arsenit-resistenten V79-Klon K9 (K9).

Gezeigt sind relative Mittelwerte aus einer Versuchsreihe mit 6 MeRwiederholungen pro
Cisplatin-Konzentrationen. Der Mittelwert der Negativkontrollen wurden jeweils 100%
gesetzt.

Fur den V79-Klon K8 (Abb. 21) zeigt sich fir den MeRpunkt bei 50 uM ein Wert, der eine
ED50 schwerer abschétzen lasst. L&sst man diesen Wert ausser Betracht, lasst sich eine ED50
bei 25 uM Cisplatin abschétzen. Der V79-Klon K9 (Abb. 22) zeigte bei einer Cisplatin-
Exposition zwischen 75 und 100 uM eine 50%ige Neutralrot-Aufnahme (ED50).

In Bezug auf die erhobenen Messdaten kann von einer Cisplatinkreuzresistenz der V79-
Zellklone (K4, K6, K7, K8 und K9) gesprochen werden. Wie in den vorausgegangenen
Neutralrot-Assay-Untersuchungen beziiglich einer Arsenit-Resistenz (s. Kap. 4.1.) konnten
bei mehreren der V79-Klone, insbesondere bei K7 und K9, erneut eine erhéhte Resistenz
bestatigt werden, wobei die Kurvenverlaufe auf eine unterschiedliche Auspragung der

Resistenz hindeuteten.
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4.3 Untersuchung der Arsenit-Genotoxizitat in V79-Klonen
mittels Mikrokerntest

Die Versuche in den Abbildungen 23 bis 28 stellen Untersuchungen zur Genotoxizitét von
Arsen bei V79-Zellen mittels des Mikrokerntests dar. Pro Zelle wurden 2 Versuche mit
Doppelbestimmungen durchgefihrt, so dass pro Arsenit-Konzentration 4 Werte erhalten
wurden. Von den Doppelbestimmungen eines Versuchses wurde jeweils ein Mittelwert
berechnet. Aus diesen 2 Mittelwerten wurde schliel3lich erneut der gemittelte Wert berechnet
und mittels Linie in der Graphik verbunden.

Die nicht klonierten unbehandelten VV79-Zellen (V79) dienten als Kontrolle, um im Vergleich
zu prifen, wie sich die Arsenit-Resistenz der Klone auf die Auspragung von Mikrokernen und

somit auf die genotoxischen Wirkungen von Arsenit auswirkt.
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Abb. 23:  Induktion von Mikrokernen nach 24h Arsenit-Inkubation in nicht klonierten
unbehandelten V79-Zellen (V79) im Vergleich zu nicht klonierten V79-Zellen mit
einer 6-wdchigen 10 uM Arsenit-Vorbehandlung (K).

Abb. 24: Induktion von Mikrokernen nach 24h Arsenit-Inkubation in nicht klonierten
unbehandelten VV79-Zellen (V79) im Vergleich zu dem Arsenit-resistenten V79-Klon
K4 (K4).

Gezeigt sind 2 Mittelwerte aus Doppelbestimmungen aus zwei Versuchen. Der gemittelte
Wert beider Mittelwerte wurde graphisch verbunden.

95



Ergebnisse

Um die Induzierbarkeit einer potentiellen Mikrokerninhibition nach 6-wdchiger
Arsenitbehandlung zu prifen, wurden die 6 Wochen mit Arsenit vorinkubierten, nicht
klonierten VV79-Zellen (K) den nicht klonierten und unbehandelten VV79-Zellen (V79) in Abb.
23 gegenibergestellt.

Wie in Abbildung 23 zu entnehmen ist, bildeten die nicht klonierten VV79-Zellen mit einer 6-
waochigen 10 uM Arsenit-Vorbehandlung (K) im Vergleich zu den nicht klonierten V79-
Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (VV79) ab einer Arsenit-Konzentration von 1,5 uM nur
eine unwesentlich geringere Anzahl von Mikrokernen. Somit konnte in Bezug auf die
Mikrokerninhibition nach 6 wdchiger Arsenit-Inkubation der V79-Zellen (K) keine eindeutige
Induktion gezeigt werden.

Im Gegensatz dazu lieR sich bei dem V79-Klon K4 ab einer Arsenit-Konzentration von
1,5 UM eine geringere Mikrokernrate im Vergleich zu den nicht klonierten VV79-Zellen ohne
Arsenit-Vorbehandlung (V79) feststellen (Abb. 24).
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Abb. 25:  Induktion von Mikrokernen nach 24h Arsenit-Inkubation in nicht klonierten
unbehandelten VV79-Zellen (V79) im Vergleich zu dem Arsenit-resistenten V79-Klon
K6 (K6).

Abb. 26: Induktion von Mikrokernen nach 24h Arsenit-Inkubation in nicht klonierten
unbehandelten VV79-Zellen (V79) im Vergleich zu dem Arsenit-resistenten V79-Klon
K7 (K7).

Gezeigt sind 2 Mittelwerte aus Doppelbestimmungen aus zwei Versuchen. Der gemittelte
Wert beider Mittelwerte wurde graphisch verbunden.

96



Ergebnisse

Neben K4 zeigten die V79-Klone K6, K7 und K8 im Vergleich zu den nicht klonierten V79-
Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (V79) ab einer Arsenit-Konzentration von 1,5 uM eine
geringere Mikrokernanzahl (Abb. 25, Abb. 26 und Abb. 27). Bei K6 war der Unterschied nur
schwach ausgepragt. Bei K9 liel3 sich erst ab einer Arsenit- Konzentration von 12 uM ein
deutlicherer Unterschied beobachten (vgl. Abb. 28).

Am deutlichsten ausgepréagt waren die Unterschiede zwischen den Arsenit-resistenten VV79-
Klonen und der Kontrolle (V79) bei einer Arsenit-Konzentration von 25 uM. Bei dieser
Arsenit-Konzentration bildeten die nicht klonierten VV79-Zellen ohne Arsenit-VVorbehandlung
(V79) Uber 60 Mikrokerne pro 1000 ausgezahlten Zellen, bei den Arsenit-resistenten V79-
Klone (K4, K6, K7, K8, K9) waren zwischen 32 und 45 Mikrokerne pro 1000 ausgezéhlten
Zellen nachweisbar. Im Fisher Exakt Test waren diese Ergebnisse im Vergleich zur Kontrolle

statistisch signifikant (p<0,05) bis auf den Wert von 45 Mikrokernen (p=0,07).
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Abb. 27:  Induktion von Mikrokernen nach 24h Arsenit-Inkubation in nicht klonierten
unbehandelten VV79-Zellen (V79) im Vergleich zu dem Arsenit-resistenten V79-Klon
K8 (K8).

Abb. 28:  Induktion von Mikrokernen nach 24h Arsenit-Inkubation in nicht klonierten
unbehandelten VV79-Zellen (V79) im Vergleich zu dem Arsenit-resistenten V79-Klon
K9 (K9).

Gezeigt sind 2 Mittelwerte aus Doppelbestimmungen aus zwei Versuchen. Der gemittelte
Wert beider Mittelwerte wurde graphisch verbunden.
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Aufgrund dieser erhobenen Messwerte lasst sich die Aussage machen, dass die Arsenit-
resistenten V79-Klone im Vergleich zu den nicht Kklonierten V79-Zellen ohne Arsenit-
Vorbehandlung (V79) insgesamt tendenziell weniger Mikrokernbildung bei steigenden
Arsenit-Konzentrationen zeigten. Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass sich die
Arsenit-Resistenz der V79-Klone auf die Auspragung von Mikrokernen und somit auf die

genotoxischen Wirkungen von Arsenit auswirken konnte.
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4.4 Sequenzgegenuberstellung fir MRP1/Mrpl-Teilsequenzen in
Mensch (hu), Maus (m) und Ratte (r)

Zur Auswahl von Oligonukleotidsonden wurden die bisher bekannten, der EMBL Datenbank
entnommenen MRP1/Mrpl cDNA-Sequenzen aus Mensch (hu), Maus (m) und Ratte (r)
gegenubergestellt (s.Tab.1). Es wurde vermutet, dass die Mrpl-Sequenzen des Chinesischen
Hamsters einen hohen Grad an Homologie mit entsprechenden cDNA-Bereichen des
Menschen (hu), der Maus (m) und der Ratte (r) aufweisen wirden und daher
ubereinstimmende Bereiche als PCR-Primer verwendet werden konnten (s.3.7.3.). Im
mittleren Sequenzbereich konnten zwei konservierte 22 bp lange Bereiche gefunden werden,

die als Entwurf der entsprechenden Primer dienten: Mrplforl und Mrplrev3 (s. Abb. 29).

Mrplforl
mMrpl AAGTGGATGTCATCATTGTCATGAGTGGCGGCAAGATCTCAGAGATGGGTTCTTATCAGGAGCTGCTAGACCGGGATGGG 2580
rMrpl AAGTGGATGTCATCATTGTCATGAGTGGCGGCAAGATCTCAGAGATGGGATCTTATCAGGAGCTGCTAGACCGGGATGGG 2622

huMRP1 AGGTGGACGTCATCATCGTCATGAGTGGCGGCAAGATCTCTGAGATGGGCTCCTACCAGGAGCTGCTGGCTCGAGACGGC 2776

KAKAKAK KA A A A A A A A, A, ), K hkkhhhkhkhk K%k *%k * kk kkkhkhkhkk % * * Kk kK

mMrpl GCCTTCGCTGAGTTCCTGCGCACCTATGCCAACGCTGAGCAGGACCTGGCCTCGGAGGATGACAGT----————— GTCAG 2651
rMrpl GCCTTTGCTGAGTTCGTGCGCACCTATGCCAACACTGAGCAGGACCTGGCTTCAGAGGATGACAGTAAGAATGGTGTCAG 2702
huMRP1 GCCTTCGCTGAGTTCCTGCGTACCTATGCCAGCACAGAGCAGGAGCAGGATGCAGAGGAGAACGGGGTCACGGGCGTCAG 2856

Kkkokk KhkhkhkAXXAK Kkkkk hhkhkhkhkkxxxk K Kk Khkkkkkkx * *% * kokkkk KKk *x * ok ok kK
mMrpl TGGTTCAGGGAAGGAGTCAAAGCCGGTGGAAAATGGGATGCTGGTGACAGACACCGTAGGAAAGCACCTGCAGAGGCATC 2731
rMrpl TGGTTTAGGGAAGGAGTCAAAGCCGGTGGAARAATGGGATACTGGTGACAGACGCAGTAGGGAAGCCCCTGCAGAGGCATC 2782

huMRP1 CGGTCCAGGGAAGGAAGCAAAGCAAATGGAGAATGGCATGCTGGTGACGGACAGTGCAGGGAAGCAACTGCAGAGACAGC 2936

* kK Kkkokokkkk  KXXXAK kkkk kkkkk xx Akkkkkkk Kkx kkk kkkk Kk KAKKK Kk K
mMrpl TCAGCAACTCGTCTTCCCACAGTGGGGATACCAGCCAGCAACACAGCAGCATAGCCGAACTGCAGAAGGCTGGAGCTAAG 2811
rMrpl TCAGCAACTCTTCTTCCCACAGTGTGGTTACTAACCAGCAGCACAGCAGCACAGCCGAGCTGCAGAAGTCTGGAGTTAAG 2862

huMRP1 TCAGCAGCTCCTCCTCCTATAGTGGGGACATCAGCAGGCACCACAACAGCACCGCAGAACTGCAGAAAGCTGAGGCCAAG 3016

Kk kokokk Khkk xx Kkk Kk kkkk Kx Kk k kkKk kkkk Akkkk  kk KKk KkkrkxAAAL  kkk Kk kkx
mMrpl ---GAGGAGACGTGGAAGCTAATGGAAGCAGACAAGGCCCAGACAGGGCAGGTGCAGCTGTCAGTGTACTGGAACTACAT 2888
rMrpl ---GAGGAGACTTGGAAGCTGATGGAAGCAGACAAGGCCCAGACAGGGCAGGTGAAGCTTTCCGTGTACTGGAACTACAT 2939

huMRP1 AAGGAGGAGACCTGGAAGCTGATGGAGGCTGACAAGGCGCAGACAGGGCAGGTCAAGCTTTCCGTGTACTGGGACTACAT 3096

KAk KkKAkAkKkKA)k K hkhkhkhkhkkk K hkk)k*k * R R S R I I S KKk KkKk Kk KAk AkAkKkAkAkKk KAk kKkkK

mMrpl GAAGGCCATTGGCCTCTTCATCACCTTCTTGAGTATCTTCCTTTTCCTGTGCAACCATGTATCTGCACTGGCCTCTAACT 2968
rMrpl GAAGGCCATTGGCCTCTGCATCTCCTTCTTGAGTATCTTCCTTTTCCTGTGCAATCATGTATCTGCACTGGCTTCTAACT 3019
huMRP1 GAAGGCCATCGGACTCTTCATCTCCTTCCTCAGCATCTTCCTTTTCATGTGTAACCATGTGTCCGCGCTGGCTTCCAACT 3176

KAKAAKAKAAKAKX Kk K Ak *k KAk k KAk hk*k K Kk KAAAAAAAhhhhk K hkhkhkhkhkk *,hkhkhkhkhkhkkhkhk k* *k*k**x% *  kk kK

mMrpl ATTGGCTGAGCCTCTGGACAGATGACCCCCCTGTTGTCAATGGGACTCAGGCGAACAGGAATTTTCGGCTGAGTGTCTAT 3048
rMrpl ATTGGCTGAGTCTCTGGACAGATGACCGCCCTGCTGTCAATGGGACTCAGGAGAACAGGAATTTTCGACTAAGTGTCTAT 3099
huMRP1 ATTGGCTCAGCCTCTGGACTGATGAC---CCCATCGTCAACGGGACTCAGGAGCACACGAAAGTCCGGCTGAGCGTCTAT 3253

R R * * KAk hkk KAk kkkkkkk * K(kk Kk%k * Kk kK kK Kk kk kK
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mMrpl GGGGCCTTGGGCATCTTGCAAGGTGCAGCAATATTTGGCTACTCCATGGCTGTGTCCATCGGGGGCATCTTTGCCTCCCG 3128
rMrpl GGGGCCTTGGGCATCTTGCAAGGTGTGGCAGTATTTGGCTATTCCATGGCTGTGTCCATTGGGGGCATCTTTGCCTCCCG 3179
huMRP1 GGAGCCCTGGGCATTTCACAAGGGATCGCCGTGTTTGGCTACTCCATGGCCGTGTCCATCGGGGGGATCTTGGCTTCCCG 3333
kok KkKk kkkkkkKk Kk kokokokk kok ok kokkkkkkKk kkKkkkokk Kkkkkkkk Kkkkkk kkkkk kk kokkkk
mMrpl TCGCTTGCACCTGGACCTGCTATACAATGTTCTTCGATCACCCATGAGTTTCTTCGAGCGTACACCCAGTGGGAACCTAG 3208
rMrpl TCGCCTGCACCTAGACCTGCTACAGAATGTCCTGCGATCACCCATGAGTTTCTTTGAGCGTACACCCAGTGGGAACCTAG 3259

huMRP1 CTGTCTGCACGTGGACCTGCTGCACAGCATCCTGCGGTCACCCATGAGCTTCTTTGAGCGGACCCCCAGTGGGAACCTGG 3413

* kkkkKk K kkkkkkkk Kk ok kokk Kk kkkkkkkkkkk kkkrkk kkkkk kk kkkkkkxkkkkkkk ok
mMrpl TGAACCGATTCTCCAAGGAGCTGGACACAGTGGACTCCATGATCCCGCAGGTCATCAAGA 3268
rMrpl TGAACCGATTCTCCAAGGAGTTGGACACAGTGGACTCCATGATCCCGCAGGTCATCAAGA 3319

huMRP1 TGAACCGCTTCTCCAAGGAGCTGGACACAGTGGACTCCATGATCCCGGAGGTCATCAAGA 3473

KAKKKAKAK KAAKAKAKAKAKAKAAAAKN K hdddhhhhdhhhhhhhhhhhhkhhkhkd *hhkhkhhhkhrkrixx

Mrplrev3

Abb. 29:  Sequenzgegenuberstellung fur MRP1/Mrpl-Teilsequenzen in Mensch (hu), Maus
(m) und Ratte (r). Die fir die PCR ausgewahlten Primer-Bereiche sind gelb markiert
(Mrplforl, Mrplrevd) (s.3.7.3.). Die identisch ermittelten Bereiche der hier
gegenibergestellten Basensequenzen sind durch die Markierung eines Sterns (*)
erkennbar.

4.5 Sequenzgegenuberstellung fiur MRP2/Mrp2-Teilsequenzen in
Mensch (hu), Maus (m) und Ratte (r)

Zur Generierung eines cDNA Abschnitts der mutmaRlichen Hamster-Mrp2-mRNA wurden
genspezifische PCR-Primersequenzen gesucht. Daftr wurden die cDNA-Sequenzen der
bisher bekannten MRP2/Mrp2-Sequenzen aus Mensch (hu), Maus (m) und Ratte (r) aus der
EMBL Datenbank gegeniibergestellt (s. Tab. 2). Es wurde ebenfalls vemutet, dass die Mrp2-
Sequenzen des Hamsters einen hohen Grad an Homologie mit entsprechenden cDNA-
Bereichen des Menschen (hu), der Maus (m) und der Ratte (r) aufweisen wiirden und daher
ubereinstimmende Bereiche als PCR-Primer verwendet werden kdnnten (s. 3.7.4.). Auch hier
konnten im mittleren Sequenzbereich zwei konservierte 23 bp lange Bereiche gefunden
werden, die als Entwurf der entsprechenden Primer dienten: Mrp2forl und Mrp2rev3 (Vgl.
Abb 30).

Mrp2forl
mMrp2 GAAGGTCGGTGTGGTGGGCAGGACCGGAGCTGGAAAATCATCCCTCACAAACTGCCTCTTCAGAATCTTAGAGTCTGCAG 4057
rMrp2 GAAGGTCGGCGTAGTGGGCAGGACTGGGGCTGGGAAATCATCCCTCACAARACTGCCTCTTCAGAATCTTAGAGTCTGCGG 4086

huMRP2 GAAGATTGGTGTGGTGGGCAGGACAGGAGCTGGAAAGTCATCCCTCACAAACTGCCTCTTCAGAATCTTAGAGGCTGCCG 4100

KAk k kK Ak Ak AAk A A A A A A A Ak kAk Ahkhkhkk kk hhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk *kkkx *

mMrp2 GTGGCCAGATCATCATTGATGGGATTGATATTGCCTCCATTGGACTGCACGACCTTCGAGGGAGACTGACCATCATTCCC 4137
rMrp2 GGGGCCAGATCATCATTGATGGGATAGATGTTGCCTCCATTGGACTGCACGACCTTCGAGAGAGGCTGACCATCATTCCC 4166
huMRP2 GTGGTCAGATTATCATTGATGGAGTAGATATTGCTTCCATTGGGCTCCACGACCTCCGAGAGAAGCTGACCATCATCCCC 4180

* kk Ak Kk kK Ak Kk k Kk kK kK kK K kkk Ak kk AAhkAk Ak hkhkk KAk KAhkkkhkkkk Kkhkkk K%k R S g
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Abb. 30:

4.6

CAGGACCCCATTTTGTTCTCTGGGAATCTGAGGATGAATCTCGACCCTTTCAACAAATACTCGGATGAGGAGATCTGGAG
CAGGACCCCATTTTGTTCTCGGGGAGTCTGAGGATGAATCTCGACCCTTTCAACAAATATTCAGATGAGGAGGTTTGGAG
CAGGACCCCATCCTGTTCTCTGGAAGCCTGAGGATGAATCTCGACCCTTTCAACAACTACTCAGATGAGGAGATTTGGAA

*khk Kk Kk Kk k kK B R R R L R R R R

GGCCCTGGAATTGGCTCATCTCAAATCCTTTGTGGCTGGCCTGCAACTTGGGTTGCTCCATGAAGTGACAGAGGGCGGTG
GGCCCTGGAGTTGGCTCACCTCAGATCCTTTGTGTCTGGCCTACAGCTTGGGTTGTTATCCGAAGTGACAGAGGGTGGTG
GGCCTTGGAGCTGGCTCACCTCAAGTCTTTTGTGGCCAGCCTGCAACTTGGGTTATCCCACGAAGTGACAGAGGCTGGTG

*kKhkKk KhkKkK *kkKkhkK Kk KKhkKkK *k Kk Kk kKK *hkkhkk Kk KhkKAkhkKkhkKkK *khk Kk Kk hkKk KKk KKk K * ok kK

ACAACCTGAGCATAGGGCAGAGGCAGCTCCTATGCCTGGGTAGGGCTGTGCTTCGAAAATCCAAAATCCTGGTCCTGGAT
ACAACCTGAGCATAGGGCAGAGGCAGCTCCTATGCCTGGGCAGGGCTGTGCTTCGAAAATCCAAAATCCTGGTCCTGGAT
GCAACCTGAGCATAGGCCAGAGGCAGCTGCTGTGCCTGGGCAGGGCTCTGCTTCGGAAATCCAAGATCCTGGTCCTGGAT

Kk kA kA hkhkhkhAhkhhkkh hAhAhkhkAhkAh*x **k KA AAkA** HhkhkA*hkk H hkhkAkhkk*hk *AhkAhkAhk Kk AhkAhAdhkkAh A h kA kK

GAAGCCACAGCCGCAGTGGATCTAGAGACGGATAGCCTCATTCAGACGACCATCCGGAACGAGTTCTCCCAGTGCACGGT
GAAGCCACGGCTGCAGTGGATCTCGAGACGGATAGCCTCATTCAGACGACCATCCGAAAGGAGTTCTCCCAGTGCACGGT
GAGGCCACTGCTGCGGTGGATCTAGAGACAGACAACCTCATTCAGACGACCATCCAAAACGAGTTCGCCCACTGCACAGT

*k kkkkk kk kk kkkkkkkk kkkkk kk ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk *k kkkkkk kkkk kkkkk kk

CATCACTATCGCGCACAGGCTGCACACCATCATGGACAGTGACAAGATAATGGTCCTAGACAGCGGCAAGATTGTTGAAT
CATCACCATCGCTCACAGGCTGCACACCATCATGGACAGTGACAAGATAATGGTCCTAGACAACGGGAAGATTGTCGAGT
GATCACCATCGCCCACAGGCTGCACACCATCATGGACAGTGACAAGGTAATGGTCCTAGACAACGGGAAGATTATAGAGT

khkkkk hhkkkk hhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhk hhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhk *khkk kkhkkkkk * **k %

Mrp2rev3
ACGGCAGTCCTGAAGAACTGCTGTCCAATATGGGTCCCTTCTACTTGATGGCCAAGGAAGCCGGCATTGAAAGTGTGAAC

ATGGCAGTCCTGAAGAACTGCTGTCCAACAGAGGTTCCTTCTATCTGATGGCCAAGGAAGCCGGCATTGAAAATGTGAAT
GCGGCAGCCCTGAAGAACTGCTACAAATCCCTGGACCCTTTTACTTTATGGCTAAGGAAGCTGGCATTGAGAATGTGAAC

khkkkk kkkkkkkkkkkkkk * * % *kkk kK * kkkkk kkkkkkkk kkkkkkkk ok kkkkkk

CACACGGAGCTCTAG———--— 4632
CACACAGAGCTCTAGCAGCT 4666
AGCACAAAATTCTAGCAGAA 4680

* kK * Kk Kk kK

4217
4246
4260

4297
4326
4340

4377
4406
4420

4457
4486
4500

4537
4566
4580

4617
4646
4660

Sequenzgegenuberstellung fur MRP2/Mrp2-Teilsequenzen in Mensch (hu), Maus
(m) und Ratte (r). Die fir die PCR ausgewahlten Primer-Bereiche sind gelb markiert
(Mrpforl, Mrp2rev3) (s.3.7.4.). Die identisch ermittelten Bereiche der hier
gegeniibergestellten Basensequenzen sind wieder durch die Markierung eines Sterns (*)
erkennbar.

Isolierung von Mrpl- und Mrp2-cDNA-Teilsequenzen des
Hamsters

Mittels reverser Transkription wurde eine cDNA-Synthese mit Hamster mRNA als Vorlage
durchgefuhrt, um intakte cDNAs von Hamster Mrpl-mRNA bzw. Mrp2-mRNA zu

generieren. Anschlielend wurde diese cDNA mittels PCR amplifiziert. Dabei kamen

versetzte genspezifische Primer (Mrplforl, Mrplrev3d bzw. Mrp2forl, Mrp2rev3) zum
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Einsatz. Zwecks Sequenzanalyse wurden alle PCR-Fragmente in den pCR ® XL-TOPO-
Vektor ligiert und die Plasmide in elektrokompetenten E.coli-Zellen (s. 3.8.2.) vermehrt
(s. 3.8.3.). Nach Isolierung der Plasmid-DNA aus den selektierten Bakterienkolonien
(s. 3.8.4.) erfolgte eine Sequenzierung der Plasmid-Inserts (s. 3.10.1.).

Es wurden zwei PCR-Produkte in einer Lange von 683bp (Mrpl) und 560 bp (Mrp2) erhalten.
Damit konnte die Existenz bzw. die Expression des Mrpl- bzw. des Mrp2-Gens in der V79-
Zelle des Chinesischen Hamsters bestatigt und eine offizielle Eintragung der cDNA-

Teilsequenz des Mrpl- u. Mrp2-Transporters in die Genbank (EMBL) vorgenommen werden.

4.7 Auswahl der Hybridisierungs-Oligonukleotid-Sonden aus
kloniertem Mrpl-cDNA-Fragment des Hamsters

Fur die Ermittlung der exakten Sequenz der klonierten Mrpl-cDNA-Fragmente wurden die
cDNA inserts, die sich aus mRNA von zwei unabhangigen V79 Zell-Klonen mit hoher
nachgewiesener Arsenit-Resistenz (K6, K9) bzw. aus nicht-Arsenit-resistenten Zellen (V79)
ableiteten, sequenziert. Die Mrpl-cDNA-Sequenz des Hamsters wurde unter der
Zugangsnummer (accession no.) AJ504425 in der Genbank EMBL abgelegt. Im hinteren
Sequenzbereich des erhaltenen 683 bp langen PCR-Produktes des Hamsters konnten zwei
Mrpl-cDNA-Sonden mit einem ausgewogenen Basenanteil von Guanin und Cytosin
ausgewahlt  werden (s. Abb.31), die nach Prufung mittels BLASTN
(http://www.nbci.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/nph-newblast) hinsichtlich ihrer Sequenz-
Spezifitat als Oligonukleotid-Hybridisierungssonden fiir den Nachweis von Mrp1l-mRNA des
Hamsters geeignet waren (rev4, Mrplrev4). Sie wurden als Hybridisierungssonden zum
Nachweis spezifischer Mrpl-mRNA von V79-Zellen (Hamster) im Northern Blot eingesetzt
(s. 3.11.3)).

Mrplforl
mMrpl AAGTGGATGTCATCATTGTCATGAGTGGCGGCAAGATCTCAGAGATGGGTTCTTATCAGGAGCTGCTAGACCGGGATGGG 2580
rMrpl AAGTGGATGTCATCATTGTCATGAGTGGCGGCAAGATCTCAGAGATGGGATCTTATCAGGAGCTGCTAGACCGGGATGGG 2622

huMRP1 AGGTGGACGTCATCATCGTCATGAGTGGCGGCAAGATCTCTGAGATGGGCTCCTACCAGGAGCTGCTGGCTCGAGACGGC 2776

CAMIPL  —mmmmm oo oo AGAGATGGGCTCCTACCAGGAGCTGCTAGACCAGGATGGG 40
khkkkkkkk *k kk kkkkkkkkkkk * * *k kK

mMrpl GCCTTCGCTGAGTTCCTGCGCACCTATGCCAACGCTGAGCAGGACCTGGCCTCGGAGGATGACAGT -~ ————— - GTCAG 2651

rMrpl GCCTTTGCTGAGTTCGTGCGCACCTATGCCAACACTGAGCAGGACCTGGCTTCAGAGGATGACAGTAAGAATGGTGTCAG 2702

huMRP1 GCCTTCGCTGAGTTCCTGCGTACCTATGCCAGCACAGAGCAGGAGCAGGATGCAGAGGAGAACGGGGTCACGGGCGTCAG 2856

chMrpl  GCCTTCGCCGAGTTCCTGCGCACCTATGCCAGTGCTGAGCAGGACCTGGCCTCAGAGGATAACAGT-——————-- GTCAG 111
KKk KkKkKk KAk KAk khkk Khkkk KAk k kKA kKKK Kk kKKK AkKkKkKk K* kK * kK kKK **x  k * Kk Kk kK

mMrpl TGGTTCAGGGAAGGAGTCAAAGCCGGTGGAAAATGGGATGCTGGTGACAGACACCGTAGGAAAGCACCTGCAGAGGCATC 2731

rMrpl TGGTTTAGGGAAGGAGTCAAAGCCGGTGGAAAATGGGATACTGGTGACAGACGCAGTAGGGAAGCCCCTGCAGAGGCATC 2782

huMRP1 CGGTCCAGGGAAGGAAGCAAAGCAAATGGAGAATGGCATGCTGGTGACGGACAGTGCAGGGAAGCAACTGCAGAGACAGC 2936
chMrpl TGGTTCTGGGAAGGAGTCAAAGCCAGTGGAGAATGGATTGCTGGTGACAG———-—-—— TGGGGAAATACCCTCAGAGGCATC 185

* * x * ok Kk Kk kK kK * Kk ok ok ok k *kkk  kkkkk * kkkkkkkk Kk *k kK * *kkkkk kk Kk
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mMrpl
rMrpl
huMRP1
chMrpl

mMrpl
rMrpl
huMRP1
chMrpl

mMrpl
rMrpl
huMRP1
chMrpl

mMrpl
rMrpl
huMRP1
chMrpl

mMrpl
rMrpl
huMRP1
chMrpl

mMrpl
rMrpl
huMRP1
chMrpl

mMrpl
rMrpl
huMRP1
chMrpl

Abb. 31:

TCAGCAACTCGTCTTCCCACAGTGGGGATACCAGCCAGCAACACAGCAGCATAGCCGAACTGCAGAAGGCTGGAGCTAAG
TCAGCAACTCTTCTTCCCACAGTGTGGTTACTAACCAGCAGCACAGCAGCACAGCCGAGCTGCAGAAGTCTGGAGTTAAG
TCAGCAGCTCCTCCTCCTATAGTGGGGACATCAGCAGGCACCACAACAGCACCGCAGAACTGCAGAAAGCTGAGGCCAAG
TCAGCAGCTCTTCTTCCCACAGTGGGGATGCTGGCCAGCAACACAGCAGCACAGCTGAACTGCAGAAGGCTGGCGCCAAG

kkkkhkk Kkhkk Kkk Kkkk Kk Kkkkk Kk * Kdkk kkkk  kxokk ok *k kk kkkokkokkk * %k * * * k *

-—--GAGGAGACGTGGAAGCTAATGGAAGCAGACAAGGCCCAGACAGGGCAGGTGCAGCTGTCAGTGTACTGGAACTACAT
--—-GAGGAGACTTGGAAGCTGATGGAAGCAGACAAGGCCCAGACAGGGCAGGTGAAGCTTTCCGTGTACTGGAACTACAT
AAGGAGGAGACCTGGAAGCTGATGGAGGCTGACAAGGCGCAGACAGGGCAGGTCAAGCTTTCCGTGTACTGGGACTACAT
—-—-—-GAGAAGGCCTGGAAGCTGATGGAAGTGGACAAGGCACAGACAGGGCAGGTGCAACTGTCAGTGTACTGGGACTACAT

kkk kK Kk Kkhkkkhkkhkk KkAkkkk K khkhkKkhkkhkk KAk Ak Ak AKX Ak xkK** Kk kK KKk kkkkkAkhkkhkk KAk kK AkKkK

GAAGGCCATTGGCCTCTTCATCACCTTCTTGAGTATCTTCCTTTTCCTGTGCAACCATGTATCTGCACTGGCCTCTAACT
GAAGGCCATTGGCCTCTGCATCTCCTTCTTGAGTATCTTCCTTTTCCTGTGCAATCATGTATCTGCACTGGCTTCTAACT
GAAGGCCATCGGACTCTTCATCTCCTTCCTCAGCATCTTCCTTTTCATGTGTAACCATGTGTCCGCGCTGGCTTCCAACT
GAAGGCCATTGGCCTCTTCATCACCTTCTTGAGTATCTTTCTCTTCCTATGCAACCACGTGTCTGCCCTGGCCTCCAATT

KAKKAKKAKAKAAK KKk K hkkk K hkkk K hkkkk * Kk K kkkk *k k) k*k Kk kk kk kk kk kk kk K hkkkk **k K%k *

ATTGGCTGAGCCTCTGGACAGATGACCCCCCTGTTGTCAATGGGACTCAGGCGAACAGGAATTTTCGGCTGAGTGTCTAT
ATTGGCTGAGTCTCTGGACAGATGACCGCCCTGCTGTCAATGGGACTCAGGAGAACAGGAATTTTCGACTAAGTGTCTAT
ATTGGCTCAGCCTCTGGACTGATGAC-—--CCCATCGTCAACGGGACTCAGGAGCACACGAAAGTCCGGCTGAGCGTCTAT
ACTGGCTGAGCCTCTGGACAGATGACCACCCCACTGTGAATGGGACTCAGGAGCACAGGACGTACCGACTGAGTGTCTAT

* Ak kkk kk Ak hkhkkkkk Kk kkkKk * * Kk Ak Ak hkkkhkkkkk Kk Kkkk k% *k kK kK kkkk kK

GGGGCCTTGGGCATCTTGCAAGGTGCAGCAATATTTGGCTACTCCATGGCTGTGTCCATCGGGGGCATCTTTGCCTCCCG
GGGGCCTTGGGCATCTTGCAAGGTGTGGCAGTATTTGGCTATTCCATGGCTGTGTCCATTGGGGGCATCTTTGCCTCCCG
GGAGCCCTGGGCATTTCACAAGGGATCGCCGTGTTTGGCTACTCCATGGCCGTGTCCATCGGGGGGATCTTGGCTTCCCG
GGGGCCTTGGGCATCTTGCAAGGCGTGTCAGTATTCGGCTACTCCATGGCTGTGTCCATCGGGGGCATCTTTGCCTCCCG

*k kkk kkkkkkk Kk * k k k k * Kk kk kkkkk kkkkkkkk kkkkkkkk kkkkk kkkkk kk kkkkk

Mrplrev4

TCGCTTGCACCTGGACCTGCTATACAATGTTCTTCGATCACCCATGAGTTTCTTCGAGCGTACACCCAGTGGGAACCTAG
TCGCCTGCACCTAGACCTGCTACAGAATGTCCTGCGATCACCCATGAGTTTCTTTGAGCGTACACCCAGTGGGAACCTAG
CTGTCTGCACGTGGACCTGCTGCACAGCATCCTGCGGTCACCCATGAGCTTCTTTGAGCGGACCCCCAGTGGGAACCTGG
TCACCTGCACCTAGACCTGCTGCGCAATGTCCTGCGCTCGCCCATGAGCTTCTTTGAGCGTACACCCAGCGGGAACCTAG

KkKkKkKkk Kk KAk kkKkkK * Kk kK kK Ak AAkKAAAAAKA KAAhkAkAkKk KAhkhkhkk KAk Kkhkkkk KkhkkhkkkKkKk ¥

Mrplrev5

TGAACCGATTCTCCAAGGAGCTGGACACAGTGGACTCCATGATCCCGCAGGTCATCAAGA 3268
TGAACCGATTCTCCAAGGAGTTGGACACAGTGGACTCCATGATCCCGCAGGTCATCAAGA 3319
TGAACCGCTTCTCCAAGGAGCTGGACACAGTGGACTCCATGATCCCGGAGGTCATCAAGA 3473
TGAACCGCTTCTCCAAGGAGC - === === === === == —mmmmmm oo oo oo 683

R R I R R

Mrplrev3

2811
2862
3016
265

2888
2939
3096
342

2968
3019
3176
422

3048
3099
3253
502

3128
3179
3333
582

3208
3259
3413
662

Vergleich der ermittelten Hamster-Mrpl-cDNA-Sequenz (ch) mit Sequenzgegen-
Uberstellung fur MRP1/Mrpl-Teilsequenzen in Mensch (hu), Maus (m), Ratte (r).
Die ausgewahlten Mrpl-cDNA-Sequenzen, die als Sonden zum Nachweis spezifischer
Mrpl-mRNA von V79-Zellen (Hamster) im Northern Blot eingesetzt wurden, sind hier
blau markiert (s.3.11.3.), die ausgewahlten cDNA-Primer mit einem hohen Grad an
Homologie der entsprechrenden MRP1/Mrpl-cDNA-Bereiche von Maus (m), Ratte (r)

und Mensch (hu) gelb markiert (s. 3.7.3.).

103



Ergebnisse

4.8 Auswahl der Hybridisierungs-Oligonukleotid-Sonden aus
kloniertem Mrp2-cDNA-Fragment des Hamsters

Fur die Ermittlung der exakten Sequenz der klonierten Mrp2-cDNA-Fragmente wurden
ebenfalls cDNA inserts, die sich von mRNA aus zwei unabhangigen Zell-Klonen mit hoher
nachgewiesener Arsenit-Resistenz (K6 u. K9) bzw. aus nicht Arsenit-resistenten Zellen
(V79) ableiteten, sequenziert. Die Mrp2-cDNA-Sequenz des Hamsters wurde unter der
Zugangsnummer (accession no.) AJ504426 in der Genbank EMBL abgelegt. Im hinteren
Sequenzbereich des erhaltenen 560 bp langen Mrp2-PCR-Produkts des Hamsters konnten
zwei Mrp2-cDNA-Sonden mit einem ausgewogenen Basenanteil von Guanin und Cytosin
ausgewahlt  werden (s. Abb.32), die nach Prufung mittels BLASTN
(http://www.nbci.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/nph-newblast) hinsichtlich ihrer Sequenz-
Spezifitat als Oligonukleotid-Hybridisierungssonden fiir den Nachweis von Mrp2-mRNA des
Hamsters geeignet waren (Mrp2rev5, Mrp2rev4). Sie wurden als Hybridisierungssonden
zum Nachweis spezifischer Mrp2-mRNA von V79-Zellen (Hamster) im Nothern Blot

eingesetzt (s. 3.11.4). Es lieR sich jedoch mit diesen Sonden kein Signal nachweisen.

Mrp2forl
mmrp2 GAAGGTCGGTGTGGTGGGCAGGACCGGAGCTGGAAAATCATCCCTCACAAACTGCCTCTTCAGAATCTTAGAGTCTGCAG 4057
rmrp2 GAAGGTCGGCGTAGTGGGCAGGACTGGGGCTGGGAAATCATCCCTCACAAACTGCCTCTTCAGAATCTTAGAGTCTGCGG 4086

huMRP2 GAAGATTGGTGTGGTGGGCAGGACAGGAGCTGGARAGTCATCCCTCACAAACTGCCTCTTCAGAATCTTAGAGGCTGCCG 4100
chmrp2  -—-—--—--——-—-——- - ATCTTAGAGTCCGCGG 16

KAkXkAkXkKkKAkKkKX Kk Kk Kk

mmrp2 GTGGCCAGATCATCATTGATGGGATTGATATTGCCTCCATTGGACTGCACGACCTTCGAGGGAGACTGACCATCATTCCC 4137
rmrp2 GGGGCCAGATCATCATTGATGGGATAGATGTTGCCTCCATTGGACTGCACGACCTTCGAGAGAGGCTGACCATCATTCCC 4166
humrp?2 GTGGTCAGATTATCATTGATGGAGTAGATATTGCTTCCATTGGGCTCCACGACCTCCGAGAGAAGCTGACCATCATCCCC 4180
chmrp2 GTGGCCAGATCATCATTGACGGGATCGATATTGCTTCCGTTGGACTGCACGACCTTCGAGGGAAACTGACCATCATCCCC 96

*k kK Kk kkKk KAk kkKkKkKk KK Kk kkKk KAk kKk KAkk Kkhkkk kK KAk khkhkkk Kkhkkk kK KAk KkAkKk Kk kK KK Kk*k

Mrp2rev5
mmrp2 CAGGACCCCATTTTGTTCTCTGGGAATCTGAGGATGAATCTCGACCCTTTCAACAAATACTCGGATGAGGAGATCTGGAG 4217
rmrp2 CAGGACCCCATTTTGTTCTCGGGGAGTCTGAGGATGAATCTCGACCCTTTCAACAAATATTCAGATGAGGAGGTTTGGAG 4246

humrp?2 CAGGACCCCATCCTGTTCTCTGGAAGCCTGAGGATGAATCTCGACCCTTTCAACAACTACTCAGATGAGGAGATTTGGAA 4260
chmrp2 CAGGACCCCATCCTGTTCTCTGGGAGCCTGAGGATGAATCTAGACCCTTTCAACAARATACTCGGATGAGGAGGTTTGGAA 176

Kk Kk ok k ok ok ok kKK R S S KA KA A A A A A A A A A, Ak Ak A A A A A A A A A Ak *kk Kk *,hkhkhkhkhkhkkkx * *k*x%

mmrp2 GGCCCTGGAATTGGCTCATCTCAAATCCTTTGTGGCTGGCCTGCAACTTGGGTTGCTCCATGAAGTGACAGAGGGCGGTG 4297
rmrp2 GGCCCTGGAGTTGGCTCACCTCAGATCCTTTGTGTCTGGCCTACAGCTTGGGTTGTTATCCGAAGTGACAGAGGGTGGTG 4326
humrp?2 GGCCTTGGAGCTGGCTCACCTCAAGTCTTTTGTGGCCAGCCTGCAACTTGGGTTATCCCACGAAGTGACAGAGGCTGGTG 4340
chmrp2 GGCCCTGGAACTGGCTCATCTCAAATCCTTTGTGGATGGCTTGCAACTCGGGTTGTACCATGAAGTGACAGAGGGTGGCTG 256

* kKK Kk kK Kk kK Kk kKK Kk kK Kk Kk Kk Kk kK *k Kk kk kk Kkkkkk *khkhkhkkkkkkkkkk * k k%
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mmrp2
rmrp2
huMRP2
chMrp2

mMrp2
rMrp2
huMRP2
chMrp2

mMrp2
rMrp2
huMRP2
chMrp2

mMrp2
rMrp2
huMRP2
chMrp2

mMrp2
rMrp2
huMRP2
chMrp2

Abb. 32:

Mrp2revé

ACAACCTGAGCATAGGGCAGAGGCAGCTCCTATGCCTGGGTAGGGCTGTGCTTCGAAAATCCAAAATCCTGGTCCTGGAT 4377
ACAACCTGAGCATAGGGCAGAGGCAGCTCCTATGCCTGGGCAGGGCTGTGCTTCGAAAATCCAAAATCCTGGTCCTGGAT 4406
GCAACCTGAGCATAGGCCAGAGGCAGCTGCTGTGCCTGGGCAGGGCTCTGCTTCGGAAATCCAAGATCCTGGTCCTGGAT 4420
ACAACCTGAGCATAGGGCAGAGGCAGCTCCTGTGCCTGGGCAGGGCTCTGCTTCTAAAATCTAAAATCCTGATCCTGGAT 336

AKX A AKX A A A A A, A Ak A A A A A Ak, *kk hkhkkhkkkhkkhkk *kkkkk *kkkk% K*khkkkk kk Kkkhkkhkkhkkhk K*khkkhkkhkkkk*k

GAAGCCACAGCCGCAGTGGATCTAGAGACGGATAGCCTCATTCAGACGACCATCCGGAACGAGTTCTCCCAGTGCACGGT 4457
GAAGCCACGGCTGCAGTGGATCTCGAGACGGATAGCCTCATTCAGACGACCATCCGAAAGGAGTTCTCCCAGTGCACGGT 4486
GAGGCCACTGCTGCGGTGGATCTAGAGACAGACAACCTCATTCAGACGACCATCCAAAACGAGTTCGCCCACTGCACAGT 4500
GAGGCTACAGCTGCTGTGGATCTGGGGACAGACAGCCTTATTCAGACGACCATCCGGAATGAGTTCTCCAACTGCACAGT 416

Kk Kk Ak Ak kK AhkAkAkAkAkAkKk k kkk kK Kk Kkhkk Kkhkhkhkhkhkhkhkhkhk Ak Ak kKKK kK Ak kkkk kK K* Kkhkkkk K%k

CATCACTATCGCGCACAGGCTGCACACCATCATGGACAGTGACAAGATAATGGTCCTAGACAGCGGCAAGATTGTTGAAT 4537
CATCACCATCGCTCACAGGCTGCACACCATCATGGACAGTGACAAGATAATGGTCCTAGACAACGGGAAGATTGTCGAGT 4566
GATCACCATCGCCCACAGGCTGCACACCATCATGGACAGTGACAAGGTAATGGTCCTAGACAACGGGAAGATTATAGAGT 4580
CATCACCATCGCCCACAGGCTGCACACCATCATGGACAGTGACAAGATAATGGTCCTAGACAGTGGGAAGATTGTGGAAT 496

KAKKAK KAAKAAK KAAKAKAKAKAKAAAAAAAAKAAAAAAA AR A A AR A, A, Ak kA kA kA kA kA kA A A A, kK Kk kkkkkKk Kk Kk K

Mrp2rev3
ACGGCAGTCCTGAAGAACTGCTGTCCAATATGGGTCCCTTCTACTTGATGGCCAAGGAAGCCGGCATTGAAAGTGTGAAC 4617

ATGGCAGTCCTGAAGAACTGCTGTCCAACAGAGGTTCCTTCTATCTGATGGCCAAGGAAGCCGGCATTGAAAATGTGAAT 4646
GCGGCAGCCCTGAAGAACTGCTACAAATCCCTGGACCCTTTTACTTTATGGCTAAGGAAGCTGGCATTGAGAATGTGAAC 4660

ACGGCAGTCCTGAGGAACTGATGTCCAAAACAGGTCCCTTTTATTTGATGGCCAAGGAAGCCCG-——————————————— 576
*hkkkk KAk kk kkkkkk K * Kk kkxk kK Kk okkkkk kxrkAkkkKk K
CACACGGAGCTCTAG----- 4632

CACACAGAGCTCTAGCAGCT 4666
AGCACAAAATTCTAGCAGAA 4680

Vergleich  der  ermittelten  Hamster-Mrp2-cDNA-Sequenzen  (ch)  mit
Sequenzgegenuberstellung fur MRP2/Mrp2-Teilsequenzen in Mensch (hu), Maus
(m), Ratte (r). Die ausgewahlten Mrp2-cDNA-Sequenzen, die als Sonden zum Nachweis
spezifischer Mrp2-mRNA von V79-Zellen (Hamster) im Northern Blot eingesetzt
wurden, sind hier blau markiert (s. 3.11.4), die ausgewéhlten cDNA-Primer mit einem
hohen Grad an Homologie der entsprechrenden Mrp2-cDNA-Bereiche von Maus (m),
Ratte (r) und Mensch (hu) gelb markiert (s. 3.7.4).
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4.9 Untersuchung der relativen Mrpl-mRNA-Expression in
kultivierten V79-Zellen und daraus selektierten Klonen in
Anwesenheit von Arsenit (As") oder Dimethylarsonsaure
(DMAY)

Im Folgenden werden die Ergebnisse der im Northern-Blot nachgewiesenen Mrpl-mRNA-

Signale der untersuchten VV79-Zellen (V79, K) und daraus selektierten Klone (K4, K6, K7,

K8, K9) dargestellt.

In den Kapiteln 4.9.1 bis 4.9.6 (Abb. 33 bis 38) wurde die Induktion der Mrpl-RNA-

Expression [%] der selektierten VV-79-Zellen unter dem EinfluR der VVorinkubation mit Arsenit

(As"") bzw. Dimethylarsonsaure (DMAY) untersucht. Die einzelnen \/79-Zellen erhielten, wie

auf S.88 bereits beschrieben, jeweils eine bestimmte Vorbehandlung (s. S. 88, Kapitel 4). In

den Diagrammen wurde die relative Mrpl-mRNA-Expression [%], der unklonierten V79-

Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (V79), der unklonierten fur 6 Wochen mit Arsenit

vorbehandelten V-79-Zellen (K) und die der selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone (K4,

K6, K7, K8, K9) dargestelit.

Zur Ermittlung der Mrpl-mRNA-Signalintensitaten des Hamsters (chMrpl) konnten mittels

Vergleich der bekannten MRP1/Mrpl-Sequenzen von Mensch (huMRP1), Maus (mMrpl)

und Ratte (rMrpl) 2 genspezifische Mrpl-Hybridisierungssonden ermittelt und eingesetzt

werden: Mrplrev4 und Mrplrev5 (s. Kapitel 4.4 und 4.7). Beide Sonden wurden
unterschiedlich fir den Mrpl-mRNA-Nachweis eingesetzt. Mrplrev4 wurde in den

Versuchen 4.9.1, 4.9.2 und 4.9.5. verwendet. Der Mrpl-mRNA-Nachweis mittels Mrplrevs-

Sonde wurde in den Versuchen 4.9.3, 4.9.4 sowie 4.9.6 durchgefuhrt. Die jeweilig eingesetzte

c-DNA-Sonde wurde in den Versuchsuberschriften angegeben.

Fur den Mrp2-mRNA-Nachweis des Hamsters (chMrp2) wurden ebenfalls genspezifische

Mrp2-cDNA-Sonden generiert und eingesetzt (s. Kapitel 4.5 und 4.8). Diese zeigten jedoch

mittels der ausgewahlten genspezifischen Mrp2-mRNA-Hybridisierungssonden (Mrp2revs

und Mrp2rev4) kein Signal im Northern Blot und wurden in den folgenden Darstellungen
nicht berlcksichtigt. Die nach Hybridisierung erhaltenen Signalintensitaten, die mittels der
genspezifischen Mrpl-Hybridisierungssonden Mrplrev4 bzw. Mrplrevb gemessen werden

konnten, wurden bezlglich der B-Aktin-Expression normalisiert. Die unklonierten fir 6

Wochen mit Arsenit vorbehandelten V-79-Zellen (K) wurden als Kontrollwert der relativen

MRNA-Expression in V79-Zellen verwendet und jeweils gleich 100% gesetzt. Die relative

Mrpl-mRNA-Expression der V79-Klone (K4, K6, K7, K8 und K9) wurde prozentual

bezogen auf diesen Wert dargestellt (s. Kapitel 4.9.1 bis 4.9.6).
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491

Abb. 33:

Ermittlung der Mrpl-mRNA-Expression mittels Mrplrev4-Sonde:
V79-Zellen und nach As''-Inkubation selektierte Klone mit 4-tagiger
As"'-Kultivierung vor der RNA-Isolierung

1050

900 -

750 A

600 A

450 A

300 -

150 A

relative Mrp1l-mRNA-Expression [%)]

V79 K K4 K6 K7 K8 K9

4 Tage As"-Inkubation

Diagramm: Die relative Mrpl-mRNA-Expression [%] von V79-Zellen nach einer 4-
tagigen Zellkultur mit As"' (V79) im Vergleich zu VV79-Zellen (K) und daraus selektierten
Klonen (K, K4, K6, K7, K8, K9). Die Arsenit-Konzentration betrug 10 uM wéhrend der
Kultivierung. Die nach Hybridisierung mit der Mrpl-genspezifischen Sonde des
Hamsters Mrplrev4 erhaltenen Signalintensitaten wurden beziglich der RB-Aktin-
Expression normalisiert und die Kontrollwerte K wurden jeweils gleich 100% gesetzt.

V79 K K4 K6 K7 K8 K9
6,8 kb—* 2 #‘. o 8 | <— Mrplreva

<— 28S

48 kb~

1,9 kb—* <—18S

Blotbild: Northern Blot Analyse. Die Bindung radioaktiver Sonden wurde mit Hilfe
eines Imaging Systems sichtbar gemacht (s. Kapitel 3.11.5).

Der 3-Aktin- bzw. Mrpl-mRNA-Nachweis erfolgte mittels Hybridisierung ausgewahlter
genspezifischer Oligonukleotidsonden fur Mrpl (s. Abb. 31). Die erste Hybridisierung
wurde mit Mrplrev4 durchgefihrt, anschlieRend erfolgte eine Rehybridisierung mit einer
B-Aktin-mRNA  spezifischen  Sonde. Als Beladungskontrolle  diente  die
Ethidiumbromidfarbung von 18S und 28S rRNA, sowie die B-Aktin-mRNA-Expression
als MRNA-Kontrolle. Je Wert wurden 25 ug Gesamt -RNA eingesetzt.
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In Versuch 4.9.1 wurde die relative Mrpl-mRNA Expression [%] von VV79-Zellen (V79, K)
und daraus selektierten Klonen (K4, K6, K7, K8, K9) nach einer 4-tagigen As"'-Inkubation
untersucht. Bei den aufgefihrten V79-Zellen K, K4, K6, K7, K8, K9 handelt es sich um
bereits vorbehandelte Zellen. Die selektierten Arsenit-resistenten V79 Klone (K4, K6, K7,
K8, K9) wurden 8 Wochen vor der Klonierung sowie 6 Wochen nach der Klonierung mit
10 uM Arsenit kultiviert. Sie wurden vor der Durchfiihrung der RNA-Isolierung wie alle in
diesem Versuch aufgefuhrten V79-Zellen (V79, K, K4, K6, K7, K8, K9) 4 Tage in
Anwesenheit von 10 uM Arsenit kultiviert (siehe S.88, Kapitel 4).

Die Northern-Blot-Analyse zeigte bei den 4 Tage mit Arsenit behandelten VV79-Zellen (V79)
keine nachweisbare Mrpl-mRNA-Expression.

Die nicht klonierten V79-Zellen (K), die eine 6 wochige Arsenit-Inkubation vor mRNA-
Isolierung erhalten hatten, wurden im Vergleich zu den 4-tdgig mit Arsenit behandelten VV79-
Zellen (V79) dargestellt, um die Induzierbarkeit einer Arsenit-Resistenz nach Arsenit-
Exposition und die Beeinflussung auf die Mrpl-mRNA-Expression nach Arsenit-Exposition
zu prifen.

Die unklonierten fur 6 Wochen mit 10 uM Arsenit vorbehandelten V-79-Zellen (K) wurden
als Kontrollwert der relativen mRNA-Expression in VV79-Zellen verwendet, jeweils gleich
100% gesetzt und die dazu berechnete relative Mrp1-mRNA-Expression der V79-Klone (K4,
K6, K7, K8 und K9) graphisch dargestellt.

Der Mrpl-mRNA-Nachweis wurde mittels der ausgewéhlten genspezifischen
Oligonukleotidsonde Mrplrev4 (s.Tab. 5) durchgefiihrt. Die selektierten V79-Klone (K4,
K6, K7, K8, K9) zeigten in diesem Versuch alle hohere Mrpl-mRNA-Gehalte im Vergleich
zu den nicht klonierten VV79-Zellen (K). Eine hohere Expression der Mrpl- mRNA des Klons
K8 gegenuber den Kontrollzellen (K) wurde nur in diesem Versuchsansatz (4.9.1) festgestellt.
In allen folgenden Versuchsprotokollen war die Expression im Klon 8 erniedrigt
(Beschreibung siehe weiter unten).

In diesem Versuch waren bei dem Klon K8 um den Faktor 3,2 erhdhte Gehalte der Mrpl-
MRNA nachweisbar. Bei den Klonen K9 und K6 lagen um die Faktoren 4,3 bzw. 4,6 erhohte
relative Mrpl-mRNA-Gehalte vor. Die hdchsten Mrpl-mRNA-Gehalte konnten bei den
Klonen K4 und K7 mit einer Erhdhung um den Faktor 6,3 bzw. 9,2 nachgewiesen werden.
Bei den V79-Klonen K4 und K7 lieB sich bereits im Neutralrot-Assay eine starke Arsenit-
und Cisplatin-Resistenz (s. Kapitel 4.1 und 4.2) ermitteln, was einen potentiellen
Zusammenhang mit der Erhéhung der nachgewiesenen relativen Mrpl-mRNA-Expression

dieser V-79 Klone darstellen kdnnte.
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Andererseits konnte bei dem V79-Klon K8 eine eher niedrige Mrpl-mRNA-Expression im
Vergleich zu den anderen V79-Klonen festgestellt werden, obwohl sich dieser V79-Klon im
Neutralrot-Assay mit einer ausgepragten Arsenit-Resistenz darstellte. Dies kann darauf
hinweisen, dass den verschiedenen Arsen-Resistenzen weitere Mechanismen als nur der des
Mrpl-Transporter zugrunde liegen.
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4.9.2

Abb. 34:

Ermittlung der Mrpl-mRNA-Expression mittels Mrplrev4-Sonde:
V79-Zellen und nach As"'-Inkubation selektierte Klone ohne As''-
Kultivierung bis zur RNA-Isolierung
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Diagramm: Die relative Mrpl-mRNA-Expression [%] von V79-Zellen nach einer 4-
tagigen Zellkultur ohne Substanzkontakt (V79) im Vergleich zu den vorinkubierten V79-
Zellen (K) und daraus selektierten Klonen (K4, K6, K7, K8, K9). Die nach
Hybridisierung mit der genspezifischen Mrpl-Sonde des Hamsters Mrplrev4 erhaltenen
Signalintensitdten wurden beziliglich der [-Aktin-Expression normalisiert und die
Kontrollwerte K wurden jeweils gleich 100% gesetzt

V79 K K4 K6 K7 K8 K9

- izsi g - - Mrlrevd
B &3 & 0 & 6o @ - °-Aktin

1.9kb — <— 18S

Blotbild: Northern Blot Analyse. Die Bindung radioaktiver Sonden wurde mit Hilfe
eines Imaging Systems sichtbar gemacht (s.Kapitel 3.11.5).

6,8kb —

Der 3-Aktin- bzw. Mrpl-mRNA-Nachweis erfolgte mittels Hybridisierung ausgewéhlter
genspezifischer Oligonukleotidsonden fir Mrpl (s. Abb. 31). Die erste Hybridisierung
wurde mit Mrplrev4 durchgefihrt, anschlielend erfolgte eine Rehybridisierung mit einer
B-Aktin-mRNA  spezifischen  Sonde. Als  Beladungskontrolle  diente  die
Ethidiumbromidfarbung von 18S und 28S rRNA, sowie die B-Aktin-mRNA-Expression
als mRNA-Kontrolle. Je Wert wurden 25 ng Gesamt-RNA eingesetzt.
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Die Besonderheit des Versuches 4.9.2 besteht in der Ermittlung der relativen Mrpl-mRNA
Expression [%] der V79-Zellen und der daraus selektierten Klone nach einer 4-tdgigen
Kultivierung ohne Arsenit. Diese Arsenit-freie Phase bezieht sich lediglich auf den Zeitraum
der Kultivierung vor der RNA-Isolierung. Alle aufgefiihrten V79-Zellen (K, K4, K6, K7, K8,
K9) hatten vor der Kultivierung wie in der einleitenden Beschreibung dargestellt (siehe S. 88,
Kapitel 4), jeweils eine Vorbehandlung mit Arsenit erhalten.

Die Northern-Blot-Analyse erlaubte in diesem Fall bei den komplett auch in der
Vorbehandlung nicht mit Arsenit behandelten VV79-Zellen (V79) einen Nachweis der Mrp1-
MRNA-Expression von 40% bezogen auf die Kontrollzellen (K). Die mRNA-Expression der
nicht klonierten VV79-Zellen (K), die eine 6 wochige As''-Inkubation vor RNA-Isolierung
erhalten hatten, wurde erneut auf 100% gesetzt und die dazu berechnete relative Mrpl-
MRNA-Expression der V79-Klone (K4, K6, K7, K8 und K9) graphisch dargestellt.

Die selektierten V79 Klone (K4, K6, K7, K8, K9) wurden 8 Wochen vor der Klonierung

" kultiviert. Die Arsenit-Konzentration

sowie 6 Wochen nach der Klonierung mit 10 uM As
betrug konstant 10 uM wéhrend dieser Inkubation. Die vorbehandelten VV79-Klone wurden,
wie oben beschrieben, ebenfalls 4 Tage ohne Arsenit kultiviert, bevor die fir diesen Versuch
verwendete RNA isoliert wurde.

Der Mrpl-mRNA-Nachweis erfolgte mittels der ausgewahlten Oligonukleotidsonde
Mrplrev4 (s.Tab. 5). Die selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone K4, K6, K7 und K9
zeigten in dem Versuch 4.9.2 hohere Mrpl-mRNA-Gehalte im Vergleich zu den nicht
klonierten VV79-Zellen (K). K8 zeigte im Northern Blot eine Mrpl-mRNA-EXxpression von
60% und lag damit in seiner relativen mRNA-Expression niedriger als die nicht klonierten
V79-Zellen (K). Bei dem Klon K4 konnten um den Faktor 1,5 erhohte Mrpl-mRNA-Gehalte
nachgewiesen werden. Bei den V79-Klonen K6 und K9 lag eine Erhéhung der Mrp1l-mRNA-
Gehalte um den Faktor 2,9 bzw. 2,8 vor. Am deutlichsten zeigte sich in diesem Versuch eine
Erh6hung der Mrpl-mRNA-Gehalte bei K7 (um den Faktor 3,3).

Obwohl sich der V79-Klon K8 im Neutralrot-Assay mit einer ausgepragten Arsenit-Resistenz
dargestellt hatte, war in diesem Versuch eine niedrigere relative Mrpl-mRNA-Expression im
Vergleich zu den anderen V79-Klonen festgestellt worden.

Insgesamt l&sst sich also feststellen, dass sich nach 4-tétiger Inkubation in Abwesenheit von
Arsenit die Differenz zwischen der Mrpl-mRNA-Expressionshohe in Kontrollzellen (K)
gegenuber der Expressionshohe in den Zellklonen verminderte, also die Tendenz der

Angleichung der Expressionshéhen sich bemerkbar machte.
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4.9.3

Abb. 35:

Ermittlung der Mrpl-mRNA-Expression mittels Mrplrev5-Sonde:
V79-Zellen und nach As"'-Inkubation selektierte Klone ohne As''-
Kultivierung bis zur RNA-Isolierung
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4 Tage ohne As"

Diagramm: Die relative Mrpl-mRNA-Expression [%] von V79-Zellen nach einer 4-
tagigen Zellkultur ohne Substanzkontakt (V79) im Vergleich zu den vorinkubierten V79-
Zellen (K) und daraus selektierten Klonen (K4, K6, K7, K8, K9). Die nach
Hybridisierung mit der genspezifischen Mrpl-Sonde des Hamsters Mrplrev5 erhaltenen
Signalintensitdten wurden bezlglich der R-Aktin-Expression normalisiert und die
Kontrollwerte K wurden jeweils gleich 100% gesetzt.

V79 K K4 K6 K7 K8 K9
SOV P GG - C-Akn
«—28S
«—18S

<«— Mrplrevs

4,8 kb —
1,9 kb —

Blotbild: Northern Blot Analyse. Die Bindung radioaktiver Sonden wurde mit Hilfe
eines Imaging Systems sichtbar gemacht (s. Kapitel 3.11.5)

Der 3-Aktin- bzw. Mrpl-mRNA-Nachweis erfolgte mittels Hybridisierung ausgewahlter
genspezifischer Oligonukleotidsonden fur Mrpl (s. Abb. 31). Die erste Hybridisierung
wurde mit Mrplrev5s durchgefiihrt, anschlieRend erfolgte eine Rehybridisierung mit einer
B-Aktin-mRNA  spezifischen  Sonde. Als Beladungskontrolle  diente  die
Ethidiumbromidfarbung von 18S und 28S rRNA, sowie die R-Aktin-mRNA-Expression
als MRNA-Kontrolle. Je Wert wurden 25 ug Gesamt -RNA eingesetzt.
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Der gezeigte Versuch 4.9.3 in Abb. 35 unterscheidet sich nun in der ausgewahlten
genspezifischen Oligonukleotidsonde Mrplrev5 fur den Mrpl-mRNA-Expression-Nachweis
(s. Tab.8). Ansonsten entsprach der Versuchsaufbau in 4.9.3. dem in Versuch 4.9.2 (Abb.
34). Die V79-Zellen K, K4, K6, K7, K8, K9 erhielten vor der Kultivierung, wie in der
einleitenden Beschreibung dargestellt (siehe S. 88, Kapitel 4), jeweils Arsenit-
Vorbehandlung.

Alle aufgefuhrten V79-Zellen (V79, K, K4, K6, K7, K8, K9) wurden vor der Durchfuhrung
der RNA-Isolierung 4 Tage ohne Arsenit kultiviert.

Die Northern-Blot-Analyse erlaubte in diesem Versuch bei den V79-Zellen (V79) einen
Nachweis der Mrpl-mRNA-Expression in Hohe von 50%. Damit konnte erneut mittels der
genspezifischen Oligonukleotidsonde Mrplrevs, wie bereits in Versuch 4.9.2., bei den V79-
Zellen eine physiologische Mrpl-mRNA-Expression ohne vorherige Arsenit-Exposition
(V79) nachgewiesen werden.

Die nicht klonierten V79-Zellen (K), die eine 6 wochige Arsenit-Inkubation vor RNA-
Isolierung erhielten, wurden erneut gleich 100% gesetzt und die dazu berechnete relative
Mrpl-mRNA-Expression der V79-Klone (K4, K6, K7, K8 und K9) graphisch dargestellt. Die
selektierten V79 Klone (K4, K6, K7, K8, K9) wurden 8 Wochen vor der Klonierung sowie 6
Wochen nach der Klonierung mit 10 uM Arsenit kuliviert. Die selektierten Arsenit-resistenten
V79-Klone K4, K6, K7 und K9 zeigten hthere Mrpl-mRNA-Gehalte im Vergleich zu den
nicht klonierten VV79-Zellen (K). K8 zeigte im Northern Blot eine Mrpl-mRNA-Expression
von 90% und lag in seiner relativen mRNA-Expression etwa auf dem Niveau der nicht
klonierten VV79-Zellen (K). Bei dem Klon K4 konnten um den Faktor 1,6 erhéhte Gehalte der
Mrpl-mRNA nachgewiesen werden. Bei den Klonen K6, K7 und K9 lagen um die Faktoren
2,9 bzw. 3 erhéhte Mrp1-mRNA-Gehalte vor.

Trotz Einsatz verschiedener Oligonukleotidsonden (Mrprev4d bzw. Mrplrevs) ist eine
Parallelitat der Ergebnisse zu Versuch 4.9.2 zu beobachten, was fiir die Sequenz-Spezifitét der
verwendeten Sonden beziglich des Mrpl-Gens des Hamsters spricht, und den jeweiligen
Nachweis der Mrp1-mRNA-Expression bestétigt.

Hinsichtlich dieser Ergebnisse soll darauf hingewiesen werden, dass sich bereits bei den VV79-
Klonen K7 und K9 im Neutralrot-Assay eine ausgepragte Arsenit- und Cisplatin-Resistenz (s.
Kap 4.1 und 4.2) ermitteln lieB und dass dieses im potentiellen Zusammenhang mit der
Erh6hung der nachgewiesenen relativen Mrpl-mRNA-Expression dieser V-79 Klone stehen
konnte. Bei dem V79-Klon K8 wurde eine gegeniiber der Kontrolle (K) erniedrigte Mrpl-

MRNA-Expression nachgewiesen, obwohl sich der V79-Klon K8 im Neutralrot-Assay als
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Arsenit-resistent darstellte. Bei dem VV79-Klon K6 konnten in diesem Versuch um den Faktor
3 erhéhte Mrpl-mRNA-Gehalte nachgewiesen werden, obwohl dieser beziiglich der
nachgewiesenen Resistenzen im Neutralrot-Assay eher eine geringe ausgepragte Resistenz
zeigte. Somit lasst sich auch nach diesem Ergebnis vermuten, dass den verschiedenen Arsen-
Resistenzen weitere Mechanismen als nur der des hier untersuchten Mrpl-Transporters

zugrunde liegen.
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4.9.4

Abb. 36:

Ermittlung der Mrpl-mRNA-Expression mittels Mrplrev5-Sonde:
V79-Zellen (K) und selektierte Klone nach 4-wochiger DMAY-
Inkubation und anschlieRender 4-tagiger Kultivierung ohne DMAY vor
RNA-Isolierung
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Diagramm Die relative Mrpl-mRNA-Expression [%] von V79-Zellen nach einer 4-
tagigen Zellkultur ohne Substanz (V79) im Vergleich zu V79-Zellen nach 4-wdchiger
DMAV-Inkubation (K, K4, K6, K7, K8, K9) vor RNA-Isolierung. Die nach
Hybridisierung mit der genspezifischen Mrpl-Sonde des Hamsters Mrplrev5 erhaltenen
Signalintensitdten wurden beziiglich der R-Aktin-Expression normalisiert und die
Kontrollwerte K wurden jeweils gleich 100% gesetzt.

V79 K K4 K6 K7 K8 K9
4,8 kb— < 28S

1,9 kb—» <— 18S

Blotbild: Northern Blot Analyse. Die Bindung radioaktiver Sonden wurde mit Hilfe
eines Imaging Systems sichtbar gemacht (s. 3.11.5)

Der 3-Aktin- bzw. Mrpl-mRNA-Nachweis erfolgte mittels Hybridisierung ausgewéhlter
genspezifischer Oligonukleotidsonden fir Mrpl (s. Abb. 31). Die erste Hybridisierung
wurde mit Mrplrev5 durchgefiihrt, anschlielend erfolgte eine Rehybridisierung mit einer
B-Aktin-mRNA  spezifischen  Sonde. Als  Beladungskontrolle  diente die
Ethidiumbromidfarbung von 18S und 28S rRNA, sowie die 3-Aktin-mRNA-Expression
als mMRNA-Kontrolle. Je Wert wurden 25 ng Gesamt -RNA eingesetzt.
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In dem Versuch 4.9.4 wurde ein neuer Ansatz zur Untersuchung der Arsenit-Resistenz in
V79-Zellen unternommen. Dimethylarsonsaure (DMAY) entsteht als ein Produkt wahrend der
Arsenitmetabolisierung. In diesem Versuch sollte die Arsen-Resistenz und die damit
vermutete Regulierung der Mrpl-mRNA-Expression der klonierten VV79-Zellen unter einer
DMAV-Inkubation untersucht werden.

Der Versuch 4.9.4 basiert auf den Vermutungen, DMAVY besaBe als ein relevantes
metabolisches Ausscheidungsprodukt potentielle koordinative Wirkungen auf die Mrpl-
MRNA-Expression bei Klonierten Arsenit-resistenten V79-Zellen (K4, K6, K7, K8 und K9)
sowie nicht klonierten VV79-Zellen (V79, K).

Alle aufgefiihrten V79-Zellen (K, K4, K6, K7, K8, K9) erhielten eine Arsenit-
Vorbehandlung, die in der einleitenden Beschreibung dargestellt wurde (siehe Kapitel 4). Die
nicht klonierten VV79-Zellen (K) erhielten eine 4 Wéchige Inkubation mit 10 pM DMAY. Die
selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone (K4, K6, K7, K8, K9) wurden 8 Wochen vor der
Klonierung mit 10 uM Arsenit sowie 4 Wochen nach der Klonierung mit 10 uM DMAY
kultiviert.

Schliellich wurden alle oben beschriebenen V79-Zellen (V79, K, K4, K6, K7, K8, K9) 4
Tage ohne toxische Substanz kultiviert, bevor die RNA-Isolierung durchgefihrt wurde. Die
Mrp1l-mRNA-Expression der nicht klonierten VV79-Zellen (K), die eine 4-wéchige DMAY-
Inkubation vor dem Versuch erhalten hatten, wurden erneut gleich 100% gesetzt und die dazu
berechnete relative Mrpl-mRNA-Expression der V79-Klone (K4, K6, K7, K8 und K9)
graphisch dargestellt.

Der Mrpl-mRNA-Nachweis erfolgte mittels der ausgewéhlten genspezifischen
Oligonukleotidsonde Mrplrevs (s.Tab. 8). Die 4-tdgig ohne Substanz behandelten V79-
Zellen (V79) zeigten in diesem Versuch einen Nachweis der Mrpl-mRNA-Expression von
90% gegeniiber den Kontrollzellen (K) und lagen somit in ihrer relativen mRNA-Expression
etwa auf dem Niveau der nicht klonierten V79-Zellen (K).

Die Arsenit-resistenten V79-Klone K4, K6, K7 und K9 zeigten héhere Mrpl-mRNA-Gehalte
im Vergleich zu den nicht klonierten V79-Zellen (K). K8 zeigte im Northern Blot im
Vergleich zur Kontrolle Mrpl-mRNA-Gehalte von 70% und lag somit mit relativem mRNA-
Gehalt etwas niedriger als die nicht klonierten V79-Zellen (K). Bei dem Klon K4 konnten
relative 1,5-fach erhohte Gehalte an Mrpl-mRNA nachgewiesen werden. Bei den Klonen K6
und K9 lagen um die Faktoren 2 bzw. 1,7 erhohte Mrpl-mRNA-Gehalte vor. Am
deutlichsten war in diesem Versuch die Mrpl mRNA Expression bei K7 erhoht, mit einem
3,2-fachen Gehalt gegentber den Kontrollzellen (K).
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Trotz Einsatz verschiedener Oligonukleotidsonden (Mrprev4d bzw. Mrplrevs) ist eine
Parallelitat der Ergebnisse zu Versuch 4.9.2 und 4.9.3 zu beobachten, was fur die Sequenz-
Spezifitat der verwendeten Sonden beziiglich des Mrpl-Gens des Hamsters spricht, und den
jeweiligen Nachweis der Mrp-mRNA-Expression bestétigt.

Die bereits dargestellte Arsenit- und Cisplatin-Resistenz der V79-Klone K4, K7 und K9
(siehe Kap.4.1 und 4.2) konnte in einem potentiellen Zusammenhang mit der Erhéhung der
relativen Mrpl-mRNA-Expression in diesem Versuch stehen. Der V79-Klon K8 stellte sich in
diesem Versuch mit einer niedrigen Mrpl-mRNA-Expression von nur 70% dar, obwohl bei
dem V79-Klon K8 im Neutralrot-Assay eine ausgepragte Arsenit-Resistenz festgestellt
werden konnte.

In dem vorherigen Versuch 4.9.2 waren bei den V79-Klonen K6 und K9 mit einer Arsenit-
Inkubation vor und nach der Klonierung im Vergleich zu einer 4-wdchigen DMAY -
Behandlung nach der Klonierung hohere Mrpl-mRNA-Gehalte nachweisbar. Somit zeigte
sich, dass die Expression des Mrp1-Gen unter DMAVzwar schwécher ausgepragt war, ein

grundsatzlicher bzw. groRer Unterschied aber nicht vorhanden zu sein scheint.
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495

Abb. 37:

Ermittlung der Mrpl-mRNA-Expression mittels Mrplrev4-Sonde:
V79-Zellen (K) und selektierte Klone nach 4-wdéchiger Kultur mit
DMAY und anschlieRender 24-stiindiger Kultivierung mit DMAY vor
RNA-Isolierung
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Diagramm: Die relative Mrp1l-mRNA-Expression [%] von VV79-Zellen nach einer 24h-
Inkubation mit DMAY (V79) im Vergleich zu VV79-Zellen (K, K4, K6, K7, K8, K9), die
nach 4-wochiger DMA"-Inkubation drei Tage ohne DMAY kultiviert wurden und erneut
24h vor RNA-Isolierung gegeniiber DMAY exponiert wurden. Die nach Hybridisierung
mit der genspezifischen Mrpl-Sonde des Hamsters Mrplrev4 erhaltenen
Signalintensitdten wurden beziiglich der R-Aktin-Expression normalisiert und die
Kontrollwerte K wurden jeweils gleich 100% gesetzt.

V79 K K& K6 K7 K8 K9
6,8 kb — |z wéﬁi‘ﬁ% ﬁ <« Mrplrev4
}.n ““~ i we <« [-Aktin

«— 285

4,8 kb —

19kb — < 18S

Blotbild: Northern Blot Analyse. Die Bindung radioaktiver Sonden wurde mit Hilfe
eines Imaging Systems sichtbar gemacht (s. 3.11.5)

Der 3-Aktin- bzw. Mrpl-mRNA-Nachweis erfolgte mittels Hybridisierung ausgewahlter
genspezifischen Oligonukleotidsonden fir Mrpl (s. Abb. 31). Die erste Hybridisierung
wurde mit der Sonde Mrplrev4d durchgefihrt, die zweite Hybridisierung
(Rehybridisierung) mit Mrplrev5 (s. 4.9.6), anschlielend erfolgte eine Rehybridisierung
mit einer R-Aktin-mRNA spezifischen Sonde. Als Beladungskontrolle diente die
Ethidiumbromidfarbung von 18S und 28S rRNA, sowie die B-Aktin-mRNA-Expression
als mMRNA-Kontrolle. Je Wert wurden 25 ug Gesamt -RNA eingesetzt.
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In dem gezeigten Versuch 4.9.5 wurde die Arsenit-Resistenz und die damit vermutete
Regulierung der Mrp1-mRNA-Expression der klonierten Arsenit-resistenten (K4, K6, K7, K8
und K9) und nicht klonierten VV79-Zellen (V79, K) unter einer DMA"-Inkubation untersucht.
Dieser Versuch zeichnet sich durch eine 24h-Inkubation mit DMAY vor der RNA-Isolierung
aus. Alle aufgefiihrten V79-Zellen (K, K4, K6, K7, K8, K9) erhielten eine Vorbehandlung
(siehe Kapitel 4).

Die nicht klonierten VV79-Zellen (K) wurden einer 4-wéchigen Inkubation mit 10 uM DMAY
unterzogen, bevor diese weiterkultiviert wurden. Die selektierten Arsenit-resistenten VV79-
Klone (K4, K6, K7, K8, K9) wurden 8 Wochen vor der Klonierung mit 10 uM Arsenit sowie
4 Wochen nach der Klonierung mit 10 uM DMAY kultiviert. SchlieBlich wurden alle oben
beschriebenen V79-Zellen (V79, K, K4, K6, K7, K8, K9) 3 Tage ohne jegliche toxische
Substanz kultiviert, bevor die Zugabe von 10 uM DMAY fiir 24h vorgenommen wurde.
Durch diese Untersuchung sollte ein Vergleich der Mrpl-mRNA-Expression nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten von DMAY vorgenommen werden, um gegebenenfalls
einen reversiblen Resistenzmechanismus bzw. eine Regulierung der Mrp1-mRNA-Expression
der VV79-Zellen zu erfassen. Des Weiteren sollte in diesem Versuch ein Vergleich der VV79-
Zellen nach einem 4-tdgigen expositionsfreien Intervall zu den VV79-Zellen mit einer nach 3
Tagen durchgefuhrten Kultur und anschlieRender 24h-Exposition erfolgen.

Aulerdem wurde bei nachgewiesener Arsenit-Resistenz der klonierten V79-Zellen der
Einfluss einer DMAV-Langzeitinkubation und deren Einfluss auf die Mrpl-mRNA-
Expression untersucht.

Die nicht klonierten \/79-Zellen (K), die eine 4-wdchige DMA"-Inkubation vor dem Versuch
erhalten hatten, wurden auf 100% gesetzt und die dazu berechnete relative Mrpl-mRNA-
Expression der V79-Klone (K4, K6, K7, K8 und K9) graphisch dargestellt. Der Mrpl-
MRNA-Nachweis erfolgte mittels der ausgewahlten genspezifischen Oligonukleotidsonde
Mrplrev4 (s.Tab. 8).

Die Northern-Blot-Analyse erlaubte in diesem Versuch bei den 24h-DMAY inkubierten \VV79-
Zellen (V79) einen Nachweis der Mrpl-mRNA-Expression von 30% gegeniber den
Kontrollen (K).

Die selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone K4, K6, K7 und K9 zeigten héhere Mrpl-
MRNA-Gehalte im Vergleich zu den nicht klonierten V79-Zellen (K). K8 zeigte im Northern
Blot eine Erniedrigung der Mrpl-mRNA-Gehalte auf 30% der nicht klonierten VV79-Zellen
(K). Bei den Klonen K9 und K6 konnten um den Faktor 1,5 bzw. 1,9 erhthte Gehalte der
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relativen Mrpl-mRNA nachgewiesen werden. Die V79-Klone K7 und K4 zeigten einen
erhdhten Mrpl-mRNA-Gehalt um den Faktor 2,5 bzw. 2,7.

Die V79-Klone K4, K7 und K9, die eine nachgewiesene Arsenit-und Cisplatin-Resistenz (s.
Kap.4.1 und 4.2) besalRen, zeigten die am starksten ausgepragten relativen Mrpl-mRNA-
Expressionen in diesem Versuch, welche im potentiellen Zusammenhang mit dem dafur
verantwortlichen Arsenit-Transporter stehen konnten. Es ist unklar, warum der VV79-Klon K7
in den Versuchen mit einer 4-wochigen DMAY-Inkubation und anschlieBender
expositionsfreier 4-tdgiger Kultivierung eine hthere Mrpl-Expression der mRNA aufweist (s.
4.9.4) als der Klon K7 mit einer angeschlossenen 24h DMAY-Inkubation (s. 4.9.5).
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4.9.6

Abb. 38:

Ermittlung der Mrpl-mRNA-Expression mittels Mrplrev5-Sonde:
V79-Zellen (K) und selektierte Klone nach 4-wdéchiger Kultur mit
DMAY und anschlieRender 24-stiindiger Kultivierung mit DMAY vor
RNA-Isolierung
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Diagramm: Die relative Mrp1-mRNA-Expression [%] von V79-Zellen nach einer 24h-
Inkubation mit DMAY (V79) im Vergleich zu VV79-Zellen (K, K4, K6, K7, K8, K9), die
nach 4-wéchiger DMA"-Inkubation drei Tage ohne DMAY kultiviert wurden und erneut
24h vor RNA-Isolierung gegeniiber DMAY exponiert wurden. Die nach Hybridisierung
mit der genspezifischnen Mrpl-Sonde des Hamsters Mrplrev5 erhaltenen
Signalintensitdten wurden beziiglich der R-Aktin-Expression normalisiert und die
Kontrollwerte K wurden jeweils gleich 100% gesetzt.

2k [«— Mrplrevs

<«— R-Aktin

Blotbild: Northern Blot Analyse. Die Bindung radioaktiver Sonden wurde mit Hilfe
eines Imaging Systems sichtbar gemacht (s. Kapitel 3.11.5).

Der 3-Aktin- bzw. Mrpl-mRNA-Nachweis erfolgte mittels Hybridisierung ausgewahlter
genspezifischen Oligonukleotidsonden fur Mrpl (s. Abb. 31). Die erste Hybridisierung
wurde mit der Sonde Mrplrev4 (s. 4.9.5) durchgefiihrt, die zweite Hybridisierung
(Rehybridisierung) mit Mrplrev5, anschliefend erfolgte eine Rehybridisierung mit einer
B-Aktin-mRNA  spezifischen  Sonde. Als Beladungskontrolle  diente  die
Ethidiumbromidfarbung von 18S und 28S rRNA, sowie die B-Aktin-mRNA-Expression
als MRNA-Kontrolle. Je Wert wurden 25 ng Gesamt -RNA eingesetzt
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Der gezeigte Versuch 4.9.6 in Abb. 38 wurde unter gleichen Bedingungen wie der Versuch
4.9.5 in Abb. 37 vorgenommen, mit dem Unterschied der ausgewé&hlten genspezifischen
Oligonukleotidsonde Mrplrev5 fur den Mrpl-mRNA-Expressions-Nachweis (s. Tab.8).

Es erfolgte erneut die Untersuchung der potentiellen Wirkungen einer DMA" Inkubation auf
die Mrpl-mRNA-Expression bei nicht klonierten V79-Zellen (V79, K) und Kklonierten
Arsenit-resistenten (K4, K6, K7, K8 und K9). Es erhielten alle verwendenten V79-Zellen
(V79, K, K4, K6, K7, K8, K9) wahrend der 4-tdgigen Kultivierung nur in den letzten 24h vor
der RNA-Isolierung eine Inkubation mit 10 uM DMAY. Die nicht klonierten \V79-Zellen (K)
erhielten eine 4-wdchige Inkubation mit 10 uM DMA, bevor diese weiterkultiviert wurden.
Die selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone (K4, K6, K7, K8, K9) wurden 8 Wochen vor
der Klonierung mit 10 uM Arsenit sowie 4 Wochen nach der Klonierung mit 10 uM DMAY
kultiviert.

SchlieRlich wurden alle oben beschriebenen V-79-Zellen (V79, K, K4, K6, K7, K8, K9) 3
Tage ohne jegliche toxische Substanz kultiviert, bevor die Zugabe von 10 uM DMAY fiir 24 h
vorgenommen wurde. Die nicht klonierten V79-Zellen (K), die eine 4-wbchige DMAY-
Inkubation vor RNA-Isolierung erhielten, wurden gleich 100% gesetzt und die dazu relative
Mrpl-mRNA-Expression der V79-Klone (K4, K6, K7, K8 und K9) abgeleitet. Der Mrpl-
MRNA-Nachweis erfolgte mittels der ausgewahlten genspezifischen Oligonukleotidsonde
Mrplrev5 (s.Tab. 8).

Die Northern-Blot-Analyse erlaubte in diesem Versuch bei den 24h behandelten DMAY-V/79-
Zellen (V79) einen Nachweis der Mrpl-mRNA-Expression von 60% gegeniber den
Kontrollen. Die selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone K4 und K7 waren in diesem
Versuch die einzigen V79-Klone mit htheren Mrpl-mRNA-Gehalten im Vergleich zu den
nicht klonierten V79-Zellen (K). Die V79-Klone K6, K8 und K9 zeigten im Northern Blot
eine niedrigere Mrpl-mRNA-Expression als die nicht klonierten VV79-Zellen (K). Der Klon
K8 zeigte um den Faktor 5 niedrigere Mrpl-mRNA-Gehalte (20% des Kontrollwertes) im
Vergleich zu den nicht klonierten V79-Zellen (K), wahrend bei K6 quasi keine Unterschiede
im Vergleich zu beobachten waren (90% des Kontrollwertes K). Bei dem Klon K4 konnte ein
um den Faktor 1,5 relativ erhohter Mrp1-mRNA-Gehalt nachgewiesen werden, bei dem Klon
7 lag eine 1,2- fach relativ kaum erhohte Mrpl-mRNA-Expression vor. In diesem Versuch
ergab sich fiir die hier untersuchten Arsenit-resistenten Klone nach 4-wéchiger DMAV-
Kultivierung und anschlieBender 24h-Inkubation mit DMAV eine niedrigere mMRNA-
Expression des Mrpl als bei den V79-Klonen nach 6-wdchiger Arsenitkultivierung und
anschlielender 4-tagiger Arsenit-Inkubation (s. Kapitel 4.9.1).
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5 Ergebnistiberblick

Zunéchst wurde mittels Neutralrot-Assay geprift, ob die nicht klonierten VV79-Zellen (V79,
K) und die daraus selektierten Klone (K4, K6, K7, K8, K9) eine erhdhte Resistenz gegentber
der Zytotoxizitat von Arsenit und Cisplatin aufwiesen. Fir einen Vergleich hinsichtlich der
Empfindlichkeit zwischen den verschiedenen selektierten Klonen wurde der 50%-Wert der
Neutralrot-Aufnahme im Neutralrot-Assay herangezogen. Dieser Wert wurde mit ED50
(effektive Dosis 50%) abgekdrzt.

Ergebnisse bezlglich der Arsenit-Resistenz:

1. In Bezug auf die Arsenit-Resistenz konnte bei den nicht klonierten Zellen (K) im
Vergleich zu VV79-Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (\V79) eine Induzierbarkeit
festgestellt werden.

2. Die zytotoxischen Arsenit-Konzentrationen der eingesetzten V79-Klone (K4, KB,
K7, K8, K9) lagen zwei- bis fiinffach (ber denen im Neutralrot-Assay
verwendeten VV79-Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (K).

Ergebnisse bezliglich der Cisplatin-Resistenz:
1. Bei den Arsenit-resistenten V79-Klonen (K4, K6, K7, K8, K9) konnte eine

Kreuzresistenz zu Cisplatin nachgewiesen werden.

Ergebnisse beziglich der Genotoxizitat von Arsenit:

1. In Bezug auf die Genotoxizitat bzw. Mikrokernausbildung konnte bei den nicht
klonierten V79-Zellen (K) im Vergleich zu den V79-Zellen ohne Arsenit-
Vorbehandlung  (V79)  keine induzierbare  Resistenz/Inhibition  der
Mikrokernbildung nach Arsen-Exposition festgestellt werden.

2. Die genotoxische Potenz von Arsenit bzw. die Bildung von Mikrokernen war in
den Arsenit-resistenten V79-Klonen (K4, K6, K7, K8, K9) im Vergleich zu den
V79-Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (V79) generell geringer ausgepragt.
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Ergebnisse der ermittelten relativen Mrpl-mRNA-Expression der VV79-Zellen:

In Versuch 4.9.1: V79-Zellen und nach As'"'-Inkubation selektierte Klone mit 4-tagiger As"

Kultivierung vor der RNA-Isolierung; Mrpl-mRNA Nachweis mittels Mrplrev4-Sonde

1. Die selektierten V79-Klone (K4, K6, K7, K8, K9) zeigten in diesem Versuch
hohere Mrpl-mRNA-Gehalte als die nicht klonierten V79-Zellen (K).

2. Die Northern-Blot-Analyse zeigte keine nachweisbare Mrpl-mRNA-Expression
bei den V79-Zellen (V79).

3. Die V79-Klone K4 und K7 zeigten die hochsten Mrp1-mRNA-Gehalte.

In Versuch 4.9.2: V79-Zellen und nach As'-Inkubation selektierte Klone; 4-tagige
Kultivierung ohne As"' bis zur RNA-Isolierung; Nachweis von Mrpl-mRNA mittels
MrpZlrev4-Sonde

1. Die selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone K4, K6, K7 und K9 zeigten in
diesem Versuch einen hoheren Mrp1l-mRNA-Gehalt als die nicht klonierten V79-
Zellen (K).

In Versuch 4.9.3: V79-Zellen und nach As'"-Inkubation selektierte Klone; 4-tagige
Kultivierung ohne As"' bis zur RNA-Isolierung; Nachweis von Mrpl-mRNA mittels
Mrplrev5 Sonde

1. Die selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone K4, K6, K7 und K9 zeigten in
diesem Versuch héhere Mrpl-mRNA-Gehalte als die nicht klonierten VV79-Zellen
(K).

In Versuch 4.9.4: V79-Zellen (K) und selektierte Klone nach 4-wdchiger DMAY—Inkubation
und anschlieRender 4-tagiger Kultivierung ohne DMAY vor RNA-Isolierung; Nachweis von
Mrpl-mRNA mittels Mrplrev5 Sonde

1. Die selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone K4, K6, K7 und K9 zeigten
hohere Mrp1l-mRNA-Gehalte als die nicht klonierten VV79-Zellen (K).
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In Versuch 4.9.5: V79-Zellen (K) und selektierte Klone nach 4-wéchiger Kultur mit DMAY;
nach anschlieRender 3-tagiger Kultur ohne DMAY erfolgte eine 24-stiindige Kultivierung mit
DMAY vor RNA-Isolierung; Nachweis der Mrp1-mRNA mittels Mrplrev4-Sonde

1. Die selektierten Arsenit-resistenten VV79-Klone K4, K6, K7 und K9 zeigten
hohere Mrpl-mRNA-Gehalte als die nicht klonierten VV79-Zellen (K).

In Versuch 4.9.6: V79-Zellen (K) und selektierte Klone nach 4-wéchiger Kultur mit DMAY;
nach anschlieRender 3-tagiger Kultur ohne DMAY erfolgte eine 24-stiindige Kultivierung mit
DMAY vor RNA-Isolierung; Nach weis von Mrp1-mRNA mittels Mrplrev5-Sonde

1. Die selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone K4 und K7 zeigten hohere Mrpl-
MRNA-Gehalte als die nicht klonierten VV79-Zellen (K).
2. Die selektierten Arsenit-resistenten V79-Klone K6, K8 und K9 zeigten im

Northern Blot eine niedrigere Mrpl-mRNA-Expression als die nicht klonierten
V79-Zellen (K).
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6 Diskussion

Hinsichtlich des Arsenmetabolismus, der toxischen Effekte von Arsen sowie der
Resistenzmechanismen gegentber Arsen besteht Forschungsbedarf.

Die Untersuchung des Arsenmetabolismus gestaltet sich unter anderem aufgrund des
genetischen Polymorphismus bei der Kontrolle der Methyltransferasen schwierig (Yu et al.
2003, Vahter et al. 1995, Healy et al. 1997, Drobna et al. 2004). Es konnten genetische
Polymorphismen in Bezug auf die Purin-Nukleosid-Phoshorylase (PNP), Arsen-Methyl-
transferase (AS3MT; frihere Nomenklatur: Cyt19) und Glutathion-S-Transferase (GSTO)
ermittelt werden (Zakharyan et al. 1999, Yu et al. 2003, Li et al. 2005, De Chaudhuri et al.
2008, Aposhian et al. 2004, Yin et al. 2001). In diesem Zusammenhang wird eine
Beeinflussung auf eine unterschiedliche Metabolisierung sowie auf das individuelle Risiko
der Kanzerogenitat nach chronisch erhthter Arsen-Exposition durch Resistenzmechanismen
vermutet (Hopenhayn-Rich et al. 1996, Yu et al. 2003, De Chaudhuri et al. 2008).

Dabei wird von einer bisher nicht vollstindig geklarten Beeinflussung der
Arsenstoffwechselvorgénge durch exogene Faktoren ausgegangen, wobei die Koexposition
mit anderen Halbmetallen (Selenit, Quecksilber oder Antimon) oder toxischen Substanzen
durch Umweltkontaminationen diskutiert wird (Bailly et al. 1991, Styblo et al. 2002). Studien
von arsenexponierten Personen lassen einen Einfluss von Alter, Geschlecht und dem aktuellen
Enahrungsstatus auf die chronsiche Arsentoxizitat vermuten (Heck et al. 2007, Vather und
Concha 2001, Chen et al. 2003, Vather und Marafante 1987, Gamble et al 2005).

Es gibt Hinweise auf Prozesse der humanen Gewohnung bzw. Anpassung an hohe Arsen-
Expositionen (Vahter et al. 1984, Drobna et al. 2006, Kitchin 2001, Suzuki et al. 2001, Cui et
al. 2004). Sowohl eukaryotische als auch prokaryotische Zellen kénnen bei Kontakt mit Arsen
Resistenzen entwickeln (Silver und Phung 1996, Rosen 2002, Chen und Rosen 1997, Liu et
al. 2002, Mukhopadhyay et al. 2002, Ji und Silver 1992).

Die Versuche in der vorliegenden Arbeit wurden mit VV79-Zellen durchgefuhrt. Die V79-
Zellen des Chinesischen Hamsters bieten ein gutes Versuchsmodell beziiglich der Arsen-
Resistenz  an, da dieser entdifferenzierten, fibroblastoiden  Zelllinie  viele
fremdstoffmetabolisierende Enzymsysteme, wie die Monooxygenasen des Zytochrom-P-450-
Systems, UDP-Glucuronyltransferasen, Methyltransferasen und Phenolsulfotransferasen
fehlen (Fischer et al. 1985).

Im Vorfeld dieser Arbeit konnten durch ladngere Arsenit-Exposition (8 Wochen vor
Klonierung der Zellen, sowie 6 Wochen nach Klonierung der Zellen) 5 resistente V79-

Zellklone (K4, K6, K7, K8 und K9) selektiert werden. Diese wurden eingesetzt, um die
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Zytotoxizitat und die Genotoxizitat von Arsen zu prifen und die Expression eines am Arsen-

Efflux beteiligten Transporters zu identifizieren.

6.1 Genotoxische Wirkungen von Arsenit in VV79-Zellen

Zur Untersuchung der Genotoxizitat chemischer Agenzien oder ionisierender Strahlung wird
vielfach die Induktion von Mikrokernen mittels des von Matter und Schmid (1971)
entwickelten Mikrokerntests eingesetzt. Dabei kommt es wahrend der Zellteilung entweder zu
aneugenen Wirkungen, z.B. durch ungleiche Chromosomenverteilung aufgrund einer
Schédigung der Zentromere oder des Spindelapparates, oder zu klastogenen Wirkungen durch
auftretende Chromosomenbruchstlicke (Fenech 1997).

Rossman berichtete 2003 in diesem Zusammenhang Uber eine Mikrokernstudie in V79-
Zellen, bei denen eine aneugene Wirkung von Arsenit in niedrigen Konzentrationen (5 uM)
sowie klastogene Effekte nach Arsen-Expositionen in héheren Konzentrationen (20 puM) zu
detektieren war. Zur Auswertung des Mikrokerntests in vitro wurden in dieser Arbeit V79-
Zellen mit einer Teilungszeit von 12h nach einer 24h-Inkubation mit unterschiedlichen
Arsenit-Konzentrationen untersucht. Bei den Ergebnissen des Mikrokerntestes war erkennbar,
dass bei den klonierten Arsen-Resistenten V79-Zellen im Vergleich zu den nichtklonierten
und unbehandelten VV79-Zellen (V79) weniger Mikrokerne induziert wurden und somit eine
Inhibierung der genotoxischen Wirkungen von Arsenit nachgewiesen werden konnte. Jedoch
reichte die Arsenitinkubation von 6 Wochen bei den nicht klonierten VV79-Zellen (K) offenbar
nicht aus, um dort ebenfalls eine solche Inhibierung zu provozieren. Die Beobachtungen an
den nicht Arsenit-resistenten V79-Zellen (V79) deckten sich mit denen anderer
Arbeitsgruppen (Gebel T et al. 2002, Rossman 2003). Somit wird durch die Mikrokernrate der
Arsenit-resistenten VV79-Klone deutlich, dass die Resistenz der Klone ebenfalls eine Resistenz
gegen genotoxische Arsenitwirkungen und somit eine Inhibierung der Mikrokernbildung
beinhaltet. Analog fanden Gebel T et al. (2002) bei Arsen-resistenten HepG2-Zellen eine

verminderte Induzierbarkeit von Mikrokernen nach Arsenit-Exposition.

6.2 Zytotoxische Wirkungen von Arsenit und Cisplatin (CPDD)
in VV79-Zellen

Arsenit und seinen Metaboliten wird ein sehr unterschiedlich toxisches Wirkspektrum
innerhalb der Zellsysteme zugeschrieben. Zundchst wurde postuliert, dass methylierte
Arsenverbindungen weniger zytotoxisch sind als Arsenit und Arsenat (Ochi et al. 1994,

Eguchi et al. 1997). Mittlerweile wird die Rolle der Metabolisierung von Arsen differenzierter

betrachtet und neuere Studien haben ergeben, dass die Methylierung nicht generell als

127



Diskussion

Detoxifikation zu werten ist (Thomas et al. 2001, Petrick et al. 2001, Mass et al. 2001,
Kligerman et al. 2003). Die Toxizitat wurde nunmehr von der Valenz der Arsenverbindungen
abhangig gemacht. Dabei wurde von dreiwertigen Arsenmetaboliten berichtet, die als
Vorstufen der finfwertigen Metabolite entstehen kdnnen und durch ihre hohe Reaktivitit,
eine hohe Toxizitat besitzen (Cohen et al. 2006).

Der Vorteil der Methylierung scheint in einer schnelleren Ausscheidung der methylierten
flnfwertigen Arsenverbindungen zu liegen (Gebel T et al. 2002). Styblo et al. (2000) zeigten,
dass die Methylierungskapazitat verschiedener Saugerzelllinien nicht mit dem Grad
zytotoxischer Zellschadigung durch Arsenit korrelierten und dreiwertige Arsenverbindungen
deutlich toxischer waren als funfwertige. In Ubereinstimmung damit fanden Thomas et al.
schon 2001 eine im Vergleich zu Arsenit starkere zytotoxische Wirkung von dreiwertigen
methylierten Arsenen (MMA" und DMA") in menschlichen Lymphozyten.

In Zelllinien aus humanen Zielorganen der Arsentoxizitat wie Leber, Lunge, Haut (mono-
blastoide Zellen (U937)), und Harnblase (Urothelzellen (UROtsa) konnten Styblo et al.
(2000) in vitro zeigen, dass MMA" und DMA" die groften zytotoxischen Wirkungen

" aufwies.

besaBen, wobei DMA'"" eine vergleichbare bis etwas stirkere Zytotoxizitat als As
Vega et al. (2001) hingegen beurteilten den Anteil lebender Zellen in einer Zellpopulation in
humanen Keratinozyten nach Exposition mit unterschiedlichen Arsenmetaboliten und
postulierten Arsenit (As'"'
gefolgt von MMA" und DMA™.

Obwohl noch Unsicherheiten in der Rangfolge beziuglich der zytotoxischen Wirkung

) als den Arsenmetabolit mit der hdchsten zytotoxischen Potenz,

bestehen, stellten Styblo et al. bereits im Jahre 2002 fir VV79-Zellen bezuglich dreiwertiger
Arsenverbindungen eine Reihung der Wirkstarke der Zytotoxizitat auf. Der Arsenmetabolit
DMA" verursachte bei einer Konzentration von 0,4 uM eine Zytotoxizitat von 50%, gefolgt
von MMA"' bei bereits 0,5 uM. As"' wies bei den untersuchten VV79-Zellen eine etwas
schwachere Zytotoxizitét bei 4,2 uM auf.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde nach einer 24h Exposition ein Unterschreiten des 50%-
Wertes der Neutralrot-Aufnahme (ED50) an den nicht klonierten und nicht Arsenit-resistenten
V79-Zellen (V79) bei einer Arsenit-Konzentration zwischen 12 und 24 pM sowie einer
Cisplatin-Konzentration zwischen 6 und 12 pM erreicht. Die klonierten Arsenit-resistenten
V79-Klone zeigten nach einer 24h Exposition zwischen 75 und 100 uM Arsenit noch eine
Neutralrot-Aufnahme von oder Uber 50%, so dass bei diesen V79-Zellen eine erhohte
Arsenittoleranz in Bezug auf die Zytotoxizitat induziert wurde. Sciandrello et al. (2002)

beobachteten an nativen V79-Zellen nach 24h Exposition mit 10 uM Arsenit eine
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Wachstumsrate von 70%. Gebel T (1998) fand in nicht Arsen-resistenten V79-Zellen eine
50%-ige Reduktion der Neutralrot-Aufnahme (EC 50) bei 25 uM Arsenit.

Rossman et al. (1997) zeigten in Arsen-resistenten VV79-Zellen eine EC 50 bei etwa 60 uM
Arsenit, wahrend Gebel T et al. (2002) in Arsen-resistenten Hep-G2-Zellen eine EC 50 bei
65 UM Arsenit nachwiesen.

Zur zytotoxischen Wirkung wvon Arsen wurden unterschiedliche sich gegenseitig
beeinflussende Mechanismen als relevant angesehen. Zu nennen ware beispielsweise die
Enzyminhibierung mehrerer Zellenzymsysteme durch die besondere Affinitat von Arsen zu
Thiol- bzw. Sulfhydryl-Gruppen, welche die unterschiedlichen Zellenzyme beeinflussen, da
Arsenit Thiolgruppen in Aminoséuren bindet und infolgedessen zu einer Inhibition von
essentiellen Zellfunktionen fuhrt (Raitnake 2003, Gebel T 1997).

Durch die strukturelle Ahnlichkeit des Arsens zu anorganischem Phosphat interferiert Arsen
mit den ATP-bildenden Reaktionen der Atmungsketten- und Substratkettenphosphorylierung.
Die dabei entstehenden reaktiven Sauerstoffradikale stellen fur die Energieversorgung der
Zelle einen wichtigen Aspekt dar (Wang und Rossman 1996, Snyder 1990). Infolge des
durch Arsen induzierten oxidativen Stresses kommt es zu einer Verdnderung des
Redoxpotentials in der Zelle und Tyrosin-Kinase-Rezeptoren konnen die apoptotische
Signaltransduktionskette durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren initiieren und eine
erhéhte Expression von apoptotischen Proenzymen wie Caspasen auslosen.

Cisplatin (CPDD) besitzt ein ausgepragteres zytotoxisches Potential als Arsenit. Schon 1979
konnten Zwelling et al. ein um 80-90% reduziertes Zellwachstum bei VV79-Zellen nach einer
2h Cisplatin-Exposition mit 11uM beobachten. Dabei ist die zytotoxische Potenz von
Cisplatin von verschiedenen Faktoren abhangig. Wang SL et al. (2003) beschrieben verstarkte
zytotoxische Effekte von Cisplatin an der Osteosarkom-Zellreihe OS-732 in Abhangigkeit
von Konzentration und Temperatur. Ein zentrales Thema bei der Untersuchung der
Mechanismen flr Zytotoxizitdt und Resistenzentwicklung ist die Interaktion zwischen
Cisplatin und den damit verbundenen DNA-Verénderungen. Die zytotoxische Wirkung von
Cisplatin beruht auf Quervernetzungen von DNA-Strangen. Durch die bevorzugte Reaktion
von Cisplatin mit den Nukleinsduren Guanin und Adenin entstehen Vernetzungen innerhalb
eines DNA-Stranges (Intrastrang-Quervernetzung) und zwischen benachbarten DNA-
Strangen (Interstrang-Quervernetzungen).

Donahue et al. (1990) postulierten in Bezug auf zytotoxisch bedingte DNA-Crosslinks in
V79-Zellen nach Cisplatin-Exposition ebenfalls eine selektive DNA-Protein-Bindung. Diese

hoch mobilen Proteingruppen (HMG) im Zusammenhang mit Cisplatin geschadigter DNA
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wurden von Marples et al. (1994) mit dem umfassenden Thema der Chemotherapeutika-
Resistenzen und dem Vorgang der DNA-Reparatur in Verbindung gebracht. Die
Bindungsaffinitat der Metallothioneine zu Cisplatin wurde von Andrews et al. (1987) als
hoher gewertet als die Bindungsaffinitat von Cisplatin zu Glutathion. Sicher ist, dass mehrere

Resistenzmechanismen bezlglich der Cisplatin-Resistenz interagieren.

6.3 Arsen-Resistenz in V79-Zellen

6.3.1 Mechanistische Grundlagen der Arsen-Resistenz

Fur den Arsen-Efflux wird von einem GSH-abhangigen Transport ausgegangen und es ist
bekannt, dass in der humanen Leber vorkommende Adenosin-Triphosphat (ATP)-binding
Cassette (ABC)-Transporter fir die intrazellulare Elimination von Arsenmetaboliten
verantwortlich sind (Liu et al. 2001, Wang Z et al. 1996, Toyoda et al. 2008, Sodani et al.
2012). In diesem Zusammenhang wurde die vermehrte Expression der ABC-Transporter
MRP1 (neue Nomenklatur: ABCC1; altere Namen: MRP, ABCC, GS-X, ABC29), MRP2
(neue Nomenklatur ABCC2; &ltere Nomenklatur: cMOAT1 oder cMRP), MRP3 (neue
Nomenklatur ABBC3; éltere Namen: MOAT-D, cMOAT-2) sowie des ABC-Transporters P-
Glykoprotein (neue Nomenklatur: ABCB1,; altere Namen: P-gp) festgestellt (Cole et al. 1994,
Vernhet et al. 2000, Zaman et al. 1995, Liu et al. 2001, Leslie et al. 2004, Sodani et al. 2012).
Gemeinsam mit MRP1 vermittelt MRP2 den Transport von konjugierten Metaboliten und an
Glutathion (GSH) konjugierten Chemotherapeutika (Zaman et al. 1995, Priebe et al. 1998,
Suzuki H und Sugiyama 1998, Nies und Keppler 2007, Sodani et al. 2012).

Der Transport von Glutathion-Konjugaten ist besonders von Interesse, da sie beim
Arsemmetabolismus eine wichtige Phase der Detoxifikation darstellen (s. Abb. 5). Der
diesbeziigliche positive Befund der nachgewiesenen erhohten Expression der Mrpl-
Transporter MRNA in den Arsen-resistenten V79-Klonen K4, K6, K7 und K9 weist darauf
hin, dass dieser Transporter zur selektierten Arsen-Resistenz beitragen konnte.
Interessanterweise zeigte der V79-Klon K8, bei dem eine starke Arsenit-Resistenz mittels
Neutralrot-Assay nachweisbar war, in den Versuchen 4.9.2. u. 4.9.3 eine im Vergleich zu den
ubrigen V79-Klonen niedrige Mrpl-mRNA-Expression. Somit ist denkbar, dass den
verschiedenen Arsen-Resistenzen unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen und/oder
bei dem Klon K8 durch die Unterbrechung der permanenten Arsen-Inkubierung die
Expression des Mrpl-Transporters beeinflusst wurde. So bemerkten Gebel T et al. (2002),

dass es aufgrund des unterschiedlichen Zytotoxizitatsniveaus in Zellsystemen wahrscheinlich

130



Diskussion

erscheint, dass Resistenzen gegen Arsen nicht auf einen einheitlichen Mechanismus
zurlckgefuhrt werden kdnnen.

Weiterhin kann eine Resistenz gegen Arsen dauerhaft exprimiert oder induzierbar sein. So
selektierten Wang Z et al. (1996) Arsen-resistente VV79-Klone, die ohne Arsen-induzierten
Selektionsdruck nach 2 Monaten eine unverénderte stabile Resistenz zeigten. Die Autoren
schlossen daher auf eine Mutation in den fir die Resistenz verantwortlichen Genen. Dagegen
selektierten Gebel T et al. (2002) Arsen-resistente HepG2-Zellen, die bereits nach drei
Passagen in Arsen-freiem Medium ihre Resistenz verloren. Diese selektierte Resistenz wurde
als eine induzierbare interpretiert. Auch in der vorliegenden Arbeit war zum Erhalt der Arsen-
Resistenz der selektierten VV79-Klone eine dauerhafte Kultivierung der Zellen mit Arsen
notwendig. Somit scheint die hier vorliegende Resistenz eine induzierbare zu sein, zumal eine
erhdhte Toleranz in den nicht klonierten VV79-Zellen durch eine 6-wdchige Inkubation mit
Arsen (K) bezuglich der zytotoxischen Arsen-Effekte induziert werden konnte.

In verschiedenen in vitro-Studien wurde gezeigt, dass Saugerzellen eine Resistenz gegentiber
anorganischem Arsen entwickeln kénnen. Als bekannte Mechanismen wurden die Induktion
von Glutathion, Glutathiontransferase-Aktivitat sowie eine Hochregulierung von MDR (Multi
Drug Resistance)-Transportern der ABC-Transporter diskutiert (Yang und Frenkel 2002,
Leslie et al. 2004, Liu et al. 2001).

6.3.2 Die Rolle der MRP/Mrp-Transporter bei der Auspragung einer Arsen-
Resistenz

Das globale Vorkommen von anorganischem Arsen in der Umwelt hat dazu beigetragen, dass
sich wahrend der Evolution eine Vielzahl von Anpassungsmechanismen entwickeln konnten
(Rosen 2002). Der Resistenzmechanismus des Halbmetalls Arsen wurde in Bakterien, Hefen
und Sdugerzellen umfassend charakterisiert und es wird vermutet, dass Arsen-Konjugate
ahnlich wie andere Thiol-Konjugate, entweder mittels energieabhangiger Efflux-Transporter
aus dem Intrazellularraum der Zellen oder durch Sequestrierung in intrazellularen Organellen
entgiftet werden (Dey et al. 1994, Gosh et al. 1999).

Fur die Arsen-Detoxifikation in Sdugerzellen konnten die Adenosin-Triphosphat (ATP)-
binding Cassette (ABC)-Transporter mitverantwortlich gemacht werden. Diese Transporter
sind bereits fir Resistenzentwicklungen in verschiedenen Zellsystemen bekannt und ihre
Funktion ist keineswegs nur auf induzierbare Resistenzen gegeniiber Zellgiften zu reduzieren.
Die humanen ABC-Transporter spielen in der heutigen Klinik eine erhebliche Rolle bei der

multiplen Arzneimittelresistenz und stehen im Zusammenhang mit der Ausbildung einer

131



Diskussion

Multidrug Resistenz (MDR) wéhrend der Tumortherapie (Gottesman et al. 2002, Jemal et al.
2009).

Einer der bedeutendsten Mechanismen der MDR ist die vermehrte Expression des Adenosin-
Triphosphat (ATP)-binding Cassette (ABC)-Transporters MRP (multidrug resistance-
associated proteins) in der Zellmembran von Tumorzellen, welcher einen Efflux der
Zytostatika bewirkt und somit einen Resistenzmechanismus auslésen kann. Aufgrund der sehr
breitgefacherten und teilweise auch Uberlappenden Spezifitit der ABC-Transporter fiir
strukturell verschiedene Molekile, kann es bei der gleichzeitigen Applikation von mehreren
Wirkstoffen zu klinisch relevanten Interaktionen kommen (Higgins 2007, Schinkel und
Jonker 2003, Henry et al. 2008).

Mehreren Vertretern der MRP-Klasse (neue Nomenklatur: ABCC1 bis ABCC12) wird eine
Rolle bei der Multidrug Resistenz (MDR) zugesprochen. In der vorliegenden
Dissertationsschrift wurde vornehmlich die traditionelle MRP Nomenklatur verwendet.
Sofern sich Angaben auf Nagetiersysteme beziehen, wurden die Kurzbezeichnungen fiir die
Transporter in der Arbeit nur am Anfang mit einem GroRbuchstaben versehen (Mrp) bei
humanen Kurzbezeichnungen in GroRbuchstaben (MRP). Der Fokus dieser Arbeit lag auf den
beiden ABC-Transportern MRP1 (neue Nomenklatur: ABCC1; altere Namen: MRP, ABCC,
GS-X, ABC29) und MRP2 (neue Nomenklatur ABCC2; dltere Nomenklatur: cMOAT1 oder
cMRP). In der vorliegenden Arbeit sollte der Resistenzmechanismus Arsen-resistenter VV79-
Zellen untersucht werden und es wurden 5 resistente Zellklone auf das Vorhandensein einer
Mrpl- bzw. Mrp2-mRNA-Expression gepruft. Das humane MRP1 ist in fast allen Geweben
lokalisiert, wobei MRP1 in der Lunge, den Hoden, der Niere sowie dem Herz-und
Skelettmuskel am haufigsten exprimiert ist (Cole 1999, Flens et al. 1996). Die in dieser Arbeit
untersuchten Arsen-resistenten Klone der VV79-Zelle entstammen der Lunge des Chinesischen
Hamsters und es konnten in dieser Arbeit bei mehreren V79-Zellklonen mittels
genspezifischer Oligonukleotidsonden erhohte Mrpl-mRNA-Expressionen nachgewiesen
werden. Das humane MRP2 wurde am hé&ufigsten in der Leber, im Darm, der Galle und
Gallenblase detektiert (Kool et al. 1997, Mottino et al. 2001, Schaub et al. 1997). Diese
Tatsache konnte eine Erklarung dafir liefern, warum bei dieser verwendeten
Lungenepithelzelle des Chinesischen Hamsters (V79) kein deutliches Signal im Northern Blot
mittels der ausgewahlten genspezifischen Mrp2-mRNA-Hybridisierungssonden nachzuweisen
war.

Aus diesem Grund fokussiert sich die Diskussion verstarkt auf die Funktionen und

Mechanismen des MRP1-Transporters. VVon weiterem Interesse ist die Expression des MRP1-

132



Diskussion

Transporters in einer Vielzahl menschlicher Krebszelllinien (Kool et al. 1997). Klinisch
konnten erhohte MRP1-Expressionen in zahlreichen Krebsarten, wie z.B. kleinzelligem
Bronchialkarzinom, Mammakarzinom, Prostatakrebs und in verschiedenen hdmatologischen
Krebsarten nachgewiesen werden und mit einen progredienten Verlauf bzw. Rickfall bei
Versagen einer Tumortherapie in Verbindung gebracht werden (Sodani et al. 2012, Wright et
al. 1998, Tiwari et al. 2011).

Studien mit Saugetierzellen-Modellen haben gezeigt, dass die MRP1-Resistenz gegnuber
Arsenit (As"") und Arsenat (As") durch eine GSH-abhangige Form vermittelt wird (Cole et al.
1994, Vernhet et al. 2000, Zaman et al. 1995, Liu et al. 2001, Leslie et al. 2004). Allerdings
konnte der Arsen-Transportmechanismus, der fir den MRP1-abhangigen Efflux
verantwortlich ist, bisher nicht bewiesen werden und die chemische Struktur der
transportierten Substanzen ist noch nicht vollstandig geklart.

Bekannt ist, dass MRP1-Transporter Glukuronide, Sulfate und Glutathionkonjugate
transportieren und dabei GSH-konjugierte organische Anionen (Leukotriene) und lipophile
Xenobiotika als Substrate dienen (Leslie et al. 2004). Der Transport von Glutathion-
Konjugaten ist fir diese Arbeit von besonderem Interesse, da er beim Arsemmetabolismus
eine wichtige Phase der Detoxifikation darstellt. Eine ATP-abh&ngige Glutathion-S-Konjugat-
Pumpe wurde bereits 1992 von Ishikawa beschrieben und als GS-X-Pumpe benannt. Diese
Funktion von MRP1 erklart die Transportkapazitat fir anorganisches Arsenit, welches
Komplexe mit GSH-Molekilen bilden kann und somit bei der Kontrolle des intrazellularen
Glutathiondisulfid-Spiegels (GSSG) mitwirkt (Zaman et al. 1994, Kruh und Belinsky 2003,
Dean et al. 2001). Wang Z et al. (1996) zeigten in diesem Zusammenhang, dass der
Arsenefflux aus Arsen-resistenten VV79-Zellen durch Inhibitoren der Glutathion-S-Transferase
gehemmt wurde. In Ubereinstimmung damit fanden Brambila et al. (2002) erhéhte
intrazellulare Glutathionspiegel (GSH) und eine verstarkte Genexpression der Glutathion-S-
Transferase (GST) erstmals in humanen Arsen-resistenten Zellen der Prostataepithel-Zelllinie
RWPE-1. Die Arsen-Resistenz war nach Behandlung der Zellen mit einem GSH- und GST-
Inhibitor aufgehoben. Bei einer Untersuchung von Arsenit- und Antimon-resistenten humanen
Leuk&miezellen konnten Salerno et al. (2002) eine verstarkte Expression des MRP1-Gens
feststellen sowie den Glutathion-abhéngigen Efflux von Arsenit und Antimon nachweisen.
Die Gene des MRP1 und der Gamma-Glutamylcystein-Synthetase (»-GCS), dem
Schlisselenzym der Glutathion-Synthese, waren in humanen Leukamie-Zellen koordinativ

reguliert und durch Schwermetalle induzierbar (Ishikawa et al. 1996, Kuo et al. 1998).
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Daraus schlussfolgernd kénnten die intrazelluldre Glutathionkonzentration, die Aktivitat der
Gamma-Glutamylcystein-Synthetase (y-GCS) sowie die Expression des MRP1-Transporters
einen direkten Einfluss auf die Auspragung der Arsen-Resistenz einer Zelle haben (Lorico et
al. 2002).

Der in dieser Arbeit positive Befund der nachgewiesenen erhdhten Expression der Mrpl-
Transporter in den Arsen-resistenten V79-Klonen K4, K6, K7 und K9 macht diesen Trans-
porter als eine Grundlage der selektierten Arsen-Resistenz wahrscheinlich. Bezuglich der
Evaluierung einer nachgewiesenen MRP1-Expression in einem Versuchsmodell &uferten
Deeley und Cole (2003), dass eine Beurteilung der MRP1-Expression im Allgemeinen
schwierig sei, da MRP1 haufig schon physiologisch in vielen Geweben exprimiert werde.
Dadurch wére eine Auswertung nur valide, wenn auch normales, gesundes Gewebe in die
Auswertung mit einbezogen wurde. Bei den Untersuchungen der Mrp1-mRNA-Expression in
dieser Arbeit wurde den Arsen-resistenten V79-Klonen auch eine Kontrolle mit
unbehandelten V79-Zellen (V79) gegenlbergestellt. Bei diesen unbehandelten V79-Zellen
(V79) gelang bis auf den Versuch 4.9.1 der Nachweis einer physiologischen Mrpl-mRNA-
Expression im Northern-Blot ohne vorherige Arsenit-Exposition. Nach Langzeitexposition
mit Arsenit (As'"') bzw. Dimethylarsonsaure (DMAY) konnte ein Anstieg der Mrpl-mRNA
Expression beobachtet werden, so dass die in diesen Experimenten gewonnenen Ergebnisse
fur eine Induzierbarkeit der Mrp1-mRNA Expression bei den Arsen-resistenten VV79-Klonen
sprechen. Im Widerspruch dazu zeigte sich in der Northern-Blot-Analyse 4.9.1 bei den V79-
Zellen (V79), die ausschlieBlich 4 Tage vor der RNA-Isolierung eine Arsenit-Exposition
erhielten, kein Nachweis einer Mrpl-mRNA-EXxpression.

Interessanterweise zeigte der V79-Klon K8, bei dem eine starke Arsenit-Resistenz mittels
Neutralrot-Assay nachweisbar war, in den Versuchen 4.9.2 u. 4.9.3 eine im Vergleich zu den
ubrigen V79-Klonen niedrigere Mrpl-mRNA-Expression. Somit ist denkbar, dass den
verschiedenen Arsen-Resistenzen unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen.

Insgesamt ist noch unklar, inwieweit beispielsweise der Metabolismus von Arsen einen
Einfluss auf das Toleranzniveau gegeniiber Arsen haben konnte, jedoch ist es von grofer
Bedeutung, dass Glutathion im Rahmen der Biomethylierung bei der Reduktion von As” zu
As"' als Quelle fiir Reduktionsaquivalente dient und somit nach Arsen-Exposition
intrazelluldr ,,aufgebraucht™ wird und den Redoxstatus der Zelle beeintrichtigt (Drobna et al.
2006, Yu et al. 2003, Yang und Frenkel 2002, Leslie et al. 2004, Liu et al. 2001).

So steigt nach oxidativem Stress, wie z. B. nach erfolgter Arsen-Exposition, die oxidierte
Form des Glutathions (GSSG) an. Des Weiteren ist bekannt, dass MRP1 selbst in der Lage ist,
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reduziertes GSSG zu transportieren und so das intrazelluldare Redoxpotential abzupuffern
(Deeley et al. 2006).

Nach Eintreten der toxischen Metabolite in die Zelle beginnt die enzymatische
Biomethylierung durch die Purin-Nukleosid-Phosphorylase (PNP) und AS3MT (As'"'-S-
Adenosylmethionin-Methyltransferase; frihere Nomenklatur: Cyt19) (Yu et al. 2003,
Zakharyan et al. 1999). Eine wichtige Aufgabe des MRP1-Transporters besteht darin, mit den
Enzymen in der Phase Ill der Biotransformation zusammenzuarbeiten, um so einen
reibungslosen Efflux und somit geringe intrazelluldre Konzentrationen der Arsenmetabolite
zu gewahrleisten (s. Abb. 2).

Die bereits methylierten Substrate (z.B. DMA", MMA') kénnen nach dem heutigen
Kenntnisstand intrazellular weiterhin eine toxische Wirkung ausiiben. So kann
mdoglicherweise die Akkumulation der toxischen Metabolite innerhalb der Zelle zur
Ruckwandlung der methylierten Substrate durch hydrolytische Enzyme fiihren bzw. kdnnte
die Produktionsinhibition der konjugierenden Glutathion-S-Transferase (GST) die Folge sein
(Deeley et al. 2006).

Es wird davon ausgegangen, dass hohe Konzentrationen von Arsenit die enzymatische
Methylierung durch die Purin-Nukleosid-Phosphorylase (PNP) und AS3MT (As"' -S-
Adenosylmethionin-Methyltransferase; frihere Nomenklatur: Cyt19) hemmen und andere
Transporter wie GLUT-2 und MRP2 aktiviert werden (Drobna et al. 2010).

Ebenfalls wird diskutiert, die gesteigerte Glutathion S-Transferase (GST)-Expression selber

" an GSH beeinflussen und somit den

konnte die Kapazitat der Konjugation von As
gesteigerten effektiven Zellefflux limitieren (Wang und Lee 1993, Wang Z et al. 1996,
Gregus et al. 2000, Kala et al. 2000).

Leslie et al. (2004) untersuchten die mittels MRP1 transportierten Arsenmetabolite an
Membranen aus der MRP1 transfizierten HelLa Zelllinie sowie aus der H69AR-Zelle mit

" hur in

nachgewiesener MRP1-Expression und postulierten, dass MRP1-Transporter As
Gegenwart von GSH transportieren. Nach Substitution mit nicht reduzierenden GSH-
Analoga, denen eine freie Thiolgruppe fehlte, wurde kein Transport von GSH-konjugiertem
As'"' beobachtet, so dass moglicherweise die freie Thiolgruppe von GSH als wichtige
Bindungskomponente anzusehen ist. Daruiber hinaus scheint der GSH-abhangige Transport
von dem pH-Milleu des Cytoplasmas abhédngig zu sein, da bei einem pH von 6,5 bis 7 der
As"-Transport zweimal hoher war als im basischen Milieu. Dabei zeigte sich der As(Gs)s
Komplex offensichtlich im sauren Millieu stabil und konnte somit mittels MRP1 transportiert

werden. Zudem war der MRP1-Transporter osmotisch empfindlich und der Transport konnte
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durch mehrere konjugierte organische Anionen gehemmt werden (wie z.B. durch das
metalloide Antimon) (Leslie et al. 2004).

Leslie et al. (2004) konnten an der HG9AR-Zelllinie zeigen, dass der As"'-Efflux durch MRP1
mdoglicherweise von der Bildung von As(GS); abhangig ist und die Glutathion-S-Transferase
(GSTP1) das fiir die Konjugation an As"' verantwortliche Enzym ist. Interessanterweise
fanden die Forscher, dass die normalerweise im Zytosol oder Kern befindliche Glutathion-S-
Transferase GSTP1 in der Vesikelmembran der H69AR-Zelllinie nachzuweisen war. Bei
MRP1-transinfizierten HeLa-Zellen ohne Glutathion-S-Transferase GSTP1 war kein As''-
Transport detektiert worden, auch nicht in Anwesenheit von GSH. Extern verabreichtes
synthetisches As(Gs); wiederum wurde von den Zellen transportiert, so dass davon
ausgegangen wurde, dass die Konjugation des Arsenits eine grundsatzliche Bedingung fir den
MRP1-vermittelten Transport zu sein scheint und die As(GS)s;-Komplexe eine
bemerkenswerte hohe Affinitat zu dem MRP1-Transporter besitzen.

Um die potentiellen Transportmechanismen und die eventuell unterschiedliche
Induzierbarkeit der Mrpl-Expression zu untersuchen, wurden die nach 4 Wochen Inkubation
mit 10 pM Dimethylarsonsaure (DMAY) in Kultur gehaltenen Arsen-resistenten V79-Klone
ebenfalls auf eine erhdhte Mrpl-mRNA-Expression untersucht.

Bei mehreren der Arsen-resistenten V79-Klone (K4, K6, K7 und K9) konnte eine erhdhte
Mrpl-mRNA-Expressionen nach einer solchen Inkubation mit 10 uM Dimethylarsonsdure
(DMAY) festgestellt werden (siehe Versuch 4.9.5).

Die in diesen Experimenten gewonnenen Ergebnisse lieRen darauf schlielen, dass nicht nur
Arsenit zu einer Erhdhung der Mrpl-Expression gefiihrt hat, sondern DMAY ebenfalls ein
Stimulus auf die Mrpl-vermittelten Transportmechanismen in der Zelle ausibt. Die ermittelte
relative Mrpl-mRNA-Expression der V79-Zellansitze mit DMA"-Inkubation und
anschlieRender neutraler 4-tagiger Kultivierung zeigten im Vergleich zu den Versuchen nach
Arsenit-Inkubation und anschlielender neutraler 4-tdgiger Kultivierung eine von den
Relationen vergleichbare Mrpl-mRNA-EXxpression.

Innerhalb der \/79-Zellen mit einer DMAY-Langzeitinkubation sind jedoch unterschiedliche
Mrpl-Expressionen, abhéngig von der weiter durchgefiihrten Inkubation, zu beobachten. Es
stellt sich die Frage, warum die V79-Zellen der dauerhaften DMAY—Inkubation und
anschlielender neutraler 4-tdgiger Kultivierung eine teilweise hdhere Mrpl-Expression der
mRNA aufwiesen, als solche mit einer angeschlossenen 24 h DMAY—Inkubation. Durch den
kiirzeren Kontakt der VV79-Zellen im ersten Ansatz mit der toxischen Substanz DMAY und

dem damit vermuteten geringeren Resistenz-Induktionsreiz, hétten diese V79-Klone am
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wahrscheinlichsten einen geringeren Mrpl-mRNA-Gehalt aufweisen mussen. Die V79-Klone
K6, K7 und K9 zeigen jedoch eine hohere Expression der Mrp1-mRNA nach einem kiirzeren
Kontakt mit dem Arsenitmetaboliten DMA".

Beziiglich der DMAV-Inkubation konnten Dopp et al. (2004) zeigen, dass die zellulare
Aufnahme bei CHO-Zellen fur DMA"' 10 %, fir MMA", As" und As" 2% sowie fiir DMAY
nur 0,03% betrug.

Dies lasst darauf schlieRen, dass moglicherweise der schwachere Influx von DMAY in die
Zelle einen geringeren toxischen Reiz und somit weniger Stimuli zur Expression des Mrpl-
Transporters in den V79-Zellen auslost. Ebenso kdnnte es maglich sein, dass die Aktivitat des
MRP1-Transporters durch intrazellulire GSH-Konzentration gesteuert wird und von ihr
abhangig ist (Vanhoefer et al. 1996). Demnach weisen DMAY und As"' unterschiedliche
Charakteristika in ihrer Induzierbarkeit der Mrpl-mRNA-Expression bei den V79-Klonen
auf.

Leslie et al. (2004) untersuchten die GSH-Bindungsdoméne zu MRP1, in der eine Vielzahl
von Aminosauren substituiert worden war. Sie stellten fest, dass die molekulare Struktur des
Tripeptids GSH die Transportaktivitit des MRP1 mitbestimmte. Manciu et al. (2003)
verwendeten eine von innen nach aullen gerichtete MRP1-Konfiguration in rekonstruierten
Lipidvesikeln und konnten beweisen, dass die Bindung von GSH an MRP1 eine
Konformationséanderung des Transporterproteins induzieren konnte. Diese
Konformationsédnderung verbesserte durch Einfluss auf die strukturelle Organisation der
zytosolischen Domanen die Voraussetzungen fur die ATP-Bindung und/oder Hydrolyse an
dem MRP1-Transporter. Es stellt sich die Frage, welchen Einfluss GSH auf die
Transportaktivitdt von MRP1 in den V79-Klonen hat. So kann vermutet werden, dass GSH
nach Bindung eine allosterische Wirkung auf MRP1 besitzt, bei der es zu einer
Konformationsédnderung des Transporters kommt, um verbesserte Bedingungen fir die
Substratbindung bzw. Substrataffinitat zu schaffen. Bei einem verminderten GSH-Spiegel
nach einer Langzeitinkubation mit Arsenit und Dimethylarsonsdure kénnte ein verminderter
Efflux und eine verminderte Induktion des Mrpl-Transporters in den V79-Klonen resultiert
haben.

Weitere Vertreter der Adenosin-Triphosphat (ATP)-binding cassette (ABC)-Transporter
stehen beziglich der intrazellularen Elimination von Arsenmetaboliten zur Diskussion.

So kdénnte der MRP2-Transporter an einer erworbenen Arsen-Resistenz beteiligt sein. Die
V79-Zellen stammen aus Lungengewebe, in dem der Mrp2 physiologisch nicht exprimiert

wird, jedoch konnte der MRP2 in einer ganzen Reihe von Lungenkrebszellen auf einem
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hohen Aktivitatsniveau detektiert werden (Kool et al. 1997, Mottino et al. 2001, Schaub et al.
1997). Weiterhin zeigt auch der an der Gallengangsmembran lokalisierte MRP2 eine GS-X-
Pumpen-Aktivitat, so dass dieser an Glutathion-konjugierte Substrate transportieren konnte
(Oude et al. 1995, Yamazaki et al. 1996, Rost et al. 2001).

Studien ergaben eine fast identische Subratsspezifitit von MRP1 und MRP2 bei einer sehr
unterschiedlichen Substrataffinitdt (Nies und Keppler 2007). Beide Transporter befordern
sowohl LTC,4 als auch Bilirubinkonjugate, wobei MRP1 eine stérkere Substrataffinitat zu
GSH-Konjugaten und freiem Glutathion besitzt und auRerdem eher LTC, transportiert. MRP2
transportiert bevorzugt Bilirubinkonjugate (Cui et al. 1999).

Das von der Aminosdurensequenz zu MRP1 dhnliche MRP2 stellt ebenfalls eine
Schlisselfunktion in der Phase Il der Elimination von GSH-konjugierten Xenobiotika dar.
Beide MRP-Transporter wurden in Studien als synergistisch agierende Helfer im Rahmen der
Resistenzausbildung gegeniiber elektrophilen Toxinen und Kanzerogenen diskutiert (Leslie et
al. 2004).

Zelcer et al. (2003) entdeckten bezliglich Arsenverbindungen, die den MRP2-Transport
stimulierten, dass diese nicht unbedingt selbst von MRP2 transportiert werden miissen und
moglicherweise zwei verschiedene Bindungskapazitaten existieren: eine zur Bindung der zu
transportierenden Substanz und eine weitere fir die allosterische Aktivierung zur Regulation
der ersteren. Es ist daher fraglich, ob es sich bei den in dieser Arbeit untersuchten
Resistenzmechanismen der V79-Versuchszellen tatsachlich um einen einzigen Transporter
handelt, oder ob ein breites Spektrum an Transportern zu der Resistenzentwicklung beitrégt.
In diesem Zusammenhang wurden in humanen Hepatozyten, welche vorher einer niedrigen
Arsenit-Konzentration ausgesetzt gewesen waren eine gesteigerte MRP2-Expression sowie
eine positive Korrelation zwischen MRP2-Expression und der Produktion von
Dimethylarsonsauremetaboliten (DMA'"', DMAY) bzw. Efflux in das Medium festgestellt,
sodass MRP2 maglicherweise eine Schliisselfunktion bei dem Ausschleusen von DMA spielt
(Drobn4 et al. 2010).

Analysen von chronisch-Arsen-exponierten Zellen zeigten eine erhohte mRNA-Expression
des Enzyms Glutathion S-Transferase P (GST-P), von Multidrug Resistenz-assoziierten
Proteinen fur die Effluxtransporter MRP1, MRP2 (neue Nomenklatur ABCC2; éltere
Nomenklatur: cMOAT1 oder cMRP), MRP3 (neue Nomenklatur ABBC3; é&ltere Namen:
MOAT-D, cMOAT-2) sowie des Multidrug Resistenz-Transporters P-Glykoprotein (neue
Nomenklatur: ABCB1, MDR1; dltere Namen: P-gp) (Liu et al. 2001, Lee et al. 1989, Wang
und Lee 1993).
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Trotz der geringen Ubereinstimmung in den Aminoséurensequenzen, besitzt MRP1 ein mit P-
Glykoprotein (neue Nomenklatur: ABCB1, MDR1; altere Namen: P-gp) Uberlappendes
Resistenzspektrum. Es ist bekannt, dass eine Arsenexpostion in der renalen Adenokarzinom
Zellinie HTB-46 und in der humanen HepG2 das P-Glykoprotein (neue Nomenklatur:
ABCB1, MDR1; &ltere Namen: P-gp) induzieren kann (Chin et al. 1990, Kioka et al. 1992).
Dazu konnten in double-knock-out Mé&usen, in denen das P-Glykoprotein fehlte, eine erhthte
Toxizitat der Zellen festgestellt werden (Liu et al. 2001). Nach Ausschaltung der Transporter
P-Glykoprotein und Mrpl resultierte eine dramatische zytotoxische Empfindlichkeit der
Sdugerzellen gegenlber der Arsen-Exposition, die ein Absterben der Zellen als Folge hatte
(Allen et al. 2000). So wird das P-Glykoprotein in neueren Studien als ein mogliches
,»Verstarker-Regel-System* diskutiert (Liu et al. 2001). Durch Inkubation mit einem
dosisabhédngigen Inhibitor von Glutathion-S-Transferase (GST) (Ethacrynsédure), einem
Glutathion-Synthese-Hemmer (Buthioninsuloximin, BSO), einem Inhibitor fur MRP1
(Mk571) sowie einem spezifischer Inhibitor fir P-Glykoprotein (PSC833) konnte die
erworbene Arsen-Resistenz aufgehoben werden (Liu et al. 2001). Bei der Inhibition von
MRP1, P-Glykoprotein und bei der Glutathion-Synthese stieg die intrazellulére
Arsenakkumulation, sodass vermutet wurde, dass sich diese Transporter bzw. Enzyme an
dem Mechanismus des Arsenefflux beteiligen (Naredi et al. 1995, Wang und Rossman 1996,
Wang und Lee 1993).

Es ist bekannt, dass das P-Glykoprotein (neue Nomenklatur: ABCB1, MDR1; altere Namen:
P-gp) durch den Calcium-Kanalblocker Verapamil inhibiert werden kann. Dabei scheint
Verapamil selbst durch P-Glykoprotein transportiert zu werden. Andererseits ware denkbar,
dass dieser ABC-Transporter auf Veranderungen der intrazellularen Calciumspiegel reagieren
kdnnte. Zhang et al. (1999) postulierten, dass das MaR des intrazellularen Calciumspiegels
mdoglicherweise mit der Auspragung der Arsen-Resistenz zusammenhéngt. So wére denkbar,
dass die durch die ROS-Produktion vermittelte Veranderung des Mitochondrienpotentials
und die damit einhergehende Beeinflussung des intrazelluldaren Calciumspiegels einen
Einfluss auf den P-Glykoprotein-Transporter ausiibt, der wiederum eine positive Ruck-
kopplung an den MRP1 weiterleitet. In diesem Zusammenhang stellten Loe et al. (2000) fest,
dass Verapamil den Transport von GSH durch MRP1 stimuliert und bei Fehlen von
Verapamil kein GSH-Transport nachweisbar war.

Weiterhin ist moglich, dass MRP3 (neue Nomenklatur ABBC3; altere Namen: MOAT-D,
cMOAT-2) an dem Efflux von GSH-konjugierten Arsenmetaboliten As"'(GS)s;, MAA"(GS),
und DMA"(GS) beteiligt ist. Der MRP3-Transporter (neue Nomenklatur ABBC3; éltere
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Namen: MOAT-D, cMOAT-2) st fur den Transport von organischen Anionen in der
basolateralen Memrandoméne verantwortlich und ist in humanen und Ratten-Hepatozyten fur
den Efflux in die sinusoidale Blutbahn zustdndig. MRP3 teilt mit MRP1 die hochste
strukturelle Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz, differenziert sich jedoch stark in
seiner Substratspezifitdt zu MRP1 (Konig et al. 1999b, Kool et al. 1999). So besitzt MRP3
nur eine geringe Substrataffinitat fir unkonjugierte hydrophobe Komponenten in
Anwesenheit von freiem Glutathion (GSH).

Kool et al. 1999 berichteten in diesem Zusammenhang von einem unveranderten
intrazellularen GSH-Spiegel in MRP3-transfizierten Zellen.

Eine erhhte MRP3-Expression wurde in cholestatischen Leberzellen sowie bei Patienten mit
Dubin-Johnson-Syndrom (DJS) beobachtet, denen der fir die biliare Exkretion des
glucuronidierten Bilirubins verantwortliche MRP2-Transporter in den kanalikuldren
Membranen der Leberzellen fehlt (Kubo et al. 2009, Ortiz et al. 1999, Hirohashi et al. 1998).
So wird vermutet, dass die Substratspezifitdit des MRP3-Transporters bei Stérung der
Gallensekretion oder Funktionsausfall des MRP2-Transporters den Efflux von organischen
Anionen aus der Leber in das Blut sichert. Weiterhin kann MRP3 als eine alternative
Maoglichkeit angesehen werden, den Efflux von Gallensduren und Glucuroniden aus
cholestatischen Hepatozyten zu gewaéhrleisten, ist aber kein Transporter, der sich am
enterohepatischen Kreislauf von Gallenséuren beteilgt (Belinsky et al. 2005, Zeng et al.
2000).

MRP1 und MRP3 werden (berwiegend in Zellmembranen exprimiert. MRP2 wurde mit
hoherer Dichte in intrazellularen Membranen von Vesikeln gefunden (Sodani et al. 2012).
Drobna et al. (2010) konnten eine vermehrte Expression des MRP2-Transporters (neue
Nomenklatur ABCC2; éltere Nomenklatur: cMOAT1 oder cMRP) sowie des ABC-
Transporters P-Glykoprotein (neue Nomenklatur: ABCB1, MDR1; éltere Namen: P-gp)
feststellen und diese Transporter in humanen Hepatozyten mit Ausbildung einer Arsen-
Resistenz in Verbindung bringen. Infolgedessen wird davon ausgegangen, dass MRP2 und P-
Glykoprotein den Transmembrantransport der an Glutathion konjugierten Arsenmetaboliten
As'"(GS)s, MAA"(GS), und DMA"'(GS) in die Gallenkanalchen vermitteln.

Es wird vermutet, dass MRP1 (neue Nomenklatur: ABCC1,; dltere Namen: MRP, ABCC, GS-
X, ABC29) und MRP3 (neue Nomenklatur ABBC3; altere Namen: MOAT-D, cMOAT-2) an
dem Efflux von GSH-konjugierten Arsenmetaboliten As"(GS);, MAA"(GS), und
DMA"(GS) in die sinusoidale Blutbahn beteiligt sind (Sodani et al. 2012, Drobna et al.
2010).
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Chavan et al. berichteten 2011 von einer verstarkten Expression des ABC-Transporters
ABCB6 (frihere Nomenklatur: MTBC3, umat, PRP) in HepG2 und Hep3B Zellen nach
Arsen-Exposition und machten diesen fur die Resistenz gegentiber Arsen verantwortlich.
Studien in Maus-Zellkulturen und humanen Zellkulturen unterstitzten die These, dass
ABCBS6 eine direkte Korrelation zu der zelluldren Vermittlung der Arsen-Resistenz besitzen
konnte (Paterson et al. 2007, Annerreau et al 2004). Im Gegensatz dazu konnten Gebel T et
al. (2002) keinen Anstieg der mRNA-Expression des ABCBG6-Transporters in Arsen-
resistenten HepG2-Zellen nachweisen.

Ein weiterer interessanter Aspekt dieser Arbeit ist, dass mittels des Neutralrot-Assays nicht
nur gezeigt werden konnte, dass die Resistenz der Arsen-resistenten VV79-Klone sich auch auf
die zytotoxischen Wirkungen von Arsenit erstreckt, sondern dass die VV79-Klone dariber
hinaus eine starke Kreuzresistenz gegentiber Cisplatin aufwiesen. Dieser Nachweis war von
Interesse, weil umgekehrt beschrieben worden war, dass eine erworbene Cisplatin-Resistenz
mit einer Kreuzresistenz gegen Arsenit einhergeht (Ishikawa et al. 1996).

Es ist bekannt, dass aufgrund der breiten Substraterkennung der involvierten MRP-
Transporter die Mdoglichkeit der Kreuzresistenz-Ausbildung besteht und Tumorzellen
unempfindlich gegentber mehreren strukturell und vom Wirkungsmechanismus her
verschiedenen Zytostatika sind.

Aufgrund der ahlichen Substrataffinitdit von MRP1 und MRP2 liegt eine gemeinsame
Beteiligung an der Resistenzentwicklung auch gegentiber Chemotherapeutika nahe. Bezogen
auf die verschiedenen Chemotherapie-Resistenzspektren konnte dem MRP2 in verschiedenen
Studien eine eindeutige Cisplatin-Resistenz zugeordnet werden (Sodani et al. 2012,
Hooijberg et al. 1999, Cui et al. 1999). Die Ausbildung einer Resistenz von MRP2 gegenlber
Cisplatin ist von besonderem Interesse, da dem MRP1-Transporter ebenfalls mehrfach eine
Cisplatinkreuzresistenz bei Arsen-Resistenz zugeordnet werden konnte (Ishikawa et al. 1996,
Sodani et al. 2012, Cole et al. 1994). Die Resistenzentwicklung in den in dieser Arbeit
untersuchten V79-Klonen erklart sich am wahrscheinlichsten (ber die F&ahigkeit des
Cisplatins, GSH-Komplexe in den Zellen zu bilden und als GSH-Konjugatsubstrat durch eine
ATP-abhangige Glutathion-S-Konjugat-Pumpe aus der Zelle eliminiert zu werden (Sodani et
al. 2012, Ishikawa et al.1994, Cui et al. 1999). Somit kann vermutet werden, dass der Mrpl-
Transporter fur den Transport des Glutathion-konjugierten Cisplatins in den Arsen-resistenten
V79-Zellklone mitverantwortlich ist. Wéhrend die Funktion der GS-X-Pumpen als
Transporter fir endogene Metaboliten hinreichend untersucht werden konnte, gestaltete sich

die Untersuchung ihrer Rolle als Xenobiotika-Transporter schwieriger. Dennoch zeigten friihe
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Studien, dass Glutathion (GSH) und die Glutathion-S-Transferasen (GST) direkt an der
zelluldren Resistenz gegentber Chemotherapeutika, wie Cisplatin beteiligt sind (Perez et al
1990, Godwin et al. 1992).

So ist die Arsen-Resistenz in Chemotherapeutika-resistenten Zellen am wahrscheinlichsten
als Nebeneffekt der Chemotherapeutika-Resistenz zu werten, da die durch Arsen induzierbare
Arsen-Resistenz durch MRP1 und MRP2 gemeinsam vermittelt werden kann und ebenfalls
auf einer ATP-abhéngigen Glutathion-S-Konjugat-Pumpe basiert.

Die Beteiligung weiterer MRP-Transporter am Cisplatin-Efflux erscheint ebenfalls nicht
ausgeschlossen, denn alle bisher beschriebenen Arsen-Resistenzen gingen mit Resistenzen
gegen Chemotherapeutika einher. Ueda et al. konnten 1999 schon anhand von Versuchen an
der Cisplatin-resistenten humanen Epidermoid-Zell-Linie K-B-3-1 zeigen, dass neben MRP1
und MRP2 auch das MRP3-Transportergen sowie das P-Glykoprotein an der Auspragung der
Cisplatin-Resistenz beteiligt sein kdnnten, da die Forscher eine eindeutig erhohte Expression
dieser Transportergene nachwiesen. Diese Ergebnisse wurden 2003 von Briz et al. nochmals
bestatigt, die in Cisplatin-resistenten humanen Kolonkarzinomzellen eine verstarkte
Expression der Gene von MRP1, MRP2, P-Glykoprotein und der Glutathion-S-Transferase
(GST) aufzeigten.

Es wurde gezeigt, dass der ATP7B (copper-transporting-P-type adenosine triphosphatase),
einen fur die Cisplatin-Resistenz mitverantwortlichen Mechanismus darstellt und es konnte
eine eindeutige Verbindung mit der Genexpression der Transporter MRP2 und P-
Glykoprotein hergestellt werden (Nakayama et al. 2002). Henness et al. (2002) zeigten, dass
eine Cisplatin-Resistenz in Lungenkarzinomzellen durch fraktionierte Bestrahlung induziert
werden konnte. Dabei wurden die Transportergene MRP1-und MRP2 Uberexprimiert, die
Expression der Glutathion-S-Transferase (GST) war dagegen abgeschwacht.

Somit ist eine Beteiligung unterschiedlicher Mitglieder der ATP-binding-casette (ABC)-
Subfamilie MRP bei der Auspragung einer Arsen- und Cisplatin-Resistenz mdglich, da sie
den erforderlichen GSH-abh&ngigen Substrattransport vermitteln.

Dabei existieren sehr unterschiedliche Substrataffinitdten und Substratspezifitaten und es ist
noch unklar, ob GSH ausschliel3lich als Kosubstrat fir konjugierte hydrophile Substrate
fungiert oder eine Funktion als allosterischer Co-Faktor einnimmt, der durch Bindung an noch
unbekannte Menmranbindungsdoméanen am Transporterprotein selber Substratbindungs-
affinitdten der MRP-Transporter regulieren kann. Die Komplexitét dieses Systems zeigt, dass
das Verstdndnis fur den Zusammenhang von MRP1-Transportern eine Herausforderung

bleibt. Ebenfalls erscheint komplex, dass es unterschiedliche Substratspezifitdten fur an
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Glukuronid-konjugierte Substrate und GSH-konjugierte Substrate unter den MRP-Mitgliedern
zu geben scheint. Dies unterstreicht die Vielfalt der MRP-Transportsysteme. Es besteht
weiterhin Forschungsbedarf auf diesem Gebiet, um die molekularen Zusammenhénge des
GSH-abhangigen Arsen-Transportes zu verstehen und weitere Wechselwirkungen wie die
Beeinflussung von Regulatoren, die die Expression der MRP1- und MRP2-Transporter

beeinflussen kdnnen, aufzuklaren.
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6.4 Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit Hilfe von Arsenit (As") die Mrpl-mRNA-
Expression der V79-Zellen gesteigert werden konnte und es eine generelle Assoziation
zwischen der Genotoxizitat, der Zytotoxizitat, und der Mrpl-mRNA-Expression zu geben
scheint. Ein weiterer interessanter Aspekt ware, die Mrpl-Expression in VV79-Zellen unter
Einfluss der Substanzen Dimethylarsonsaure (DMAY) und Cisplatin  (CDDP)
gegenuiberzustellen, um einen Vergleich der Mrpl-Induzierbarkeit unter Substanzen
unterschiedlichen toxischen Potentials zu untersuchen.

Aulerdem wadre die Untersuchung der moglichen Ausbildung von Mutationen am Mrpl-Gen
wahrend einer Arsen- oder Cisplatin-Resistenzausbildung von Interesse, da diese durch die
DNA-Bindungsaktivitit grundsatzlich moglich ist.

Auch weiterfiihrende Untersuchungen, wie z.B. die Klonierung weiterer Transporter sowie
die Darstellung ihrer Expression, kdnnten helfen, die beteiligten Arsen-Transporter weiter
einzugrenzen.

Von Interesse ware beispielsweise eine Ermittlung der Expression der Glutathion-S-
Transferase (GST) und der Gamma-Glutamylcystein-Synthetase (y-GCS) bei Arsen- und
Cisplatin-resistenten ~ V79-Zellen, um den Einfluss der glutathionabhdngigen
Substratkonjugation auf Resistenz bzw. auf Transportmechanismen zu erfassen. Zusatzlich
kdnnten spezifische Inhibitoren zum Einsatz kommen, wie zum Beispiel Ethacrynséaure als
Inhibitor der Glutathion-S-Transferase (GST), Buthioninsulfoximin als Inhibitor der Gamma-
Glutamylcystein-Synthetase (y-GCS), PS833 als spezifischer Inhibitor des P-Glykoprotein
(neue Nomenklatur: ABCB1, MDR1 é&ltere Namen: P-gp) oder MK571, der spezifisch zur
Inhibition von MRP1-Transportern verwendet wird.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde mit der etablierten Fibroblasten-Zell-Linie des Chinesischen
Hamsters (\VV79-Zellen) sowie mit Arsenit-resistenten Klonen dieser Zell-Linie gearbeitet. Es
wurden 5 Arsenit-resistente Klone (K4, K6, K7, K8 K9) von der etablierten V79-Linie durch
eine 8-wdchige Inkubation mit 10 uM Arsenit wie in Wang Z et al. (1996) beschrieben
herangeziichtet. Die erhaltenen Klone wurden nach einer weiteren 6-wdchigen 10 uM
Arsenit-Inkubation mittels Neutralrot-Assay auf eine etwaige erhohte Toleranz gegendiber der
Zytotoxizitdt von Arsenit (As")  sowie Cisplatin (CDDP) untersucht und mittels
Mikrokerntest auf eine etwaige erhdhte Toleranz gegeniiber der Genotoxizitat von Arsen hin
untersucht.

Uber den Neutralrotassay konnte bei den eingesetzten V79-Klonen (K4, K6, K7, K8, K9)
eine Resistenz gegenuber Arsen sowie eine Kreuzresistenz gegenutber Cisplatin (CDDP)
festgestellt werden. V79-Zellen (K), die 6 Wochen lang mit Arsenit vorbehandelt, aber nicht
kloniert worden waren, zeigten ebenfalls eine hdhere Toleranz gegeniber Arsenit und
Cisplatin als V79-Zellen ohne Arsenit-Vorbehandlung (V79). Damit konnte eine
Induzierbarkeit der Arsenit-Resistenz bei nicht klonierten VV79-Zellen (K) nachgewiesen
werden.

Bei den V79-Klonen (K4, K6, K7, K8, K9) lagen beziiglich der Arsenit-Resistenz die ED50
Werte zwischen 75 und tber 100 uM und Uberstiegen somit die ED50 der Kontrolle (V79, 24
puM) um das Zwei- bis Finffache. Die Klone K4, K7, K8 und K9 wiesen dabei eine starke
Resistenzauspragung auf.

Das genotoxische Potential von Arsenit bzw. die Bildung von Mikrokernen war in den
Arsenit-resistenten V79-Klonen generell geringer ausgeprégt im Vergleich zu den unbe-
handelten VV79-Zellen (V79). Die V79-Klone K4 K6, K7 und K8 zeigten ab einer Arsenit-
Konzentration von 1,5 uM eine geringere Mikrokernanzahl. Bei K9 lieR sich erst ab einer
Arsenit-Konzentration von 12 uM eine geringere genotoxische Wirkung feststellen. Am
deutlichsten ausgeprégt waren die Unterschiede zwischen den Arsenit-resistenten V79-
Klonen und der Kontrolle (V79) bei einer Arsenit-Konzentration von 25 puM. Bei den
vorinkubierten nicht klonierten V79-Zellen (K) konnte keine induzierbare genotoxische
Resistenz der Mikrokernbildung nach erneuter Arsenit-Exposition festgestellt werden.

Die aus V79-Zellen isolierte Gesamt-RNA wurde fur Northern Blot Analysen (zur
Uberpriifung der mRNA-Expression der Transporter Mrpl und Mrp2) und fiir die RT-PCR

eingesetzt. Da spezifische Hybridisierungssonden fir den Nachweis von Mrpl- oder Mrp2-
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mMRNA im Northern Blot benétigt wurden, die Sequenzen fir die entsprechenden Gene des
Chinesischen Hamsters jedoch bis dahin nicht in den Genbanken abgelegt worden waren,
wurden cDNA-Fragmente zu den Mrpl- bzw. Mrp2-Transkripten des Chinesischen Hamsters
durch RT-PCR erschlossen und kloniert. Um geeignete Primer fiir die RT-PCR-Reaktionen zu
finden, wurden die cDNA-Sequenzen der MRP1-/Mrpl- und MRP2-/Mrp2-Gene von
Mensch, Maus und Ratte aus der EMBL Gendatenbank einander gegentibergestellt. Es wurde
vorausgesetzt, dass die Mrpl- und Mrp2-Sequenzen des Chinesischen Hamsters einen hohen
Grad an Homologie zu den entsprechenden Sequenzen in den anderen Spezies aufweisen
wirden und daher Sequenzbereiche, die in den anderen drei Spezies Ubereinstimmten, auch
fur den Hamster konserviert sein wirden. Als Ergebnis dieser Sequenzvergleiche wurden
Primer fur die RT-PCR ausgewahlt, die hochkonservierten Bereichen entsprachen.

Die durch RT-PCR gewonnenen cDNA-Fragmente wurden kloniert und sequenziert. Die
Sequenz des klonierten Mrpl-cDNA Fragments des Chinesischen Hamsters wurde unter der
Zugangsnummer (accession no.) AJ 504425 in der EMBL Genbank abgelegt. Die Sequenz
des klonierten Mrp2-cDNA Fragments des Chinesischen Hamsters wurde unter der
Zugangsnummer (accession no.) AJ 504426 in der Genbank EMBL abgelegt. Der Nachweis
spezifischer mRNA im Northern Blot erfolgte durch Hybridisierung mit **Phosphor-
markierten Oligonukleotidsonden. Die Sonden zum Nachweis von Mrpl- bzw. Mrp2-mRNA
entsprachen kurzen Sequenzbereichen aus den oben beschriebenen klonierten cDNA-
Fragmenten.

In den untersuchten Proben der fibroblastoiden Lungenepithelzelle V79 des Hamsters konnte
zumindest im Northern Blot keine Mrp2-mRNA-Expression nachgewiesen werden. Hingegen
konnte bei den verschiedenen Arsen-resistenten V79-Klonen im Vergleich zu den
nichtklonierten Kontrollzellen (K) eine gesteigerte Mrpl-mRNA-Expression nach einer

kontinuierlichen Langzeitinkubation mit 10 uM Arsenit (As"

) gezeigt werden. Bei dem Klon
K8 war jedoch die niedrige Mrpl-mRNA-Expression im Vergleich zu den anderen resistenten
Klonen aufféllig, zumal der Klon 8 im Neutralrotassay eine relativ hohe Toleranz gegentber
Arsenit gezeigt hatte. Diese Ergebnisse sprechen dafur, dass die Mrpl-Expression zur
Resistenzauspragung gegeniber Arsen generell beitragen konnte. Insbesondere im Falle des

Arsen-resistenten Klon K8 kdénnten jedoch auch andere Mechanismen von Bedeutung sein.
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