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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden Studien zur Identifizierung und Charakterisierung
von Lebensmittelinhaltsstoffen als natlirliche Liganden des Ah Rezeptors (,,aryl
hydrocarbon receptor) vorgestellt. Der Ah Rezeptor ist ein liganden-abhingiger
Transkriptionsfaktor, der an der Expression zahlreicher Metabolismusenzyme beteiligt
ist. Im Mittelpunkt unserer Untersuchungen anhand von funktionellen AhR-abhidngigen
Bioassays stand dabei die Klasse der B-Carboline und ihrer Derivate, deren natiirliches
Vorkommen bereits in zahlreichen Lebensmitteln und im menschlichen Organismus
beschrieben ist. Die B-Carboline wurden fiir die Untersuchung auf ihr mogliches AhR
Ligandenpotential ausgewéhlt, da sie von der Aminosdure Tryptophan abgeleitet sind,
die selbst als schwacher AhR Agonist identifiziert wurde, und weil das trizyklische 9H-
Pyridol[3,4-b]-Ringsystem der B-Carboline eine strukturelle Ahnlichkeit zum proto-
typischen AhR Liganden 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) aufweist.

CI: : :O: : :CI
Cl (®) Cl

2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin Harman

Die Schwerpunkte der Untersuchungen zur AhR Ligandenaktivitit von B-Carbolinen

lagen auf folgenden Aspekten:

e FEtablierung von rekombinanten, zellbasierten funktionellen Reportergenassays;

e Identifizierung und Charakterisierung von B-Carbolinderivaten als Liganden des Ah
Rezeptors mittels funktioneller Reportergenassays;

e Charakterisierung mechanistischer Aspekte im AhR vermittelten Signaltrans-
duktionsweg mittels in vitro und ex vivo Gelretardation Assays am Beispiel
ausgewdhlter -Carbolinderivate mit AhR Ligandenaktivitdt und

e Beschreibung der AhR Ligandenaktivitit von Soja- und Wiirzsaucen als Modell-

systeme flir komplexe natiirliche Lebensmittel.



ii Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zundchst zwei rekombinante, zellbasierte Reporter-
genassays zur Identifizierung von AhR Liganden etabliert. Bei diesen Bioassays
handelte es sich um die von der Mausleberzelllinie Hepalclc7 abgeleiteten Klone
HIL6.1c2 und HIG1.1c3, die stabil transfizierte Reportergene fiir Luciferase und EGFP
(,,enhanced green fluorescent protein®) enthielten. Die Expression der Reporterproteine
Luciferase und EGFP stand unter der Kontrolle von so genannten ,,dioxin responsive
elements” (DRE, Dioxin-responsive Elemente) und unterlag somit einem AhR
vermittelten Signaltransduktionsmechanismus. Funktionsfiahigkeit und ZweckméBigkeit
des Luciferase- (CALUX-Assay, ,,chemically activated luciferase expression®) sowie
des EGFP-Assays (CAFLUX, ,,chemically activated fluorescence expression®) konnten
mittels Untersuchungen zu den basalen und induzierbaren Reporterproteingehalten und
durch Aufnahme von Dosis-Wirkungskurven fiir die in der Literatur beschriebenen AhR
Agonisten [3-Naphthoflavon (BNF) und 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD)
gezeigt werden. Die Reportergenassays erlaubten eine einfache, zuverldssige und
empfindliche Identifizierung, Charakterisierung und relative Quantifizierung von AhR
Liganden. Aufgrund von Unterschieden in Reporterproteinstabilitit und Geschwin-
digkeit der Genexpression boten beide Reportergensysteme spezifische Vorteile, sodass
zu einer moglichst umfassenden Identifizierung und Charakterisierung von AhR
Liganden beide Assays komplementdr eingesetzt wurden. Die mittels EGFP-Reporter-
genassay ermittelten ECso-Werte betrugen fiir TCDD 25 pM und fiir den weniger
toxischen Referenzliganden -Naphthoflavon 35 nM. Diese Werte korrelierten sehr gut
mit den ECsp-Werten von 77 pM fiir TCDD und 14 nM fiir BNF im Luciferase-

Bioassay, sowie mit publizierten Werten.

Ausgangsmaterial fiir erste umfangreiche Screeninguntersuchungen zur AhR
Ligandenaktivitat von B-Carbolinderivaten waren die von Tryptophan abgeleiteten
klassischen  B-Carboline, 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carboline, 1,2,3,4-Tetrahydro-[3-
carbolin-3-carbonsduren, sowie Tryptophan-Glykokonjugate. Das Screening mittels
EGFP-Reportergenassay fiihrte zur Identifizierung mehrerer B-Carbolinderivate, die
fahig waren die AhR-kontrollierte Reportergenexpression zu induzieren bzw. die durch
einen Agonisten induzierte Genexpression zu inhibieren. Insbesondere die B-Carboline
B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester und —ethylester sowie B-Carbolin-3-N-methyl-
carboxamid wiesen ein ausgeprédgtes agonistisches Potential auf. Hingegen konnten

Harman (1-Methyl-f-carbolin) und Norharman (B-Carbolin) die EGFP-Reportergen-
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expression nicht induzieren. Bei Koinkubation mit dem Agonisten BNF waren beide

Harmanalkaloide jedoch fahig die durch BNF induzierte Genexpression zu schwichen.

An diese erste Identifizierung von [-Carbolinderivaten mit AhR Ligandenaktivitdt
schloss sich eine eingehende Charakterisierung exemplarischer Vertreter von
B-Carbolinen mit agonistischen bzw. antagonistischen Eigenschaften an. Hierzu wurden
Studien zum zeitlichen Verlauf und zur Serumabhéngigkeit der Reportergenexpression
im EGFP- und Luciferase-Assay durchgefiihrt. Dariiber hinaus ermdoglichten Dosis-
Wirkungs- und Antagonist-Inhibierungskurven die Ermittlung von ECso- und ICso-
Werten fiir die Ligandenaktivitit verschiedener B-Carboline. Fiir die Verbindungen
B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester und -ethylester sowie p-Carbolin-3-N-methyl-
carboxamid wurden im EGFP-Assay anhand von Dosis-Wirkungskurven ECso-Werte
von 13 uM, 11 pM und 17 uM ermittelt. Diese P-Carboline stellten somit deutlich
schwichere Agonisten als die Liganden TCDD (ECsy: 25 pM) und BNF (ECsy: 35 nM)
dar. Im Vergleich mit dem bekannten natiirlichen AhR Agonisten Tryptophan (ECs:
135 uM), der in analoger Weise untersucht wurde und als schwacher Agonist einzu-
ordnen ist, wiesen die untersuchten 3-Carboline ein geringfiigig stirkeres agonistisches
Potential auf.

Durch Koinkubationen mit dem AhR Agonisten BNF konnten die -Carboline Harman,
Norharman, Harmalin und Harmin im EGFP-Reportergenassay eindeutig als
Antagonisten des AhR vermittelten Signaltransduktionswegs identifiziert werden. Die
fiir diese Verbindungen durch Antagonist-Inhibierungskurven ermittelten ICso-Werte
von 7 uM, 9 uM, 21 uM bzw. 6 uM lagen im unteren pM-Bereich und wiesen ein
dhnlich starkes antagonistisches Potential wie der bekannte AhR Antagonist Ellipticin
(ICsp: 13 uM) auf. Anhand unserer Untersuchungen mit funktionellen Reportergen-
assays konnten wir folglich belegen, dass ausgewéhlte Vertreter aus der Klasse der
B-Carboline AhR Ligandenaktivitét besitzen. Des Weiteren wurde die agonistische bzw.

antagonistische Wirkung dieser Verbindungen systematisch charakterisiert.

Die unterschiedlichen agonistischen und antagonistischen Wirkprofile der
identifizierten AhR Liganden veranlassten uns, Untersuchungen zum mechanistischen
Ablauf der AhR vermittelten Genexpression durchzufithren. Wéhrend die EGFP- und
Luciferase-Reportergenassays den korrekten und vollstindigen Ablauf des AhR

vermittelten Signaltransduktionsmechanismus bis zur Genexpression beschreiben,
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ermoglichen es DNA-Bindungsassays (Gelretardation Assay, GRA) speziell die
ligand-abhingige Aktivierung und die Transformation des AhR-Ligand-Komplexes in
seine DNA-Bindungsform zu untersuchen. Ziel unserer Studien mit Gelretardation
Assays war es, durch die Analyse von Einzelschritten des AhR vermittelten
Regulationsmechanismus zu kldren, auf welcher Stufe dieser Mechanismus bei den
antagonistisch wirkenden [-Carbolinen abgebrochen wird und gleichzeitig den
korrekten Ablauf des AhR kontrollierten Signalwegs bei den agonistisch wirkenden
B-Carbolinen zu belegen. Hierzu setzten wir im in vitro GRA Meerschweinchen-
Lebercytosol als AhR Quelle ein, wihrend wir im ex vivo GRA die AhR-Ligand-
Komplexe durch Inkubation kultivierter Zellen und Extraktion der Zellkernproteine
gewannen.

Fir die Verbindung Carbolin-3-carbonséure-methylester konnte in beiden Gelretar-
dation Assays die Ausbildung der entsprechenden AhR-Ligand-DNA-Komplexbande
gezeigt und somit die Fiahigkeit dieser Verbindung die Transformation des Ah
Rezeptors in seine hoch-affine DNA-Bindungsform zu induzieren belegt werden. Es
bestand eine sehr gute Korrelation der Fahigkeit dieses B-Carbolins den AhR zu trans-
formieren, mit der Fihigkeit die AhR-abhingige Genexpression in intakten Zellen zu
induzieren. Hinsichtlich des B-Carbolins Harman traten zwischen den Ergebnissen des
in vitro und des ex vivo GRAs jedoch Differenzen auf: Wéhrend der in vitro GRA
belegte, dass Harman prinzipiell in der Lage ist die Aktivierung und Transformation des
Ah Rezeptors zu induzieren, konnte im ex vivo GRA keine Komplexbildung in
Gegenwart von Harman nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit
denen der in vivo Reportergenassays, wo Harman ebenfalls nicht fahig war die AhR-
abhingige Genexpression zu induzieren. In Koinkubationsexperimenten unterdriickte
Harman die Ausbildung der hoch-affinen DNA-Bindungsform der AhR-TCDD-
Komplexe und bewirkte eine deutliche Schwiachung der durch TCDD induzierten AhR-
Ligand-DNA-Komplexbande. Die aufgetretenen Differenzen zwischen dem in vitro
GRA und dem ex vivo GRA konnten sowohl auf spezies-spezifische Effekte und
Unterschiede in Transport und Bindung der Testsubstanzen am Ah Rezeptor zuriick-
zuftihren sein, als auch im Zusammenhang mit metabolischen Abbauprozessen im

ex vivo Test stehen.

Zusammenfassend zeigten unsere Ergebnisse der in vitro und ex vivo Gelretardation

Assays sowie die Resultate der funktionellen Reportergenassays, dass verschiedene
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B-Carboline wie z. B. B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester die Transformation der
entsprechenden AhR-Ligand-Komplexe in ihre hoch-affine DNA-Bindungsform
induzierten und die AhR-abhidngige Genexpression aktivierten. Diese Verbindungen
wurden somit als Agonisten des Ah Rezeptors eingeordnet. Die B-Carboline Harman
und Norharman wiesen in allen Assays iibereinstimmend ein ausgeprigtes
antagonistisches Potential auf, da sie sowohl die durch TCDD stimulierte AhR Trans-
formation, als auch die Genexpression inhibierten. Werden die Ergebnisse des in vitro
GRA isoliert betrachtet, konnen Harman und Norharman als partielle Agonisten
eingeordnet werden. Jedoch besitzen die verschiedenen in vivo bzw. ex vivo Bioassays
hinsichtlich Detektion und Charakterisierung von AhR Agonisten und Antagonisten
eine hohere Aussagekraft als der in vitro GRA, da sie die Bedingungen in intakten
Zellsystemen besser wiedergeben. Harman und Norharman waren demzufolge als AhR
Liganden mit antagonistischer Aktivitdt einzuordnen. Die durchgefiihrten GRA-
Experimente ermoglichten auch die Schlussfolgerung, dass die antagonistischen Effekte
im Falle des B-Carbolins Harman im AhR Signalweg bereits auf der Stufe der AhR
Transformation und DNA-Bindung stattfanden und nicht auf eine fehlerhafte oder

unterbundene Transkription der DRE-kontrollierten Gene zuriickzufiihren waren.

Zusétzlich wurden im Rahmen dieser Arbeit Studien zur AhR Ligandenaktivitat von
komplexen Lebensmitteln durchgefiihrt. Ziel dieser Untersuchungen war es, die
Relevanz von natiirlichen AhR Liganden, die bisher nur als isolierte FEinzel-
verbindungen charakterisiert wurden, auch in komplexen Mischungen, wie Lebens-
mitteln, darzustellen. Zur Untersuchung anhand funktioneller EGFP- und Luciferase-
Reportergenassays wurden verschiedene Soja- und Wiirzsaucen aus dem lokalen Handel
herangezogen. Die Ergebnisse des Screenings auf AhR Ligandenaktivitit belegten das
Vorkommen sowohl von AhR Agonisten, als auch von AhR Antagonisten in
verschiedenen Wiirz- und Sojasaucen, die als Modellsysteme fiir die komplexe
Zusammensetzung von Lebensmitteln ausgewidhlt wurden. Gleichzeitig spiegelten sie
die Gesamtheit der in den Proben vorkommenden agonistischen und antagonistischen
Aktivitditen wider und gaben einen ersten Einblick in das Wechselspiel von AhR
Liganden in komplexen Mischungen. Die Screeningergebnisse fiir die fraktionierte
Sojasauce belegten aulerdem, dass auch polare Inhaltsstoffe als AhR Agonisten wirken
und insbesondere starke antagonistische Aktivitdt aufweisen konnen. Obwohl die

Identitdt der AhR aktivierenden und inhibierenden Verbindungen in diesen Lebens-
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mitteln noch weitgehend ungeklért ist, zeigten unsere Ergebnisse und die anderer
Arbeitsgruppen (Amakura et al., 2002; Jeuken et al., 2003), dass AhR Liganden in
Lebenmittelsprodukten weit verbreitet sind und dass diese fiir den Menschen als eine

wichtige Quelle fiir AhR Liganden anzusehen sind.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die eingesetzten Reportergenassays einen
wichtigen Beitrag zu bioassay-gestiitzten Fraktionierungsprozeduren leisten konnen, die
auf die Isolierung und Charakterisierung bisher unbekannter polarer und unpolarer AhR
Liganden in Lebensmitteln abzielen. Unsere Ergebnisse zeigten, dass die
rekombinanten Reportergenassays nicht nur zur Detektion und relativen Quantifizierung
von Dioxinen und verwandten halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffen in
Umweltproben wie Serum, Flugasche und Boden geeignet sind, sondern auch den
Nachweis von natiirlichen AhR Liganden in Lebensmitteln ermoglichen. Die
Reportergenassays sind fiir diese Untersuchungen besonders geeignet, da sie den
gesamten Ablauf des AhR vermittelten Signalwegs von Aufnahme in die Zelle,
Bindung an den Rezeptor, Translokation in den Zellkern, Transformation in DNA-
Bindungsform, Bindung an spezifische DNA-Elemente und Transkription der

nachgeschalteten Gene abdecken.

Unsere Studien zum AhR Ligandenpotential von B-Carbolinen und Derivaten lieferten
zusitzliche Einblicke in das breite Spektrum von Verbindungen, die fahig sind den AhR
Signaltransduktionsweg zu aktivieren. Es kann damit als gesichert angesehen werden,
dass verschiedene B-Carboline sowie Lebensmittelproben prinzipiell {iber den AhR
vermittelten Signalweg den Xenobiotika-Metabolismus modulieren konnen. Die
biologisch-toxikologische Relevanz von Einzelverbindungen oder Lebensmitteln in vivo
bleibt noch zu untersuchen und stellt ein attraktives Aufgabengebiet fiir Folgestudien

dar.



Summary

This research summarizes studies on the identification and characterization of
compounds present in food samples, which can act as ligands of the aryl hydrocarbon
receptor (Ah receptor, AhR). The Ah receptor represents a ligand-dependent
transcription factor and is involved in the expression of various enzymes of the
xenobiotic metabolism. Our analyses using functional AhR-dependent bioassays were
focusing on B-carbolines and their derivatives. These compounds have been described
to be naturally occurring in foods and in the human body. The 3-carbolines were chosen
to be evaluated for their potential to act as AhR ligands because they are derived from
the amino acid tryptophan, which is a weak AhR agonist itself, and due to their
structural resemblance to the tricyclic 9H-pyridol[3,4-b] ring system of the -carbolines
to the prototypic AhR ligand 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).

cl o} cl
cl 0 cl
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin harman

As the main focus of our studies was to evaluate the capacity of B-carbolines to act as

AhR ligands, our studies covered the following aspects:

e Establishment of recombinant, cell-based functional reporter gene assays;

e Identification and characterization of B-carboline derivatives as ligands of the AhR
by the means of functional reporter gene assays;

e Characterization of mechanistic aspects in the AhR-mediated signal transduction
pathway of distinct B-carboline derivatives acting as AhR ligands using in vitro and
ex vivo gelretardation assays; and

e Description of the AhR ligand activities of soy and seasoning sauces, representing

model systems for complex and natural food products.

Within the scope of this work two cell-based reporter gene assays were initially
adapted for the identification (and characterization) of naturally occurring food

compounds which may act as AhR ligands. These functional assays were based on the
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clones HI1L6.1c2 und H1Gl1.1c3 of the mouse liver cell line Hepalclc7, which
contained stably transfected reporter genes for luciferase and EGFP (enhanced green
fluorescent protein) respectively. The expression of the reporter proteins was controlled
by the so called dioxin responsible elements (DRE) and therefore the gene expression
was initiated by the AhR-mediated signal transduction pathway. The efficiency and
usefulness of the luciferase and EGFP reporter gene assays (also called CALUX assay,
»chemically activated luciferase expression® or CAFLUX assay, ,,chemically activated
fluorescence expression® respectively) was demonstrated by studying the basal and
inducible contents of reporter proteins in treated cells and by dose-response curves of
the well known AhR agonists B-naphthoflavone (BNF) und 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioxin (TCDD). The reporter gene assays provided an opportunity for the simple,
reliable and sensitive identification, characterization and relative quantification of AhR
ligands. Due to differences in reporter protein stability and kinetics of gene expression
both reporter gene systems offered specific advantages, so that both assays were used
complementary for the identification and characterization of agonists and antagonists.
The ECs values determined using the EGFP reporter gene assay were 25 pM for TCDD
and 35 nM for the less toxic reference ligand B-naphthoflavone (BNF). These values
correlated well with the ECs values of 77 pM for TCDD and 14 nM for BNF using the

luciferase assay, as well as with values published in the literature.

For the extensive screening studies to characterise the AhR ligand activity of
B-carboline derivates the classical B-carbolines, 1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolines,
1,2,3,4-tetrahydro-p-carboline-3-carboxylic acids, as well as tryptophan-glycocon-
jugates were selected. The screening using the EGFP reporter gene assay led to the
identification of several B-carboline derivatives that were capable of inducing the AhR-
mediated reporter gene expression or inhibiting the gene expression triggered by an
agonist, respectively. In particular, the compounds [-carboline-3-carboxylic acid
methylester and —ethylester, as well as B-carboline-3-N-methyl-carboxamide exhibited
a distinct agonistic activity. In contrast, harman (1-methyl-p-carboline) and norharman
(B-carboline) could not induce the EGFP expression. Co-incubations of harman and
norharman with the agonist BNF showed that these B-carbolines were able to reduce the

gene expression induced by BNF.

These first identification studies of B-carboline derivatives with AhR ligand activity

were followed by detailed characterization of exemplary representatives of the
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B-carbolines with agonistic or antagonistic characteristics. For this purpose studies of
the time course and dependence on serum levels in the test medium of the reporter gene
assays were conducted. In addition, dose-response curves and antagonist-inhibition
curves enabled us to determine the characteristic ECso- and 1Csy values for the ligand
activity of diverse B-carbolines. Using the EGFP assay, the compounds -carboline-3-
carboxylic acid methylester, B-carboline-3-carboxylic acid ethylester and -carboline-3-
N-methylcarboxamide exhibited ECsy values of 13 uM, 11 uM and 17 uM respectively.
These B-carbolines represented AhR agonists, that were clearly weaker than the ligands
TCDD (ECsp: 25 pM) and BNF (ECsp: 35 nM). In contrast to the natural AhR agonist
tryptophan (ECsp: 135 uM), which was classified as a weak agonist, the studied
B-carbolines exhibited a slightly stronger agonistic activity. Using the EGFP assay, co-
incubations with the AhR agonist BNF led to the identification of harman, norharman,
harmalin und harmin as antagonists of the AhR mediated signal transduction pathway.
The ICsp values obtained from antagonist-inhibition curves were 7 uM, 9 uM, 21 uM
and 6 uM, respectively. Therefore, these B-carbolines exhibited an antagonistic activity,
which was similar in strength to the well known AhR antagonist ellipticine (ICso:
13 uM). On the basis of our studies with functional reporter gene assays we could
prove, that distinct representatives of the B-carbolines possessed AhR ligand activity,

and we could also characterize their agonistic and antagonistic effects systematically.

The differences in the agonistic and antagonistic profile of the identified AhR ligands
among the B-carbolines led to the examination of mechanistic aspects of AhR-mediated
gene expression. While the EGFP and luciferase reporter gene assays described the
accurate and complete course of the AhR mediated signal transduction pathway, DNA-
binding assays (gel retardation assays, GRA) allowed the examination of the ligand-
dependent activation and transformation of the AhR-ligand-complexes to their DNA-
binding form. The goal of these studies was to analyse individual steps of the AhR
mediated mechanism of regulation, in order to find out which step was responsible for
the abortion of the mechanism in the case of P-carbolines with antagonistic
characteristics, and to prove the accurate course of the mechanism for B-carbolines
acting as AhR agonists. For this purpose we used guinea pig liver cytosol as the source
of AhR proteins for the in vitro GRA, while for the ex vivo GRA, the AhR-ligand-
complexes were gained from treated cultivated cells and the subsequent extraction of

their nuclear proteins. It was demonstrated in both gel retardation assays that, for
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example, B-carboline-3-carboxylic acid methylester caused the formation of the AhR-
ligand-DNA-complex band. Thus, this B-carboline is capable to induce the trans-
formation of the AhR complex to its DNA-binding form. There was a good correlation
between the ability of this B-carboline to transform the AhR complex and the ability to
induce the AhR-dependent gene expression in intact cells. Regarding the B-carboline
harman, differences between the in vitro and ex vivo GRAs were observed: While the in
vitro GRA showed that harman is, in principle, able to induce the transformation of the
AhR, harman could not cause the formation of the AhR-ligand-DNA-complex band in
the ex vivo gel retardation assay. These results corresponded to those of the in vivo
reporter gene assays, as harman could not induce the AhR-dependent gene expression in
those cases. As expected, harman caused a significant reduction of the AhR-ligand-
DNA-complex band induced by TCDD in co-incubation experiments and therefore
suppressed the formation of the DNA-binding form of the AhR-TCDD-complexes. The
observed differences between the in vitro and the ex vivo GRA could be explained by
species-specific effects and by different bioavailability of the test compound at the
AhR. But they could also be associated with metabolic degradation processes in the ex

vivo system.

In conclusion, our results of the in vitro and ex vivo gel retardation assays, as well as
those of the functional reporter gene assays, showed that various B-carbolines induced
the transformation of the respective AhR-ligand-complexes to their DNA-binding form
and also induced the AhR-dependent gene expression. These compounds were
classified as agonists of the Ah receptor. The B-carbolines harman and norharman
exhibited in all assays a distinct antagonistic activity, as they inhibited the AhR
transformation and gene expression stimulated by TCDD. When considering only the
results of the in vitro GRA, harman and norharman could be regarded as partial AhR
agonists. However, the different in vivo and ex vivo bioassays have a higher significance
regarding the detection and characterisation of AhR agonists and antagonists than the in
vitro GRA. Becauce those assays represent the conditions of intact cell systems, harman
and norharman were ultimately classified as AhR ligands with antagonistic
characteristics. The GRA experiments conducted in this work also allowed the
conclusion, that in the case of harman the antagonistic effect took place at the stage of
transformation and DNA-binding and could not be attributed to deficient transcription

of the genes controlled by dioxin-responsive elements.
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In addition, the AhR ligand activity of some complex food products was evaluated.
The aim of these studies was to demonstrate the relevance of natural AhR ligands in
complex mixtures like foods. Various soy and seasoning sauces, obtained from local
stores, were chosen as model systems and were examined by EGFP and luciferase
reporter gene assay. The results of this screening proved the occurrence of AhR agonists
and antagonists in those samples. At the same time the data represented the combined
agonistic and antagonistic activities in the samples and gave a first insight into the
interaction of AhR ligands in complex mixtures. Furthermore, the screening results
showed that polar food compounds could be identified as AhR ligand, exhibiting
particularly antagonistic effects. Although the identity of those substances with AhR
activating and suppressing characteristics has not yet been established, our results and
those of other groups (Amakura et al., 2002; Jeuken et al., 2003) showed that AhR
ligands are widely present in food products, which could be regarded as an important

source for AhR ligands for humans.

Finally, it can be stated that the reporter gene assays used in this work, could contribute
significantly to bioassay-based fractionating procedures aiming at the detection,
isolation and characterization of polar and non-polar AhR ligands in biological samples
like foods. Our results showed that the recombinant reporter gene assays were not only
useful for the detection and relative quantification of dioxins and related halogenated
aromatic hydrocarbons, but also allowed the detection of natural AhR ligands in foods.
The reporter gene assays were especially suitable for this purpose because they covered
the whole course of the AhR-mediated signal transduction pathway including the uptake
into cells, binding to the receptor, translocation into the nucleus, transformation to the
DNA-binding form, binding to specific elements of the DNA and transcription of the

corresponding genes.

In summary, our studies on the capability of various B-carbolines and their derivatives
to act as AhR ligands provided additionally insights into the broad spectrum of
substances that are able to activate the AhR signal transduction pathway. Therefore,
some representatives of the B-carbolines, as well as food samples, can in principle
modulate the xenobiotic metabolism through the AhR signaling pathway, even though

many biological and toxicological details remain to be established in vivo.






A  Einleitung

Die Toxizitdt vieler chemischer Agenzien ldsst sich auf eine unspezifische Schidigung
der Funktion der Zellen und des Organismus zuriickfiihren. Daneben gibt es jedoch
zahlreiche toxische Verbindungen, die spezifische Reaktionen auslosen, welche die
Gleichgewichte in physiologischen Regulationsprozessen und genetischen Programmen
storen. Ein wesentlicher Angriffspunkt dieser toxischen, nicht zellschidigenden
Substanzen ist die Modulation der Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren auf zelluldrer

Ebene.

Transkriptionsfaktoren sind multifunktionelle Proteine, die die Induktion und in
manchen Féllen auch die Repression der Gene steuern, an deren Promotoren sie binden.
Die Erkennung und spezifische Bindung der Transkriptionsfaktoren an definierte DNA-
Motive im Promotor der zu regulierenden Gene erfolgt iiber die sogenannte DNA-
bindende Domine. Transkriptionsfaktoren aus der Familie der liganden-abhingigen
Transkriptionsfaktoren besitzen zusitzlich eine zweite Doméne, iiber die nieder-
molekulare Verbindungen oder Fremdstoffe gebunden werden. Durch die Bindung an
die Transkriptionsfaktoren greifen diese Verbindungen in die Entscheidung ein, welche

Gene in ihrer Expression induziert oder reprimiert werden.

Prominente Beispiele solcher liganden-abhdngigen Transkriptionsfaktoren finden sich
bei den Rezeptoren fiir klassische Steroidhormone wie Glucocorticoide, Ostrogene,
Gestagene und Mineralocorticoide. Funktionell dhnlich, aber strukturell vollig anderes
aufgebaut ist der ,aryl hydrocarbon® (Ah) Rezeptor, der durch polyhalogenierte
Dibenzo-p-dioxine und andere halogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe (HAHs)

aktiviert wird (Gottlicher, 2004).

Der Ah Rezeptor als induzierbarer, liganden-abhéngiger Transkriptionsfaktor vermittelt
ein breites Spektrum an biochemischen und toxischen Effekten im Organismus und ist
fiir die Gesundheit sowie fiir Entwicklungsprozesse im Korper von groBler Bedeutung.
Kennzeichnend fiir die Liganden des Ah Rezeptors ist deren grofe strukturelle
Heterogenitit. Neben den Liganden aus der Klasse der polychlorierten Dibenzo-p-

dioxine (PCDDs) und polychlorierten Dibenzofurane (PCDFs), richtet sich die
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wissenschaftliche Aufmerksamkeit in den letzten Jahren zunehmend auf die
Identifizierung von Naturstoffen, die fdhig sind den Ah Rezeptor (AhR) zu aktivieren

und die AhR-abhingige Genexpression zu induzieren.

Ausgehend von der Beobachtung, dass die Aminosdure Tryptophan und verschiedene
Tryptophan-Metabolite wie Tryptamin und Indolessigsdure als (schwache) Liganden
des Ah Rezeptors wirken konnen (Heath-Pagliuso et al., 1998 und 2000), wurden im
Rahmen dieser Arbeit Vertreter der von Tryptophan abgeleiteten 3-Carboline auf ihre
AhR Ligandenaktivitit ndher untersucht.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, natiirlich vorkommende B-Carboline als
AhR Liganden zu identifizieren und hinsichtlich ihrer agonistischen und / oder antago-
nistischen Aktivititen zu charakterisieren. Dazu wurden vorrangig Bioassays mit
Reportergenkonstrukten zum Nachweis der AhR-abhdngigen Genexpression eingesetzt
und diese mit Gelretardation Assays zur weiteren Charakterisierung der molekularen

Mechanismen des AhR Signaltransduktionswegs kombiniert.

Aufgrund des beschriebenen Vorkommens von (-Carbolinen und weiterer natiirlicher
AhR Liganden in Lebensmitteln sollten anschlieBende Screeningstudien mittels der
etablierten Reportergenassays neue Erkenntnisse zum Vorkommen von AhR Agonisten

und Antagonisten und zu deren Zusammenspiel in ,,echten” Lebensmitteln liefern.
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1 Der Aryl hydrocarbon Rezeptor

1.1  Die Struktur des Aryl hydrocarbon Rezeptors

Die Exposition gegeniiber persistenten Umweltkontaminanten aus der Klasse der
halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffe (HAHs) fiihrt bei Menschen und Tieren
zu einer Vielzahl von gewebe-, geschlechts- und spezies-abhingigen toxischen und
biochemischen Effekten. Zu diesen von polychlorierten Dibenzo-p-dioxinen (PCDDs),
polychlorierten Dibenzofuranen (PCDFs) und polychlorierten Biphenylen (PCBs)
ausgelosten Effekten zdhlen Kanzerogenitdt, Immunotoxizitit, das Auszehrungs-
syndrom und die Expression von Metabolismusenzymen. Fiir eine ausfiihrliche
Beschreibung und Diskussion der toxischen und biochemischen Effekte sei auf
Abschnitt B 3.1 verwiesen. Genetische und biochemische Untersuchungen zeigten, dass
diese zelluldren und biochemischen Reaktionen durch den so genannten ,,aryl hydro-

carbon receptor” (Ah Rezeptor, AhR) vermittelt werden (Poland und Knutson, 1982).

Erste genetische Studien zum Ah Rezeptor begannen mit der Beobachtung, dass die
beiden durch Inzucht erzeugten Méausestimme C57BL/6 und DBA/2N eine unter-
schiedlich starke Induktion der ,,Aryl Hydrocarbon Hydroxylase, die mittlerweile als
CYP1A1 bezeichnet wird, durch aromatische Kohlenwasserstoffe aufwiesen. Basierend
auf diesen Beobachtungen schlugen Nebert und Mitarbeiter (1972) die Existenz von
Genorten (Loci) mit unterschiedlicher Sensitivitit fiir aromatische Kohlenwasserstoffe
vor, die als ,,AhR responsiv* und ,,AhR nicht-responsiv* bezeichnet wurden. Durch den
Einsatz von 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) als prototypischem AhR
Liganden konnte gezeigt werden, dass Méuse mit dem nicht-responsiven AhR Loci um
den Faktor 10 schwicher responsiv waren als die Méuse des als responsiv deklarierten
Stamms (Poland und Glover, 1975). Die reduzierte Sensibilitdt wurde spiter auf eine

verringerte Ligandenaffinitit in Folge einer Mutation in der Ligandenbindungsdoméne
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zuriickgefiihrt (Ema et al., 1994; Chang et al., 1993). Poland und Knutson zeigten, dass
die Leber der Maus ein Protein enthélt, das fahig ist TCDD reversibel und mit hoher
Affinitdt zu binden und das die Ligandenbindungseigenschaften eines Rezeptors auf-
weist. Das Protein wurde ,,aryl hydrocarbon receptor (Ah Rezeptor, AhR) benannt
(Poland und Knutson, 1982).

Die Verwendung des Photoaffinititsliganden ['*°1]-2-azido-3-iod-7,8-dibromdibenzo-p-
dioxin zur Markierung und Isolierung des Ah Rezeptors durch Gelelektrophorese
(Bradfield et al., 1988; Perdew und Poland, 1988) fiihrte zur Aufkldrung einer partiellen
Aminosduresequenz des Ah Rezeptors (Bradfield et al., 1991), was im Weiteren die
Klonierung der AhR ¢cDNA ermdglichte. Die Klonierung der cDNA gelang zunichst fiir
den Ah Rezeptor in Miusen (Burbach et al., 1992; Ema et al., 1992), dann auch in
zahlreichen weiteren Spezies wie Mensch (Dolwick et al., 1993a; Ema et al., 1994),
Ratte (Carver et al., 1994), Kaninchen (Takahashi et al., 1996) und Huhn (Walker et al.,
2000). Beim Menschen wurde das Gen des Ah Rezeptors auf dem Chromosom 7pl15
(Micka et al., 1997) und bei der Maus auf dem Chromosom 12 (Schmidt et al., 1993)
lokalisiert. Neben umfangreichen Studien zum AhR Signalweg in Sdugetieren sind auch
Existenz und Charakteristik des Ah Rezeptors in anderen Wirbeltieren wie Vogeln
(Sanderson und Bellward, 1995) und Fischen (Hahn et al., 1994; Hahn, 2001)
beschrieben worden. Die Klonierung des Ah Rezeptors sowie zahlreiche Deletions- und
Mutageneseexperimente fiithrten zur Identifizierung funktioneller Merkmale des Ah
Rezeptors, wie auch seines Dimerisationspartners, dem Protein Arnt, die in der

Domaénenstruktur reflektiert werden (Abb. 1).

Der Ah Rezeptor ist ein induzierbarer liganden-abhédngiger Transkriptionsfaktor, der zur
bHLH/PAS-Superfamilie der Transkriptionsfaktoren gehdrt (Ema et al., 1992; Burbach
et al., 1992). Die Einteilung der Transkriptionsfaktoren basiert auf strukturellen Ahn-
lichkeiten in ihren Bindungsdoménen. So ist eine basische Region gefolgt von einem
Helix-Schleife-Helix-Motiv (basic helix-loop-helix, bHLH) ein gingiges Strukturmotiv,
das im Falle des Ah Rezeptors fiir die Dimerisation mit dem Partnerprotein Arnt, fiir die
DNA-Bindung und fiir die Interaktion mit Hitzeschockproteinen notwendig ist
(Fukunaga et al., 1995; Dolwick, 1993b) (Abb. 1). Eine Untergruppe der bHLH-
Proteinfamilie besitzt als zweites Strukturmotiv die PAS Domine. PAS ist das

Akronym der ersten drei identifizierten Proteine, die ebenfalls dieses Motiv tragen: das
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Drosophila Protein ,,Period* (Per), das menschliche ,,Arnt“-Protein und das Drosophila
., Single-minded* Protein (Sim). Die PAS Domine des Ah Rezeptors ist unterteilt in die
beiden hydrophoben Strukturelemente PAS-A und PAS-B. Das Strukturmotiv PAS-A
vermittelt die Dimerisation von AhR und Arnt (Lindebro et al., 1995; Chapman-Smith
et al., 2004), wiahrend PAS-B Bindungsstellen fiir Hitzeschockproteine (Hsp90) enthélt
und an der Ligandenbindung beteiligt ist (Fukunaga et al., 1995).

bHLH PAS

<
<

<>
H H

k | L
NLS NES Ligandenbindung Transaktivierung
hsp90-Bindung

\ 4

—
DNA-Bindung
hsp90-Bindung

AhR-Arnt-Dimerisierung

Abb. 1: Domaénenstruktur des AhR (nach Denison et al., 1998a)

Andere Proteine der bHLH/PAS Familie reagieren auf externe Stimulation z. B. durch
Licht oder durch niedrige Sauerstoffgehalte, wie die ,,Hypoxia Inducible Factors*
(HIFs), oder sind an der Regulation des Tagesrhythmus, wie die Proteine ,,Cycle” und
»Per®, beteiligt (Gu et al., 2000).

Als weiteres funktionelles Strukturelement enthélt der Ah Rezeptor eine C-terminale
glutamin-(Q)-reiche Transaktivierungsdoméne, die die Transkription kontrolliert
(Kumar et al., 2001). Daneben regeln Transportsignalsequenzen die Lokalisation des
Ah Rezeptors. So kontrollieren die ,,nuclear localization signals® (Kernlokalisations-
signale, NLS) den Export des AhR-Komplexes in den Zellkern, wohingegen die
leucinreichen ,,nuclear export signals* (Kernexportsignale, NES), die sich ebenfalls in
der bHLH-Doméne befinden, fiir das Ausschleusen der Komplexe aus dem Zellkern

zustidndig sind (Ikuta et al., 1998).
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1.2 Mechanismus der AhR vermittelten Genexpression

Der durch die Wechselwirkung von Ah Rezeptor und AhR Agonisten ausgeloste
molekulare Mechanismus der AhR vermittelten Genexpression ist ein mehrstufiger
Prozess, der insbesondere fiir die Expression von Cytochrom P450 1A1 (CYP1Al)

charakterisiert wurde.

Abbildung 2 zeigt die Schliisselschritte der AhR vermittelten Genexpression:

In Abwesenheit von Liganden liegt der Ah Rezeptor im Cytosol in einem Multiprotein-
komplex mit zwei Molekiilen Hitzeschockprotein 90 (hsp90) (Denis et al., 1988;
Perdew, 1988), dem immunophilin-dhnlichen X-assoziierten Protein 2 (XAP2) (Ma und
Whitlock, 1997; Carver und Bradfield, 1997; Meyer et al., 1998) und dem Co-Chaperon
p23 (Kazlauskas et al., 1999) vor.

Die Hitzeschockproteine interagieren mit dem Ah Rezeptor sowohl in der bHLH
Region als auch in der Ligandenbindungsdomine der PAS-B Region (Antonsson et al.,
1995; Whitelaw et al., 1993b) und iiben im AhR Protein mehrere Funktionen aus: Die
im Bereich der bHLH-Doméne gebundenen hsp90 sind vorwiegend daran beteiligt, den
ligandfreien AhR Komplex im cytosolischen Kompartiment zu halten, indem sie die
»huclear localization signals* (NLS) (Kazlauskas et al., 2001), die DNA-Bindungs- und
die Dimerisationsdomine (Whitelaw et al., 1993b) des Ah Rezeptors maskieren (Phelan
et al., 1998a). Durch Uberlappung der hsp90 bindenden Regionen mit der Liganden-
bindungsdomine haben die hsp90 Chaperone entscheidenden Einfluss bei der
Ausbildung der korrekten Proteinfaltung und sind notwendig, um den AhR in seiner
hoch-affinen Ligandenbindungsform zu stabilisieren (Pongratz et al., 1992; Whitelaw et
al., 1995). Eine absolute Notwendigkeit der hsp90 zur Aufrechterhaltung der Liganden-
bindung konnte jedoch nur bei einigen Spezies gezeigt werden (Phelan et al., 1998a).
Die hsp90 Proteine werden durch Interaktion mit dem p23 Co-Chaperon stabilisiert
(Kazlauskas et al., 1999). Das XAP2 Protein, auch AIP (AhR Interacting Protein) bzw.
ARA9 (AhR Associated Protein 9) genannt, stabilisiert den Rezeptor im Cytoplasma
und schiitzt ihn vor Ubiquitinierung und anschlieBendem Abbau durch das Proteasom

(Kazlauskas et al., 2000; Petrulis et al., 2000; Lees et al., 2003).
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Translation

Proteasom Neue Polypeptide 4/

|

Abb. 2: Molekularer Mechanismus der AhR vermittelten Genexpression (nach

Denison und Nagy, 2003)

Die ins Cytosol responsiver Zellen eingedrungenen lipophilen exogenen Liganden
binden an die dort vorliegenden AhR Komplexe. Die Bindung eines Liganden fiihrt zu
einer Konformationsédnderung des Ah Rezeptors, in dessen Folge die Signale fiir die
Kernlokalisation (NLS) exponiert werden (Kazlauskas et al., 2001) und sich die
Translokation des AhR-Ligand-Komplexes in den Zellkern anschlieBt (Hord und
Perdew, 1994; Pollenz et al., 1994). Im Zellkern dissoziiert der AhR-Ligand-Komplex
aus dem Multiproteinkomplex und erhélt seine hoch-affine DNA-Bindungsform, indem
er mit dem Arnt (Ah receptor nuclear translocator), einem verwandten nukledren

bHLH-PAS Protein, dimerisiert (Probst et al., 1993).

Der AhR-Ligand-Arnt-Komplex wirkt als ein transkriptionaler Aktivator, der an
spezifische DNA-Erkennungssequenzen (,,dioxin responsive elements®, DRE; auch
,Xxenobiotic response elements”, XRE genannt) bindet (Harper et al., 1992; Whitelaw et
al., 1993a; Bank et al., 1995). Die DREs besitzen die Kernsequenz 5’-GCGTG-3’ (Sun
et al., 2004; Swanson et al., 1995; Yao und Denison, 1992) und befinden sich in der

Enhancer-Region des CYPIA1 Gens und anderer responsiver Gene. Die Bindung des
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AhR-Ligand-Arnt-Komplexes fiihrt durch Verdnderung der Chromatinstruktur zu einer
verbesserten Promotorzuginglichkeit (Ko et al., 1996; Morgan und Whitlock, 1992),
zur Aktivierung des Promotors und zur Transkription benachbarter Gene. Darunter
befinden sich Gene, die fiir die Metabolismusenzyme Cytochrom P450 (CYP) 1Al,
1A2 und 1B1, Glutathion-S-Transferase Ya und UDP-Glucuronyl-Transferase kodieren
(vgl. Abschnitt B 3.2).

Im Anschluss an die Gentranskription unterliegt der AhR-Arnt-Komplex der Aus-
schleusung aus dem Zellkern ins Cytosol und dortigen Abbauvorgidngen (Davarinos und
Pollenz, 1999; Pollenz und Barbour, 2000). Die Ausschleusung des AhR Proteins wird
iiber die Kernexportsignale (NES) in der zweiten Helix der bHLH-Region (Ikuta et al.,
1998) reguliert. Daneben wurde eine zweite NES identifiziert, die sich im N-terminalen
Bereich der PAS-Doméne befindet und die ebenfalls an diesem Prozess beteiligt sein

konnte (Berg und Pongratz, 2001).

Der eigentliche Abbau des AhR Komplexes wird durch Ubiquitin vermittelt und erfolgt
durch das 26 S Proteasom im Cytosol (Ma und Baldwin, 2000; Davarinos und Pollenz,
1999). Der nukledre Export und proteasome Abbau im Cytosol gelten als Regulations-
mechanismus zur Kontrolle der Aktivitdt des Ah Rezeptors, da {liber die Abbaurate die
Konzentration an AhR-Arnt-Komplexen im Zellkern, die mit der DNA assoziiert sind,
moduliert wird und somit auch Dauer und Stirke der Genexpression bestimmt wird

(Davarinos und Pollenz, 1999) (vgl. auch Abschnitt B 1.3).
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1.3 Modulation der zellularen AhR Gehalte

1.3.1 Der ligand-aktivierte AhR Abbau

Der proteolytische Abbau des ligand-aktivierten Ah Rezeptors ist wesentlich fiir die
Regulierung des AhR Signalwegs und der zelluliren AhR Gehalte: Der Abbau des Ah
Rezeptors wird durch die Ligandenbindung initiiert (Giannone et al., 1998; Pollenz,
1996) und verlduft sehr rasch. So betrdgt die Halbwertszeit der Ah Rezeptoren in der
Zelle in Abwesenheit von Liganden etwa 28 Stunden und in Anwesenheit von Liganden

etwa drei Stunden (Ma und Baldwin, 2000).

Bei Inkubation von kultivierten Mausleberzellen mit 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-
dioxin (TCDD) sind bereits 30 bis 60 Minuten nach Expositionsbeginn die AhR-
Ligand-Komplexe in den Zellkernextrakten nachweisbar sowie ein signifikant
geringerer AhR Gehalt im Cytosol feststellbar (Pollenz, 1996; Gianonne et al., 1995).
Bei relativ hohen Dosen von TCDD folgt der Aufnahme in den Zellkern eine schnelle
Abnahme der AhR Komplexe, die zur anndhernd vollstindigen Depletion
(Erschopfung) der nukledren Ah Rezeptoren nach 4- bis 6-stiindiger Exposition fiihrt
(Giannone et al., 1995). Diese Erschopfung der AhR Gehalte im Zellkern hédlt im
Zellkultursystem bis zu 72 Stunden an, bevor die AhR Gehalte wieder annidhernd das
urspriingliche Niveau erreichen (Giannone et al., 1998). Analoge Beobachtungen
wurden auch in vivo bei Ratten gemacht. Dort rief die Gabe von TCDD ebenfalls eine
rasche Depletion der AhR Gehalte in Lunge, Thymus, Leber und Milz hervor (Roman et
al., 1998), die sich innerhalb von 10 bis 14 Tagen wieder erholten (Franc et al., 2001a;
Pollenz et al., 1998).

Die Erschopfung der Gehalte an Ah Rezeptoren sind als Folge des Abbaus der
Rezeptoren iiber den Ubiquitin-Proteasom-Weg zu sehen. Der agonist-abhidngige Abbau
der Ah Rezeptoren gilt als ein (Auto-)Regulationsmechanismus um die rezeptor-
vermittelte Genexpression abzuschwichen. Da die Inhibierung des AhR Abbaus zu
einer signifikanten Steigerung von Dauer und Stirke der Genexpression fiihrt
(Davarinos und Pollenz, 1999), ermoglicht es der Abbau der AhR-Arnt-Ligand-

Komplexe die zelluldiren Antworten abzuschwichen und die Zellen vor den Konse-
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quenzen einer zu langen Exposition gegeniiber hohen Konzentrationen an Agonisten zu

schiitzen (Gu et al., 2000).

Im Gegensatz dazu wurde bei Studien mit persistenter Exposition gegeniiber niedrigen
TCDD-Gehalten in vivo ein anderes Regulationsmuster festgestellt. Da die Gehalte an
cytosolischer AhR mRNA und an AhR Protein, ohne eine initiale Erschopfung des AhR
Rezeptors, relativ unverdandert blieben bzw. anstiegen (Franc et al., 2001b), wird bei der
persistenten TCDD Exposition die Ausbildung eines Gleichgewichts zwischen AhR
Degradation und AhR Synthese angenommen, sodass die AhR Gehalte {iber einen

langeren Zeitraum relativ unverdndert bleiben (Franc et al., 2001b).

1.3.2 Das AhR Repressor Protein (AhRR)

Vor einigen Jahren gelang die Identifizierung und Klonierung eines Proteins, das
ebenfalls zur Familie der bHLH/PAS-Proteine gehort und als AhR Repressor (AhRR)
bezeichnet wird. Das AhR Repressor Protein zeigt eine sehr groe Homologie zum
AhR, insbesondere in der bHLH- und PAS-A Doméne, wihrend die Ligandenbindungs-
domédne PAS-B im AhRR fehlt. Der AhRR fungiert in zweifacher Hinsicht als ein
negativer Regulator der AhR vermittelten Signaltransduktion: Der im Zellkern
lokalisierte AhRR ist befdhigt, ohne die Bindung von Liganden ein Heterodimer mit
Arnt zu bilden und an XRE-Sequenzen zu binden, sodass er dabei direkt mit dem Ah
Rezeptor konkurriert. Daneben kann der selbst nicht transkriptional aktive AhRR-Arnt-
Komplex die transkriptionale Aktivitidt von liganden-aktivierten AhR-Arnt-Komplexen
inhibieren und wirkt daher als ein transkriptionaler Repressor der AhR Funktion
(Mimura et al., 1999; Baba et al., 2001). Da die Promotorregion des AhRR Gens der
Maus funktionale XRE-Motive enthilt, ist der AhRR tiiber den AhR vermittelten
Signaltransduktionsweg induzierbar (Mimura et al., 1999; Baba et al., 2001).

Der AhRR fungiert somit als ein negativer Regulator des Ah Rezeptors, indem der
ligand-aktivierte AhR die Expression seines eigenen Inhibierungsproteins AhRR
induziert, das mit dem AhR um die Bindung an Arnt und an die entsprechenden DNA-
Bindungsstellen konkurriert (Mimura et al., 1999; Baba et al., 2001).
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2 Liganden des Ah Rezeptors

Der Ah Rezeptor ist ein liganden-abhédngiger Transkriptionsfaktor, der die Expression
einer Vielzahl von Genen in zahlreichen Spezies und Geweben reguliert (vgl. Abschnitt
B 1). Die Liganden des Ah Rezeptors sind strukturell sehr unterschiedlich und lassen
sich in die Kategorie der synthetischen Liganden, die als Konsequenz anthropogener
und nicht-biologischer Reaktionen gebildet werden und in die Kategorie der natiirlich
vorkommenden Liganden, die in biologischen Systemen durch natiirliche Prozesse

gebildet werden, unterteilen.

2.1  Klassische Liganden — PAHs und HAHSs

Zu den klassischen Liganden des Ah Rezeptors zdhlen die nicht halogenierten poly-
zyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (,,polycyclic aromatic hydrocarbons®,
PAHs) und die halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffe (,,halogenated aromatic
hydrocarbons®, HAHs). Zur Gruppe der PAHs gehoren z. B. 3-Methylcholanthren,
Benzo[a]pyren, Benzanthracen und Benzoflavon (vgl. Abb. 4). Diese entstehen durch
unvollstindige Pyrolyse von Kohlenstoffquellen und treten typischerweise in Diesel-
abgasen, Zigarettenrauch und stark gegrillten Lebensmitteln auf (Koss, 2004). Zu den
HAHs gehdren unter anderem die polychlorieren Dibenzo-p-dioxine (PCDDs), poly-
chlorierten Biphenyle (PCBs) und polychlorierten Dibenzofurane (PCDFs) (Abb. 3).

Charakterisierend fiir die einzelnen Verbindungen ist die Anzahl der Halogenatome
sowie deren Stellung zueinander. Die grofite toxische Relevanz haben polychlorierte
Verbindungen, jedoch werden in jiingster Zeit auch nachteilige gesundheitliche Effekte
durch die bromierten Analoga diskutiert (Birnbaum et al., 2003; Brown et al., 2004). Je
nach Anzahl und Position der Chloratome sind bis zu 75 verschiedene PCDDs und 135
verschiedene PCDFs denkbar. Als toxikologisch relevant werden jedoch nur sieben
PCDDs und zehn PCDFs angesehen. Gemeinsames Kriterium dieser toxischen
Kongenere ist die Substitution in 2, 3, 7 und 8 Stellung (Ballschmiter und Bacher,
1996).
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Abb. 3: Strukturformeln der polychlorierten Dibenzo-p-dioxine (PCDD) und poly-

chlorierten Dibenzofurane (PCDF)

Die halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffe (HAHs) sind ubiquitir verbreitete
Umweltkontaminanten, die anthropogenen Ursprungs sind. Wéahrend die polychlorierten
Biphenyle (PCBs) kommerziell in Elektronikbauteilen, wie Transformatoren und
Kondensatoren, sowie als Kiihlmittel und Weichmacher in Plastik eingesetzt wurden,
haben die PCDDs und PCDFs keinen industriellen Nutzen. Sie werden nicht gezielt
chemisch hergestellt, sondern entstehen als Nebenprodukte im Spurenbereich bei
industriellen und thermischen Prozessen. Die Quellen fiir den Dioxineintrag in die
Umwelt haben sich in den letzten beiden Jahrzehnten stark verdndert. Wihrend frither
die chemische Industrie bei der Herstellung und Verarbeitung chlorierter organischer
Verbindungen (z. B. Chlorphenole, polychlorierte Biphenyle) sowie die Papierindustrie
bei der Zellstoftbleichung als Hauptquellen fiir die Entstehung von PCDDs und PCDFs
anzusehen waren, sind heute vor allem thermische Prozesse in Anwesenheit von
Chlorverbindungen von Bedeutung. So kann es z. B. in Miillverbrennungsanlagen im
Temperaturbereich von ca. 300 °C unter Sauerstoffmangel zur Bildung von Dioxinen
kommen. Geeignete Prozessfithrung bei der Verbrennung und Abgasreinigung machen
es mittlerweile mdglich, die Emissionen von Dioxinen stark zu minimieren. Weitere
Quellen fiir Dioxine sind die metallurgische Industrie (Erzverhiittung, Chloralkali-
elektrolyse, Metallrecycling) und die Verbrennung von Holz und fossilen Brennstoffen
durch Kraftwerke und Hausbrand (Fiedler, 1998; Ballschmiter und Bacher, 1996).

Die Relevanz einer mdglichen Gefahrdung von Umwelt und Gesundheit durch HAHs
ergibt sich aus der Toxizitét, der chemischen Stabilitdt, der Widerstandskraft gegeniiber
chemisch-biologischen Abbauprozessen und der hohen Lipophilie dieser Verbindungen,
die zur ubiquitdren Verteilung und zur Anreicherung (Bioakkumulation) von HAHs in

der Umwelt und in der Nahrungskette fiihren.
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Der Abbau der HAHs in der Umwelt erfolgt vorwiegend iiber die Photolyse durch UV-
Licht (Crosby und Wong, 1977; Atkinson, 1991). Durch die Absorption der HAHs an
Luft- und Bodenpartikel wird dieser Abbau jedoch stark verzogert, sodass die Halb-
wertszeit von an Bodenpartikeln gebundenem 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin
(TCDD) (vgl. Abb. 4) zwischen 10 und 12 Jahren betrigt (Kimbrough et al., 1984). Die
experimentell bestimmten Halbwertszeiten von TCDD in Sdugetieren variieren von
8 bis 24 Tagen bei Méiusen, 30 bis 94 Tagen bei Meerschweinchen, 15 Tagen bei
Hamstern und etwa 21 Tagen bei Ratten (Miniero et al., 2001). Anhand von
Untersuchungen bei Personen, die berufsbedingt oder bei Unfillen mit TCDD in
Beriihrung kamen, wird eine biologische TCDD-Halbwertszeit von etwa sieben bis
zehn Jahren beim Menschen angenommen (Miniero et al, 2001). Studien zu
Metabolismus und Exkretion mit radioaktiv markierten PCDDs zeigten, dass iiber 90 %
der Verbindungen unveridndert iiber den Faeces ausgeschieden wurden, wihrend das
iiber Urin und Galle ausgeschiedene Material aus polaren Metaboliten bestand (Olson,
2003). Der metabolische Abbau von TCDD im Saugerkorper beinhaltet Reaktionen wie
Hydroxylierung, Dechlorierung, Epoxidierung und Spaltung der Sauerstoftbriicke (Hu
und Bunce, 1999).

Als Hauptquelle (> 90 %) der Exposition des Menschen gegeniiber PCDDs und PCDFs
gilt die Nahrung (Liem et al., 2000). Insbesondere betroffen sind tierische Lebensmittel
wie Milch, Fleisch und Fisch, wéihrend die Aufnahme aus pflanzlichen Lebensmitteln

nur eine untergeordnete Rolle spielt (Fiirst, 1998; SCF, 2000).

Durch gesetzliche Regelungen, wie Anwendungsverbote, und emissionsmindernde
MaBnahmen konnte die Freisetzung von TCDD und verwandten Verbindungen durch
industrielle Anlagen in den letzten 15 Jahren stark reduziert werden. Aufgrund der
hohen Persistenz dieser Verbindungen bleibt eine Exposition von Mensch und Umwelt

jedoch weiterhin von Bedeutung (Mitteilung der EU-Kommission, 2001).

Die HAHs représentieren die potenteste Klasse von AhR Liganden mit einer hohen
Affinitdt zum Ah Rezeptor. Dies zeigt sich an den Dissoziationskonstanten, die im pM
bis nM (pmol/l bis nmol/l) Bereich liegen. Die gegeniiber metabolischen Abbau-
prozessen weniger stabilen PAHs binden mit einer deutlich geringeren Affinitit im nM

bis uM Bereich an den Ah Rezeptor. Der bekannteste Vertreter der HAHs ist das
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2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD, Dioxin), das der stirkste bisher bekannte
AhR Ligand ist und als Prototyp aller AhR Liganden gilt. Untersuchungen zu den
Struktur-Wirkungsbeziehungen mit zahlreichen HAHs und PAHs fithrten zum so
genannten klassischen Modell der AhR Ligandenbindungsstelle. Dieses beschreibt, dass
die AhR Ligandenbindungstasche planare Liganden mit den maximalen Dimensionen
14 A x 12 A x5 A akzeptiert und dass die Bindungsaffinitit der Liganden von deren
elektronischen und thermodynamischen Eigenschaften abhingt (Gillner et al., 1993;

Kafafi et al., 1993; Waller und McKinney, 1995).

OO 0 S0

2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin 2,3,7,8-Tetrachlordibenzofuran 3,4,3',4',5'-Pentachlorbiphenyl
O
() (12
AE Mg e
3-Methylcholanthren B-Naphthoflavon Benzo[a]pyren
Abb. 4: Ubersicht verschiedener klassischer AhR Liganden (nach: Denison und
Nagy, 2003)

2.2 Nicht-klassische synthetische AhR Liganden

Neben den AhR Liganden aus der Klasse der HAHs und PAHs wurden weitere
synthetisch hergestellte Verbindungen identifiziert, die fahig sind den Ah Rezeptor zu
aktivieren und / oder die AhR vermittelte Genexpression zu induzieren. Zu diesen nicht-
klassischen synthetischen AhR Liganden zéhlen verschiedene Methylendioxybenzol-,
Imidazol- und Pyridinderivate (Abb. 5). Sie unterscheiden sich strukturell deutlich von

der planaren, aromatischen und hydrophoben Natur der klassischen AhR Liganden und
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sind mit den Anforderungen des klassischen Ligandenbindungsmodells unvereinbar

(Denison und Nagy, 2003; Denison et al., 1998b).

Die meisten der nicht-klassischen synthetischen AhR Liganden sind, verglichen mit
dem Prototypliganden TCDD, nur relativ schwache Induktoren von CYP1A1 und / oder
Liganden mit geringerer Bindungsaffinitit zum AhR. Dabei korreliert die niedrige
Bindungsaffinitit (mM-Bereich) mit der deutlich geringeren Fahigkeit dieser Verbin-
dungen eine Genexpression zu induzieren (Denison et al., 1998b). Die Identifizierung
dieser Kategorie von AhR Liganden zeigt, dass das klassische Modell der AhR
Ligandenbindungstasche zu restriktiv ist und dass das Spektrum an Liganden wesentlich
groer ist als urspriinglich aufgrund des klassischen Ligandenbindungsmodells

angenommen wurde (Denison und Nagy, 2003).
OCONHCH3

o O

2,3-Diaminotoluol Carbaryl Thiabendazol

F3C
N |C|) N——
H \ S——CH, CHg
N——N——~N \ /
HaCO N
CN

HaC OCH,

SKF 71739 Omeprazol

Abb. 5: Ubersicht verschiedener nicht-klassischer synthetischer AhR Liganden bzw.
CYP1A1 Induktoren (Denison und Nagy, 2003; Denison et al., 1998b)
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2.3 Naturliche Liganden des Ah Rezeptors

Neben den klassischen und nicht-klassischen synthetischen AhR Liganden kdnnen auch
zahlreiche natiirlich vorkommende Verbindungen an den Ah Rezeptor binden, ihn
aktivieren und / oder die AhR-abhingige Genexpression induzieren. Innerhalb dieser
Kategorie der natiirlichen AhR Liganden unterscheidet man Liganden, die exogenen
Ursprungs sind und vorwiegend aus der Nahrung stammen, sowie endogene in vivo
auftretende Liganden. Beide Gruppen von natiirlichen AhR Liganden lassen sich nicht
immer klar abgrenzen, sodass es auch zu Uberlappungen, wie bei der Gruppe der

indolhaltigen Verbindungen, kommt.

2.3.1 Naturliche aus der Nahrung stammende AhR Liganden

Der grofite Teil der AhR Liganden, mit denen Menschen in Kontakt kommen, stammt
aus der Nahrung. Dies schlieBt nicht nur die Aufnahme von Umweltkontaminanten wie
TCDD, sondern auch die Aufnahme von natiirlichen AhR Liganden ein. Die Mehrzahl
der bisher identifizierten natiirlichen AhR Liganden stammt direkt aus der Nahrung
oder aus pflanzlichen Produkten, die der Erndhrung dienen (Denison et al., 2002). Zu
den natiirlicherweise in der Nahrung vorkommenden Gruppen von AhR Liganden
gehoren Flavonoide, Carotinoide und Indole, deren verschiedene Vertreter den AhR
Signalweg entweder aktivieren bzw. inhibieren koénnen und die in der Regel relativ
schwache AhR Liganden darstellen. Da diese Verbindungen schnell metabolisiert und
ausgeschieden werden, sind sie, im Vergleich zu den HAHs, als wenig(er)
gesundheitsschédlich einzustufen, stellen jedoch eine wichtige Quelle von ,,dioxin-

dhnlichen* Verbindungen dar, denen der Mensch ausgesetzt ist.

2.3.11 Indole und indolhaltige Verbindungen

Zu den am besten charakterisierten natiirlichen AhR Liganden gehdren von Indol
abgeleitete Verbindungen. Abbildung 6 gibt einen Uberblick iiber verschiedene
biologische und physiochemische Prozesse, die zur Bildung von AhR Liganden aus

Tryptophan fiihren.
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Abb. 6: Ubersicht mdglicher Umwandlungen von Tryptophan zu AhR Liganden und
Induktoren der AhR-abhangigen Genexpression (nach Denison und Nagy,
2003)

Es konnte gezeigt werden, dass aus der Nahrung stammende Indole, wie die
Aminosdure Tryptophan und das durch enzymatische Hydrolyse aus Glucobrassin
(3-Indolyl-glucosinolat) freigesetzte Indol-3-carbinol (I3C), in der Lage sind den Ah
Rezeptor zu aktivieren und die AhR vermittelte Genexpression zu induzieren (Heath-
Pagliuso et al., 1998; Heath-Pagliuso et al., 2000; Bjeldanes et al. 1991; Jellnick et al.,
1993). Diese Verbindungen sind nur relativ schwache Liganden des Ah Rezeptors.
Jedoch kommt es nach oraler Aufnahme von I3C im sauren Milieu des Magens zur
Bildung mehrerer Kondensationsprodukte, wie Indolo-[3,2-b]-carbazol (ICZ) und
3,3’-Diindolylmethan (DIM) (Grose und Bjeldanes, 1992) (Abb. 6), die ebenfalls den
AhR aktivieren und die AhR vermittelte Genexpression induzieren konnen. Im
Gegensatz zum Vorldufer 13C sind diese Verbindungen relativ starke AhR Liganden.

Insbesondere ICZ zeigt eine sehr hohe Affinitdit zum AhR, die bei in vitro
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Bindungsassays in der Gréf3enordnung von TCDD liegt (Bjeldanes et al., 1991; Gillner
et al., 1993) und eine der hochsten Bindungsaffinititen von natiirlich vorkommenden

AhR Liganden darstellt (Tab. 1).

Tab. 1: Bindungsaffinitaten von indolhaltigen Verbindungen im Vergleich zu TCDD

(nach Bjeldanes et al., 1991), K4: Dissoziationskonstante

Verbindung Kq [M] Relative Bindungsaffinitat
TCDD 7.1x10% 1
ICZ 1,9x 1010 3,7 x 107
DIM 9,0x 108 7,8x10°
I3C 2,7x10° 2,6x107

Mittels DRE-abhingiger Reportergenassays in humanen HepG2-Zellen (Kleman et al.,
1994) und in Hepal-Zellen der Maus (Chen et al., 1995) konnte auflerdem nach-
gewiesen werden, dass ICZ und TCDD ungefdhr gleiche Wirkstirken besitzen. Im
Gegensatz zu dieser starken agonistischen Aktivitidt in Zellkultursystemen zeigten
Versuche zur Toxizitit von ICZ an TCDD-empfindlichen Ratten, dass ICZ keine
toxischen Effekte vergleichbar denen von TCDD auslosen konnte (Pohjanvirta et al.,
2002). Die Unterschiede zwischen der Wirksamkeit von ICZ in Zellkultursystemen und
in vivo erklart sich aus der relativ kurzen Halbwertszeit von ICZ in vivo. Im Gegensatz
zu TCDD wird ICZ im Rattenmodell schnell metabolisiert und eliminiert, sodass ICZ
keine ausreichenden Konzentrationen im Zielorgan aufbauen kann, um eine Schidigung

des Organismus hervorzurufen (Pohjanvirta et al., 2002; Bjeldanes et al., 1991).

Als weitere natilirliche AhR Liganden wurden verschiedene Rutacarpin-Alkaloide
identifiziert, die in Pflanzen aus der Familie der Rutaceae (Citrus, Orange, Mandarine)
vorkommen. Insbesondere 7,8-Dihydrorutacarpin stellt einen weiteren hoch-affinen

AhR Liganden dar (Gillner et al., 1989).

Schrenk und Mitarbeiter zeigten weiterhin, dass auch Tryptanthrin-Derivate als
Agonisten des Ah Rezeptors wirken kdnnen. Tryptanthrine werden durch die Hefe
Candida lipolytica, die auch in menschlicher Nahrung auftritt, aus Tryptophan und
Anthranilséure biosynthetisiert. So ist zum Beispiel 8-Methyltryptanthrin in der Lage
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CYPIAI in Rattenhepatozyten zu induzieren und die Transformation des AhR-Ligand-

Rezeptorkomplexes in Mausleberzellen zu stimulieren (Schrenk et al., 1997 und 1999).

Neben den Tryptanthrinen wird auch Malassezin als weiterer mikrobieller Tryptophan-
Metabolit und AhR Agonist diskutiert. Malassezin ist ein Tryptophanabbauprodukt der
Hefe Malassezia furfur, die Teil der menschlichen Hautflora ist. Malassezin induziert in
Rattenhepatozyten die CYP1A1 abhéngige 7-Ethoxyresorufin-O-dealkylase (EROD).
Allerdings konnte diese Reaktion auch auf eine schnelle Zyklisierung von Malassezin

zu Indolo-[3,2-b]-carbazol zuriickzufiihren sein (Wille et al., 2001).

2.3.1.2 Carotinoide

Aus der Klasse der Carotinoide wurden bisher die beiden 4-Oxocarotinoide,
Canthaxanthin und Astaxanthin sowie die Carotinoidvorstufe B-Apo-8’-carotenal in
vivo als starke Induktoren von CYP1A1 identifiziert, wohingegen -Carotin selbst nicht
aktiv ist (Gradelet et al., 1996a; Gradelet et al., 1996b, Astorg, et al., 1994). Da in
Ligandenbindungsstudien keine direkte Bindung dieser Carotinoide an den Ah Rezeptor
nachweisbar war und sich GréB3e und Struktur der Molekiile deutlich von allen bisher
identifizierten Liganden unterschieden, wird angenommen, dass die Verbindungen in
den Zellen metabolisiert werden und die Metabolismusprodukte fiir die beobachtete
Induktion verantwortlich sind (Denison et al., 1998b; Gradelet et al., 1997). Die
Carotinoide und die Retinoide, als ihre Abbauprodukte im Korper, zdhlen nicht nur zur
Klasse der von Pflanzen abgeleiteten AhR Liganden, sondern sind auch unter dem
Aspekt der endogenen AhR Liganden zu sehen und werden deshalb unter ,,natiirliche

endogene Liganden® im Abschnitt B 2.3.2.4 diskutiert.
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2.3.1.3 Heterozyklische Amine

Heterozyklische aromatische Amine kommen im strengen Sinne nicht natiirlich vor,
werden jedoch bei der Zubereitung (Kochen, Braten, Grillen) eiweihaltiger
Lebensmittel, vor allem von Fleisch und Fisch, im ppb-Bereich gebildet (Felton et al.,
2000). Die IARC (International Agency for Research on Cancer) stufte acht der bisher
bekannten heterozyklischen Amine, nidmlich MelQ, MelQx, PhIP, AaC, MeAaC,
Trp-P-1, Trp-P-2 und Glu-P-1, als ,,possible human carcinogen* (Klasse 2B) und IQ als
,probable human carcinogen* (Klasse 2A) ein (IARC, 1993).
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Abb. 7: Strukturformeln der heterozyklischen Amine mit AhR Ligandenaktivitét

Die Kanzerogenitit der heterozyklischen aromatischen Amine beruht auf der metabo-
lischen Aktivierung dieser Verbindungen, deren initialer Schritt eine durch Cytochrome
vermittelte N-Oxidation ist. Wéahrend diese metabolische Aktivierung in der Leber fast
ausschliellich durch CYP1A2 vermittelt wird, erfolgt sie in extrahepatischen Geweben

vorwiegend durch CYP1A1 und CYP1B1 (Gooderham et al., 2001).

Kleman und Mitarbeiter (1992) konnten mittels in vitro Gelretardation Assays (vergl.
Abschnitt B 4.2) die Aktivierung des Ah Rezeptors durch fiinf verschiedene hetero-
zyklische Amine zeigen. In einem zytosolischen Extrakt von Mausleberzellen

induzierten die heterozyklischen Amine MeAaC, MelQx, PhIP, 4,8-DiMelQ und 4,7,8-
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TriMelQx (Abb. 7) die Transformation des Ah Rezeptors und die Bindung des AhR-
Ligand-Komplexes an die DNA. Die aus den Dosis-Wirkungsbeziehungen ermittelten
ECso-Werte fiir die Bildung der Protein-DNA-Komplexe lagen dabei im Bereich von 30
bis 135 uM (Kleman et al., 1992). Gleichzeitig konnte auch gezeigt werden, dass die
heterozyklischen aromatischen Amine fahig sind, CYP1A-Aktivititen zu induzieren
(Kleman und Gustafsson, 1996; Hiimmerich et al., 2004). Die getesteten hetero-
zyklischen Amine sind demnach, verglichen mit TCDD und anderen klassischen AhR
Aktivatoren, relativ schwache AhR Liganden und gelten als weitere Gruppe natiirlicher

AhR Liganden (Denison et al., 1998b).

23.14 Flavonoide

Die in pflanzlichen Lebensmitteln wie Gemiisen, Friichten und Tees weitverbreiteten
Flavonoide stellen als Bestandteile der menschlichen Nahrung eine weitere Gruppe der
natiirlichen AhR Liganden dar. Seit ldngerem ist bereits das agonistische und
antagonistische Potential zahlreicher synthetischer Flavone als AhR Liganden bekannt
(Lu et al., 1996; Gasiewicz et al., 1996; Henry et al., 1999). So stellt B-Naphthoflavon
(BNF) (vgl. Abb. 4) einen sehr starken AhR Agonisten und sein Isomer o-Naphtho-
flavon (ANF) einen partiellen AhR Antagonisten dar (Gasiewicz und Rucci, 1991;
Santostefano et al., 1993; Merchant und Safe, 1995), wéhrend 3’-Methoxy-4’-nitro-
flavon ein starkes antagonistisches Potential aufweist (Lu et al., 1995; Nazarenko et al.,

2001).

Daneben konnten auch spezifische natiirliche Flavonoide wie z. B. Diosmin, Tangeritin
und Tamarixetin identifiziert werden, die Agonisten des Ah Rezeptors sind und den
AhR Signaltransduktionsweg aktivieren (Ciolino et al., 1998; Ashida et al., 2000;
Canivenc-Lavier et al., 1996; Allen et al., 2001; Amakura et al., 2003). Andere
Flavonoide wie Kadmpferol, Galangin, Naringenin und Luteolin iiben eine antago-
nistische Aktivitdt aus und unterdriicken die AhR-abhingige Genexpression (Ciolino et
al., 1999; Ashida et al., 2000; Ashida, 2000; Allen et al., 2001; Zhang et al., 2003).
Anhand dieser Studien wurden innerhalb der Gruppe der Flavonoide besonders viele

Liganden identifiziert, die antagonistisch wirksam sind.
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2.3.15 Pflanzliche Extrakte

Ausgehend von den Ergebnissen der Studien zu einzelnen Flavonoiden und anderen
natiirlich vorkommenden Liganden des Ah Rezeptors wurden auch die Extrakte
verschiedener Gemiise, Friichte, Krduter und Tees untersucht (Bohonowych et al., 2000;
Amakura et al., 2002; Jeuken et al., 2003; Palermo et al., 2003). Anhand von DNA-
Bindungsstudien und DRE-abhédngigen Reportergenassays konnte nachgewiesen
werden, dass eine Vielzahl dieser Extrakte AhR Liganden mit agonistischer und / oder
antagonistischer Aktivitit enthalten. So sind beispielsweise die Extrakte von Ginseng,
Lakritz und Gingo biloba in der Lage, die Bindung des AhR Komplexes an die DNA zu
stimulieren und die Reportergenexpression zu induzieren. Die Untersuchung der
Extrakte von Mais, Kartoffeln und Paprika lieferte Hinweise, dass dort neben Agonisten
auch AhR Liganden vorliegen, die zwar an den Ah Rezeptor binden, jedoch die AhR-
abhingige Reportergenexpression nicht induzieren und somit antagonistisch wirksam
sind (Jeuken et al., 2003). Pflanzliches Material scheint somit im allgemeinen AhR
Liganden bzw. Substanzen, die leicht in AhR Liganden umgewandelt werden, zu
enthalten und stellt daher die wichtigste Quelle fiir natiirlich vorkommende AhR
Liganden dar, denen Mensch und Tier dauerhaft ausgesetzt sind (Denison und Nagy,

2003).

2.3.2 Endogene Liganden

AuBer den exogenen vorwiegend aus der Nahrung stammenden Verbindungen
beinhaltet die Klasse der natiirlichen AhR Liganden auch Verbindungen, die in vivo
gebildet werden und somit endogenen Ursprungs sind. Die Existenz von endogenen, bei
physiologischen Konzentrationen aktiven Liganden fiir den Ah Rezeptor wird aufgrund
von Studien angenommen, bei denen der AhR Signalweg in Abwesenheit von exogenen
Liganden aktiviert wurde (Sadek und Allen-Hoffmann, 1994; Singh et al., 1996; Monk
et al., 2001). Auch die bei AhR Knockout-Miusen auftretenden physiologischen
Veranderungen und Entwicklungsschiaden weisen auf die Existenz von endogenen AhR
Liganden hin (Fernandez-Salguero et al., 1995; Lahvis et al., 2000; Schmidt et al.,
1996), da durch das ,,Ausschalten* der Ah Rezeptoren auch keine Aktivierung des AhR

Signaltransduktionswegs durch endogene Liganden erfolgen kann. Fiir zahlreiche



2 Liganden des Ah Rezeptors 23

endogene Verbindungen aus den Klassen der Indole, Tetrapyrrole, Arachidon-
sduremetabolite, Carotinoide und Oxysterole wurde nachgewiesen, dass diese an den
Ah Rezeptor binden und / oder die AhR-abhingige Genexpression induzieren. Jedoch
konnte bisher kein hoch-affiner endogener Ligand identifiziert werden, der den Ah

Rezeptor bei normalen physiologischen Konzentrationen aktiviert.

23.2.1 Indole

Neben den aus der Nahrung stammenden indolhaltigen Verbindungen, die den AhR
aktivieren, wurden weitere endogene Indole als AhR Liganden identifiziert. So zeigte
sich, dass durch UV-Bestrahlung der im nahen UV-Bereich absorbierenden Aminosédure
Tryptophan verschiedene Photooxidationsprodukte entstehen, die mit hoher Affinitét an
den Ah Rezeptor binden und die AhR-abhidngige Genexpression induzieren (Rannug et
al., 1987; Helferich und Denison, 1991; Sindhu et al., 1996; Wei et al., 1999). Zwei
dieser hoch-affinen Photooxidationsprodukte wurden als 6-Formyl-indolo-[3,2-b]-
carbazol (FICZ) und 6,12-Diformylindolo-[3,2-b]-carbazol identifiziert (Rannug et al.,
1995) und zeigen eine groBe strukturelle Ahnlichkeit zu ICZ (vgl. Abb. 6). Da die UV-
Bestrahlung von Ratten zu einer Induktion von CYP1A1 in Haut und Leber der Tiere
fiihrt (Mukhtar et al., 1986; Goerz et al., 1996) und auch in der menschlichen Haut nach
UV-Bestrahlung erhohte CYP1A1 und CYP1BI1 Aktivititen auftreten (Katiyar et al.,
2000) wird angenommen, dass diese oder dhnliche Photooxidationsprodukte auch fiir

die CYP1A1 Induktion in vivo verantwortlich sein kdnnten (Denison und Nagy, 2003).

Weitere Studien zeigen, dass die Aminosdure Tryptophan und verschiedene
Tryptophan-Metabolite wie Tryptamine und Indolessigsdure (vgl. Abb. 6) ebenfalls an
den AhR binden, ihn aktivieren und die AhR-abhingige Genexpression in Hefe- und in
Saugetierzellkulturen induzieren kénnen (Miller, 1997; Health-Pagliuso et al., 1998).
Auch die Tryptophan-Abbauprodukte L-Kynurenin und Kynurensdure sowie Indol-3-
brenztraubenséure und Indol-3-milchséure wurden als Aktivatoren der AhR-abhidngigen
Signaltransduktion identifiziert (Heath-Pagliuso et al.,, 2000). Diese Tryptophan-
Metabolite sind als AhR Liganden besonders bemerkenswert, weil sie zu den wenigen
beschriebenen gut wasserloslichen AhR Liganden gehoren. Da diese Verbindungen

relativ schwache Liganden sind und in den Zellen nur in geringen Konzentrationen
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gefunden werden, ist es nicht sehr wahrscheinlich, dass diese Verbindungen unter
physiologischen Bedingungen als endogene Aktivatoren wirken. Jedoch kénnen die
Konzentrationen von einigen Tryptophan-Metaboliten unter bestimmten (patho-
logischen) Umstidnden im Korper deutlich erhoht sein. So treten bei Inhibierung der
Monoaminoxidase-Aktivitdt fiir Tryptamin Gewebekonzentrationen bis ca. 700 pM auf,

die ausreichend wiren, um den AhR zu aktivieren (Health-Pagliuso et al., 1998).

Die aus humanem Urin isolierten Verbindungen Indirubin und Indigo (vgl. Abb. 6) sind
zwei weitere Reprédsentanten von endogenen indolhaltigen AhR Liganden. In einem auf
Hefezellen basierenden Bioassay erwiesen sich beide Verbindungen als Aktivatoren des
Ah Rezeptors, wobei Indigo anndhernd gleich stark und Indirubin bis zu 50fach stirker
als TCDD waren (Adachi et al., 2001; Sugihara et al., 2004). In Sdugerzellen zeigten
sich Indirubin und Indigo jedoch als deutlich schwichere AhR Aktivatoren als TCDD
(ca. 5 x 10*- bis 10°-fach schwicher) (Denison und Nagy, 2003; Guengerich et al.,
2004). Diese signifikanten Unterschiede der biologischen Potenz von Indigo und
Indirubin werden auf Unterschiede in der metabolischen Stabilitdt dieser Verbindungen
in Sduger- und Hefezellen und auf technische Schwierigkeiten, die relative Aktivitdt
von TCDD in auf Hefezellen basierenden Bioassays exakt zu messen, zuriickgefiihrt
(Miller et al., 1999, Denison und Nagy, 2003, Sugihara et al., 2004). Indigo und
Indirubin stammen zwar vorwiegend aus pflanzlichen Quellen, da sie jedoch auch beim
P450-abhéngigen Metabolismus von Indolen entstehen (Gillam et al., 1999 und 2000)
und im Urin von Patienten mit Leukdmie und Porphyria cutanea tarda (chronische
hepatische Porphyrie) (Blanz et al., 1989; Jackson et al., 1988) nachgewiesen wurden,
ist die Einordnung als endogene, in vivo gebildete AhR Liganden gerechtfertigt
(Denison und Nagy, 2003).

2.3.2.2 Tetrapyrrole

Erste Hinweise einer Wechselwirkung zwischen dem AhR Signaltransduktionsweg und
den Abbauwegen von endogenem Ham ergaben sich aus Tierversuchen mit TCDD. Die
Exposition von TCDD fiihrte zu Stérungen der Himbiosynthese, verbunden mit Leber-
schiadigungen und ausgeprégter Porphyrinurie und zu einer CYP1A1 Aktivierung (Van
Birgelen et al., 1996). Die persistente Induktion von CYPIAI trat auch bei Gunn-
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Ratten, die eine angeborene Gelbsucht zeigen und bei Menschen mit dem Crigler-
Najjar-Syndrom auf. In beiden Féllen fiihrt ein Mangel an UDP-Glucuronyltransferase,
dem Hauptdetoxifizierungsenzym fiir das Ham-Abbauprodukt Bilirubin, zur
Akkumulation von Bilirubin im Blut (Hyperbilirubindmie). Das Auftreten stark erhohter
CYPIA1 Aktivitdt bei diesen speziellen pathogenen Bedingungen lie auf das
Vorhandensein eines endogenen AhR Liganden im Blut der Tiere schlieBen (Kapitulnik
und Gonzalez, 1993).

Zellkulturexperimente zeigten, dass das im Blut von Gunn-Ratten in hohen Konzent-
rationen auftretende Bilirubin (Abb. 8) und sein metabolischer Vorlaufer Biliverdin die
Expression von CYP1A1 und von AhR-abhdngigen Reportergenen induzieren kénnen
(Sinal und Bend, 1997). Mittels eines kompetitiven Ligandenbindungsassays konnte
auBerdem nachgewiesen werden, dass beide Verbindungen in der Lage sind ["H]-TCDD
aus der Rezeptorbindung zu verdringen (Phelan et al., 1998b). Die beiden Him-Abbau-
produkte Bilirubin und Biliverdin sind somit als, wenn auch relativ schwache, AhR
Liganden einzuordnen. Die physiologische Relevanz dieser Ergebnisse resultiert daraus,
dass Bilirubin auch von CYP1AT und CYP1A2 metabolisiert werden kann (Zaccaro et
al., 2001; De Matteis et al., 1991). Bilirubin kann somit als AhR Ligand seinen eigenen
Metabolismus stimulieren, indem es die Expression von CYP1A1 und CYP1A2 erhoht
und die im Korper zirkulierenden Gehalte an Bilirubin reduziert. Die AhR-abhédngige
Steigerung der CYP1A1 und CYP1A2 Aktivitit ist in diesem Fall als ein physiologisch
relevantes Detoxifizierungssystem anzusehen, das den Korper vor endogenen toxischen

Verbindungen schiitzt.

2.3.2.3 Arachidonsaure-Metabolite

Die Suche nach endogenen Liganden fiihrte auch zur Untersuchung von Arachidonsdure
und Arachidonsdure-Metaboliten, da bekannt war, dass die Exposition gegeniiber
TCDD die Freisetzung von Arachidonsdure aus Membranen und Verdnderungen des
Arachidonsduremetabolismus hervorruft (Lawrence und Kerkvliet, 1998). Ferner
induzierte TCDD neben CYP1A1 die Prostglandin Synthase H2, die die Umwandlung
von Arachidonsdure in Prostglandine katalysiert (Kraemer et al., 1996). Auch die bei

Suspension von Mausleber- und Rattenepithelzellen in methylcellulosehaltigem Zell-



26 B Kenntnisstand

medium auftretende Induktion von CYP1AI1 (Sadek und Allen-Hoffmann, 1994; Monk
et al.,, 2001) wurde mit der Freisetzung eines endogenen Liganden aus der Zell-
membran, mdglicherweise aufgrund von Verdnderungen der Membranstruktur, in
Verbindung gebracht (Denison und Nagy, 2003). Die Untersuchung von biologischen
Lipiden und Steroiden zeigte, dass das Lipoxygenaseprodukt der Arachidonsiure
Lipoxin A4 (Abb. 8) sowie mehrere Prostaglandine, insbesondere das Prostaglandin G;
(PGG;) (Abb. 8), in der Lage sind den AhR zu aktivieren und die AhR-abhingige
Genexpression zu induzieren (Schaldach et al., 1999; Seidel et al., 2001). Lipoxin A4
fiihrt bereits bei physiologischen Konzentrationen zu einer fliichtigen Expression von
CYPIAI und von DRE-abhéngigen Reportergenen und ist gleichzeitig ein kompetitives
Substrat fiir CYP1Al (Schaldach et al., 1999). Im Gegensatz dazu sind die
Prostaglandine, mit Ausnahme von PGGy,, in Zellkulturexperimenten relativ schwache
AhR Agonisten, die nur bei Konzentrationen von grofer 1 uM, also oberhalb der
normalen physiologischen Konzentration von weniger als 1 nM, zu einer fliichtigen
AhR-abhédngigen Genexpression flihren (Seidel et al., 2001). Da Prostaglandine in der
Regel jedoch lokal wirksame Hormone sind, kdnnen im Gewebe, vor allem in der Nédhe
von Hepatozyten, die Prostaglandine absondern, durchaus Konzentrationen von 5 bis
10 uM erreicht werden. Bei diesen Konzentrationen ist es moglich, dass einzelne
Prostaglandine bzw. Kombinationen von Prostaglandinen den AhR in vivo aktivieren

(Seidel et al., 2001).

2.3.2.4 Sonstige endogene Liganden

Zu den weiteren Verbindungen, die als mogliche endogene Liganden diskutiert werden,
gehoren die Carotinoide. Wie in Abschnitt B 2.3.1.2 dargestellt, sind mehrere
Carotinoide, wie Canthaxanthin, Astaxanthin und [-Apo-8’-carotinal in der Lage
CYP1A1l und andere Metabolismusenzyme zu induzieren (Gradlet et al., 1996a und
1996b; Astrong et al., 1994). Da jedoch fiir diese Verbindungen keine kompetitive
Bindung an den Ah Rezeptor nachgewiesen werden konnte (Gradlet et al., 1997) wird
angenommen, dass diese Verbindungen in vivo zu aktiven Liganden umgewandelt
werden. In vivo werden aus der Nahrung stammende Carotinoide in Retinol gespalten

und in andere Vitamin A Metabolite (Retinoide) umgewandelt. Die Retinoide sind
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wichtige Regulatoren bei Prozessen wie Zelldifferenzierung und Zellproliferation, vor
allem von Epithelzellen. Normalerweise vermitteln sie ihre biologischen Wirkungen in-
dem sie an die Retinsdure-Rezeptoren (Retinoic acid receptor, RAR) und die Retinoid-
X-Rezeptoren (Retinoid X Receptor, RXR) binden und die damit verbundenen
Genexpressionen modulieren. Ein Zusammenhang zwischen AhR Signalweg und
Retinoiden wurde bereits aufgrund der von TCDD ausgelosten Verdnderungen in der
Homoostase und des Metabolismus der Retinoide angenommen (Brouwer et al., 1989;
Fletcher et al., 2001; Kelley et al., 2000). Auch die bei AhR Knockout Méusen
ermittelte Akkumulation von Retinoiden und der eingeschrinkte Vitamin A-
Metabolismus sind weitere Belege fiir die Beteiligung des Ah Rezeptors an der
Regulation des Retinoid-Metabolismus (Andreola et al., 1997). In den vergangenen
Jahren konnten mehrere synthetische Retinoide identifiziert werden, die an den AhR
binden und die AhR-abhdngige Genexpression induzieren (Gambone et al., 2002;
Soprano et al., 2001). Diese Studien belegen, dass Retinoide bzw. retinoidartige
Verbindungen als endogene Liganden des Ah Rezeptors in Frage kommen, wenngleich
bisher nur synthetische Retinoid-Derivate als AhR Liganden identifiziert wurden

(Denison und Nagy, 2003).

Die Suche nach weiteren endogenen Liganden fiihrte auch zur Untersuchung von
oxidierten lipophilen Verbindungen, wie den Oxysterolen. Dabei wurde gezeigt, dass
7-Ketocholesterol (Abb. 8) kompetitiv an den AhR binden kann und als AhR
Antagonist fungiert. Die in Ligandenbindungsexperimenten ermittelte Affinitdt von
7-Ketocholesterol zum AhR war ca. 10°-fach niedriger als die entsprechende Affinitit
von TCDD. Trotzdem war es mit Konzentrationen von 7-Ketocholesterol, wie sie auch
im Blut gefunden werden, moglich die TCDD induzierte Genexpression in Zellkultur-
experimenten zu inhibieren (Savouret et al., 2001). Obwohl 7-Ketocholesterol keinen
AhR Agonisten, sondern einen AhR Antagonisten dargestellt, ist es mdglich, dass es
das erste identifizierte Mitglied einer neuen Gruppe von endogenen AhR Liganden ist,

in der auch ein endogener Aktivator existieren konnte (Denison und Nagy, 2003).
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Abb. 8: Ubersicht verschiedener endogener AhR Liganden
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3 Toxische und biochemische Effekte von 2,3,7,8-
Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) und ver-

wandten Verbindungen

3.1  Ubersicht der durch TCDD ausgel6sten Effekte

2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) und verwandte Verbindungen 16sen ein
breites Spektrum an biochemischen und toxischen Effekten aus, die nach Spezies und
Stamm, Geschlecht, Alter und Art der Applikation zum Teil betrdchtlich variieren
(Poland und Knutson, 1982; Pohjanvirta und Tuomisto, 1994) (Tab. 2).

Tab. 2: Ubersicht Uiber die TCDD-induzierten toxischen und biochemischen Effekte

(modifiziert nach Denison und Heath-Pagliuso, 1998)

Dermale Toxizitat Modulation des Zellwachstums

+ Hyperkeratose + Proliferation und Differenzierung
+ Chlorakne + Hyperplasie

Lethalitat Hepatotoxizitat

+ Auszehrungssyndrom

Induktion der Genexpression
Kanzerogenitat

+ Tumorpromotion Neurotoxizitat
+ Modulation der elekt. Synapsen
Teratogenitat + Motorische und kognitive Stérungen
+ Gaumenspalten
+ Hydronephrosen Endokrine Disruption
+ Totgeburten + Veranderter Fettstoffwechsel
+ Inhibierung des Glucosestoffwechsels
Immunotoxizitat + Verringerte Thyroidgehalte im Serum
+ Immunsuppression + Vitamin A Erschdpfung
+ Thymus-Atrophie + Porphyrie (Stérung der Hambiosynthese)
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Die meisten Daten zu den durch TCDD und verwandte Verbindungen ausgeldsten
Effekten stammen aus Versuchstieren, wihrend einige Effekte auch beim Menschen
beobachtbar sind. Hinsichtlich der akuten Toxizitdt und Empfindlichkeit gegeniiber
TCDD bestehen zwischen den Spezies, zum Teil auch innerhalb von Spezies deutliche
Unterschiede, wie sich im Vergleich der letalen Dosen einzelner Tierarten zeigt. So
betrdgt der LDsy fiir die orale Aufnahme von TCDD beim Meerschweinchen (als
empfindlichste Tierart) ca. 1 pg/kg Korpergewicht (Schwetz et al., 1973), wihrend
Hamster (als unempfindlichste Tierart) einen LDsy von ca. 3000 ug/kg Korpergewicht
(Olson et al., 1980) aufweisen. Charakteristisch fiir die toxische Wirkung von TCDD ist
die verzogerte Reaktion auf die akute Exposition. Der Zeitraum zwischen Exposition
und Eintritt des Todes des Versuchstiers variiert je nach Spezies und betrdgt bis zu acht
Wochen. Dem Tod geht dabei in der Regel das sogenannte ,wasting syndrome
(,,Auszehrungssyndrom®) voraus. Hierbei kommt es zum Verlust an Korpergewicht,
hauptsédchlich an Fett- und Muskelgewebe, wobei der Verlust bis zu 50 % des Korper-
gewichts betragen kann. Das ,,wasting syndrome® entwickelt sich langsam bis zum
Eintritt des Todes und kann nicht ausschlieBlich auf eine verminderte Nahrungs-
aufnahme (Appetitsuppression und Nahrungsverweigerung), auf Veridnderungen im
Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel (Enan und Matsumura, 1994; Olsen et al., 1998)
oder auf die Fehlfunktion eines einzelnen Organs zuriickgefiihrt werden. Stattdessen
muss man davon ausgehen, dass die Kombination von multiplen Effekten schlieBlich

zum Tode fiihrt (Olson et al., 1980; McConnell et al., 1978; Gasiewicz et al., 1980).

TCDD wurde von der IARC (International Agency for Research on Cancer) als
humanes Kanzerogen der Gruppe 1 (,,possible carcinogenic hazard to humans®)
eingestuft. Diese Einstufung erfolgte auf Grundlage der in Tierstudien beobachteten
Kanzerogenitit und Hinweisen auf eine erhohte Krebsrate bei Personen, die bei
industriellen Unfédllen mit hohen Dosen von TCDD exponiert wurden. Da TCDD keine
direkte Interaktion mit der DNA eingeht, wird TCDD nicht als genotoxisch, sondern als
Tumorpromotor eingestuft (IARC, 1997; Beebe et al., 1995).

Das Immunsystem gilt als einer der empfindlichsten Angriffspunkte fiir TCDD. Bei
allen untersuchten Spezies waren nach Administration von TCDD nachteilige Effekte
auf das Immunsystem beobachtbar, die sich primdr durch den Verlust an

Lymphgewebe, insbesondere im Thymus (Atrophie der Thymusdriise) duBlerten (Vos
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und Moore, 1974). Dariiber hinaus fiihrte die Einwirkung von TCDD dazu, dass sowohl
die zelluldre, als auch die humorale Immunantwort supprimiert wurde. So konnte in
Tierversuchen der Einfluss von TCDD auf die Antikérperproduktion (Sulentic et al.,
2000; Inouye et al., 2003), auf die B-Zellreifung (Thurmond und Gasiewicz, 2000) und
die T-Zellaktivierung (Kerkvliet et al., 2002) nachgewiesen werden. Durch TCDD
ausgeloste Verdnderungen der Funktion des Immunsystems konnten auch mit einer
vermehrten Anfilligkeit fiir bakterielle, parasitire und virale Infektionen in
Zusammenhang gebracht werden (Burleson et al., 1996; Luebke et al., 1994;
Vorderstrasse et al., 2003). Diese traten bereits in Dosisbereichen auf, die unter denen

lagen, die zu einer Depletion des lymphozytiren Gewebes fiihren.

Bei chronischer Exposition gegeniiber TCDD waren im Tierversuch Beeintrdchtigungen
der Entwicklungs- und Reproduktionsfihigkeit feststellbar. So wurden sowohl in minn-
lichen als auch in weiblichen Versuchstieren Verdnderungen in Morphologie und
Funktion der Reproduktionsorgane beobachtet (Gray et al., 1995; Gray et al., 1997;
Theobald und Peterson, 1997). Auch wird die Exposition von Arbeitern mit TCDD
beim Unfall in Seveso (Italien) 1976 mit einem verdnderten Geschlechterverhiltnis bei
deren Nachkommen (48 Middchen zu 26 Jungen) in Verbindung gebracht (Mocarelli et
al., 1996). Die Exposition der Miitter gegeniiber nicht toxischen Konzentrationen an
TCDD und verwandten Verbindungen kann in frithen Entwicklungsstufen beim Embryo
strukturelle Schiadigungen und Missbildungen wie z. B. Gaumenspalten und Hydro-
nephrose hervorrufen und zu Totgeburten fiihren (Courtney und Moore, 1971;

Huuskonen et al., 1994). TCDD wird deshalb als Teratogen eingestutft.

In jiingerer Zeit werden niedrige Dosen an Dioxin und dioxin-dhnlichen Verbindungen,
v.a. von PCBs, auch mit neurologischen und motorischen Stérungen sowie mit
Storungen der kognitiven Entwicklung bei Kindern in Verbindung gebracht (Chen et
al., 1994; Jacobsen und Jacobsen, 1996).

Ein weiterer Teilaspekt der durch Dioxine und verwandte Verbindungen ausgelosten
toxischen Effekte ist die Storung endokriner Signalwege und Metabolismusprozesse.
TCDD gilt als Prototyp eines endokrinen Disruptors, der z. B. Signalwege fiir
Schilddriisen- und Steroidhormone moduliert und somit das Gleichgewicht des

Hormonsystems verdndert (Pohjanvirta und Tumomisto, 1994). Verschiedene toxische
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TCDD-Wirkungen auf den Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel (Olsen et al., 1998;
Enan und Matsumura, 1994), von denen angenommen wird, dass sie auch an der
Entstehung des Auszehrungssyndroms beteiligt sind, werden mit Verdnderungen der
Schilddriisenfunktion in Zusammenhang gebracht. TCDD reduziert die Konzentration
des Schilddriisenhormons Thyroxin T4 iiber eine verstirkte Glucuronidierung (Potter et
al., 1983; Schuur et al., 1997), sodass es in der Folge liber einen negativen Riick-
kopplungsmechanismus in der Hypophyse zu einer erhdhten Sekretion des Thyreoidea-
stimulierenden Hormons (TSH) kommt. Bei chronischer TCDD-Behandlung von Nage-
tieren flihrten langfristig erhohte TSH-Spiegel zur Hypertrophie und Hyperplasie von
Schilddriisenfollikelzellen und schlieBlich zu Schilddriisenkarzinomen (Sewall et al.,
1995), die als sensitive Endpunkte der TCDD-Wirkung in Kanzerogenitdtstests mit
Nagetieren gelten (Marquart und Schéfer, 2004).

In verschiedenen Versuchstierspezies filihrte die Administration von TCDD zu
Storungen der normalen Proliferations- und Differenzierungprozesse, die sich in
inaddquater Proliferation (Hyperplasie), inaddquater Differenzierung (Metaplasie),
unzureichender Differenzierung (Dysplasie) bzw. Gewebsverlust (Hypoplasie) dullern

konnen (McConnell und Moore, 1979).

Typisches Symptom der Lebertoxizitit in Versuchstieren ist die Hepatomegalie, die
durch Hypertrophie und Hyperplasie der Leberparenchymzellen entsteht. Als weitere
Symptome einer durch TCDD induzierten Lebertoxizitit koénnen Nekrosen,
zentrilobuldre Lisionen, Fettakkumulation, Pigmentablagerungen, Infiltration inflam-
matorischer Zellen und eine fibrose Proliferation in nekrotischen Bereichen auftreten

(Marquart und Schifer, 2004; Pohjanvirta und Tuomisto, 1994).

Des Weiteren wurden TCDD induzierte Storungen des Retinoidstoffwechsels (Brouwer
et al., 1989), die Erschopfung der hepatischen Vitamin A Vorrite (Fletcher et al., 2001;
Kelley et al., 2000) sowie Verdnderungen der Porphyrinsynthese, die sich in der
Akkumulation des Héamvorldufers Porphyrin (Van Birgelen et al., 1996) &ufern,

beschrieben.

TCDD 16st tiber den Ah Rezeptor die Transkription und Expression einer ganzen Reihe
von Genen aus, wobei zahlreiche dieser Gene fiir fremdstoffmetabolisierende Enzyme

kodieren (vgl. Abschnitt B 3.2).
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Die meisten der hier beschriebenen durch TCDD ausgelosten Effekte wurden in Tier-
modellen beobachtet. Hingegen sind beim Menschen nur wenige dieser Effekte
eindeutig nachweisbar. Typische Symptome nach akuter Exposition gegeniiber hohen
Dioxinkonzentrationen sind beim Menschen Ubelkeit, Erbrechen und Reizungen der
Atemwege. Nach einer Latenzzeit von mehreren Wochen tritt die sogenannte Chlorakne
auf, die zu den am besten untersuchten Effekten beim Menschen gehort. Diese
persistente, akne-artige Hauterkrankung wird charakterisiert durch verstirkte
Hyperplasie (Proliferation der Zellen), Hyperkeratose (verdnderte Zelldifferenzierung)
sowie durch eine verdnderte Pigmentierung der Haut und kann an allen exponierten
Hautstellen auftreten (Geusau et al., 2001). Beim Menschen sind bisher keine
Todesfille nach Exposition mit TCDD beschrieben. Aufgrund tierexperimenteller
Untersuchungen, der Beobachtung von toxischen Wirkungen auf Menschen nach
industriellen Unfdllen bzw. nach chronischer Exposition am Arbeitsplatz und der
groflen Persistenz gelten Dioxine jedoch als Verbindungen mit hohem Gefahrdungs-
potential. Die Extrapolation der TCDD-Wirkungen von Tierstudien auf den Menschen
wird aber insbesondere durch spezies- und gewebe-spezifische Effekte erschwert.
Gegenstand der aktuellen wissenschaftlichen Diskussion sind die Folgen einer
Exposition gegeniiber niedrigen, umwelt-relevanten Konzentrationen an TCDD, den
dadurch ausgelosten Effekten und einer moglichen nachteiligen Beeinflussung der

menschlichen Gesundheit (Marquardt und Schéfer, 2004).
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3.2 Ubersicht Uiber die durch AhR Liganden und

Induktoren regulierten Genprodukte

Zu den am besten untersuchten und verstandenen biochemischen Effekten, die durch
TCDD und andere verwandte Agonisten ausgelost werden, gehdrt die Regulation
verschiedener Genprodukte. Der Ah Rezeptor als ligand-abhidngiger Transkriptions-
faktor vermittelt dabei die Expression zahlreicher Enzyme der sogenannten AhR
Genbatterie, von denen viele an der Biotransformation von endogenen und exogenen
Verbindungen beteiligt sind. Zu diesen Metabolismusenzymen gehoren Cytochrom 1A1
(Gonzalez et al., 1984; Neuhold et al., 1989), Cytochrom 1A2 (Quattrochi et al., 1994;
Black und Quattrochi, 2004) und Cytochrom 1B1 (Sutter et al., 1994; Shehin et al.,
2000) sowie Glutathion-S-Transferase Ya (Rushmore et al., 1990; Pimental et al.,
1993), UDP-Glucuronyltransferase (Robertson et al., 1987; Miinzel et al., 1996),
NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase (Favreau und Pickett, 1991; Jaiswal, 1994) und
Aldehyd-3-Dehydrogenase (Vasiliou et al., 1996; Takimoto et al., 1994) (Tab. 3), deren
zugehorige Gene ein oder mehrere ,,dioxin responsive elements” (DREs) in den

regulatorischen Regionen aufweisen.

Die Cytochrome als NADPH-abhédngige Monooxygenasen katalysieren Phase [-Reak-
tionen der Biotransformation, die zur Erhéhung der Wasserldslichkeit der Substrate
fiihren. Die weiteren oben aufgezdhlten Enzyme gehoren zu den Metabolismusenzymen
der Phase II. Diese sind an der Konjugation der polaren Metabolite mit Glutathion- und
Glucuronylgruppen beteiligt und fithren so zur Eliminierung des Metabolits aus dem
Korper. Zahlreiche AhR Liganden, die AhR vermittelt Metabolismusenzyme
induzieren, dienen diesen gleichzeitig als Substrat, was darauf schliessen lésst, dass die
Enzyme der AhR Genbatterie ein Teil des Abwehrsystems zur Eliminierung der
Induktoren und ihrer Metaboliten sind (Schrenk, 1998). Bei einigen Liganden fiihren
die katalysierten Reaktionen allerdings nicht zu einer Detoxifikation, sondern zur
Bioaktivierung der Ausgangssubstanzen. Die dabei entstehenden toxischen und
reaktiven Metabolite konnen mit Proteinen und Nukleinsduren wechselwirken und zu
karzinogenen, mutagenen und cytotoxischen Effekten fiithren (,,chemical
carcinogenesis). So wird z. B. der AhR Agonist Benzo[a]pyren durch Cytochrome zu

hoch-reaktiven Diolepoxiden metabolisiert, die mit der exozyklischen Aminogruppe des
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Guanosins reagieren und somit zu DNA-Schédigungen fiihren (Marquardt und Schéfer,

2004).

Tab. 3: Genprodukte, die durch AhR Liganden und Induktoren reguliert werden

(modifiziert nach Denison et al., 1998a)

Genprodukt

Genprodukte, die der AhR Regulation unterliegen
Cytochrom P450 1A1

Cytochrom P450 1A2

Cytochrom P450 1B1

Gluthation S-Transferase Ya

NAD(P)H Chinon Oxidoreduktase 1
UDP-Glucuronyltransferase 1 *06
Aldehyd-3-Dehydrogenase

y-Aminolevulinic Acid Synthase

Prostaglandin Endoperoxid H Synthase 2

Genprodukte, die moglicherweise der AhR Regulation unterliegen
Interleukin-1p

Plasminogenaktivator Inhibitor Typ 2
Transformierender Wachstumsfaktor 2 (TGF-B,)
Tumornekrosefaktor o (TNFa)
Ornithindecarboxylase

Cylcooxigenase 2

Keratin 17

Tyrosinkinase

Cholinkinase

Lipoprotein-Lipase

AhRR

c-fos

Jun-B

c-jun

Jun-D

p27

Neben den Genen fiir Phase I- und Phase II-Metabolismusenzyme wurden weitere Gene
identifiziert, die DRE Sequenzen in ihren regulatorischen Regionen enthalten und die
durch AhR Liganden, vorwiegend TCDD, induziert werden kdnnen und die somit auch
zu den Zielgenen (,target genes”) des AhR vermittelten Signaltransduktionswegs

gezdhlt werden. Zu dieser Gruppe von AhR regulierten Genprodukten gehdren Proteine,
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die an Entziindungsprozessen beteiligt sind, wie Cyclooxygenase-2 (Puga et al., 1997,
Mizuyachi et al., 2002), Interleukin-1 (Sutter et al., 1991), Plasminogenaktivator-
Inhibitor Typ 2 (Sutter et al., 1991) und Tumornekrosefaktor o (TNFa) (Clark et al.,
1991) sowie Proteine, die Wachstums- und Differenzierungsprozesse beeinflussen wie
z. B. die transformierende Wachstumsfaktoren o und B2 (TGF-a, TGF-B,) (Gaido et
al., 1992). Neben der Aktivierung von Proteinkinasen (Ma und Babish, 1993; Enan und
Matsumura, 1996) und Proto-Onkogenen (c-fos, jun-B) (Hoffer et al., 1996; Puga et al.,
1992) wurde auch der Eingriff von TCDD in die Regulation von Proteinen beschrieben,
die Zellzyklusregulation (p27) (Kolluri et al., 1999) und Apoptose (Bax) (Matikainen et
al. 2001) steuern.

Die AhR-Arnt-abhéngige Vermittlung der Geninduktion wurde jedoch nur fiir einen
Teil dieser Gene nachgewiesen, wihrend fiir die Mehrzahl dieser Genprodukte der
Mechanismus der durch TCDD ausgelosten Genexpression noch weitgehend unklar ist.
Es wird angenommen, dass die verschiedenen biochemischen und toxischen Effekte von
TCDD durch zahlreiche Proteinfaktoren moduliert werden konnten, die mit TCDD
und / oder dem AhR-TCDD-Komplex interagieren. Es ist jedoch auch vorstellbar, dass
ein Teil der durch TCDD ausgelosten Wirkungen unabhéngig vom Ah Rezeptor und der

Expression von DRE-regulierten Genen erfolgt.

3.3  Madogliche Mechanismen der TCDD Toxizitat

Obwohl das von TCDD verursachte breite Spektrum an biochemischen und
toxikologischen Effekten wie Teratogenitit, Immunsuppression und Tumorpromotion
seit langen bekannt ist, wurde bisher kein eindeutiger Mechanismus fiir die Entstehung
dieser Effekte beschrieben. Es ist jedoch unstrittig, dass der Ah Rezeptor eine
entscheidende Bedeutung bei der Vermittlung der durch TCDD und anderer HAHs
induzierten Toxizitdt aufweist: So zeigten QSAR (,,Quantitative Structure Activity
Relationship*) Untersuchungen, dass eine hohe Korrelation zwischen Struktur und
AhR-Bindung einzelner HAHs und deren toxischem Potential besteht (Safe, 1990).
Maiusestdmme, die fehlerhafte Ah Rezeptoren mit einer zehnfach niedrigeren Affinitit
zu TCDD exprimierten, bendtigten entsprechend hdhere Dosen an TCDD, um toxische

Effekte des gleichen Ausmalles wie bei ,,normalen* Mausen zu erreichen (Nebert, 1989;
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Okey et al., 1989). Das stirkste Indiz fiir die Beteiligung des Ah Rezeptors an der
Vermittlung der meisten, wenn nicht sogar aller toxischen Effekte wurde durch die
fehlende Toxizitdt von TCDD in AhR Knockout Miusen erbracht (Fernandez-Salguero
et al., 1996, Mimura et al., 1997, Shimizu et al., 2000). Fiir die Entstehung der
komplexen Toxizitdt von TCDD werden verschiedene biochemische Aspekte des AhR
Signaltransduktionswegs wie eine verdnderte Genexpression, die Beeinflussung von
Proliferations-, Differenzierungs- und Zellzyklusprozessen und Interaktionen (,,cross-

talk*) mit anderen Signaltransduktionswegen diskutiert.

3.3.1 Veranderungen der Genexpression

Die Exposition gegeniiber TCDD und anderen AhR Liganden und die daran
anschlieBende Aktivierung des Ah Rezeptors flihrt zu einer veridnderten Expression
einer Vielzahl von Enzymen und anderen Genprodukten. Eine verdnderte Gen-
expression ist prinzipiell bei allen AhR Induktoren beobachtbar, toxische Effekte wie
bei TCDD werden aber nur durch wenige AhR Liganden hervorgerufen. Solche
Liganden zeichnen sich durch eine sehr hohe Bindungsaffinitit zum Ah Rezeptor aus
und sind gegeniiber metabolischen Abbauprozessen stabil. Es wird angenommen, dass
eine kontinuierliche, unangemessene Aktivierung des AhR Signaltransduktionswegs
durch metabolisch stabile Liganden, wie TCDD, und die damit verbundenen
persistenten Verdnderungen der Genexpression fiir die Toxizitdt dieser Verbindungen
verantwortlich ist. So konnten Andersson und Mitarbeiter (2002) zeigen, dass ein
konstitutiv aktiver Ah Rezeptor bei transgenen Maiusen zu einer verringerten
Lebensdauer und zu Magentumoren fiihrte. Fiir eine persistente Aktivierung als
Ausloser der Toxizitdt spricht auch, dass die toxischen Effekte von TCDD und
verwandten Verbindungen erst Tage bis Wochen nach Exposition gegeniiber diesen

Verbindungen auftreten.

Von einer persistenten Aktivierung des AhR Signaltransduktionswegs sind vorrangig
Gene betroffen, die fiir verschiedene Phase I- und Phase II-Enzyme, wie CYP1AI,
CYP1A2, CYP1B1, UDP-Glucuronyltransferase, NADP(H):oxidoreduktase und GST-
Ya kodieren (vgl. Abschnitt B 3.2). Primir stellt die AhR vermittelte Expression dieser

Metabolismusenzyme einen Schutzmechanismus gegen toxische Umweltkontaminaten
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(Xenobiotika) dar, da diese Enzyme die Metabolisierung von lipophilen Substraten in
wasserlosliche Derivate katalysieren und somit zu einer beschleunigten Elimination
dieser Verbindungen aus dem Organismus beitragen (Detoxifizierung). Andererseits
konnen die durch den AhR vermittelten oxidativen Metabolismusprozesse auch zur
Entstehung hochaktiver karzinogener Metabolite fiihren (metabolische Aktivierung),
sodass auch ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung des AhR Signalwegs und der
chemischen Karzinogenese hergestellt werden kann (Shimizu et al., 2000).

Neben den Genen fiir obige Metabolismusenzyme wurden in den letzten Jahren
zahlreiche weitere Gene identifiziert, die durch DRE-Sequenzen reguliert werden und
deren AhR vermittelte Expression nachgewiesen wurde bzw. angenommen wird (vgl.
Abschnitt B 3.2 bzw. Tab. 3). Eine Ubersicht aller durch TCDD beeinflussten Genpro-
dukte ergab sich aus der Analyse TCDD induzierter Verdnderungen der Genexpression
mittels eines cDNA Microassays in der humanen Leberzelllinie HepG2 (Frueh et al.,
2001). Obwohl diese Studie nur ungefdhr ein Drittel der in HepG2 exprimierten Gene
untersuchte, konnten anhand der mRNA Expressionsmuster 112 Gene identifiziert
werden, deren Aktivitit in den mit TCDD behandelten HepG2 Zellen entweder hinauf-
oder hinuntergeregelt wurde (Frueh et al., 2001). Die Komplexitit der durch TCDD
induzierten toxischen und biologischen Effekte spiegelte sich auch in dieser Studie

wider, da zwischen den identifizierten Genen keine erkennbare Verwandtschaft bestand.

3.3.2 Einfluss auf Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zellzyklus
und Apoptose

Viele der durch TCDD induzierbaren Genprodukte sind an der Regulation von
Zellproliferation und Zelldifferenzierung, von Zellzyklus und Apoptose beteiligt.
Fehlgesteuerte Differenzierungs- und Proliferationsvorgéinge werden beispielsweise fiir
entwicklungstoxische Effekte wie Gaumenspalten und Hydronephrose sowie fiir die bei
Chlorakne auftretende Hyperkeratose und epidermale Entziindungsprozesse verant-
wortlich gemacht. Als Ursache dieser Effekte gelten Verdnderungen im Gleichgewicht
verschiedener Wachstumsfaktoren und Cytokine, wie z. B. TGFa, EGF, II-1p und
TNFa, in den entsprechenden Zielgeweben (Fan et al., 1997; Abbott et al., 2003).
Durch TCDD induzierte Apoptose wird mit den charakteristischen morphologischen
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Verianderungen im Thymusgewebe (Thymusatrophie) in Verbindung gebracht (Kamath
et al., 1997) und wurde auch in Maus-Oozyten nachgewiesen (Matikainen et al., 2001).

Daneben liefern einige Studien Anhaltspunkte, dass der Ah Rezeptor eine duale Rolle
bei der Modulation des Zellzykluses spielt. Es konnte gezeigt werden, dass TCDD ein
Anhalten des Zellzykluses in der G; Phase induziert und dies auf eine erhohte
Expression des Proteins p27 zuriickzufithren ist (Kolluri et al., 1999). p27 ist ein
Inhibitor der cyclin-abhiingigen Kinase 2 (cdk 2), die fiir den Ubergang der G;-Phase in
die anschliefende S-Phase notwendig ist. Weiteren Einfluss auf den Zellzyklus nimmt
TCDD durch eine ebenfalls erhohte Expression des Retinoblastomproteins pRb (Ge und
Elferink, 1998), das als Kontrollprotein des G;-Kontrollpunkts fungiert und das zum
Einleiten der S-Phase durch die cyclin-abhédngige Kinase 2 phosphoryliert und somit
inaktiviert werden muss. Im Gegensatz dazu ist jedoch auch beschrieben, dass in
Abwesenheit von exogenen Liganden der Ah Rezeptor das Fortschreiten des Zell-

zykluses fordert (Ma und Whitlock, 1996; Levine-Fridman et al., 2004).

3.3.3 Wechselwirkungen mit anderen Signalwegen

Weitere potentielle Mechanismen der Toxizitdt von TCDD ergeben sich aus den
vielfaltigen Wechselwirkungen (,,cross-talk®) des AhR Signaltransduktionswegs mit
anderen Signalwegen.

So kann der Ah Rezeptor mit dem NF-xB Signalweg (Tian et al., 1999), dem
Ostrogenrezeptor (Safe et al., 1998; Wang et al., 1998) und dem Retinoblastoma
Protein Rb (Ge und Elferink, 1998; Puga et al., 2000) interagieren. Uber den
gemeinsamen Dimerisationspartner Arnt des Ah Rezeptors und des durch Hypoxie
induzierbaren Faktors HIF-1a besteht auch eine direkte Wechselwirkung zwischen dem
AhR Signalweg und dem Signalweg fiir Hypoxie (Chan et al., 1999; Nie et al., 2001).
Daneben wurde auch vorgeschlagen, dass durch den AhR Signalweg generierter
oxidativer Stress zu den toxischen Effekten von TCDD beitragen konnte (Dalton et al.,
2002). Aufgrund der beschriebenen Beeinflussung der Vitamin A-Homdostase durch
TCDD in Versuchstieren wird aulerdem eine Interaktion zwischen dem Ah Rezeptor
Signalweg und den Retinoid-Rezeptoren diskutiert (Lorick et al., 1998). Einige Studien

beschreiben auch einen Einfluss von Proteinkinase C (PKC) Signalwegen und von
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Tyrosinkinasen auf den Phosphorylierungszustand des Ah Rezeptors (Long et al., 1998;
Park et al., 2000). Diese Wechselwirkungen beruhen vermutlich nicht auf direkten
Interaktionen der Proteine, sind bisher jedoch nur ansatzweise aufgekldrt und

Gegenstand weiterer Untersuchungen (Carlson und Perdew, 2002).
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4 Bioassays fur AhR Liganden

4.1  Einfuhrung

Neben der klassischen instrumentellen Riickstandsanalytik von halogenierten aroma-
tischen Kohlenwasserstoffen (HAHs) und verwandten Verbindungen mittels HR-GC-
MS-Techniken (Smith et al., 1984; Liem, 1999) haben sich in den letzten fiinfzehn
Jahren verschiedene Bioassay-Systeme, insbesondere zu Screeningzwecken, etabliert,
die auf AhR Liganden ansprechen. Diese Bioassays nutzen AhR-haltige Extrakte oder
Séugerzellkulturen, um eine spezifische biologische Antwort, wie z.B. Enzym-
induktion, AhR-Ligand-Bindung und AhR-DNA-Bindung, zu messen. Die gidngigsten
AhR-abhédngigen Bioassays beruhen dabei auf der Messung der Induktion von
Genexpressionen, wobei die Stirke der Induktion relativ zum prototypischen AhR-
Liganden TCDD angegeben wird. Die Bioassays erlauben die Gewinnung von
mechanistischen Erkenntnissen iiber die Ligandenbindung an den Ah Rezeptor und iiber
den Ablauf des Signaltransduktionswegs. Sie dienen gleichzeitig auch zur Detektion
und Charakterisierung von Dioxinen und dioxin-dhnlichen Verbindungen in
biologischen Proben. Uber diesen Nachweis von AhR Agonisten hinaus, ermoglichen
sie auch eine Abschitzung der relativen biologischen und toxischen Potenz enthaltener
komplexer Mischungen an Dioxinen und dioxin-dhnlichen Verbindungen (Brouwer et
al., 1995). Die Bioassays zeichnen sich gegeniiber der kongener-spezifischen
instrumentellen Analyse durch eine schnellere und weniger kostenintensive Durch-
fiihrung aus. Die wichtigsten zur Identifizierung und Charakterisierung von AhR
Liganden eingesetzten Bioassays sowie deren Vor- und Nachteile sollen im Folgenden

ndher vorgestellt werden.
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4.2  Spezielle Bioassays fiir AhR Liganden

Die Identifizierung des Ah Rezeptors als ein ligand-abhingiger Transkriptionsfaktor,
fiihrte zur Entwicklung zahlreicher biologischer Testsysteme, die auf dem AhR-
abhingigen Signaltransduktionsmechanismus basieren. Diese auf AhR Liganden
ansprechende Bioassays beleuchten dabei verschiedene Aspekte der molekularen Wirk-

mechanismen im AhR Signaltransduktionsweg:

So wurden Liganden-Bindungsassays entwickelt, die die Féhigkeit einer Verbindung
messen ["H]-TCDD aus seiner spezifischen Bindung an den Ah Rezeptor kompetitiv zu
verdrangen (Bradfield und Poland, 1988; Denison et al., 1984; Gasiewicz und Neal,
1982). Mittels dieser Liganden-Bindungsassays konnen jedoch keine Aussagen
getroffen werden, ob eine Verbindung féhig ist, den Ah Rezeptor zu aktivieren, d. h.
diese Assays erlauben keine Unterscheidung von AhR Agonisten und Antagonisten und
ermOglichen auch keine Aussage iliber die biologische Aktivitit der untersuchten
Verbindungen. Aufgrund der sehr hohen Bindungsaffinitit von TCDD zum Ah
Rezeptor ist es auBerdem schwierig schwache Agonisten mit einer deutlich geringeren

Bindungsaffinitit zu identifizieren.

Gelretardation Assays (GRA) mit ,,dioxin-responsive elements® (DRE) enthaltenden
Oligonukleotiden werden zur Analyse, ob eine Verbindung in vitro befdhigt ist, die
Transformation des Ah Rezeptors in seine hoch-affine DNA-Bindungsform hervor-
zurufen, eingesetzt (Denison und Yao, 1991; Heath-Pagliuso et al., 1998). Diese in vitro
Féhigkeit korreliert jedoch nicht immer mit der Fahigkeit einer Verbindung die AhR-
abhingige Genexpression in intakten, lebenden Zellen zu induzieren (Seidel et al.,

2000).

Eine wichtige Grundlage fiir weitere Bioassays stellt die AhR-abhédngige Induktion des
Enzyms CYP1A1 dar. So wurde ein Assay entwickelt, der die Fahigkeit von Verbin-
dungen misst, die CYP1A1 abhéngige Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) Aktivitét
zu induzieren. Mit Hilfe des empfindlichen EROD-Assays konnten erstmals grof3e
Probenzahlen relativ schnell untersucht und bis dato unbekannte AhR Agonisten
identifiziert werden (Sawyer und Safe, 1982; Kennedy et al., 1993; Behnisch et al.,
2000). Als nachteilig erwies sich jedoch, dass zahlreiche CYP1A1-Induktoren gleich-
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zeitig als Substrate bzw. als Inhibitoren von CYP1A1 wirken, was in einer signifikanten

Unterbewertung der Induktionspotentials einiger dieser Verbindungen resultierte.

Die in der Folge entwickelten rekombinanten Zellbioassays zeichnen sich durch eine
stark vereinfachte Messung der Proben aus und erlauben daher die Messung grof3er
Probenzahlen (,,high-throughput®). Die rekombinanten Zellbioassays basieren auf
Saugerzelllinien, die mit empfindlichen Reportergenen unter der Kontrolle von AhR-
responsiven DREs aus der 5’-Regulationsregion des CYP1A1l Gens stabil transfiziert
wurden (El-Fouly et al., 1994; Garrison et al., 1996; Murk et al., 1996; Postlind et al.,
1993; Sanderson et al., 1996; Ziccardi et al., 2000; Nagy et al., 2002). Die rekom-
binanten Bioassays beruhen, wie der EROD-Assay, auf dem AhR-abhéingigen
Mechanismus der Signaltransduktion. Die Reportergene bzw. deren Genprodukte sind
jedoch empfindlicher und leichter zu detektieren und ihre Aktivitit wird nicht durch die

Induktoren inhibiert.

Die Anwendungsbereiche dieser rekombinanten Bioassays sind vielfdltig. So werden sie
zum Screening von biologischen Materialien und Umweltproben (z. B. Blutextrakte und
Sedimente) eingesetzt und erlauben die Bewertung dieser Proben hinsichtlich ihres
Gehaltes an halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffen (HAHs), auf deren
Grundlage eventuell eine anschlieBende Untersuchung mit klassischen Analysen-
methoden erfolgen kann. Daneben bieten die Reportergenassays auch die Moglichkeit,
Wirkmechanismen und mogliche Wechselwirkungen im AhR vermittelten Signaltrans-
duktionsweg aufzukldren. Nicht zuletzt dienen die rekombinanten Bioassays zur
Identifizierung und Charakterisierung von bisher unbekannten AhR Liganden, wobei in
jlingerer Zeit neben neuen Agonisten auch antagonistisch wirksame Verbindungen in

das wissenschaftliche Interesse geriickt sind.
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4.3  Reportergenassays

4.3.1 Definition der Reportergene

Reportergene sind DNA Sequenzen, die ein induzierbares oder ein konstitutives
Promotorelement enthalten, das die Expression eines leicht messbaren Proteins bzw.
Enzyms kontrolliert. Dieses Reporterprotein weist in der Regel eine einzigartige
Aktivitdt bzw. Struktur auf, die es ermoglicht das Reporterprotein von anderen
Proteinen zu unterscheiden und es mittels kolorimetrischer, fluorimetrischer oder
luminometrischer Assays zu vermessen. Die Messung der Aktivitit des Reporter-
proteins erlaubt eine indirekte Bestimmung der transkriptionalen Aktivitit der

Promotorsequenz.

Induzierbare Reportergene werden erst nach erfolgter Aktivierung der entsprechenden
Promotorregion, z. B. durch Bindung eines Transkriptionsfaktors, exprimiert. Solche
Reportergene werden zur Charakterisierung von regulatorischen Sequenzen, von Trans-
kriptionsfaktoren und von rezeptor-vermittelten Verdnderungen der Genexpression
eingesetzt. Daneben gibt es auch konstitutive Reportergene, die einen Promotor
enthalten, der dauerhaft aktiv ist. Das entsprechende Reportergenprodukt wird somit
kontinuierlich exprimiert. Konstitutive Reportergene werden oft zur Markierung von
endogenen Proteinen eingesetzt, indem die Reportergen-DNA an die DNA des
endogenen Gens angehédngt wird (,,tagging®). Solche Proteinkonstrukte werden Fusions-
proteine genannt und erlauben es, die Lokalisation, Verteilung und Dynamik von
Proteinen intra- und interzelluldr zu verfolgen (,,tracking*) (Clemons und Zacharewski,

1999; Ignar und Rees 2000).

4.3.2 Ubersicht tiber die gangigsten Reportergensysteme

Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht gingiger Reportergensysteme. Die verschiedenen
Reportergensysteme unterscheiden sich stark hinsichtlich ihrer Detektionsgrenzen,

Spezifitdt, Stabilitdt und der Aufwendigkeit der Assay-Durchfiihrung.

Die Auswahl des geeignetsten Reportergensystems fiir eine spezifische Fragestellung

richtet sich nach folgenden Kriterien: Das Reporterprotein sollte im Wirtsorganismus
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endogen nicht vorhanden oder zumindest von endogenen Varianten leicht unter-
scheidbar sein. Das Reporterprotein sollte sich mittels eines einfachen, schnellen,
empfindlichen und kostengiinstigen Assays detektieren lassen. Der Assay fiir das
Reporterprotein sollte einen breiten linearen Messbereich besitzen, um die Analyse von
grof3en, als auch kleinen Verdnderungen in der Promotoraktivitit zu ermdglichen. Die
Expression des Reportergens darf die Physiologie der Zellen bzw. Organismen nicht
verdandern. Jedes der verschiedenen Reportergene und korrespondierenden Assay-
systeme bietet aufgrund seiner spezifischen Eigenheiten Vorteile und Einschrankungen,
die fiir die Auswahl des Systems beriicksichtigt werden miissen (Current Protocols in

Molecular Biology, 2003).
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Tab. 4: Ubersicht der gangigsten Reportersysteme (Current Protocols in Molecular Biology, 2003; Daunert et al., 2000;
Kohler et al., 2000)
Reporterprotein Gen Herkunft Katalysierte Reaktion Detektion
i CM + CoA — 3-Acetyl-CM + CoA
Chloramphenicol- .
Cat E.coli 3-Acetyl-CM « 1-Acetyl-CM RI, FL
acetyltransferase (CAT) .
1-Acetyl-CM + Actetyl-CoA — 1,3-Diacetyl-CM + CoA
) ) CR, FL,HC,
B-Galactosidase Lacz E.coli Hydrolyse von p-Galactosiden CL FL
Grin fluoreszierendes G Aequorea Posttranslationale Bildung eines internen Chromophors FL
Protein (GFP) P victoria (Autofluoreszenz)
Bakterielle Luciferase Lux EM%WWHS FMNH, + R-CHO + O, — FMN + H,0 + R-COOH + hv BL
) Photinus . o .
Insekten-Luciferase Luc pyralis Luciferin + O, + ATP — Oxyluciferin + AMP + Pi + hv BL
. . . . CR, HC,
B-Glucuronidase (GUS) uidA E.coli Hydrolyse von B-Glucuroniden FLCL
Alkalische Phosphatase (AP) phoA Verschiedene Dephosphorylierung zu gefarbten, fluoreszierenden bzw. CR, BL, FL

Quellen

biolumineszenten Produkten

Abkiirzungen: **C-markiertes Chloramphenicol bzw. fluoreszierende Derivate (CM), reduziertes Flavin-Mononucleotid (FMNH,), Flavin-Mononucleotid

(FMN), Radiodetektion (RI), Fluoreszenz (FL), Colorimetrie (CR), Histochemische Detektion (HC), Elektrochemische Detektion (EC), Chemilumineszenz (CL),

Biolumineszenz (BL)
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4.3.3 GFP- und Luciferase-Reportergensysteme

Sowohl GFP- als auch Luciferase-Reportergenassays sind aufgrund ihrer Eigenschaften
sehr hdufig eingesetzte Reportersysteme, deren Einsatzbereiche von bakteriellen und
pflanzlichen Systemen bis hin zu Hefe- und Sdugerzellen gehen. Da im Rahmen dieser
Arbeit ein GFP- und ein Luciferase-Reportergensystem verwendet wurde, sollen diese

beiden Systeme hier ndher vorgestellt werden.

4331 Das grun fluoreszierende Protein (GFP)

Das griin fluoreszierende Protein (GFP, green fluorescent protein) ist ein Photoprotein,
das aus der pazifischen Quallenart Aequorea victoria stammt. Indem es die Anregungs-
energie der weniger -effizienten Chemilumineszenz-Reaktion des Photoproteins
Aequorin absorbiert und mit hoher Quantenausbeute abstrahlt, kann dieser Meeres-
organismus Biolumineszenz erzeugen (Chalfie et al., 1994). Die Klonierung und
Sequenzierung von GFP durch Prasher und Mitarbeiter (1992) ermoglichte die
rekombinante Expression des Proteins in pro- und eukaryotischen Systemen und den
Einsatz von GFP als Reporterprotein (Chalfie et al., 1994). Das GFP-Molekiil weist
eine fassartige Struktur aus elf B-Faltblatt-Strangen auf, deren Achse mit einer a-Helix
durchzogen ist (Abb. 9) (Omr6 et al., 1996; Yang et al., 1996a). Die fluorophore
Gruppe des GFP ist Teil dieser inneren a-Helix und liegt nahezu im geometrischen
Zentrum des Proteins. Der eigentliche Fluorophor ist ein p-Hydroxybenzyliden-
imidazolinon, das sich autokatalytisch aus der Tripeptidsequenz Serin®-Tyrosin®-
Glycin® innerhalb der 238 Aminosduren umfassenden Polypeptidkette bildet. Die
Bildung des Chromophors erfolgt posttranslational durch Zyklisierung des
Peptidriickgrats zwischen Serin® und Glycin®, Kondensation des Heterozyklus unter
Wasserabspaltung und Oxidation zum p-Hydroxybenzyliden-imidazolin-5-on (Cubitt et
al., 1995) (Abb. 10).
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Abb. 9: Raumstruktur des griin fluoreszierenden Proteins (Yang et al., 1996a)
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Abb. 10: Bildung des eigentlichen Fluorophors von GFP durch Zyklisierung,

Dehydrierung und Oxidation des Tripeptids aus Serin®®, Tyrosin®® und
Glycin®” (Cubitt et al., 1995)

Das Wildtyp-GFP Molekiil absorbiert UV-Licht und blaues Licht bei einem Haupt-
absorptionsmaximum von 395 nm und einem weiteren (kleineren) Maximum bei
470 nm. Die Emission von griinem Licht erfolgt bei einem Emissionsmaximum von
509 nm mit einer Peakschulter bei 540 nm (Ward et al., 1980). Daneben wurden

mehrere GFP Mutanten entwickelt, die ein oder mehrere Aminosédure-Substitutionen in
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der Chromophor-Region aufweisen und die hinsichtlich ihrer Fluoreszenz, ihrer
Stabilitdt und ihrer spektralen Eigenschaften gegeniiber dem Wildtyp-GFP verbessert
sind (Heim und Tsien, 1996) (Tab. 5). So fiihrte der Austausch der Aminosiuren Phe®
durch Leu® und Ser® durch Thr® zur EGFP-Mutante (,,enhanced green fluorescent
protein®), die ein einzelnes Anregungsmaximum bei 488 nm aufweist. Aufgrund eines
groferen Extinktionskoeffizienten und einer erhdhten Effizienz der Chromophorbildung
erzielt EGFP gegeniiber dem Wildtyp-GFP eine rund 35-fach hohere Intensitdt des
Fluoreszenzsignals (Cormack et al., 1996; Yang et al., 1996b).

Tab. 5: Ubersicht einiger GFP-Mutanten und ihrer spektralen Eigenschaften

(Clontech Living Colors® User Manual)

. Excitationsmax. Emissionsmax.
Mutante Mutationen
(nm) (nm)
Wildtyp GFP 395 (470) 509
EGFP
Enhanced Green Fluorescent Phe-64-Leu ; Ser-65-Thr 488 509
Protein
EBFP .
Phe-64-Leu ; Tyr-66-His
Enhanced Blue Fluorescent Ser-65-Thr : Tyr-145 Phe 380 440
Protein
e EITFP | Ser-65-Gly ; Val-68-Leu 15 .
Enhanced Ye! ow Fluorescent Ser-72-Ala ; Thr-203-Tyr
Protein
ECFP Tyr-66-Trp ; Phe-64-Leu
Enhanced Cyan Fluorescent Ser-65-Thr ; Asn-146-lle 433 (453) 475 (501)
Protein Met-153-Thr ; Val-163-Ala

Der Hauptvorteil der Verwendung von GFP als biologisches Markermolekiil liegt in der
Autofluoreszenz des Proteins, fiir deren Ausbildung keine Zugabe von exogenen
Kofaktoren oder Substraten erforderlich ist. Ein wichtiger Aspekt ist auch die hohe
Stabilitdt des Proteins in lebenden Systemen. So ist GFP im pH-Bereich von 5 - 12, bei
Temperaturen bis 65 °C und gegeniiber Proteasen sehr stabil (Tsien, 1998; Clontech

Living Colors® User Manual), was sich in einer Halbwertszeit von gréBer als
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24 Stunden fiir GFP &duflert (Corish und Tyler-Smith, 1999). Des Weiteren bietet die
nicht-invasive, zerstorungsfreie, einfache und direkte Fluoreszenzmessung zahlreiche
Vorteile gegeniiber klassischen Reporterenzymen, die eine Zelllyse mit anschlieBender
enzymatischer Umsetzung erfordern. Durch Kopplung des GFP-Gens an zu
untersuchende Gene und gemeinsame Transkription und Translation beider Gene kann
die GFP-Fluoreszenz die Stdrke der Genexpession bzw. die Lokalisation des
Genprodukts anzeigen. Aufgrund der relativ geringen Toxizitdt von GFP in Zellen und
der einfachen Detektion wird GFP somit als Reporterprotein bei Genexpressionsstudien
eingesetzt. Da das griin fluoreszierende Protein sehr klein ist und keine Verdnderungen
der Funktion und Lokalisation von Fusionspartnern induziert, ist es zur Visualisierung

von Proteinen in lebenden Zellen und Organismen auBBerordentlich gut geeignet.

Ein Nachteil von GFP als Reporterprotein ergibt sich daraus, dass das Signal von GFP
keiner Amplifikation unterliegt. Da GFP kein Enzym ist, das katalytisch mehrere
Substratmolekiile umsetzt, sondern jedes GFP-Molekiil maximal ein Fluorophor auf-
weist und somit nur ein einziges Signal produziert, wird nicht die Empfindlichkeit von
enzymatischen Reaktionen wie z. B. mit Luciferase erreicht. Aufgrund der hohen
Stabilitdt von GFP und der damit verbundenen Akkumulation in den Zellen ist GFP
nicht fiir Untersuchungen geeignet, die darauf zielen transkriptionale Verdnderungen in
»Echtzeit™ (,real time*) sichtbar zu machen. Ein weiterer kritischer Aspekt von GFP-
basierten Reportersystemen liegt in der auftretenden Hintergrundfluoreszenz der zu
untersuchenden Zellsysteme, die zu einem verringerten Signalrauschverhiltnis (,,signal
to noise ratio®) fiihrt (Billinton und Knight, 2001). Im Allgemeinen muss die GFP-
Konzentration hoch genug sein, um die Eigenfluoreszenz der Zellen zu tibertreffen. Die
fehlende enzymatische Amplifizierung des Signals bei GFP fiihrt zu einer
eingeschriankten Sensitivitdt, sodass Konzentrationen von ca. 1 uM GFP im Cytoplasma
notwendig sind, um eine Unterscheidung des GFP-Signals von zelluldrer Hintergrund-

fluoreszenz zu ermdglichen (Niswender et al., 1995).
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43.3.2 Luciferase

Das Enzym Luciferase (EC 1.13.12.7) stammt aus dem nordamerikanischen
Leuchtkéfer (engl. firefly) Photinus pyralis und gehort seit der Klonierung des
zugehorigen /uc Gens (De Wet et al., 1987) zu den géngigsten Reportersystemen der
Zell- und Molekularbiologie. Das monomere 61 kDa groBe Luciferase-Protein
katalysiert die Oxidation des Substrats Luciferin, einem Benzothiazolyl-thiazol-Derivat,
in Gegenwart von ATP, Sauerstoff und Mg”" zu Oxyluciferin. Dabei werden
Kohlendioxid und sichtbares Licht freigesetzt (Abb. 11) (De Wet et al., 1987 ; Promega
Technical Bulletin No. 281).

Q
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Abb. 11: Durch Luciferase katalysierte Biolumineszenz-Reaktion

In Gegenwart eines Uberschusses an Substrat ist die Lichtemission proportional zur
Luciferaseaktivitdt im Zelllysat, welche wiederum die Transkription des Luciferase-
reportergens und der damit verbundenen regulatorischen Sequenzen widerspiegelt. Die
Lichtemission mit einem Maximum bei 560 nm setzt unmittelbar nach Substratzugabe
ein und klingt sehr schnell wieder ab. Schon nach einer Minute verbleiben nur noch
etwa 10 % der Spitzenaktivitidt (De Wet et al., 1987). Die Lichtsignale kénnen mit einen
Luminometer detektiert werden, das vorzugsweise eine Einrichtung zur Autoinjektion
der Substratlosung besitzt. Alternativ kann das Lichtsignal auch mittels eines

Fliissigszintillationszéhlers aufgenommen werden.

Kommerziell erhiltliche Luciferase-Assays enthalten neben dem Substrat zusétzlich
Coenzym A (CoA), um eine verbesserte Kinetik der Reaktion zu erreichen. Anstatt des
normalerweise entstehenden Intermediats Luciferyl-AMP lauft die Reaktion nach
Zugabe von Coenzym A iiber das Intermediat Luciferyl-CoA, wodurch ein Lichtsignal
erreicht wird, das iiber einen Zeitraum von 60 Sekunden stabil bleibt. Durch das langer

anhaltende Lichtsignal lasst sich die Lumineszenzintensitit um das Zehnfache steigern,
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was wiederum die Empfindlichkeit des Luciferase-Assays erhoht (Current Protocols in

Molecular Biology, 2003; Wood, 1991).

Die Vorteile von Luciferase als Reportersystem liegen vorwiegend in der hohen
Empfindlichkeit der Methode, verbunden mit einer breiten Linearitit iiber sieben bis
acht GréBenordnungen (Promega Technical Bulletin No. 281; Alam und Cook, 1990;
Wood, 1991). Die relativ einfache Durchfiihrung und Schnelligkeit der Bestimmung
sowie eine fehlende endogene Luciferaseaktivitit in Sdugerzellen machen die Firefly

Luciferase zu einem der wichtigsten Reportergensysteme.

Tab. 6: Ubersicht zu Vor- und Nachteilen von GFP- und Luciferase-Assays
Reporterprotein Vorteile Nachteile
+ hohe Empfindlichkeit + Substratzugabe ist notwendig
. ) + breiter linearer Messbereich + benétigt aerobe Bedingungen und ATP
Firefly Luciferase . L . .
keine endogene Aktivitat in + relativ labiles Enzym (kurze
Saugerzellen Halbwertszeit)
+ keine Substratzugabe L .
+ moderate Empfindlichkeit
+ Mutanten mit veranderten . . L .
) (relativ hohes Detektionslimit, da keine
Eigenschaften o )
] L Amplifikation des Signals)
+ keine endogene Aktivitat in . o
GFP + posttranslationale Modifikation
Saugerzellen )
o . . notwendig
+ stabil bei physiologischem pH .
] + Storungen durch Hintergrund-
+ einfache Durchfiihrung

o fluoreszenz moglich
+ Messung auch in vivo

Als nachteilig kann die Zugabe des externen Substrats Luciferin und die zur Reaktion
notwendige Gegenwart von ATP und Sauerstoff gewertet werden. Auch ist Luciferase
gegeniiber dem proteolytischen Abbau in den Zellen nur wenig stabil, die Halbwertszeit
in transfizierten Sdugerzellen betrdgt nur ungefdhr drei Stunden (Thompson et al.,
1991). Bisherige Luciferase-Assay-Systeme erforderten zur Messung der Luciferase-
aktivitit die Lyse der zu untersuchenden Zellen. Inzwischen sind auch Luciferase-
Assays entwickelt worden, die mit membrangéngigen Luciferin-Substraten arbeiten und

so eine Quantifizierung auch in vivo erlauben.
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4.4  Reportergenplasmide

Die DNA-Konstrukte, die Reportergene enthalten, werden Reportergenvektoren
genannt und besitzen einen dhnlichen strukturellen Aufbau. Das Riickgrat des Vektors
besteht in der Regel aus von pBR322 oder pUC abgeleiteten bakteriellen Plasmiden. Es
enthdlt typischerweise den Replikationsursprung einer Bakteriophage (fI ori), der die
Synthese von FEinzelstrang-DNA fiir Sequenzierungen und Mutagenesestudien
ermOglicht sowie einen bakteriellen Replikationsursprung (bacterial ori), der fiir die
Propagation (Vermehrung) des Vektors im bakteriellen Wirtsorganismus notwendig ist.
Daneben wird die Vermehrung und Selektion des Vektors in Bakterien durch ein
Antibiotika-Resistenzgen erleichtert, das in den meisten Fillen fiir B-Lactamase kodiert
und den mit dem Vektor transformierten Bakterien eine Resistenz gegen das Anti-
biotikum Ampicillin verleiht. Als weiteres Merkmal weisen die Vektoren stromabwirts
des Reportergens liegend ein eukaryontisches Polyadenylationssignal (An) und
Intronsequenzen (t) auf, welche die korrekte und effiziente Verarbeitung und Stabilitét
des Reportertranskripts in eukaryontischen Zellen sicherstellen sollen. Eine zweite
Polyadenylationsstelle (An) kann sich stromaufwérts des Reportergens befinden, um
unerwiinschte RNA-Transkriptionsvorgidnge, so genannte ,,read through* Artefakte zu
terminieren. Zusétzlich besitzen die Vektoren stromaufwirts des Reportergens eine
multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site, MCS), die das Einfiigen von fremder
DNA, z.B. von Promotor- oder Enhancer-Elementen, erlaubt. Die MCS enthalt
typischerweise flinf bis sieben Schnittstellen fiir Restriktionsendonucleasen, die jeweils
nur einmal vorkommen und so das Einfiigen der zu untersuchenden Gensequenzen
ermdglichen (Current Protocols in Molecular Biology, 2003; Alam und Cook, 1990,
Clemons und Zacharewski, 1999). Nach erfolgter Konstruktion des Reportergenvektors
wird dieser zur Vermehrung in einen Wirtsorganismus, vorwiegend E.coli, eingefiihrt.
Die Selektion der Bakterien, die den Vektor tragen, erfolgt mittels der Antibiotika-
Resistenz, die dieser Vektor den Bakterien verleiht. Nach ,,Ernte* der entsprechenden
Bakterien und Isolierung der Reportergenplasmide werden diese in die gewiinschten

Saugetierzellen integriert (Transfektion).
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4.4.1 Reporterplasmide pGudLuc6.1 und pGreenl.1

Die in dieser Arbeit eingesetzten Reportergenassays beruhen auf den Reporter-
plasmiden pGudLuc6.1 und pGreenl.l, die in Abbildung 12 dargestellt sind. Der
Zugang zu den Plasmiden und den damit stabil transfizierten Zelllinien wurde uns durch
die Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. M. Denison (UC Davis, USA)

ermdglicht.

Der Vektor pGudLuc6.1 enthilt ein modifiziertes Reportergen der Firefly-Luciferase,
wéhrend der zweite Vektor pGreenl.1 das EGFP-Reporterprotein (,,Enhanced green
fluorescent protein®) trigt. Beide Vektoren stehen jeweils unter Kontrolle von vier
AhR-abhingigen ,,.Dioxin Responsive Elements* (DREs) und wurden im Labor von
Prof. M. Denison (UC Davis, USA) stabil in Mausleberzellen der Zelllinie Hepalclc7
transfiziert (Rushing und Denison, 2002; Nagy et al., 2002; Han et al., 2004).

Die 480 bp lange Sequenz der DREs stammt aus der stromaufwirts gelegenen
regulatorischen Sequenz (Dioxin Responsive Doméne) des CYP1A41 Gens der Maus und
wurde stromaufwirts des ,,Mouse mammary tumor virus®“ (MMTV) Promotors in die
modifizierte ,,mouse mammary tumor virus long terminal repeat” Sequenz eingefiigt.
Das DRE-MMTV Fragment wurde in den Promega Plasmiden pGL3-base bzw. den
Clontech Plasmiden pEGFP-1 eingesetzt und die so erhaltenen Reporterplasmide
pGudLuc6.1 bzw. pGreenl.l benannt. Die Transfektion der Reporterplasmide in
Maushepatomazellen (Hepalclc7) lieferte die Klone H1L6.1¢c2 (die den Plasmiden
pGudLuc6.1 tragen) und H1G1.1c3 (die den Plasmiden pGreenl.1 tragen) (Rushing und
Denison, 2002; Nagy et al., 2002; Han et al., 2004). Die DREs dienen als Bindungs-
stellen fiir den AhR-Arnt-Ligand-Komplex und iibertragen das Ansprechen auf PCDDs
und verwandte Verbindungen auf den MMTV Promotor, sodass die Expression des

entsprechenden Reporterproteins induziert werden kann.
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A Dioxin Responsive Domain Promotor
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Abb. 12: (A) Ubersicht der aus dem CYP1A1-Gen der Maus stammenden ,Dioxin
Responsive Elements® (DREs); (B) Aufbau der Expressionsvektoren
pGudLuc6.1 und pGreenl.1 (Der Transkriptionsstart wird jeweils durch den
Pfeil gekennzeichnet, fir die Erklarung der weiteren Bezeichnungen wird

auf Abschnitt B 4.4 zum allgemeinen Aufbau von Plasmiden verwiesen).
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5 -Carboline

5.1 Einleitung

Die Klasse der B-Carboline und ihrer Derivate wurde flir unsere Untersuchungen auf ihr
mogliches AhR Ligandenpotential ausgewihlt, da sie von der Aminosdure Tryptophan
abgeleitet sind, die selbst als schwacher AhR Agonist identifiziert wurde, und weil das
B-Carbolin-Grundgeriist eine strukturelle Ahnlichkeit zum prototypischen Liganden

2,3,7,8-Tetrachlorbenzo-p-dioxin (TCDD) aufweist.

B-Carboline und 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carboline sind natiirlich vorkommende bioaktive
Indol-Alkaloide, deren Grundstruktur das trizyklische 9H-Pyrido[3,4-bJindol-Ring-
system ist. Die auch unter physiologischen Bedingungen ablaufende Bildung der
B-Carboline erfolgt durch Pictet-Spengler-Kondensation von Indolaminen mit
Carbonylverbindungen (Abb. 13) und sukzessiver Oxidation des Tetrahydro-pyridin-
rings iiber die jeweiligen Dihydro-f-carboline zu den vollaromatischen B-Carbolin-

alkaloiden (Bailey et al., 1993; Cox und Cook, 1995).
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Abb. 13:  Bildung der Tetrahydro-p-carboline durch Pictet-Spengler-Kondensation
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5.2  Vorkommen von B-Carbolinen in Pflanzen und

Lebensmitteln

B-Carbolinalkaloide sind im Pflanzenreich weitverbreitet. Abgeleitet von ihrer erst-
maligen Identifizierung in Peganum harmala, der im Bereich des Ostlichen Mittelmeers
bis nach Nordindien heimischen Steppenraute, werden sie auch Harmala-Alkaloide
genannt. Zahlreiche Pflanzen, die in der Volksheilkunde u. a. aufgrund ihrer sedativen,
antispastischen und schmerzstillenden Eigenschaften eingesetzt werden, enthalten
B-Carbolinalkaloide (Tsuchiya et al., 1999b). Daneben wurden (-Carboline auch als
aktive Inhaltsstoffe in halluzinogenen Gewéchsen identifiziert, die siidamerikanische
Naturvolker zu religidsen Zwecken verwenden (Hashimoto et al., 1988). Neben diesen
medizinisch genutzten Pflanzen stellen Lebensmittel die wichtigste Quelle fiir

B-Carbolinalkaloide dar.

Aus der Reaktion von Tryptamin und Formaldehyd bzw. Acetaldehyd hervorgehende
1,2,3,4-Tetrahydro-B-carboline (THC) und 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-p-carboline
(MeTHC) sowie die entsprechenden 6-Hydroxy-Derivate aus analoger Reaktion von
Serotonin wurden in vielen Lebensmittel detektiert. Signifikante Gehalte dieser
Tetrahydro-B-carboline traten in Wiirzso3en, alkoholischen Getrinken, Milchprodukten
sowie in zahlreichen Friichten und Gemiisen, in Schokolade und in Fleischwaren auf
(Beck et al., 1983; Gutsche und Herderich, 1997b und 1998; Tsuchiya et al., 1996a und
1996b; Herraiz, 2000a; Herraiz und Galisteo, 2003; Herraiz und Papavergou, 2004). Die
hochsten Gehalte von iiber 50 mg/l wurden fiir 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin
in Sojasauce ermittelt (Tsuchiya et al., 1996b).

Ebenfalls gut untersucht sind die Gehalte der von Tryptophan abgeleiteten Tetrahydro-
B-carbolin-3-carbonsduren. Signifikante Konzentrationen an 1,2,3,4-Tetrahydro-3-
carbolin-3-carbonsdure (THCC) und (/S,35)- bzw. (/R,3S)-1-Methyl-1,2,3,4-tetra-
hydro-fB-carbolin-3-carbonsdure (MeTHCC) wurden in alkoholischen Getrénken, wie
Bier und Wein, in Essig und Sojasaucen, in Schokolade und Kakao sowie in Fleisch-
produkten nachgewiesen (Herraiz, 1996, 1998 und 2000a; Herraiz und Papavergou,
2004; Sen et al., 1995; Adachi et al., 2000). Auch Friichte bzw. daraus gewonnene
Fruchtsifte, wie Grapefruit, Orange, Banane und Kiwi, enthalten THCC und MeTHCC
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(Herraiz, 1998 und 1999; Herraiz und Galisteo, 2003). Die hochsten Gehalte traten auch
hier bei Sojasaucen mit bis zu 500 mg/l MeTHCC auf (Adachi et al., 2000; Sen et al.,
1995).

Die von Tryptophan und o-Ketosduren abgeleiteten Tetrahydro-p-carbolin-
dicarbonsduren konnten ebenfalls in verschiedenen Lebensmittelproben nachgewiesen
werden. Die diastereomeren 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin-1,3-dicarbonsduren, deren
1-Methyl-Derivate, und die 1-(2-Carboxyethyl)-tetrahydro-B-carbolin-3-carbonséuren
traten dabei in Konzentrationen von 10 pg/l bis iiber 10 mg/l in Sojasaucen, Wiirz-
saucen, alkoholischen Getrinken, Hefeextrakten und Fruchtprodukten auf (Gutsche und
Herderich, 1997a). In diesen Lebensmitteln gelang es Mitarbeitern unserer Arbeits-
gruppe aullerdem verschiedene glyko-1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin-3-carbonsduren zu
identifizieren und zu quantifizieren, die durch Kondensation von Tryptophan mit

Aldohexosen entstehen (Gutsche et al., 1999; Gutsche, 1999).

Tetrahydro-B-carboline — insbesondere THC-1- und THC-3-carbonsduren sowie THC-
1,3-dicarbonsduren — stellen effektive Vorldufer der B-Carbolinalkaloide dar, die durch
schrittweise Decarboxylierungs- und Oxidationsreaktionen bei thermischer Belastung,
Zutritt von Luftsauerstoff und durch Zugabe nitrosierender Agenzien entstehen (Bobitt
und Willis, 1980; Herraiz, 2000b; Ronner et al., 2000; Gutsche, 1999; Diem et al.,
2001).

Aus der Gruppe der aromatischen [-Carbolinderivate sind insbesondere Harman
(1-Methyl-B-carbolin) und Norharman (-Carbolin) von Bedeutung. Sie stellen die am
besten untersuchten Vertreter der aromatischen p-Carboline dar. Harman und
Norharman treten vorwiegend bei (stark) erhitzten proteinreichen Lebensmitteln auf
und werden héufig zusammen mit den mutagenen heterozyklischen aromatischen
Aminen (heterocylic amines, HCA) analysiert. Da sie nicht die 2-Amino-3-methyl-
imidazo[4,5-f]quinolin (IQ)-Struktur der klassischen HCAs aufweisen, werden sie auch
als Vertreter der nicht-IQ-typischen heterozyklischen aromatischen Amine bezeichnet
(,,non-1Q-tpye HCA®). Die Bildung von Harman und Norharman bei starker Wérme-
behandlung von Fleisch und Fisch wird auf die Pyrolyse von Aminosduren und
Proteinen zuriickgefiihrt (Kleinbauer und Rabache, 1990). Daneben ist auch die bei

Erhitzungsprozessen ablaufende Maillard-Reaktion an der Entstehung von B-Carbolin-
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derivaten beteiligt. Bei Modellumsetzungen von Tryptophan mit Glucose, Xylose,
Furfural und Methylfurfural identifizierten Knoch und Baltes (1992) iiber 300 Maillard-
Produkte des Tryptophans, darunter -Carboline wie Harman, Norharman, 1-Acetyl-,
1-Alkyl- und 1-Furyl-B-carboline sowie die korrespondierenden Dihydro- und
Tetrahydro-f-carboline. Yaylayan und Forga (1991) zeigten, dass der Abbau des
entsprechenden Amadori-Umlagerungsprodukts von Tryptophan zur Bildung der

B-Carboline Harman und Norharman fiihrt.

Beachtliche Gehalte an Harman und Norharman wurden in gebratenen und gegrillten
Fleisch- und Fischwaren, in Fleischextrakten und in Wiirzsof3en sowie in alkoholischen
Getranken, getrockneten Friichten, Essig und Kaffee nachgewiesen (vgl. Tab. 7).
Daneben treten -Carboline auch in Zigarettenrauch auf und tragen so zur Exposition

des Menschen gegeniiber Norharman und Harman bei.

Dariiber hinaus wurden auch verschiedene von den Kohlenhydraten D-Glucose und
D-Ribose abgeleitete glyko-B-Carboline in Lebensmitteln wie Ketchup, Sojasauce,
Essig sowie in Pflaumen- und Ananas-Saft nachgewiesen (Diem und Herderich, 2001a

und 2001b; Diem, 2001).
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Tab. 7: Vorkommen und Gehalte (pg/l bzw. pg/kg) von Harman und Norharman in

Lebensmitteln und Zigarettenrauch

Lebensmittel Harman Norharman Literatur
Sojasole 1558 + 1550 294 + 86 a
130 bis 250 15 bis 71 b
Sake 590 67 b
Essig 110+ 83 26 £ 13 a
15 bis 730 2 bis 96 b
Ketchup 55+ 36 58 £ 19 a
Tabasco 62 + 26 21+11 a
Bier 6+3 5+3 a
6 bis 140 n. b. C
Wein 6+7 0.6 £0.2 a
9 0.5 b
1 bis 12 n. b. C
Kuhmilch 0.5+0.3 0.4 £0.08 a
Kase 11+14 3x1 a
Kaffee 19+5 64 +11 a
32+6 125+ 29 k
Kakao 162 +73 84 + 39 a
Cashewnuss” 6 bis 12 4 e
Ananas® 4 bis 6 4 bis 7 e
Banane® 2 bis 7 2 bis 4 e
gebratenes Fleisch 1 bis 169 2 bis 795 f
0,3 bis 8 0,3 bis 41 m
2 bis 10 2 bis 13 n
gebratener Fisch 1 bis 130 2 bis 184 g
3 bis 8 1 bis 41 o]
Fleischextrakt 20 bis 200 100 h
130+ 17 74 +7 I
377 94 f
Bouillonkonzentrat 3 bis 22 8 bis 22 i
Zigarettenrauch 360 bis 22401 900 bis 42401 f
2100 bis 3000" 4130 bis 8990" f
1026 + 391 2534 + 1401 d

n. b. nicht bestimmt; ® Tsuchiya et al., 1996b; ® Adachi et al., 2000; ¢ Bosin und Faull, 1988; ¢ Smith et al.,
2004; ® Tsuchiya et al., 1999a; Totsuka et al., 1999; ¢ Gross und Griiter, 1992; " Skog et al., 1998;
" Solyakov et al., 1999; ¥ Herraiz, 2002; ' Pais et al., 1997; ™ Busquets et al., 2004; " Solyakov et al., 2002; °
Herraiz, 2000b; P getrocknet; ° ng im Hauptstromrauch einer Zigarette; ' ng im Nebenstromrauch einer

Zigarette
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5.3 Vorkommen von B-Carbolinen in Saugern

Neben den umfangreichen Untersuchungen zum Vorkommen von B-Carbolinen und
Tetrahydro-B-carbolinen in Lebensmitteln wurden diese ebenfalls in verschiedenen
Korpergeweben, in Blut und in Urin von Sdugern detektiert. Adachi und Mitarbeiter
(2000) bestimmten die Ausscheidung von 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin-3-carbonséure
und 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin-3-carbonsdure in menschlichem Urin und
in Muttermilch. Daneben konnte 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin und 1-Methyl-1,2,3,4-
tetrahydro-f-carbolin sowie geringe Mengen an Harman und Norharman in humanem
Urin nachgewiesen werden (Tsuchiya et al., 1996a und 1996b; Ushiyama et al., 1995).
Auch die B-Carbolinderivate [-Carbolin-3-carbonséure-methylamid (Yuan und
Manabe, 1996) und [-Carbolin-3-carbonsdure-ethylester (Braestrup et al., 1980)

konnten in humanem Urin identifiziert werden.

Verschiedene B-Carbolinderivate wurden auch im Gehirn von Ratten (Barker et al.,
1981; Fukushima et al., 1992; Tsuchiya et al., 1995), in menschlicher Cerebrospinal-
fliissigkeit (Bosin et al., 1989) und in menschlichen Gehirnen (Matsubara et al., 1993)
detektiert. Fiir die B-Carboline Harman und Norharman wurde ihre Verteilung in
verschiedenen Geweben wie Gehirn, Leber, Herz, Nieren und Plasma einer méannlichen
Wistar-Ratte untersucht. Die dabei ermittelten Gehalte lagen in den Geweben fiir
Norharman im Bereich von 292 bis 891 pg/g und fiir Harman im Bereich 147 bis
1049 pg/g (Rommelspacher et al., 1994). Die im Blutplasma gesunder, nichtrauchender
Probanden bestimmten Konzentrationen an Harman und Norharman sind in Tabelle 8

zusammengefalt.
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Tab. 8: Basale Plasmagehalte an Harman und Norharman bei Nichtrauchern
n Harman (pg/ml) Norharman (pg/ml) Literatur
8 23,4+ 13,0 a

Bereich: 1,7 - 47,0
18 Bereich: 8,4 - 21,8 b
18 17+8 e
100 228 f
36 41+9 49+79 c
Bereich: 0 - 51 Bereich: 0 — 26,5
5 41+2,6 95+£5,0
27 11,3+£8,7 18,6 + 14,0 g

2 Fekkes et al., 2001a; ° Spijkerman et al., 2002; ¢ Kuhn et al., 1995; ® Rommelspacher et al., 2002; ©
Breyer-Pfaff et al., 1996; " Louis et al., 2002; ¢ Stohler et al., 1993 ; n : Anzahl der Probanden

5.3.1 Endogene Bildung und Aufnahme Gber die Nahrung

Das Vorkommen der B-Carbolinderivate in Sdugern wird sowohl mit der endogenen
Bildung im Organismus als auch mit der exogenen Aufnahme iiber die Nahrung erklért.
Friithe Studien von Susilo und Rommelspacher (1987) belegten bereits die in vivo
Bildung von B-Carbolinderivaten durch Kondensation von Indolaminen mit Carbonyl-
verbindungen. Durch Applikation radioaktiv markierter Vorlduferverbindungen konnte
die Bildung von 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-p-carbolin-1-carbonsidure aus Tryptamin
und Pyruvat im Gehirn von Ratten gezeigt werden. Auch die anschlieBende
metabolische Transformation zu Harman, 1-Methyl-3,4-dihydro- und 1-Methyl-1,2,3,4-
tetrahydro-f-carbolin wurde beschrieben (Susilo et al., 1987). Die endogene Bildung
von Norharmanderivaten, die an Position C1 wunsubstituiert sind, erfolgt durch
Zyklisierung von Tryptophan bzw. Tryptamin mit Formaldehyd als Carbonyl-
komponente, das bei der enzymatischen Umsetzung von 5-MeTHF zu THF freigesetzt
wird (Hsu und Mandell, 1975). Dariiber hinaus zeigten Fekkes und Mitarbeiter (2001b)
durch Verabreichung von L-Tryptophan an Versuchspersonen und Messung der
resultierenden Norharmangehalte, dass auch L-Tryptophan ein Vorldufer der endogenen

Synthese von Norharman im Menschen ist.



5 B-Carboline 63

Die tédgliche endogene Produktion an B-Carbolinen wurde anhand der ermittelten
Plasmagehalte und Halbwertszeiten fiir Norharman auf etwa 50 bis 100 ng/kg Korper-
gewicht und fiir Harman auf etwa 20 ng/kg Korpergewicht geschitzt (Pfau und Skog,
2004). Diese endogenen Carbolingehalte konnen jedoch durch die Aufnahme von
Vorldufern, insbesondere durch die Aufnahme von Lebensmitteln, entscheidend
verdndert werden. So nahmen bei Verzicht auf Nahrung die Tetrahydro-f-carbolin-

Gehalte im Urin von Probanden erheblich ab (Tsuchiya et al., 1996a).

Die orale Bioverfiigbarkeit von Harman und Norharman wurde anhand von
Untersuchungen an Freiwilligen (Fekkes et al., 2001a) und mittels Tierstudien (Guan et
al., 2001) auf weniger als 20 % abgeschatzt. Bei inhalativer Exposition zeigte sich
jedoch eine effektive Aufnahme der -Carboline, was sich in einem schnellen Anstieg
der Plasmagehalte von Harman und Norharman beim Rauchen duflerte (Fekkes et al.,
2001a; Rommelspacher et al., 2002). Abhingig von den individuellen Rauch-
gewohnheiten kann bei einem angenommenen Konsum von 20 Zigaretten die
Aufnahme von Norharman bis zu 1,14 pg/kg Korpergewicht und von Harman

0,57 ng /kg Korpergewicht betragen (Pfau und Skog, 2004).

5.3.2 B-Carboline als Biomarker

Daneben werden B-Carbolinderivate auch als Biomarker verschiedener Krankheiten
diskutiert. Erhohte Gehalte an 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin (THC), 1-Methyl-1,2,3,4-
tetrahydro-f-carbolin (MeTHC), Harman und Norharman konnten in Plasma, Urin und
Haaren bei Rauchern (Breyer-Pfaff et al., 1996; Spijkerman et al., 2002; Rommels-
pacher et al., 2002; Tsuchiya, 2004), bei Heroinabhingigen (Stohler et al., 1993) und in
Folge von Alkoholgenuss (Tsuchiya et al., 1996¢c; Wodarz et al., 1996) detektiert
werden. Diese Studien deuten somit auf eine mogliche Beteiligung von -Carbolinen an
Alkoholismus und Drogenabhéngigkeit hin. Der Anstieg dieser Verbindungen wird
dabei auf eine erhohte exogene Zufuhr und / oder eine erhohte endogene Produktion

zuriickgefiihrt.
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54  Pharmakologische Wirkungen der -Carboline

In der Literatur ist flir f-Carbolinalkaloide ein breites Spektrum an biochemischen und
psychopharmakologischen Eigenschaften in Mensch und Tier beschrieben, wobei

einzelne Vertreter sich in ihrem Wirkprofil unterscheiden kénnen.

5.4.1 Genotoxizitat

Aromatische B-Carboline wie Harman und Norharman besitzen genotoxische Eigen-
schaften. Dabei stellen sie keine Mutagene im eigentlichen Sinne dar, sondern beein-
flussen als Comutagene die genotoxischen Wirkungen anderer Verbindungen. So
weisen Mischungen von Norharman und dem nicht-mutagenen aromatischen Amin
Anilin nach metabolischer Aktivierung durch S9-Mix ein starkes genotoxisches Poten-
tial auf. Die comutagenen Eigenschaften von Norharman werden dabei auf folgenden
Mechanismus zurilickgefiihrt: Die zunidchst durch direkte Kopplung der Ausgangsstoffe
entstehende Verbindung 9-(4’-Aminophenyl)-9H-pyrido[3,4-b]indol (Aminophenyl-
norharman, APNH) wird in einem zweiten Schritt zum N-Hydroxyamino-Derivat
metabolisch aktiviert. Durch den EinfluB einer O-Acetyltransferase entsteht der
N-Acetoxy-Metabolit, der DNA-Addukte eingeht und somit das eigentliche Mutagen
darstellt (Totsuka et al., 2004) (Abb. 14). Analoge Strukturen mit mutagenen Eigen-
schaften konnten auch aus der Reaktion von Norharman mit o- und m-Toluidin und von

Harman mit den entsprechenden Aminen gewonnen werden (Hada et al., 2001).

Norharman P450-Enzyme CYP1A2

im S9-Mix O-Acetyltransferase
4 —— - .

NH, NHOH NHO-CO-CHs

NH,  Anilin APNH

Abb. 14: Schematik der Reaktion von Norharman mit Anilin in Gegenwart von S9-Mix
(nach Totsuka et al., 2004)
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5.4.2 Neurotoxizitat

Das in synthetischem Heroin als Kontaminante auftretende Neurotoxin N-Methyl-4-
phenyl-tetrahydropyridin (MPTP) wird in vivo zum N-Methyl-4-phenylpyridinium-Ion
(MPP") metabolisiert, das die Zerstérung von dopamin-produzierenden Neuronen im
Gehirn induziert und Parkinson-dhnliche Symptome auslost. Da MPTP und MPP" eine
grofe strukturelle Ahnlichkeit zu 2-Methyl-tetrahydro-B-carbolin und dem entspre-
chenden 2-Methyl-B-carbolinium-lon aufweisen (Abb. 15), werden diese B-Carbolin-
derivate als mogliche endogene Neurotoxine diskutiert. Im Gehirn von Sdugern
vorliegende B-Carboline und Tetrahydro-B-carboline konnen durch N-Methylierung
bioaktiviert und in die entsprechenden 2-Methyl- und 2,9-Dimethylderivate iiberfiihrt
werden (Matsubara et al., 1992). Diese Verbindungen, insbesondere die 2,9-di-N-
methylierten B-Carboline zeigen funktionelle und neurotoxische Eigenschaften analog
MPP" und konnten auch in menschlichen Gehirnproben detektiert werden (Matsubara et
al., 1993). Signifikant erhohte Konzentrationen an N-Methylcarbolinium-Ionen in der
cerebrospinalen Fliissigkeit von Parkinson-Patienten (Matsubara et al., 1995) sowie
neurotoxische Effekte nach in vivo Administration an Ratten (Matsubara et al., 1998)
sprechen fiir eine Beteiligung der bioaktivierten, neurotoxischen N-methylierten

B-Carbolinium-Ionen an der Pathogenese von Morbus Parkinson.

MPTP MPP*

—
\ o s

\CH3 / \CH3
N N
" |
R

2-Methyl- 2-Methyl-B-carbolinium-lon (R = H)
tetrahydro-B-carbolin 2,9-Dimethyl-B-carbolinium-lon (R = CH3)
Abb. 15: Strukturelle Ahnlichkeit von MPTP und MPP® mit N-Methyl-p-carbolin-

derivaten
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Auch das chlorierte B-Carbolinderivat 1-Trichlormethyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin
(TaClo), das ebenfalls eine hohe strukturelle Analogie zum Neurotoxin N-Methyl-4-
phenyl-tetrahydropyridin (MPTP) aufweist, wird als neurotoxisches Agens im
Zusammenhang mit der Parkinson-Krankheit diskutiert (Riederer et al., 2002). Die
Bildung von TaClo erfolgt im menschlichen Kdrper im Spurenbereich durch Pictet-
Spengler-Kondensation aus dem biogenen Amin Tryptamin (,,Ta*) und dem thera-
peutisch eingesetzten Hypnotikum Trichloracetaldehyd (Chloral, ,,Clo*) (Bringmann et
al.,, 1999 und 2002). TaClo zeigt in kultivierten neuronalen Zellkulturen toxische
Effekte auf dopaminerge und serotoninerge Neuronen (Rausch et al., 1995; Bringmann
et al., 2000). Im Rattenmodell wurden starke Beeintrachtigungen des Dopamin- und
Serotoninmetabolismus durch TaClo beobachtet (Grote et al., 1995; Gerlach et al.,
1998). Es wird angenommen, dass diese im Zusammenhang mit langsam fort-
schreitenden, neurodegenerativen Prozessen stehen, die im Rattenmodell zu einer
Parkinson-&hnlichen, verminderten Bewegungsfahigkeit der Tiere fithren (Heim und

Sontag, 1997).

5.4.3 Wechselwirkungen mit dem zentralen Nervensystem

Ausgehend von den traditionellen medizinischen und halluzinogenen Anwendungen
B-carbolinhaltiger Pflanzen war der mdogliche Einfluss dieser Verbindungen auf das
zentrale Nervensystem Gegenstand zahlreicher wissenschaftlicher Untersuchungen. So
konnten verschiedene P-Carboline als potente Inhibitoren der Monoaminoxidase-A-
Aktivitdit (MAO A) identifiziert werden (Rommelspacher et al., 1994; Kim et al., 1997).
Monoaminoxidasen sind Flavoproteine der dufleren mitochondrialen Membran und
treten als Isoenzyme MAO-A und MAO-B auf. Thre Hauptfunktion ist die Inaktivierung
biogener Amine, wie Serotonin, Dopamin und Noradrenalin, die als Neurotransmitter
und Gewebshormone fungieren. Durch Inhibierung der MAO koénnen B-Carboline die
Gehalte an Neurotransmittern und deren Metaboliten im zentralen Nervensystem
modulieren und somit Verhaltensverdnderungen induzieren (Baum et al., 1996; Iurlo et
al., 2001).

Daneben wurde beschrieben, dass B-Carboline mit hoher Affinitit an verschiedene

Rezeptoren des Gehirns binden kénnen. So werden fiir die durch Harmalin und Harmin
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ausgelosten halluzinogenen Effekte deren Wechselwirkung mit dem 5-HT,-Rezeptor
(Serotonin-Rezeptor) verantwortlich gemacht (Grella et al., 2003). Verschiedene
B-Carbolinderivate binden mit hoher Affinitdt an Imidazolin-Rezeptoren (Husbands et

al., 2001), deren physiologische Rolle jedoch noch weitgehend ungeklart ist.

Am wohl umfangreichsten untersucht sind die B-Carboline als Liganden des Benzo-
diazepin-Rezeptors. Benzodiazepine, wie das synthetische Diazepam, vermitteln ihre
angstlosende, entkrampfende, beruhigende und muskelrelaxierende Wirkung durch
Bindung an den Benzodiazepin-Rezeptor im Gehirn. Braestrup und Mitarbeiter (1980)
konnten B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester als ersten hoch-affinen Benzodiazepin-
Rezeptor-Liganden aus der Klasse der B-Carbolinderivate identifizieren. In der Folge
wurden weitere [B-Carboline als nicht-benzodiazepinartige Liganden des
Benzodiazepin-Rezeptors identifiziert (Ferretti et al., 2004; Rommelspacher et al.,
1985). Die strukturellen Eigenschaften beeinflussen dabei neben der Affinitit zum
Rezeptor auch das Wirkprofil einzelner -Carboline. Diese konnen als Agonisten, die
Benzodiazepin-typische Effekte auslosen, als inverse Agonisten mit entgegengesetzter
Wirkung und als Antagonisten, die die Wirkung der Benzodiazepine aufheben,

fungieren (Abb. 16; Cooper, 1987).

COOC,Hs

\ ya
N
Agonist inverser Agonist Antagonist
Abb. 16: B-Carbolinderivate mit unterschiedlichem Wirkprofil als Liganden des

Benzodiazepin-Rezeptors (Cooper, 1987)






C Ergebnisse und Diskussion

1 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, natiirliche Liganden des Ah Rezeptors (AhR) zu
identifizieren und zu charakterisieren. Im Mittelpunkt unserer Untersuchungen stand
dabei die Klasse der B-Carboline und ihrer Derivate, deren natiirliches Vorkommen
bereits in zahlreichen Lebensmitteln und im menschlichen Organismus gezeigt werden
konnte (vgl. Abschnitt B 5). Es wurde angenommen, dass die 3-Carboline Liganden des
Ah Rezeptors darstellen, da sie eine strukturelle Ahnlichkeit zum prototypischen AhR
Agonisten 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) aufweisen und von der Amino-
sdure Tryptophan abgeleitet sind, die selbst als schwacher AhR Agonist identifiziert

wurde.

Im Rahmen dieser Arbeit galt es zunichst die beiden rekombinanten, zellbasierten
EGFP- und Luciferase-Reportergenassays (vgl. Abschnitt B 4.3 und 4.4) in unserer
Arbeitsgruppe zu etablieren. In Screeningstudien sollten B-Carboline und Derivate
mittels dieser funktionellen Reportergenassays auf ihr AhR Ligandenpotential
untersucht und Verbindungen mit AhR Ligandenaktivitit identifiziert werden. Daran
anschlieBend sollte die Fahigkeit der in den Screeningstudien ,,aktiven* B-Carboline als
AhR Liganden zu wirken, insbesondere deren agonistische und antagonistische
Wirkpotentiale, umfassend charakterisiert werden. Dazu sollten sowohl die beiden
funktionellen Reportergenassays, als auch in vivo und in vitro DNA-Bindungsassays
eingesetzt werden. Ziel der abschlieBenden Screeningstudien von Soja- und Wiirzso3en
war es dann, mit Hilfe der funktionellen Reportergenassays, Bedeutung und Einfluss
von komplexen AhR Ligandmischungen in realen Lebensmitteln auf die AhR

vermittelte Genexpression zu bestimmen.
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2 Etablierung der funktionellen Reportergenassays

Neben der klassischen Analytik mittels HR-GC-MS stellen Bioassays, die auf dem
AhR-abhédngigen Signaltransduktionsweg basieren, die Methode der Wahl zur Identi-
fizierung, Charakterisierung und relativen Quantifizierung von Umweltkontaminanten

und natiirlich vorkommenden Verbindungen mit AhR Ligandenpotential dar (vgl.

Abschnitt B 4).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei rekombinante, zellbasierte Bioassays eingesetzt,
um natiirliche Lebensmittelinhaltsstoffe auf ihre Wirkung als AhR Liganden zu unter-
suchen. Dabei handelte es sich um die von der Mausleberzelllinie Hepalclc?
abgeleiteten Klone HIL6.1c2 und H1G1.1¢3. Diese wurden durch stabile Transfektion
der Reporterplasmide pGudLuc6.1 bzw. pGreenl.1 erhalten, die jeweils unter der Kon-

trolle von vier ,,dioxin responsive elements* (DREs) stehen (vgl. Abschnitt B 4.4.1).

Diese beiden AhR-kontrollierten Reportergensysteme wurden am Lehrstuhl fiir
Environmental Toxicology der University of California, Davis, USA von Herrn Prof.

M.S. Denison entwickelt und uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Zur Etablierung der beiden Bioassays mit GFP- bzw. Luciferase-Reportergensystem in
unserer Arbeitsgruppe wurde die Funktionsfdhigkeit der Assays mittels der aus der
Literatur bekannten AhR Liganden 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) und
B-Naphthoflavon (BNF) als weniger toxische Referenzsubstanz demonstriert. Die
Validierung beider Testsysteme erfolgte anhand der fiir diese klassischen Agonisten
charakteristischen Dosis-Wirkungskurven und ECso-Werte. Daneben wurden die
Durchfiihrung beider Reportergenassays auch hinsichtlich unserer Laborausstattung

standardisiert.
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2.1 EGFP-Assay

2.1.1 Basale und induzierbare EGFP-Gehalte

Zur Einfiihrung des EGFP-Testsystems wurden zunichst die basalen und die durch
B-Naphthoflavon (BNF) induzierbaren Gehalte an EGFP in den Zellen untersucht. Dazu
wurden H1Gl1.1c3 Zellen auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte fiir 24 Stunden mit
Medium, mit 1 % DMSO bzw. mit 1 uM (umol/l) BNF bei 33 °C inkubiert (vgl.
Tab. 9). Die Fluoreszenzmessung erfolgte dabei von unten durch den durchsichtigen
Boden der verwendeten schwarzen Mikrotiterplatten ohne Entfernung des Mediums. Zu
Vergleichszwecken wurde auch Medium bzw. in Medium gelostes BNF ohne Zellen

unter diesen Bedingungen vermessen.

Tab. 9: Vergleich der Fluoreszenzaktivitdit von behandelten bzw. unbehandelten

H1G1.1c3 Zellen, von Medium und von in Medium geléstem BNF

Behandlung der Fluoreszenz- Relative Korrigierte Relative
H1G1.1c3 Zellen aktivitat Induktion ®  Fluoreszenz® Induktion
Medium 29760 + 439

DMSO 1 % 31758 + 685 1998 + 685

BNF 1 uM 61508 + 965 2 31748 + 965 16
Medium ohne Zellen 25419 * 626

BNF 1 uM ohne Zellen 25933 + 668

a: Daten reprasentieren den Mittelwert = Standardabweichung von drei Bestimmungen
b: Daten reprasentieren die Induktion der Fluoreszenz in der Probe gegeniiber DMSO
c: Daten reprasentieren die Fluoreszenzaktivitdt nach Subtraktion der Fluoreszenz der mit Medium

behandelten Proben

Die Behandlung der Zellen resultierte im Fall von BNF in einer 2-fach stirkeren
Induktion der EGFP-Fluoreszenz gegeniiber den mit DMSO behandelten Zellen. Die
Daten zeigten, dass die Zunahme der Fluoreszenz auf die Induktion der EGFP-
Expression durch den AhR Agonisten BNF zuriickzufiihren ist, da BNF unter diesen
Bedingungen selbst keine Eigenfluoreszenz aufweist. Daneben wurde auch ersichtlich,

dass die bei den nur mit Medium behandelten Zellen gemessene Hintergrundfluoreszenz
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zu ungefihr 85 % aus dem Zellkulturmedium stammt, wihrend die Zellen selbst nur

einen geringen Beitrag zur Hintergrundfluoreszenz leisteten.

Durch Subtraktion der vom Medium ausgehenden Hintergrundfluoreszenz von der
gemessenen Fluoreszenzaktivitidt der BNF Probe wird deutlich, dass die Behandlung der
H1Gl1.1c3 Zellen mit BNF in einer 16-fachen Zunahme der EGFP-Fluoreszenz
resultierte. In allen folgenden Experimenten wurde die Hintergrundfluoreszenz von
Wells, die nur mit Medium behandelt waren, von den Fluoreszenzmesswerten der

Proben subtrahiert, um eine korrekte Bewertung der EGFP-Aktivitdt zu ermdglichen.

2.1.2 Optimierung der Inkubationstemperatur und zeitlicher

Verlauf der EGFP-Expression

Das EGFP-Reportergen der HIG1.1¢3 Zelllinie ist fiir die Expression in Sdugerzell-
linien optimiert, welche gewdhnlicherweise bei 37 °C kultiviert werden. Die Aus-
bildung des EGFP-Chromophors ist jedoch ein temperaturabhéngiger Prozess, wobei in
der Literatur beschrieben ist, dass bei Sdugerzellen eine hohere Fluoreszenz erreicht
wird, wenn diese bei 30 — 33 °C wachsen (Clontech Living Colors® User Manual). Zur
Priifung der Temperaturabhingigkeit der EGFP-Bildung und Optimierung moglicher
Inkubationstemperaturen wurden die HIG1.1¢c3 Zellen bei 33 °C und bei 37 °C mit
1 uM BNF bzw. mit 1 % DMSO inkubiert (Abb. 17).

Abbildung 17 zeigt, dass nach ca. 20 Stunden die Induktion der EGFP-Aktivitit in den
bei 33 °C inkubierten Zellen signifikant hoher war als die der 37 °C-Zellen. Dies ldsst
sich auf eine geringere EGFP-Bildung bei 37 °C zuriickfiihren. Hingegen traten bei den
mit DMSO behandelten Kontrollzellen keine signifikanten Unterschiede in der
Fluoreszenzaktivitidt auf. Fiir alle weiteren Screeningexperimente wurde daher die
Inkubation der Zellen mit Testsubstanzen bei 33 °C durchgefiihrt, um eine maximale
EGFP-Expression und somit auch maximale Fluoreszenzgehalte zu erhalten. Zur
Kultivierung der H1G1.1c3 Zelllinie wurde die fiir die Proliferation von Saugerzellen

optimale Temperatur von 37 °C beibehalten.
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Abb. 17: Zeitlicher Verlauf der EGFP-Induktion durch BNF in H1G1.1c3 Zellen bei
unterschiedlichen Inkubationstemperaturen. Nach Behandlung der Zellen
mit 1 uM BNF bzw. 1 % DMSO wurden die Zellen bei 33 °C und bei 37 °C
fur die angegebenen Zeitintervalle inkubiert. Die aufgeflhrten Fluoreszenz-
werte reprasentieren die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei
Bestimmungen. Bei beiden Temperaturen ist ab einer Inkubationszeit von
4 Stunden die durch BNF induzierte EGFP-Fluoreszenz signifikant héher als
die der DMSO-Kontrollprobe (Student’s t-Test, p < 0,05).

Da die EGFP-Fluoreszenz zerstorungsfrei in intakten Zellen gemessen werden kann,
lieB sich auch der zeitliche Verlauf der EGFP-Expression leicht verfolgen. Dazu wurden
die Mikrotiterplatten nach beendigter Messung zuriick in den Inkubator verbracht und
zu den entsprechenden Zeitpunkten erneut vermessen. Der so bestimmte zeitliche
EGFP-Expressionsverlauf ist ebenfalls in Abbildung 17 dargestellt. Nach einer kurzen
Verzogerungsphase (Lag-Phase) im Bereich von 0 bis 4 Stunden kam es ab etwa
6 Stunden zu einem starken, fast linearen Anstieg der gemessenen Fluoreszenzwerte.
Dieser Anstieg erfolgte bis ca. 36 Stunden nach Inkubationsbeginn. Daran anschlie8end
kam es durch den Abbau des EGFP-Proteins in den Zellen (Halbwertszeit ca.
24 Stunden) zum langsamen Abklingen der Fluoreszenzaktivitit. Aus Griinden der
Praktikabilitdit wurde daher fiir alle Studien mit dem EGFP-Reportergenassay eine

Inkubationsdauer von 24 Stunden gewéhlt.
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2.1.3 Charakterisierung des Ansprechens der H1G1.1c3 Zellen auf
AhR Agonisten

Zur weiteren Validierung und Priifung der Funktionsfdhigkeit des EGFP-Bioassays
wurde das ,,Ansprechen” der H1Gl.1c3-Zellen auf die bekannten AhR Agonisten
TCDD und BNF mittels Dosis-Wirkungsuntersuchungen charakterisiert. Zur Ermittlung
dieser Dosis-Wirkungsbeziechungen wurden die Zellen mit unterschiedlichen Agonist-
Konzentrationen bei 33 °C fiir 24 Stunden inkubiert und anschlieBend die Fluoreszenz-

aktivititen gemessen.

Zur Evaluation der Ergebnisse von Dosis-Wirkungsbeziehungen wurde die ausgeldste
biologische Wirkung (hier: die induzierte Fluoreszenzaktivitit von EGFP) gegen den
Logarithmus der Dosis aufgetragen. Es zeigte sich, dass die Konzentration an TCDD
bzw. BNF in der Probe mit dem Ausmaf} der Reportergenexpression korrelierte. Fiir die
Dosis-Wirkungsbeziehung der AhR-abhédngigen Expression des EGFP-Reportergens
ergab sich, wie fiir die meisten pharmakologischen und toxikologischen Wirkungen, ein
sigmoider Kurvenverlauf (Abb. 18), der sich mathematisch durch folgenden Term

beschreiben ldsst:

Top - Bottom

Y =Bottom + 1+ 10(9ECs -X)*S

,Variable slope sigmoidal equation”

Y: hervorgerufene biologische Wirkung

X: Logarithmus (log) der Konzentration

Bottom: unteres Plateau (nicht aktivierter Rezeptor)

Top: oberes Plateau (Sattigungsbereich des Rezeptors)

S: Steilheit (slope) des Ubergangs vom unteren zum oberen Plateau

ECso: Konzentration bei 50%iger Wirkung (50 % von Y), Wendepunkt der Kurve
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Abb. 18: Dosis-Wirkungsbeziehung fir die EGFP-Induktion durch TCDD (A) und BNF

(B). Die H1G1.1c3 Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an
TCDD bzw. BNF fir 24 h bei 33 °C inkubiert und die EGFP-Fluoreszenz
ohne Entfernung des Mediums vermessen. Die Daten reprasentieren die
Mittelwerte + Standardabweichung von drei Bestimmungen. Die Fluores-
zenzwerte bei 10** M TCDD bzw. 10° M BNF waren signifikant groRer als
die der mitgefihrten DMSO-Kontrolle (Student’s t-Test, p < 0,05).

Aus den Dosis-Wirkungskurven lisst sich auch die Empfindlichkeit des Assays sowie
der abgedeckte dynamische Konzentrationsbereich fiir die entsprechende biologische

Wirkung ablesen.

Die Experimente zur Dosis-Wirkungsbeziehung ergaben fiir die EGFP-Expression

durch TCDD ein minimales Detektionslimit (MDL, minimal detection limit) von
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ca. 1 pM, einen ECsp-Wert von 25 pM, und eine maximale Induktion im Bereich von
10” bis 10”7 M (Abb. 18 A). Fiir BNF wurde ein minimales Detektionslimit von 10 M,
ein ECsop-Wert von 35 nM und eine maximale Induktion bei ca. 10 uM ermittelt
(Abb. 18 B). Die AhR Agonisten TCDD und BNF zeigten somit im EGFP-Assay einen

klassischen, dosis-abhédngigen Effekt mit sigmoidem Kurvenverlauf.

Es sei darauf hingewiesen, dass die Unterschiede der durch TCDD und BNF erreichten
maximalen Fluoreszenzniveaus (obere Plateaus) (Abb. 18) nicht auf die Liganden,
sondern auf die Verwendung zweier verschiedener Fluorometer zur Messung zuriick-
zufithren waren. Diese unterschieden sich hinsichtlich ihrer maximal messbaren
Fluoreszenzwerte und der zu wihlenden Signalverstirkung (Gain). Fiir beiden Gerite

wurden die optimalen Einstellungen zur Messung angewandt.

2.1.4 Reproduzierbarkeit des EGFP-Assays

Die Reproduzierbarkeit des EGFP-Assays wurde untersucht, indem die durch
1 uM BNF induzierten EGFP-Fluoreszenzaktivititen bei drei aufeinanderfolgenden
Assays (im Abstand von drei bzw. sechs Tagen) verglichen wurden. Die dabei
ermittelten Fluoreszenzwerte, ausgedriickt als Mittelwerte + Standardabweichung,
waren 34345 + 1720, 30734 £+ 1430 und 30960 + 1747. Die einfaktorielle Varianz-
analyse (ANOVA-Test, Signifikanzniveau a: 0,01) der drei unabhidngig voneinander
durchgefiihrten Ansétze zeigte, dass zwischen den Mittelwerten der Messungen keine
signifikanten Unterschiede bestehen. Die Ahnlichkeit der Ergebnisse dieser drei Mes-
sungen belegt somit die hohe Reproduzierbarkeit des verwendeten EGFP-Assays.

Neben der Ligand-Konzentration in der Probe stellten Zellzahl pro Well und gewéhlte
Messbedingungen, wie Gain (Signalverstirkung) und Geometrie der Messeinrichtung
(,,Bottom-Messung®), weitere mogliche Einflussfaktoren fiir die zu messenden
Fluoreszenzwerte dar. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit
des EGFP-Assays zeigten, dass diese Faktoren durch das von uns gewihlte Standard-
protokoll konstant gehalten werden konnten. Die absoluten Standardabweichungen der
Triplikat-Bestimmungen von B-Naphthoflavon innerhalb eines Ansatzes von typischer-
weise 5 %, wie z. B. in Abbildungen 17 und 18 eingezeichnet, belegen ebenfalls die

hohe Verlisslichkeit der Methode.
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2.2  Luciferase-Assay

2.2.1 Basale und induzierbare Luciferase-Gehalte

Zur Priifung der Funktionsfahigkeit und zur Validierung des Luciferase-Reportergen-
systems in unserer Arbeitsgruppe wurden die basale und die durch den bekannten AhR
Agonisten B-Naphthoflavon (BNF) induzierbare Luciferaseaktivitit in H1L6.1c2 Zellen
untersucht. Dazu wurden die Zellen gemdfl dem Standardprotokoll fiir 4 Stunden mit
Medium, mit 1 % DMSO bzw. mit 1 uM BNF bei 37 °C inkubiert. Nach Lyse der
Zellen erfolgte die Bestimmung der enthaltenen Luciferaseaktivitit durch Zugabe des
Substrats Luciferin und Messung der Lumineszenz (Lichtfreisetzung) in einem

Luminometer.

Die Daten in Tabelle 10 zeigen, dass die HIL6.1c2 Zellen auf die Behandlung mit dem
AhR Agonisten B-Naphthoflavon (BNF) mit einer signifikanten Expression des stabil
integrierten, AhR-kontrollierten Reportergens Luciferase reagierten. Die Behandlung
mit 1 uM BNF resultierte dabei in einer 8-fach stirkeren Induktion der Luciferase-

Aktivitit gegeniiber den mit DMSO behandelten Zellen.

Tab. 10: Vergleich der Luciferaseaktivitdt von behandelten bzw. unbehandelten
H1L6.1c2 Zellen

Behandlung der Relative Lumineszenz- ) .
H1L6.1c2 Zellen aktivitat / ug Protein 2 Relative Induktion
Medium 121 £ 22

DMSO 154 £ 30

BNF 1218 + 87 8

a: Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung von drei Bestimmungen
b: Daten reprasentieren die Induktion der Luciferaseaktivitat von 1 uM BNF gegeniiber DMSO
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2.2.2  Zeitlicher Verlauf der Luciferase-Expression

Der zeitliche Verlauf der Luciferase-Expression wurde untersucht, um die optimale
Inkubationsdauer zur Messung der Luciferaseaktivitit zu bestimmen. In diesem
Experiment wurden die Zellen mit 1 uM B-Naphthoflavon (BNF) bzw. mit 1 % DMSO
im Medium behandelt und die Luciferaseaktivitdt zu verschiedenen Zeitpunkten bis zu
24 Stunden nach Beginn der Exposition bestimmt. Die durch BNF induzierbare
Luciferaseaktivitidt war bereits nach zwei Stunden in den Zellen detektierbar, erreichte
ihren Hochststand nach ungefdhr acht Stunden und nahm ab ca. 12 Stunden nach
Expositionsbeginn deutlich ab (Abb. 19). Obwohl die absolute induzierbare Luciferase-
aktivitdt in den H1L6.1c2 Zellen mit der Inkubationszeit variiert, sind die Zellen
dennoch fiir eine schnelle Detektion von AhR Liganden in einem Inkubationsintervall
von ca. vier bis acht Stunden geeignet. Die relativ schnelle Induktionsrate ist
insbesondere beim Screening von AhR Agonisten, die schnell metabolisiert werden,

vorteilhaft.
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Abb. 19: Zeitlicher Verlauf der Luciferase-Induktion durch BNF in H1L6.1c2 Zellen.
Nach Behandlung der Zellen mit 1 uM BNF bzw. 1 % DMSO wurden die
Zellen bei 33 °C fur die angegebenen Zeitintervalle inkubiert. Die aufge-
fihrten Luciferaseaktivititen reprasentieren den Mittelwert + Standard-
abweichung aus drei Bestimmungen. Ab einer Inkubationszeit von zwei
Stunden ist die durch BNF induzierte Luciferaseaktivitat signifikant héher als
die der DMSO-Kontrollprobe (Student’s t-Test, p < 0,05).



2 Etablierung funktioneller Reportergenassays 79

2.2.3 Charakterisierung des Ansprechens der H1L6.1c2 Zellen auf
AhR Agonisten

Zur weiteren Validierung und Priifung der Funktionsfdhigkeit des Luciferase-Assays
wurde, analog dem Vorgehen beim EGFP-Assay, das Ansprechen der H1L6.1¢c2 Zellen
auf die AhR Agonisten BNF und TCDD mittels Dosis-Wirkungskurven charakterisiert.
Zur Ermittlung dieser Dosis-Wirkungsbeziehungen wurden die Zellen mit unter-
schiedlichen Agonist-Konzentrationen bei 37 °C fiir vier Stunden inkubiert und die

Luciferaseaktivitit im Zelllysat ermittelt.

Die Evaluation der Ergebnisse erfolgte wie beim EGFP-Assay mittels Dosis-Wirkungs-
kurven (vgl. Abschnitt C 2.1.3). Die Agonisten TCCD und BNF zeigten im Luciferase-
Assay ebenfalls einen klassischen dosisabhidngigen Effekt mit sigmoidalem Kurven-
verlauf. Dabei wurde fiir die durch TCDD induzierte Luciferaseaktivitit ein minimales
Detektionslimit von ca. 1 pM, ein ECsp-Wert von 77 pM und eine maximale Induktion
im Bereich von 10® bis 107 M ermittelt. Fiir BNF ergaben sich ein minimales
Detektionslimit von 1 nM, ein ECsp-Wert von 14 nM und eine maximale Induktion im

Bereich von 0,3 uM (Abb. 20).

Es sei auch hier daraufhingewiesen, dass die niedrigeren numerischen Werte fiir die
Luciferaseaktivitdt in Abbildung 20 (A), im Vergleich zu (B) nicht auf eine geringere
Luciferase-Induktion, sondern auf die Verwendung zweier verschiedener Luminometer
zur Messung der Lumineszenz zurlickzufiihren sind. Da sich die instrumentelle
Methode zur Lumineszenzdetektion und Quantifizierung in jedem Gerédt unterscheidet,
sind die erhaltenen numerischen Werte nicht direkt vergleichbar. Da die relative
GroBenordnung der Luciferase-Induktion jedoch immer gleich ist, lassen sich die
resultierenden Aktivititen verschiedener zu testender Proben durch Beziehen auf eine

jeweils mitgefiihrte Referenzverbindung vergleichen.
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Abb. 20:
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Dosis-Wirkungsbeziehung fir die Luciferase-Induktion durch TCDD (A) und
BNF (B). Die H1L6.1c2 Zellen wurden mit den angegebenen Konzent-
rationen an TCDD bzw. BNF fiir vier Stunden bei 33 °C inkubiert und die
induzierte Luciferaseaktivitdit nach Lyse der Zellen bestimmt. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte + Standardabweichung von drei Bestim-
mungen. Die Luciferaseaktivitat bei 102 M TCDD bzw. 10° M BNF war
signifikant hoher als die der mitgefihrten DMSO-Kontrolle (Student’s t-Test,
p < 0,05).
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2.2.4 Reproduzierbarkeit des Assays

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit des Luciferase-Assays wurden die durch 1 uM
B-Naphthoflavon (BNF) induzierten Luciferaseaktivititen bei drei aufeinander
folgenden Assays verglichen. Die ermittelten relativen Lumineszenzwerte pro pg
Protein (RLU/pg Protein), ausgedriickt als Mittelwerte + Standardabweichung, betrugen
5736 +220, 5945 + 105 und 5427 + 118. Die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA-
Test, Signifikanzniveau o: 0,01) der drei unabhédngig voneinander durchgefiihrten
Ansitze zeigte, dass zwischen den Mittelwerten der Messungen keine signifikanten
Unterschiede bestehen. Die Ahnlichkeit der Ergebnisse dieser drei Messungen belegt
somit die hohe Reproduzierbarkeit des verwendeten Luciferase-Assays.

Die geringe absolute Standardabweichung bei Triplikat-Bestimmungen von 3-Naphtho-
flavon (BNF) innerhalb eines einzelnen Ansatzes von typischerweise 3 %, wie z. B. in
Abbildungen 19 und 20 eingezeichnet, belegten ebenfalls die gute Verlésslichkeit der
Methode.

2.3 Einfluss der Serumkonzentration im Medium auf die

Reportergenexpression

Aus Zellkulturexperimenten ist bekannt, dass dem Medium zugesetztes Serum in
kultivierten Zellen einen Einfluss auf CYP1Al-Induktoren wie TCDD und andere
HAAs ausiiben kann (Hestermann et al., 2000). Da diese Verbindungen hydrophob sind
und somit nur eine begrenzte Loslichkeit in wissrigen Losungen besitzen, kdnnen
Serumbestandteile, wie Proteine und Lipide, einen signifikanten Einfluss auf die
Bioverfiigbarkeit und die Aufnahme in die Zellen haben. Da die Aufnahme in die Zellen
den ersten Schritt im Toxizitdtsmechanismus dieser Verbindungen darstellt, haben
Effekte auf dieser Stufe auch Konsequenzen fiir alle daran anschlieBenden Zell-

antworten.

Serum selbst ist eine chemisch wenig definierte Mischung, die aus verschiedenen
Tierarten in unterschiedlichen Entwicklungsstadien gewonnen werden kann und die in

threr Zusammensetzung hdufig eine erhebliche Variabilitit aufweist. Seren enthalten
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Hormone, Bindungsproteine, Anheftungs- und Wachstumsfaktoren, die die Proliferation
der kultivierten Zellen stark beeinflussen. Die Anforderungen verschiedener Zelllinien
hinsichtlich der Supplementierung des Mediums mit Serum bei ihrer Kultivierung
unterscheiden sich zum Teil sehr stark. Sie reichen von der Verwendung serumfreier

Medien bis hin zum Zusatz von 20 % Serum im Medium.

Hestermann und Mitarbeiter (2000) zeigten bei ihren Untersuchungen an PLHC-1
Fischleberzellen, dass die Aufnahme und die Induktionspotentiale von halogenierten
aromatischen Kohlenwasserstoffen sehr stark von der Zusammensetzung des Zellkultur-
mediums abhédngen. So stieg der ECsp-Wert fiir die Induktion der CYP1A1-abhingigen
EROD-Aktivitdt durch TCDD in Gegenwart von 10 % Kélberserum (FKS) im Medium

um den Faktor 20 gegeniiber der Verwendung von serumfreien Medium an.

Ausgehend von diesen Ergebnissen bei den PLHC-1 Zellen untersuchten wir den
Einfluss der Serumkonzentration im Medium bei unserem von der Mausleberzelllinie
Hepalclc7 abgeleiteten Luciferase-Reportergenbioassay. Dazu wurden unterschied-
liche Konzentrationen an 3-Naphthoflavon bzw. an TCDD nach dem Standardprotokoll
mit den HIL6.1c2 Zellen inkubiert und die exprimierte Luciferase vermessen.
Abbildung 21 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen fiir die Verwendung von

serumfreien Medium und mit 10 % FKS supplementiertem Medium.

Wie aus Abbildung 21 ersichtlich, sind sowohl bei TCDD als auch bei BNF die gemes-
senen relativen Lichteinheiten/ug Protein im Ansatz mit 0 % FKS gegeniiber dem
Ansatz mit 10 % FKS erniedrigt. In beiden Ansdtzen war dabei erwartungsgemall die
dosis-abhingige Luciferase-Expression erkennbar. Fiir TCDD ergab sich im serum-
freien Medium ein ECsp-Wert von 210 pM. Dieser ist gegeniiber dem ECso-Wert in
Medium mit 10 % FKS um den Faktor 3 erhoht. Fiir B-Naphthoflavon wurde im
serumfreien Ansatz ein ECso-Wert von 9 nM ermittelt, der dem ECso-Wert von 14 nM

im Ansatz mit 10 % FKS entspricht.
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Abb. 21: Dosis-abhangige Luciferase-Reportergenexpression durch TCDD und BNF

bei Supplementierung des Zellkulturmediums mit 10 % FKS (A) bzw. mit
0% FKS (B). Aufgetragen ist der Logarithmus der entsprechenden
Konzentrationen an Testsubstanz, sowie zum Vergleich 1 % DMSO und
unbehandeltes Medium. Die Daten reprasentieren den Mittelwert =+

Standardabweichung aus drei Bestimmungen.

Der bei der Fischleberzelllinie PLHC-1 beschriebene Einfluss des Serumgehalts im
Medium auf die Induktionsstirke von AhR Liganden lie sich in den von uns
eingesetzten, von Hepalclc7-abgeleiteten H1L6.1c2 Zellen nicht nachweisen. Im
Unterschied zu den Ergebnissen von Hestermann und Mitarbeitern (2000) zeigten

unsere Experimente, dass bei Verzicht auf Supplementierung des Mediums mit Serum
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zum Erreichen eines Induktionseffekts zum Teil hohere nominale Konzentrationen eines
Testliganden eingesetzt werden miissen als es bei Verwendung von serumhaltigen
Medium der Fall ist. Dies lie3 sich auch aus dem hoheren ECso-Wert fiir TCDD in den

Anséatzen mit serumfreiem Medium ablesen.

Auch bei unseren Bioassay-Systemen ist davon auszugehen, dass TCDD und andere
hydrophobe Liganden an Serumbestandteile binden und die tatsdchlich wirksame
Ligandenkonzentration geringer als die nominal angegebene Konzentration ist. Die
ermittelten ECsp-Werte von TCDD und BNF fiir serumfreies und serumhaltiges
Medium zeigen jedoch, dass diese Unterschiede nicht stark ausgeprigt sind. Dariiber
hinaus ist aus den bei serumfreien Medium erniedrigten relativen Lumineszenz-
einheiten/pug Protein erkennbar, dass der Zusatz von Serum im Medium fiir die
Proliferation und die Genexpression der Hepa-Zellen vorteilhaft ist. Daher wihlten wir
fiir unsere Bioassays ein mit 10 % fotalem Kilberserum (FKS) supplimentiertes Zell-

kulturmedium, wie es auch die Zellkulturprotokolle fiir Hepalclc7 Zellen empfehlen.
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2.4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei rekombinante, zellbasierte Bioassays
in unserer Arbeitsgruppe etabliert, die iiber den Ah Rezeptor vermittelt und kontrolliert
von spezifischen ,,dioxin responsive elements* (DREs) die Reporterproteine EGFP bzw.
Luciferase exprimieren (vgl. Abschnitt B 4.4). Mittels Untersuchungen zu den basalen
und induzierbaren Reporterproteingehalten und durch Aufnahme von ausfiihrlichen
Dosis-Wirkungskurven konnte fiir die aus der Literatur bekannten AhR Agonisten BNF
und TCDD die Funktionsfiahigkeit beider Assays nachgewiesen werden. Dabei wurde
gezeigt, dass die Behandlung der H1L6.1.c2 und H1G1.1¢3 Zellen mit TCDD bzw.
BNF in einer zeit-, dosis-, AhR- und ligand-spezifischen Induktion der Reporter-
proteinaktivitét resultiert. Die in diesen Studien fiir TCDD und BNF ermittelten ECs-
und MDL-Werte korrelierten sehr gut mit den fiir diese Assays in der Literatur
beschriebenen Werten (vgl. Tab. 11). Sie demonstrierten die Sensitivitit beider Assays
und belegten deren Funktionsfdhigkeit, womit auch eine Vergleichbarkeit unserer

weiteren Experimente mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen ermoglicht wurde.

Tab. 11: Ubersicht tber in der Literatur publizierte und eigene ECso- und MDL-Werte

fir TCDD und BNF fiir die verwendeten Zelllinien

Reportervektor  Zelllinie ECso [M] MDL [M]
TCDD  pGudLuc6.l  H1L6.1c2 1-10™" 1-10" Han et al., 2004

29101 3-.10"?  Tsutsumi et al., 2003
7,7 101 1-1072 Eigene Daten

pGreenl.l  H1G1.1c3 1-10™" 1-10" Han et al., 2004
1,8-10™ 1-10" Nagy et al., 2002

2,5 101 1-1072 Eigene Daten

BNF pGudLuc6.1  H1L6.1c2 1,4 -10% 1-10° Eigene Daten
pGreenl.1  H1G1.1c3 5,8-10° - Zhao et al., 2004

3,5-10°® 1-10° Eigene Daten

Es konnte auflerdem gezeigt werden, dass -Naphthoflavon (BNF) ebenfalls {iber den

Ah Rezeptor vermittelt die Expression des jeweiligen Reporterproteins induziert. Der
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durch Aufnahme von Dosis-Wirkungsbeziehungen ermittelte ECso-Wert lag bei beiden
Assays, verglichen mit dem ECs,-Wert fiir den prototypischen Liganden TCDD,
ungefdhr um den Faktor 1000 hoéher. Es wurde somit eine ca. 1000-fach hdhere
Konzentration an BNF benétigt, um ein dhnliches Ausmall der Induktionseffekte wie
durch TCDD zu erreichen. Dieser Unterschied spiegelte sich auch in der verschobenen
Dosis-Wirkungskurve wider. Trotz dieser unterschiedlichen Wirkstdarken ist BNF,
neben dem prototypischen Liganden TCDD, als starker Agonist des Ah Rezeptors
einzuordnen.

Aufgrund der hohen Toxizitit und Persistenz von TCDD und den damit verbundenen
Sicherheits- und Entsorgungsanforderungen wurde, soweit moglich, auf die
Verwendung von TCDD verzichtet und stattdessen BNF als geeignetes Referenzsystem
in den einzelnen Experimenten eingesetzt. Die Stirke der durch eine Testsubstanz
induzierten Reportergenexpression wurde dabei im Verhiltnis zu BNF ausgedriickt, was

eine Einordnung der relativen Potenz der Testsubstanzen gewihrleistete.

Der EGFP-Bioassay, auch CAFLUX-Assay (,,chemically activated fluorescence
expression‘‘) genannt, basiert auf der rekombinanten Zelllinie HIG1.1¢3 und stellt eine
unkomplizierte und kostengiinstige Methode zur Messung der durch AhR Liganden
induzierten Genexpression dar. Die Einfachheit der EGFP-Messung und die Moglich-
keit zur wiederholten Messung der intakten Zellen erlauben es, die Expression des
Reportergens kontinuierlich in ,,Echtzeit” zu verfolgen und erméglichen somit Studien
zum zeitlichen Verlauf der EGFP-Induktion. Aufgrund der relativ langsamen
Expression und Bildung des EGFP-Reporterproteins in den Zellen hat der EGFP-
Bioassay jedoch nur einen eingeschrinkten Nutzen fiir die Detektion von AhR
Agonisten im Zeitraum bis etwa 12 Stunden nach Expositionsbeginn, sodass anhand des
ermittelten zeitlichen Verlaufs der EGFP-Induktion eine Inkubationszeit von

24 Stunden bis zur Messung gewéhlt wurde.

Im Gegensatz zum EGFP-Assay ist die Durchfiihrung des auf den H1L6.1c2 Zellen
basierenden Luciferase-Assays deutlich aufwendiger, da zunéchst eine Lyse der Zellen
zur Freisetzung der gebildeten Luciferase und eine enzymatische Umsetzung zur
Messung der Aktivitdt durchgefiihrt werden muss. Die Vorteile des Luciferase-Assays,

auch CALUX-Assay (,,chemically activated luciferase expression®) genannt, ergeben
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sich aus dem zeitlichen Verlauf der Reportergeninduktion. Wéhrend beim EGFP-Assay
vier Stunden nach Expositionsbeginn erst 9 % der maximalen Aktivitét erreicht werden,
zeigt sich beim Luciferase-Assay eine deutlich schnellere Reportergenexpression, die
sich im Erreichen von 43 % der maximalen Aktivitdt zu diesem Zeitpunkt duBert. Fiir
unsere weiteren Untersuchungen mittels des Luciferase-Assays wurde aus Griinden der
Praktikabilitdt eine Inkubationsdauer von vier Stunden gewéhlt, obwohl das Maximum
der Reportergenexpression nach vierstiindiger Exposition noch nicht erreicht war. Da
die Messungen jedoch zum immer gleichen Zeitpunkt durchgefiihrt wurden, spiegeln
die Ergebnisse somit jeweils die relative Stirke der Induktion zu diesem Zeitpunkt

wider und gewihrleisten die Vergleichbarkeit der Ergebnisse.

Das schnelle Ansprechen des Luciferase-Assays ist insbesondere vorteilhaft bei der
Untersuchung von AhR Agonisten, die bei ldngerer Inkubationszeit in den Zellen durch
Metabolismusvorgéinge inaktiviert bzw. abgebaut werden und somit nur zu einer relativ
fliichtigen Induktion der AhR-abhidngigen Genexpression fithren. Daneben ermdoglicht
es die Schnelligkeit der Induktion auch AhR Liganden zu erfassen, die metabolisch zu
toxischen Produkten umgewandelt werden. Hingegen zeigen die HIG1.1c3 Zellen des
EGFP-Bioassays eine langsamere Induktionsresponse und sind folglich besser geeignet
fir Screening und Charakterisierung von Proben mit metabolisch stabilen AhR
Liganden, da hier die Dauer der Inkubation weniger kritisch ist.

Beide Zelllinien konnen somit aufgrund ihrer spezifischen Vorteile fiir die mdglichst
umfassende Identifizierung und Charakterisierung von AhR Liganden komplementar

eingesetzt werden.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die auf den Zelllinien H1L6.1.c2 und
H1GI1.1¢3 beruhenden Bioassays eine einfache, zuverldssige und reproduzierbare
Identifizierung, Charakterisierung und relative Quantifizierung von AhR Liganden
erlauben. Sie stellen somit effektive Testsysteme zur Detektion von Verbindungen,
insbesondere auch von natiirlich vorkommenden Verbindungen dar, die fahig sind den
AhR Signalweg zu aktivieren. Mittels der hier vorgestellten Daten konnte die
Funktionsfdhigkeit der Assays in unseren Handen belegt und die Assays als validierte

Testsysteme in unserer Arbeitsgruppe etabliert werden.
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3 Identifizierung und Charakterisierung von
B-Carbolinderivaten als AhR Liganden mittels

funktioneller Reportergenassays

3.1 Einfuhrung

Wihrend lipophile Verbindungen exogenen Ursprungs bereits seit langem als AhR
Liganden bekannt sind, wurde erst in den letzten Jahren verstirkt Augenmerk auf
hydrophile, natiirliche bzw. endogene Verbindungen als mogliche AhR Agonisten und
Antagonisten gelegt. Zu diesen Effektoren zdhlen z. B. heterozyklische Amine und
indolhaltige Verbindungen wie Tryptophan, Tryptamin und Indolessigsdure, die als
(sehr) schwache AhR Liganden identifiziert werden konnten (Heath-Pagliuso et al.,
1998) (vgl. Abschnitt B 2.3).

Im Mittelpunkt unserer Untersuchungen stand die Klasse der B-Carboline und ihrer
Derivate. Bedeutung fiir den Menschen erlangen die [B-Carboline aufgrund ihres
natiirlichen Vorkommens in zahlreichen Lebensmitteln und im S&ugerorganismus, das
auf die Aufnahme iiber die Nahrung sowie auf eine mogliche endogene Bildung
zuriickzufithren ist (vgl. Abschnitt B 5). Diese bioaktiven Verbindungen sind als
mogliche AhR Liganden in unser Interesse geriickt, da sie von der Aminosdure
Tryptophan abgeleitet sind, die selbst als schwacher AhR Agonist identifiziert wurde
und weil das trizyklische 9H-Pyridol[3,4-b]-Ringsystem der -Carboline eine gewisse
strukturelle Ahnlichkeit zum prototypischen Agonisten TCDD bzw. zu anderen indol-
haltigen AhR Liganden zeigt. Im Anschluss an die erfolgreiche Etablierung des
Luciferase- und des GFP-Reportergenassays in unserer Arbeitsgruppe wurden mittels
dieser Bioassays zahlreiche Verbindungen aus der Klasse der [B-Carboline und

Tetrahydro-B-Carboline auf ihre AhR Ligandenaktivitét untersucht.
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3.2  Screening von B-Carbolinen und Derivaten

Ausgangsmaterial fiir unsere umfangreichen Reportergenexperimente waren die von
Tryptophan abgeleiteten klassischen [-Carboline, 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carboline,
1,2,3,4-Tetrahydro-p-carbolin-3-carbonsiduren und Tryptophan-Glykokonjugate, die wir
im Rahmen des Forschungsprojekts ,,Vorkommen und Bedeutung von Tryptophan-
Derivaten in Lebensmitteln® als Tryptophanmetabolite in Nahrungsmitteln und zum
Teil auch im Menschen identifiziert hatten (Gutsche und Herderich, 1998, Diem und
Herderich, 2001a).

In ersten Screeningexperimenten wurden Vertreter dieser -Carbolinderivate (Abb. 22)
auf ihr agonistisches und antagonistisches Potential als AhR Liganden untersucht. Zur
Priifung der agonistischen Aktivitit wurden die HI1Gl1.1c3 Zellen mit den Test-
substanzen in der Konzentration 100 uM inkubiert. Die Fahigkeit der Verbindungen in
diesen Zellen die EGFP-Expression zu induzieren wurde in Relation zu -Naphtho-
flavon (1 uM BNF) als Positivkontrolle ausgedriickt. Daneben wurde in Koinkubations-
experimenten auch die antagonistische Aktivitit der Testsubstanzen untersucht, indem
diese zusammen mit 0,1 uM BNF inkubiert wurden. Die hierbei gemessenen

Fluoreszenzwerte wurden analog auf das Referenzsystem 0,1 uM BNF bezogen.

1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-3-carbonséure 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin B-Carbolin

Abb. 22: GrundgerUste der im Screening untersuchten B-Carbolinderivate
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Tabelle 12a: Screening von 1,2,3,4-Tetrahydro-p-carbolin-3-carbonsaure-Derivaten auf

AhR Ligandenaktivitat mittels des EGFP-Bioassays

Relative Fluoreszenz [%]

R R, Agonismus ? Antagonismus b
T1 -H -H n.b. 81,6 +£0,9
T2 -H - CH3 184+3,4 73,3+0,9
T5 -H - COOH 31,5+3,7 79,3+1,0
T6 - CH3 - COOH 31,2+1,2 83,0+0,7
T7 -H - CH,CH,COOH 105+1,1 93,8+4,2
T13 -H - CH,CHjs 244+13 83,2+0,7
T 14 -H - CH2(CH3); 26,2+1,7 60,3+ 0,2
T15 -H - CH,CH,(CHa), 40,7+45 69,4 + 3,0
T16 -H - Phenyl 215+29 134,117
T17 -H - CHOH-CH,OH 34,8+2,3 95,3+0,8

Tab. 12b: Screening von 1,2,3,4-Tetrahydro-p-carbolin-Derivaten auf AhR Liganden-

aktivitat mittels des EGFP-Bioassays

Relative Fluoreszenz [%]

R R, Agonismus ? Antagonismus b
T3 -H -H 65,0+4,1 80,9+0,4
T4 -H - CH; 675+19 83,6 1,0
6-Methoxy-T 3 (Pinolin) -H -H 329+5.8 62,1+7,6
T8 - COOH -H 474+1,0 79,4+17
6-Methoxy-T 8 - COOH -H 285+5,1 76,0+0,5
T9 - COOH - CH; 33,8+£3,0 419+0,3
T18 -H - Phenyl 38,3+2,3 86,2+ 3,5

T19 -H - CH,OH 445+19 95,7+3,1
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Tab. 12c: Screening von B-Carbolinderivaten auf AhR Ligandenaktivitat mittels des

EGFP-Bioassays

Relative Fluoreszenz [%)]

R4 R> R3 Agonismus * Antagonismus b

Norharman -H -H -H 45+£26 43,7+0,4
Harman - CH; -H -H 57x0,2 41,4+04
Harmin - CHs3 -H - OCH; 3,725 30,1+0,4
Harmol - CH; -H -OH 13,7+£2,7 43,2+2,8
Harmalin

-CH -H -OCH 10,3+£1,3 589+1,7
(3,4-Dihydroharmin) 3 3 ' ' ' '
p-Carbolin-3-COOH -H - COOH -H n.b. 799+20
p-Carbolin-3-carbon- H - COOCH; -H 153,8+ 4,5 97,7+3,3
sauremethylester
p-Carbolin-3-carbon- -H - COOCH,CH; -H 128,0 5,9 81,7+0,4
saureethylester
p-Carbolin-3-N- - “H - CONHCH; H 140,6 + 7,7 82,2 +3,0
methylcarboxamid
Benzalharman - (2\'/?:;?)“3’" -H -H 117,0 £ 2,0 954+ 1,1

Tab. 12 a-c:
Die Grundgeruste der verschiedenen pB-Carbolinderivate sind in Abb. 22 dargestellt.

Die Daten reprasentieren die Mittelwerte + Standardabweichung von drei Bestimmungen.

a Prifung auf agonistische Aktivitat: Relative Fluoreszenz in [%] bezogen auf das Referenzsystem
1 uM BNF; bei Inkubation von jeweils 100 uM Testsubstanz

b: Prifung auf antagonistische Aktivitat: Relative Fluoreszenz in [%] bezogen auf das Referenzsystem
0,1 pM BNF; bei Koinkubation von 100 uM Testsubstanz mit 0,1 uM BNF

n.b.: nicht bestimmt

Die Tetrahydro-B-carbolin-Derivate sind mit dem Buchstaben T und nachgestellter Zahl
gekennzeichnet, wobei Diastereomere nicht unterschieden werden. Zur Untersuchung
wurden die Testsubstanzen als Mischungen beider Diastereomere bzw. das Haupt-
diastereomer eingesetzt. Die B-Carboline werden mit ihrem Trivialnamen bzw. mit den

aus ihrer Struktur abgeleiteten Namen bezeichnet.

Fir die Koinkubationsexperimente wurde [B-Naphthoflavon in der Konzentration

0,1 uM eingesetzt, um zu vermeiden, dass eine Ubersittigung des Ah Rezeptors mit
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diesem Agonisten, wie im Bereich des oberen Plateaus der Dosis-Wirkungsbeziehung
fiir BNF (vgl. Abb. 18), vorliegt und somit mogliche inhibierende Effekte der Test-

substanzen Uiberdeckt werden konnten.

Das Screening von zehn 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-3-carbonsdure-Derivaten, acht
1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-Derivaten und zehn B-Carbolinen auf agonistische und
antagonistische Aktivitdt im GFP-Reportergenassay lie erkennen, dass zahlreiche
B-Carbolinderivate als schwache bis miBige AhR Agonisten eingeordnet werden
konnen (Tabellen 12a, 12b und 12c). Insbesondere die P-Carboline [-Carbolin-3-
carbonsiure-methylester, 3-Carbolin-3-N-methylcarboxamid und B-Carbolin-3-carbon-
sdure-ethylester wiesen ein ausgepragtes agonistisches Potential auf. Im Unterschied zu
thren Tetrahydro-Analoga T 3 und T 4 konnten die B-Carboline Harman und Nor-
harman die EGFP-Reportergenexpression nicht induzieren. Bei Koinkubations-
experimenten mit simultaner Inkubation dieser -Carboline in Gegenwart des starken
Induktors B-Naphthoflavon (BNF) zeigte sich jedoch, dass diese in der Lage sind, die
durch 0,1 uM BNF induzierte Genexpression zu schwichen bzw. zu unterdriicken.
Harman und Norharman besitzen somit ein antagonistisches Potential, die von
B-Carbolin-3-carbonsdure abgeleiteten Methyl- und Ethylester weisen hingegen ein
agonistisches Potential auf. Diese Verbindungen mit ausgepragtem agonistischen bzw.
antagonistischen Effekten im EGFP-Screeningassay wurden zur weiteren Charakteri-

sierung durch ECsp- und ICsp-Werte in den Bioassays herangezogen (vgl. C 3.3).

Neben obigen Verbindungen wurden weitere [-Carbolinderivate aus Modellum-
setzungen von Tryptophan mit D-Glucose bzw. D-Ribose auf ihre AhR Liganden-
aktivitdit untersucht. Diese Tryptophan-Glykokonjugate waren in vorhergehenden
Studien identifiziert und ihr Vorkommen in Lebensmitteln nachgewiesen worden (Diem
und Herderich, 2001a). Sie wurden nun mit Hilfe des EGFP-Bioassays auf ihre
Féhigkeit untersucht den AhR Signalweg zu aktivieren und die Reportergenexpression

zu induzieren.

Die Tryptophan-Glykoderivate sind mit dem Buchstaben C (fiir Carboline) und einer
Zahl fiir das Substitutionsmuster gekennzeichnet. Stereoisomere werden durch die

nachgestellten Buchstaben a und b unterschieden.
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Abb. 23: Screening von verschiedenen p-Carbolinderivaten aus den Modellum-

setzungen von L-Tryptophan mit D-Glucose bzw. D-Ribose mittels des

EGFP-Reportergenassays. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte +

Standardabweichung von drei Bestimmungen (A). Grundstruktur (B) und

Ubersicht tUiber die verschiedenen Substituenten R am Position C1 der aus

Modellumsetzungen von L-Tryptophan mit D-Glucose bzw. D-Ribose

isolierten B-Carbolinderivate (C)

Wie aus Abbildung 23 ersichtlich, sind diese Verbindungen in Konzentrationen von 100

bis 120 uM in der Lage die AhR vermittelte EGFP-Reportergenexpression in unter-

schiedlichem MaBe zu induzieren und sind als weitere Beispiele fiir schwache AhR

Liganden natiirlichen Ursprungs einzuordnen. Da nur sehr geringe Mengen dieser

Isolate zur Verfiigung standen, musste auf eine weitergehende Charakterisierung,

insbesondere von Verbindung C-4, mittels Dosis-Wirkungskurven verzichtet werden.
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3.3  Charakterisierung der B-Carboline hinsichtlich ihrer

Ligandenaktivitaten

Ausgehend vom Screening einer Vielzahl von B-Carbolinderivaten (vgl. Abschnitt
C 3.2) wurden die Verbindungen B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester, 3-Carbolin-3-
N-methylcarboxamid und B-Carbolin-3-carbonsiure-ethylester sowie Harman, Harmin,
Harmalin und Norharman fiir eine eingehendere Charakterisierung ausgewéhlt. Diese
erfolgte insbesondere durch Aufnahme von Dosis-Wirkungsbeziehungen und Ermitt-
lung der entsprechenden kennzeichnenden ECso- bzw. ICso-Werte. Zur Beschreibung
agonistischer Liganden wurde dabei die induzierte Reportergenaktivitit in Abhéngig-
keit von der Ligand-Konzentration untersucht. Bei antagonistischen Liganden erfolgte
diese Untersuchung in Gegenwart des AhR Agonisten -Naphthoflavon in sogenannten
Koinkubationsexperimenten. Tabelle 13 gibt eine Ubersicht dieser Untersuchungs-
ergebnisse. Exemplarisch fiir die B-Carboline mit ausgeprdgten induzierenden bzw.
inhibierenden Effekten in den Screeningexperimenten soll die Charakterisierung dieser
Effekte fiir die Verbindungen B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester und Harman

anhand des EGFP- und Luciferase-Assays im Folgenden hier dargestellt werden.

3.3.1 Charakterisierung agonistisch wirkender B-Carboline

Zur eingehenden Priifung agonistischer Effekte wurde der zeitliche Verlauf der durch
B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester und Harman ausgeldsten Reportergenexpression
untersucht (Abb. 24). Wie aus Abbildung 24 ersichtlich, zeigt sich im zeitlichen Verlauf
fiir B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester ein von der Inkubationsdauer abhdngiger
Anstieg der EGFP- bzw. Luciferase-Expression, wie es auch bei den klassischen AhR
Agonisten TCDD und BNF der Fall ist (vgl. Abschnitt C 2.1 und 2.2). Im Gegensatz
dazu bleibt die durch Harman induzierte Genexpresssion auf dem Expressionsniveau
der Negativkontrolle von 1 % DMSO im Medium. Harman weist somit keine

agonistische Aktivitdt auf.
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Abb. 24:  Zeitlicher Verlauf der Reportergenexpression durch B-Carbolin-3-carbonsaure-
methylester, Harman und DMSO im EGFP- (A) und im Luciferase-Bioassay
(B). Die je mit 100 uM Testsubstanz behandelten Zellen wurden fur die ange-
gebenen Zeitintervalle inkubiert. Die Fluoreszenz- und Lumineszenzwerte

reprasentieren die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei Bestimmungen.

Daneben wurde auch die Dosisabhidngigkeit der Reportergenexpression fiir 3-Carbolin-
3-carbonsdure-methylester und Harman untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbil-
dung 25 als Balkendiagramm fiir Harman sowie in Abbildung 26 als Dosis-Wirkungs-

kurve fiir B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester dargestellt. Sie belegen die dosis-
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abhingige Genexpression durch B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester, da das Ausmal3
der induzierten Reportergenexpression mit steigender Konzentration des eingesetzten
B-Carbolin-3-carbonsdure-methylesters zunimmt (Abb. 26). Dahingegen bewegen sich
die fiir unterschiedliche Harman-Konzentrationen ermittelten Fluoreszenzwerte im
Bereich der Negativkontrolle mit 1 % DMSO im Medium. Harman besitzt somit keine
bzw. im Bereich von 0,1 bis 1 uM eine nur minimale Fahigkeit die EGFP-Expression zu
induzieren. (Vergleichbare Ergebnisse wurden auch mit Hilfe des Luciferase-Bioassays
ermittelt.) Die bei 1 mM Harman ermittelten negativen Fluoreszenzwerte sind auf
toxische Effekte zuriickzufiihren, die zu einem Absterben der Zellen fiihrten, welches
auch mikroskopisch durch das Ablosen des Zelllayers in den entsprechenden Wells
erkennbar war (vgl. Abb 25).
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Abb. 25: Untersuchung der Dosisabhangigkeit der EGFP-Reportergenexpression von
Harman. H1G1.1c3-Zellen wurden dazu mit den aufgefiihrten Konzentrationen
an Harman nach dem Standardprotokoll inkubiert. Die angegebenen
Fluoreszenzwerte reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung von

drei Bestimmungen.

Abbildung 26 vergleicht die Dosis-Wirkungsbeziehungen fiir B-Carbolin-3-carbon-
sdure-methylester und Tryptophan. Da die Konzentrationen an [-Carbolin-3-carbon-
sdure-methylester bzw. Tryptophan in den Proben mit dem Ausmal} der Reportergen-

expression korrelierte, ergab sich ein dosisabhéngiger Effekt bei sigmoiden Kurven-
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verlauf. Die berechneten ECsp-Werte betrugen 13 uM fiir B-Carbolin-3-carbonsdure-

methylester und 135 pM fiir Tryptophan und belegen die Féhigkeit dieser

Verbindungen als Agonisten des Ah Rezeptors zu wirken.

Abb. 26:
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Dosis-Wirkungsbeziehungen fiir die EGFP-Induktion durch die AhR-Agonisten
B-Carbolin-3-carbonséure-methylester (A) und L-Tryptophan (B). Die
H1G1.1c3 Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an
B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester bzw. L-Tryptophan nach dem Standard-
protokoll inkubiert und die EGFP-Fluoreszenz gemessen. Die Daten

reprasentieren die Mittelwerte + Standardabweichung von drei Bestimmungen.

Aus dem graphischen Verlauf der Dosis-Wirkungskurven fiir B-Carbolin-3-

carbonsiure-methylester und Tryptophan sind auch die mit dieser Methode

verbundenen Schwierigkeiten ersichtlich:
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Im oberen Bereich der Dosis-Wirkungskurve konnen unspezifische Wirkungen wie
Cytotoxizitdit und Loslichkeitsverhalten eine wesentliche Rolle spielen, die die Fest-
legung des maximalen Wirkplateaus und somit auch des Wendepunktes (ECso-Wert)
der Kurve erschweren. Der ,,aktive® Bereich der -Carboline und von Tryptophan ist
relativ schmal und erstreckt sich nur iiber einen engen Konzentrationsbereich von zwei
bis drei Zehnerpotenzen. Bei darunterliegenden niedrigen Konzentrationen sind keine
Effekte beobachtbar, wahrend bei hoheren Konzentrationen Stérungen, z. B. aufgrund
toxischer Effekte, auftreten konnen.

Das von uns gewihlte Dosis-Wirkungsmodell basiert auf der sogenannten ,,variable
slope sigmoidal equation® und beruht auf der Grundannahme, dass die Testver-
bindungen als vollstindige Agonisten wirken und ein sigmoides Verhalten vorliegt.
Dabei konnen die initialen Top- bzw. Bottom-Werte des oberen und unteren Plateaus
anhand der ermittelten maximalen bzw. minimalen Response festgelegt werden. Als
iteratives Verfahren erlaubt es dieses Modell die ECsp-Werte (im Folgenden auch die
ICsp-Werte) nach einem fiir alle Testverbindungen einheitlichem Standardverfahren zu

berechnen.

Wie in Abschnitt C 2.3 dargestellt, kann bei kultivierten Zellen die Serum-
konzentration im Medium die Zellproliferation und Genexpression beeinflussen. Da die
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten B-Carboline einen hydrophoben Charakter auf-
weisen, ist anzunehmen, dass es auch in diesen Fillen zur Bindung an Serum-
bestandteile kommen kann. Um auszuschlielen, dass die nicht induzierbare Gen-
expression bei einigen B-Carbolinen auf einem drastischen Verlust an Testsubstanz
durch Bindung an Serumbestandteile beruht, wurde exemplarisch fiir das B-Carbolin
Harman der Einfluss der Serumkonzentration auf die Luciferase-Reportergenexpression
untersucht. Dazu wurden unterschiedliche Konzentrationen an Harman nach dem
Standardprotokoll mit den HI1L6.1c2 Zellen inkubiert und die exprimierte Luciferase
vermessen. Abbildung 27 =zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen fiir die
Verwendung von serumfreiem Medium und mit 10 % fotalem Kélberserum (FKS)
supplementiertem Medium. Sowohl bei 10 %, als auch bei 0 % FKS im Medium
werden durch die eingesetzten Harman-Konzentrationen nur Lumineszenzwerte

erreicht, die kleiner sind als die der Negativkontrolle 1 % DMSO. Ein Einfluss der
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Serumkonzentration auf die durch das B-Carbolin Harman induzierte Luciferase-
Expression ist somit nicht erkennbar. Die fehlende Reportergenexpression durch
Harman ist daher nicht auf Verluste durch Bindung dieser Substanz an

Serumbestandteile zuriickfiihrbar.
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Abb. 27: Dosis-abhangige Luciferase-Reportergenexpression durch Harman bei Sup-
plementierung des Zellkulturmediums mit 10 % FKS (rot) bzw. mit 0 % FKS
(blau). Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung aus drei

Bestimmungen.

Basierend auf obigen Experimenten ldsst sich also zusammenfassen, dass das
B-Carbolin Harman unabhingig von der Dosis und unabhéngig von der Dauer der
Inkubation nicht fdhig ist, den AhR vermittelten Genexpressionsmechanismus zu
aktivieren und somit nicht als AhR Agonist eingestuft werden kann. Im Gegensatz dazu
wurde fiir das P-Carbolin B-Carbolin-3-carbonsidure-methylester eine dosis- und
zeitabhingige Reportergenexpression nachgewiesen. Anhand des ECso-Wert von 13 uM
wurde [-Carbolin-3-carbonsdure-methylester als ein mittelstarker AhR Agonist

charakterisiert.
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3.3.2 Charakterisierung antagonistisch wirkender p-Carboline

Wie aus den Screeningassays (vgl. Abschnitt C 3.2) ersichtlich, inhibierten Harman und
weitere B-Carboline wie Norharman, Harmin und Harmalin die durch B-Naphthoflavon
induzierte Reportergenexpression. Ausgehend von diesen ersten Hinweisen auf das
antagonistische Potential dieser B-Carboline war es unser Ziel den Inhibierungseffekt
ndher zu bestimmen. Dazu wurde der Einfluss von steigenden, abgestuften Antagonist-
Konzentrationen auf eine einzelne, feste Agonist-Konzentration untersucht. Die

Ergebnisse dieser Koinkubationen fiir Harman und TCDD bzw. fiir Harman und BNF

sind in Abbildung 28 dargestellt.
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Abb. 28:  Koinkubation von 1 nM TCDD bzw. 1 uM BNF mit variablen Konzentrationen
an Harman. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte + Standardabweichung
aus jeweils drei Bestimmungen. Fluoreszenzwerte fur die Koinkubationen mit
Harman, die signifikant geringer sind als die TCDD- bzw. BNF-Kontrolle bei
P<0,05(*) oder P < 0,01 (**) (bestimmt mittels Student's t-Test) sind

TCDD + Harman

gekennzeichnet.
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Es zeigte sich, dass Harman im Konzentrationsbereich von 1 bis 100 pM die durch
1 nM TCDD bzw. 1 uM BNF induzierte EGFP-Expression signifikant reduzierte und

somit fahig war die Reportergenexpression dosisabhingig zu inhibieren.

Koinkubationsansidtze von Agonist und Antagonist erlauben es den dosis-abhéngigen
Inhibierungseffekt iiber mehrere Gréflenordnungen an Antagonist-Konzentrationen zu
verfolgen. Dieses gewéhlte experimentelle Vorgehen wird auch als Antagonist-
Inhibierungskurve (,,antagonist inhibition curve®) bezeichnet und beschreibt ebenfalls
eine sigmoide Dosis-Wirkungskurve. Die sich ergebende Kurve wird durch den 1Cs-
Wert gekennzeichnet. Der ICso-Wert beschreibt die Konzentration des Antagonisten,
bei der der urspriingliche Effekt (Response) des Agonisten auf 50 % reduziert ist.
Abbildung 29 zeigt die Antagonist-Inhibierungskurve fiir die Inkubation von variablen
Konzentrationen an Harman in Gegenwart des AhR Agonisten B-Naphthoflavon. Die
durch 1 uM B-Naphthoflavon bedingte Reportergen-Induktion (oberes Plateau) lie sich

durch Harman konzentrationsabhéngig antagonisieren.
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Abb. 29:  Antagonist-Inhibierungskurve fur die Koinkubation von 1 uM BNF mit variablen
Konzentrationen an Harman. Der ICso-Wert betragt 7 uM. Die Daten reprasen-
tieren die Mittelwerte + Standardabweichung aus jeweils drei Bestimmungen.
Die durch die feste Agonist-Konzentration hervorgerufene Response ist durch

die gepunktete Linie gekennzeichnet.
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3.3.3 Uberblick tber das agonistische und antagonistische Potential

ausgewahlter p-Carboline

Ausgehend von den Ergebnissen der Screeningassays wurden ausgewihlte Vertreter aus
der Klasse der B-Carboline auf ihr agonistisches und antagonistisches Potential als AhR
Liganden zu wirken untersucht. Diese Charakterisierung erfolgte mittels Reportergen-

assays iiber Dosis-Wirkungskurven und Antagonist-Inhibierungskurven.

Um eine Einordnung und Gewichtung der AhR Ligandenaktivititen der aufgefiihrten
B-Carboline zu ermdglichen, wurden die in der Literatur beschriebenen natiirlichen
Liganden L-Tryptophan und Indol-3-essigsdure (Heath-Pagliuso et al., 1998) sowie
Ellipticin (Gasiewicz et al.,, 1996) in analoger Weise untersucht. Zusitzlich zu den
ermittelten ECso-Werten von TCDD und BNF erlaubten diese Referenzliganden einen
Vergleich der ,Stirke* der verschiedenen [-Carboline als agonistische bzw.

antagonistische Liganden des Ah Rezeptors.

Tabelle 13 fasst die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammen. Der Vergleich der
ermittelten ECso-Werte zeigt, dass die untersuchten B-Carboline B-Carbolin-3-carbon-
sdure-methylester, B-Carbolin-3-N-methylcarboxamid und p-Carbolin-3-carbonsiure-
ethylester deutlich schwéchere Agonisten als TCDD bzw. BNF sind. Gegeniiber den
bisher identifizierten natiirlichen AhR Agonisten wie Trytptophan, die als schwache
Agonisten zu bewerten sind, zeigen die untersuchten B-Carboline ein leicht stdrkeres
agonistisches Potential.

Mittels Koinkubationen mit dem Agonisten [-Naphthoflavon konnten die B-Carboline
Harman, Norharman, Harmalin und Harmin eindeutig als Antagonisten des AhR
vermittelten Signaltransduktionswegs identifiziert werden. Die fiir diese Verbindungen
durch Antagonist-Inhibierungskurven ermittelten 1Cso-Werte liegen im unteren uM-
Bereich. Harman, Norharman, Harmalin und Harmin weisen somit ein analog starkes

antagonistisches Potential wie der bereits bekannte AhR Antagonist Ellipticin auf.
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Tab. 13: ECso- und ICso-Werte ausgewdhlter B-Carboline und AhR Liganden

ECs ICso
GFP Luciferase GFP?  Luciferase
TCDD 25 pM 77 pM - -
BNF 35nM 14 nM - -
B-Carbolin-3-carbonsaure-methylester 13 uM 19 uM - -
B-Carbolin-3-carbonsaure-ethylester 11 pM 13 uM - -
B-Carbolin-3-N-methyl-carboxamid 17 uM 24 uM. - -
T3 26 UM 22 pM - -
T4 61 UM 28 uM - -
L-Tryptophan 135 uM n.b. - -
Indol-3-essigsaure 105 uMm n.b. - -
Harman - - 7 uM n.b.
Norharman - - 9 uM n.b.
Harmalin - - 21 uM n.b.
Harmin - - 6 uM n.b.
Ellipticin ° - - 13 uM n.b.

n.b.: nicht bestimmt

Die Koinkubationen von variablen Antagonist-Konzentrationen erfolgten jeweils mit 1 uM BNF.

Ellipticin wurde von Gasiewicz und Mitarbeitern (1996) mit Hilfe eines Bioassays, der auf einem

Luciferase-Reportergenkonstrukt in Hepa-Zellen basierte, als AhR Antagonist identifiziert. Sie

wiesen einen inhibierenden Effekt auf die TCDD-induzierte Luciferaseaktivitat nach und ermittelten

einen ICso-Wert von 78 = 35 nM. Der Unterschied zu dem hier ermittelten ICso-Wert von 13 pyM ist

auf die gewahlten experimentellen Bedingungen zurlickzufuhren, die sich hinsichtlich der Art und

Konzentration des Agonisten und hinsichtlich des Reportergenkonstrukts unterscheiden.
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3.4  Diskussion der Ergebnisse

Unsere Untersuchungen zum AhR Ligandenpotential verschiedener -Carbolinderivate
erfolgten mittels der etablierten EGFP- und Luciferase-Bioassays. Diese basieren auf
Mausleberzellen, die mit DRE-abhingigen Reportergenkonstrukten stabil transfiziert
waren. Die Expression der Reportergene wird dabei durch den Ah Rezeptor kontrolliert.
Nachdem im Rahmen dieser Arbeit die Testsysteme validiert worden waren, fiihrten
Screeningexperimente zur Identifizierung mehrerer B-Carbolinderivate, die fihig sind

die AhR kontrollierte Reportergenexpression zu induzieren bzw. zu inhibieren.

Da erste Untersuchungen Hinweise auf mogliche agonistische und antagonistische
Effekte von B-Carbolinderivaten aufgezeigt hatten, wurde die Wirkung ausgewéhlter
AhR Liganden mittels der funktionellen Testsysteme systematisch charakterisiert.
Anhand von Dosis-Wirkungsbeziehungen und den daraus abgeleiteten ECso-Werten
wurden [-Carbolin-3-carbonsdure-methylester, p-Carbolin-3-carbonsiure-ethylester
und B-Carbolin-3-N-methylcarboxamid als Agonisten des Ah Rezeptors identifiziert.
Ein Vergleich der ECso-Werte dieser [-Carboline mit denen der prototypischen
Agonisten TCDD und BNF zeigte, dass die untersuchten B-Carboline um den Faktor
10° bzw. 10’ schwichere Agonisten als diese klassischen Liganden sind. Gegeniiber
dem bekannten natilirlichen AhR Agonisten Tryptophan, das als ein schwacher Agonist
zu bewerten ist, weisen diese [-Carboline somit ein leicht erhohtes agonistisches

Potential auf.

Neben dem agonistischen Potential wurden die funktionellen Bioassays auch zur
Untersuchung von Kombinationseffekten des AhR Agonisten BNF mit moglichen
Antagonisten herangezogen. Anhand von Antagonist-Inhibierungskurven und den
entsprechenden ICsp-Werten gelang es, -Carboline mit antagonistischem Potential zu
charakterisieren. So wurden fiir die B-Carboline Harman, Norharman, Harmin und
Harmalin ICsp-Werte ermittelt, die mit dem ICsp-Wert des typischen Antagonisten
Ellipticin vergleichbar sind (Gasiewicz et al., 1996).

Anhand unserer Untersuchungen mit funktionellen Reportergenassays konnten wir

zeigen, dass verschiedene B-Carboline in der Lage sind die AhR-abhédngige Reporter-
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genexpression zu induzieren. Diese Agonisten sind folglich auch Induktoren der AhR
vermittelten Expression zahlreicher Phase I- und Phase II-Enzyme, welche iiber analoge

Signaltransduktionsmechanismen kontrolliert werden (vgl. Abb. 2 und Tab. 3).

Endogen gebildete bzw. iiber die Nahrung aufgenommene B-Carboline sind also
prinzipiell in der Lage den Gehalt der entsprechenden Metabolismusenzyme im Korper
zu modulieren, indem sie die Expression dieser Enzyme iiber den molekularen
Signaltransduktionsmechanismus des Ah Rezeptors entweder verstirken oder unter-
driicken. Durch eine solche mdgliche Beeinflussung der Detoxifizierungsprozesse
konnten [-Carboline Bedeutung als Regulatoren des Xenobiotika-Metabolismus

erlangen.

Unsere ,,indirekten* Untersuchungen der AhR vermittelten Enzyminduktion basierten
auf den zelluliren und molekularen Prozessen in Reportergensystemen. Dagegen
untersuchten Hiimmerich und Mitarbeiter (2004) die Induktion von CYP1Al auf
mRNA-Ebene durch semi-quantitative RT-PCR und auf Proteinebene durch Western
Blot Analyse mit spezifischen Antikérpern. Fiir Harman ergab sich in den RT-PCR
Experimenten ein ECso-Wert von 210 uM in der Rattenleberzelllinie H4IIE bzw. von
27 uM in der humanen Brustzelllinie MCF-7. Harman wurde in diesen Untersuchungen
somit als ein schwacher Induktor der CYP1A1-Aktivitit (gegeniiber einem ECso-Wert
von 1 nM fiir TCDD) identifiziert, wihrend unsere Untersuchungen an Mausleberzellen

keine Induktion der AhR vermittelten Reportergenexpression belegten.

Hiimmerich und Mitarbeiter (2004) nehmen aufgrund ihrer Ergebnisse an, dass die
CYPI1A1 Aktivitdt nicht ausschlieBlich als physiologische Antwort gegeniiber Liganden
des Ah Rezeptors anzusehen ist, sondern dass moglicherweise auch Ostrogen-aktive
Verbindungen diese beeinflussen konnen. Da CYP1Al ein auBlerordentlich wichtiges
und effektives Detoxifizierungssystem darstellt, das am Metabolismus vielféltiger
Verbindungen beteiligt ist, ist es vorstellbar, dass neben dem AhR vermittelten
Signaltransduktionsmechanismus weitere molekulare Mechanismen existieren, die zur
Expression von CYP1A1 fithren. Auch der Nachweis von Wechselwirkungen (,,Cross-
talk) des Ah Rezeptors mit dem Signalweg des Ostrogenrezeptors (Safe et al., 1998;
Wang et al., 1998; Spink et al., 2003) stiitzt diese Hypothese.
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Zusétzlich zu dem von uns nachgewiesenen antagonistischen Potential von Harman auf
molekularer Ebene des AhR Signalwegs konnten Hiimmerich und Mitarbeiter (2004)
zeigen, dass Harman die CYP1A1 abhdngige EROD-Aktivitdt in Lebermikrosomen
inhibiert. Nii (2003) berichtete, dass Norharman die EROD-Aktivitit in den Leber-

mikrosomen von Ratten mit einem ICsp-Wert von 35 uM inhibiert.

Es ist beschrieben, dass zahlreiche AhR Liganden, darunter auch indolhaltige
Verbindungen, iiber die Wechselwirkung mit dem Ah Rezeptor ihren eigenen
Metabolismus stimulieren (Denison und Whitlock, 1995; Heath-Pagliuso et al., 1998).
Jedoch liegen zum metabolischen Abbau der -Carboline im Korper nur wenige Studien
vor. Dabei wurden sowohl methylierte, als auch hydroxylierte Metabolite identifiziert
(Tweedie et al., 1988; Guan et al., 2001). Da diese Untersuchungen zum Metabolismus
nach intravendser und oraler Gabe bzw. durch Inkubation mit Lebermikrosomen
erfolgte, wurden hier keine Erkenntnisse zu den an diesen Prozessen beteiligten
Enzymen gewonnen. Uber Inkubationen mit Lebermikrosomen hinaus untersuchten Yu
und Mitarbeiter (2003) auch den Beitrag einzelner, rekombinant hergestellter Cyto-
chrom P450 Isoenzyme zum Metabolismus von Harmin und Harmalin. Sie zeigten, dass
CYPIA1 und insbesondere CYP1A2 und CYP2D6 die an der O-Demethylierung von
Harmin und Harmalin beteiligten Hauptisoenzyme sind. Da die Expression dieser
Enzyme (Genprodukte) durch den Ah Rezeptor als ligand-abhidngiger Transkriptions-
faktor reguliert wird (vgl. Abschnitt B 3.2), kann auch ein Zusammenhang zwischen
den B-Carbolinen als AhR Liganden und der Stimulierung ihres eigenen Metabolismus

hergestellt werden.

Eine mogliche Relevanz der B-Carboline als AhR Liganden ergibt sich aus dem
Vorkommen dieser Verbindungen im S&dugerorganismus sowie in verschiedenen
Nahrungsmitteln (vgl. Abschnitt B 5.1 und 5.2). Insbesondere fiir die B-Carboline
Harman und Norharman, die sich in den funktionellen Reportergenassays als AhR
Liganden mit antagonistischem Wirkpotential erwiesen, sind die Gehalte in

Lebensmitteln und Korpergeweben sehr gut untersucht.

Ausgehend von den bekannten Quellen fiir Harman und Norharman in der

menschlichen Nahrung schidtzen Pfau und Skog (2004) die maximale tdgliche
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Aufnahme flir Norharman auf 4,1 pg/kg Korpergewicht und fiir Norharman auf 1 pg/kg
Korpergewicht. Die orale Bioverfiigbarkeit, wie sie in Tierexperimenten (Guan et al.,
2001) und in Verzehrstudien mit Freiwilligen (Fekkes et al., 2001a) bestimmt wurde,
liegt bei unter 20 %. Zusétzlich zur Aufnahme von Harman und Norharman aus
externen Quellen kann auch die Aufnahme von Vorlauferverbindungen der B-Carboline
zu erhohten Plasmagehalten fithren, wie es fiir L-Tryptophan nachgewiesen werden
konnte (Fekkes et al., 2001a und 2001b). Es wird angenommen, dass auch Dihydro- und
Tetrahydro-f-carbolin-Derivate in vivo in Norharman und Harman umgewandelt

werden konnen.

Neben der Erndhrung ist Tabakrauch eine weitere wichtige Quelle fiir B-Carboline.
Abhéngig von den individuellen Rauchgewohnheiten kann bei einem angenommenen
Konsum von 20 Zigaretten die Aufnahme von Norharman bis 1,14 pg/kg Korper-
gewicht und von Harman 0,57 pg/kg Korpergewicht betragen (Pfau und Skog, 2004).
Auch ist die inhalative Exposition gegeniiber der oralen Exposition mit einer
schnelleren und effektiveren Aufnahme der (-Carboline verbunden, wie durch den
schnellen Anstieg der Plasmagehalte an Harman und Norharman beim Rauchen

nachgewiesen werden konnte (Fekkes et al., 2001a; Rommelspacher et al., 2002).

Pfau und Skog (2004) haben auch die endogene Bildung der B-Carboline anhand von
Plasmagehalten und Halbwertszeiten fiir die Elimination aus dem Korper abgeschitzt.
Die tédgliche endogene Bildung konnte ungefihr 50 bis 100 ng/kg Korpergewicht
Norharman und etwa 20 ng Harman betragen, wobei diese Gehalte durch die Aufnahme

von Precursoren beeinflusst werden konnen.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass [-Carboline prinzipiell in der Lage sind den AhR
Signaltransduktionsweg zu aktivieren bzw. zu inhibieren. Aus physiologischer Sicht ist
jedoch zu bemerken, dass die bei Probanden ermittelten Plasmagehalte bis zu 228 pg/ml
fiir Harman bzw. bis zu 47 pg/ml fiir Norharman (Tab. 8) betragen. Das entspricht
1,3 nM Harman bzw. 0,3 nM Norharman und liegt deutlich unter den in den Assays
aktiven Konzentrationen dieser [B-Carboline. Nur fiir den natiirlichen Liganden

Tryptophan liegen die Referenzwerte im Plasma fiir Erwachsene mit 1,2 bis 1,8 mg/dl,
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das entspricht 59 bis 88 uM, durchaus im Bereich des fiir Tryptophan ermittelten ECsg-
Werts von 135 uM.

Ausgehend von den Gehalten an B-Carbolinen in Lebensmitteln und Tabakrauch,
verbunden mit ihrer relativ niedrigen Bioverfiigbarkeit und ihrer relativ schwachen
agonistischen bzw. antagonistischen Wirkstirke in den in vivo Bioassays, ist die
physiologische Relevanz der B-Carboline als Liganden des Ah Rezeptors und als
Modulatoren des Xenobiotika-Metabolismus als begrenzt zu beurteilen. Es ist jedoch
denkbar, dass additive oder synergistische Wirkungen von Mischungen dieser einzeln
nicht ,aktiven“ Konzentrationen an p-Carbolinen durchaus zu AhR vermittelten

Effekten bzw. zur Expression von AhR kontrollierten Genprodukten beitragen konnen.

Neben den normalen physiologischen Bedingungen werden jedoch auch pathologische
Zustinde beschrieben, bei denen es durch lokale Akkumulation zu héheren -Carbolin-
Gehalten in Korpergeweben kommen kann. So ist ein Anstieg der Gehalte an Harman
und Norharman durch Rommelspacher und Mitarbeiter (1994) in der Leber von Ratten
beschrieben wurden, die mit den Monoaminoxidase-Inhibitor Clorgylin behandelt
wurden. Es wird angenommen, dass die Hemmung des metabolischen Abbaus in der
Leber durch Clorgylin fiir diese erhdhten -Carbolin-Konzentrationen verantwortlich ist
(Rommelspacher et al., 1994). Die unter solchen Umstinden auftretenden Konzent-
rationen lassen eine physiologische Wirkung der B-Carboline zumindest moglich

erscheinen.
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4 Charakterisierung von -Carbolinen als
Liganden des Ah Rezeptors mittels

Gelretardation Assays

4.1  Einfuhrung

Eine Moglichkeit zur detaillierteren Charakterisierung der agonistischen und
antagonistischen Wirkungen von B-Carbolinderivaten iiber die Reportergenassays
hinaus, beruht auf der Untersuchung von verschiedenen aufeinanderfolgenden Schritten
im AhR Regulationsmechanismus. Die Analyse von Einzelschritten des AhR vermit-
telten Regulationsmechanismus ist besonders bei AhR Antagonisten, wie den in
Kapitel C 2 beschriebenen B-Carbolinderivaten von Interesse, da hier geklirt werden
kann auf welcher Stufe dieser Mechanismus abgebrochen wird. Wéhrend die
rekombinanten Zellbioassays ausschlieBlich den korrekten und vollstindigen Ablauf des
AhR vermittelten Signaltransduktionsmechanismus bis zur Genexpression beschreiben,
ermOglichen es DNA-Bindungsassays (Gelretardation Assay, GRA) speziell die ligand-
abhingige Aktivierung des Ah Rezeptors und die Transformation des AhR-Ligand-
Komplexes in seine DNA-Bindungsform zu untersuchen (vgl. Abb. 2, Abschnitte B 1.2
und B 4.2).

Mechanistisch folgt auf die Bindung des Liganden an den Ah Rezeptor die Ausbildung
des AhR-Ligand-Arnt-Komplexes, der eine hohe Affinitit zur DNA aufweist und als
transkriptionaler Aktivator an spezifische DNA-Erkennungssequenzen bindet, die DRE
(dioxin responsive elements) genannt werden. Im Falle des in vitro Gelretardation
Assays wurde als Quelle fiir die Ah Rezeptoren Meerschweinchen-Lebercytosol ver-
wendet, wihrend im ex vivo Gelretardation Assay die AhR-Ligand-Komplexe aus den
Zellkernen von kultivierten, mit AhR Liganden inkubierten Zellen extrahiert wurden.
Die cytosolischen Ansitze und die Zellkernextrakte wurden mit **P-markierten DRE-

Oligonukleotiden inkubiert und die Proben elektrophoretisch aufgetrennt. Die DRE-
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Bindungskomplexe wurden durch die **P-Markierung und durch die charakteristische

Laufstrecke auf dem Elektrophorese-Gel detektiert.

4.2  GRA mit Meerschweinchen-Lebercytosol

Bei der Untersuchung der ligand-abhidngigen Aktivierung des Ah Rezeptors und der
Transformation des AhR-Ligand-Komplexes in seine DNA-Bindungsform diente im in
vitro GRA Meerschweinchen-Lebercytosol als Quelle fiir die Ah Rezeptoren. Dieses
wurde mit DMSO, TCDD oder der jeweiligen Testverbindung sowie mit den *°P-
markierten DRE-Oligonukleotiden inkubiert und die Proben elektrophoretisch auf-
getrennt. Zur Identifizierung der Protein-DRE-Banden wurden die Gele mittels Auto-
radiographie entwickelt. Die Quantifizierung der durch Inkubation mit den Test-
substanzen induzierten Protein-DNA-Komplexe erfolgte mit Hilfe eines Phospho-

imagers.

Abbildung 30 zeigt den Phosphoimager-Scan des GRA-Gels fiir eine Reihe von
B-Carbolinderivaten. Die durch radioaktive Markierung und charakteristische Lauf-
strecken identifizierten DNA-Bindungskomplexe sowie die Bande der freien *P-
markierten DNA sind gekennzeichnet. Fiir die Verbindungen T 4 (Tetrahydro-Harman)
und insbesondere T 3 (Tetrahydro-Norharman) war die Bildung der Protein-DRE-
Komplexe deutlich detektierbar. Auch die Inkubation mit den B-Carbolinen Harman
und Norharman fiihrte zu einer méBig starken Komplexbildung, wihrend Pinolin nur
eine sehr schwache Komplexbildung hervorrief. Die Ausbildung der charakteristischen
Protein-DRE-Komplexbanden beim GRA belegte, dass diese Verbindungen in der Lage
sind den Ah Rezeptor zu aktivieren und in seine hoch-affine DNA-Bindungsform zu
transformieren. Im Vergleich mit der Positivkontrolle TCDD war diese Fihigkeit

jedoch wesentlich schwicher ausgeprégt.
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Abb. 30: Untersuchung der ligand-abhéngigen Aktivierung des Ah Rezeptors und
Transformation des AhR-Ligand-Komplexes zur DNA-Bindungsform durch
verschiedene B-Carbolinderivate mittels in vitro Gelretardation Assay. Meer-
schweinchen-Lebercytosol (8 mg Protein/ml) wurde mit DMSO (20 pl/ml End-
konzentration), TCDD (20 nM) oder 100 pM der aufgefiihrten B-Carbolin-
derivate fir 2 h bei 20 °C inkubiert. Aliquote wurden mit 32P-DRE-Oligo-

nukleotiden inkubiert und die Proben mittels Gelretardation Assay analysiert.

Da die B-Carboline Harman und Norharman in den Reportergenbioassays keine AhR-
abhingige Genexpression induziert hatten, sondern die durch AhR Agonisten induzierte
Genexpression inhibierten, untersuchten wir diese Wirkung auch im in vitro Gelretar-
dation Assay. Dazu wurden unterschiedliche Konzentrationen an Harman und
Norharman zusammen mit dem Agonisten TCDD (20 nM) und Meerschweinchen-
Lebercytosol inkubiert. Abbildung 31 zeigt die Phosphoimager-Aufnahme des Elektro-
phorese-Gels fiir die Koinkubation von Harman bzw. Norharman mit TCDD im in vitro

GRA.
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Abb. 31:

Untersuchung der ligand- und dosis-abhangigen Inhibierung von Trans-
formation des Ah Rezeptors und Aktivierung des AhR-Ligand-Komplexes
zur DNA-Bindungsform durch die p-Carboline Harman (H) und Norharman
(NH) mit Hilfe des in vitro Gelretardation Assays. Meerschweinchen-
Lebercytosol (8 mg Protein/ml) wurde mit DMSO (20 pl/ml
Endkonzentration), TCDD (20 nM), 100 pM pB-Carbolin bzw. in den
Koinkubationen mit TCDD (20 nM) und den aufgefiihrten Konzentrationen
der entsprechenden B-Carboline fir 2 h bei 20 °C inkubiert. Aliquote wurden
mit *’P-DRE-Oligonukleotiden inkubiert und die Proben mittels GRA

analysiert.

Die Koinkubationsansitze von Harman und Norharman mit TCDD im Gelretardation

Assay demonstrierten, dass mit steigender Konzentration der B-Carboline die Intensitét

der durch TCDD induzierten Protein-DRE-Komplex-Bande geschwicht wurde

(Abb. 31). Harman und Norharman unterdriickten folglich dosis-abhingig die durch den

Agonisten TCDD induzierte Aktivierung des Ah Rezeptors und die Ausbildung seiner
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hoch-affinen DNA-Bindungsform. Dieser inhibierende Einfluss von Harman und
Norharman auf den durch einen Agonisten aktivierten AhR Signaltransduktions-

mechanismus wurde auch mit den Reportergenassays beschrieben und charakterisiert.

Die Ergebnisse obiger und weiterer Untersuchungen von -Carbolinen mit dem in vitro
Gelretardation Assay sind in Tabelle 14 zusammengefasst. Die Auswertung der Elektro-
phorese-Gele mit Hilfe des Phosphoimagers ermdglichte neben der graphischen
Darstellung der radioaktiven Banden auch die (semi-)quantitative Auswertung der
gebildeten Protein-DRE-Komplexe. Die Abschitzung der spezifisch in die induzierten
AhR-Ligand-DRE-Komplexe eingebauten Menge an “*P-DRE erfolgte durch Messung
der Menge an Radioaktivitit in den induzierten Protein-DNA-Komplexen und Sub-
traktion der Menge an Radioaktivitdt, die in derselben Position fiir die Negativkontrolle
DMSO detektiert werden konnte. Die auftretende Differenz zwischen den detektierten
Radioaktivititen fiir die Negativkontrolle und fiir die jeweilige Probe représentierte
somit die Menge an induzierbaren AhR-**P-DNA-Komplexen und wurde in Relation

zur Menge der durch TCDD induzierten spezifischen Komplexe ausgedriickt.

Fir B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester, p-Carbolin-3-carbonsdure-ethylester und
B-Carbolin-3-N-methylcarboxamid wurden im in vitro GRA miBige Gehalte an
induzierten AhR-Ligand-DRE-Komplexen detektiert. Dies belegte, dass diese Verbin-
dungen den Ah Rezeptor aktivieren und die Transformation in seine hoch-affine DNA-
Bindungsform induzieren konnen. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit denen der
Reportergenassays, obwohl diese Féhigkeit verglichen mit TCDD schwécher ausge-
pragt war. Mit 11,7 % und 8,2 % der durch TCDD induzierten Komplexmenge zeigten
Harmin und Harmalin eine deutlich geringere Komplexbildung, die aber ebenfalls gut
mit den Ergebnissen der AhR vermittelten Genexpression in den Reportergenassays

korrelierte.

Die Koinkubationsexperimente mit TCDD ergaben sowohl fiir Harman und Norharman
als auch fiir Harmin und Harmalin eine deutliche Reduktion der induzierten AhR-DRE-
Komplexe und beschrieben somit die Féhigkeit dieser Verbindungen Aktivierung und
Transformation des AhR-Ligand-Komplexes in seine DNA-Bindungsform zu

inhibieren.
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Tab. 14: Ubersicht der Ergebnisse verschiedener p-Carboline und AhR Liganden im

in vitro Gelretardation Assay

Induzierte AhR- Induzierte AhR-
Ligand-DRE- Ligand-DRE-
Komplexe 2 Komplexe ”
TCDD 20 nM 100,0 % -
BNF 1uM 122,1 %
B-Carbolin-3-carbonsaure-methylester 100 pM 21,0% -
B-Carbolin-3-carbonsaure-ethylester 100 pM 28,1 % -
B-Carbolin-3-N-methyl-carboxamid 100 pM 36,9 % -
T3 100 pM 81,4 % -
T4 100 pM 48,5 % .
L-Tryptophan 200 uM 155 % -
Harman 100 uM 18,4 % 64,1 %
10 uM n.b. 77,0 %
1uMm n.b. 90,9 %
Norharman 100 pM 29,2 % 58,7 %
10 uM n.b. 86,9 %
1 pM n.b. 92,2 %
Harmalin 100 uMm 8,2 % 251 %
Harmin 100 uM 11,7 % 52,6 %

a Angabe der Menge an induzierten AhR—Ligand-SZP-DRE-Komplexen bezogen auf die durch 20 nM
TCDD induzierte Komplexmenge (ermittelt iber Messung im Phosphoimager).

b: Koinkubation von TCDD (20 nM) mit der jeweils angegebenen Konzentration der Testsubstanz;
Angabe der Menge der detektierten AhR-Ligand-32P-DRE-Komplexe bezogen auf die durch 20 nM

TCDD induzierte Komplexmenge (ermittelt iber Messung im Phosphoimager).
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4.3 GRA mit Zellkernextrakten

Beim in vitro Gelretardation Assay mit Meerschweinchen-Lebercytosol wurden die
AhR-Ligand-Komplexe mit hoher Affinitit zur DNA durch Inkubation der Test-
substanzen mit Cytosol als AhR-Quelle ,erzeugt“. Dies erlaubt die Messung der
Ausbildung von AhR-Ligand-Komplexen, erbringt aber nicht den Nachweis des Trans-
ports der AhR-Ligand-Komplexe in den Zellkern. Die Variante des ex vivo Gel-
retardation Assays basiert auf der Isolierung der entsprechenden Proteine aus den Zell-
kernen von Zellen nach Inkubation mit den Testsubstanzen. Dazu wurden Hepa-Zellen
in Kultur mit TCDD als Positivkontrolle, DMSO als Negativkontrolle bzw. mit den zu
testenden Verbindungen inkubiert und im Anschluss die Zellkernproteine, die auch die
zur DNA hoch-affinen AhR-Ligand-Komplexe enthielten, extrahiert. Nach erfolgter
Aufreinigung der Zellkernextrakte wurden diese mit “P-markierten DRE-Oligo-
nukleotiden inkubiert und die Proben wie beim in vitro GRA elektrophoretisch

aufgetrennt.

Die Phosphoimager-Aufnahme des Elektrophorese-Gels (Abb. 32) ldsst erkennen, dass
sowohl TCDD, als auch B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester und Tetrahydro-Harman
(T 4) eine deutlich erkennbare Protein-DRE-Komplex-Bande ausbildeten und somit die
Transformation des Ah Rezeptors in seine hoch-affine DNA-Bindungsform induzierten.
Im Gegensatz dazu zeigten die B-Carboline Harman und Norharman keine Komplex-
bildung. Sie konnten demzufolge die Aktivierung und Transformation des Ah Rezeptors
nicht hervorrufen. Diese Beobachtung mit Hilfe der ex vivo Zellkernextrakte steht in
Widerspruch zu den Ergebnissen des in vitro GRA mit Meerschweinchen-Leber-
cytosol: Dieser demonstrierte, dass Harman und Norharman prinzipiell in der Lage sind

die Aktivierung und Transformation des AhR zu induzieren.

Bei den Koinkubationsuntersuchungen von Harman und Norharman in Gegenwart von
TCDD bewirkten diese Verbindungen im ex vivo GRA erwartungsgemif eine deutliche
Schwichung der durch TCDD induzierten Protein-DRE-Komplexbanden und unter-
driickten also die Ausbildung der hoch-affinen DNA-Bindungsform der AhR-TCDD-
Komplexe (Abb. 32).
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Abb. 32:  Untersuchung der liganden-abhéngigen AhR Aktivierung und Transformation

des AhR-Ligand-Komplexes in die DNA-Bindungsform durch verschiedene
B-Carbolinderivate mittels ex vivo Gelretardation Assay sowie Untersuchung
der Inhibierung dieser durch TCDD induzierbaren Prozesse durch B-Carboline.
Aliquote der durch Inkubation von kultivierten Hepa-Zellen mit DMSO,
1nM TCDD, Harman (H), Norharman (NH), Tetrahydro-Harman (T4),
B-Carbolin-3-carbonsaure-methylester (ME) (jeweils 100 uM) bzw. Aliquote der
durch Koinkubation von TCDD (1 nM) mit den entsprechenden B-Carbolinen
gewonnenen Zellkernextrakte wurden mit *P-DRE-Oligonukleotiden inkubiert

und die Proben mittels Gelretardation Assay analysiert.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Ergebnisse des ex vivo GRA in

Einklang mit den Resultaten der Reportergenassays stehen. Diese hatten iiber-

einstimmend gezeigt, dass Harman und Norharman die AhR vermittelte Genexpression
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nicht induzieren konnten, aber fahig waren die durch TCDD bzw. BNF induzierte

Genexpression zu inhibieren.

4.4  Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Zur weiteren Charakterisierung des AhR Ligandenpotentials verschiedener -Carboline
untersuchten wir in DNA-Bindungsassays (Gelretardation Assay, GRA) die Fihigkeit
dieser Verbindungen die ligand-abhidngige Aktivierung des Ah Rezeptors und die
Transformation des AhR-Ligand-Komplexes zur DNA-Bindungsform zu stimulieren.
Dabei setzten wir im in vitro GRA Meerschweinchen-Lebercytosol als AhR Quelle ein,
wéhrend wir im ex vivo GRA die AhR-Ligand-Komplexe durch Inkubation kultivierter

Zellen und Extraktion der Zellkernproteine gewannen.

Aufgrund des beschriebenen AhR Signaltransduktionsmechanismus (vgl. Abb. 2) wird
angenommen, dass die Fédhigkeit von Substanzen den Ah Rezeptor in seine DNA-
Bindungsform zu transformieren sehr gut mit ihrer Fahigkeit die AhR-abhidngige
Genexpression in intakten Zellen zu induzieren korreliert. Fiir die f-Carboline Harman
und Norharman war dies beim ex vivo GRA und den Reportergenassays der Fall,
wihrend beim Vergleich der Ergebnisse mit denen des in vitro GRA eine Diskrepanz
auftrat. So bestand zwischen den Ergebnissen des ex vivo GRA und der in vivo
Reportergenassays eine sehr gute Korrelation, da Harman und Norharman in diesen
Féllen weder den Ah Rezeptor in seine hoch-affine DNA-Bindungsform {iiberfiihrten,
noch die AhR-abhingige Reportergenexpression induzierten und dariiber hinaus auch
die durch AhR Agonisten induzierten Effekte dosis-abhidngig inhibierten. Im Gegensatz
dazu induzierten Harman und Norharman in den Ansdtzen des in vitro Gelretardation
Assays die AhR-DRE-Komplexbildung mit 18,4 % bzw. 29,2 %, bezogen auf die
Wirkung von TCDD, und lagen damit im Bereich der Agonisten B-Carbolin-3-
carbonsiduremethylester und -ethylester, B-Carbolin-3-carbonséure-N-methylamid, so-
wie von Tryptophan (vgl. Tab. 14). Wéhrend Harman und Norharman also in den
»in vivo “ Bioassays ausschlieBlich antagonistische Effekte hervorriefen, konnten sie in
den Ansitzen des in vitro GRA die Aktivierung des Ah Rezeptors und Transformation

zu AhR-Ligand-Komplexen mit hoher Affinitdt zur DNA auslosen (vgl. Abb. 31 und
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32). Sie zeigten so neben dem antagonistischen auch ein deutliches agonistisches
Potential. Werden die Ergebnisse des in vitro GRA somit isoliert betrachtet, ldsst dies

den Schluss zu, dass Harman und Norharman als partielle Agonisten wirken kdnnen.

Die fiir die B-Carboline Harman und Norharman beobachtete Diskrepanz zwischen den
Ergebnissen des in vitro Gelretardation Assays einerseits und den Ergebnissen des ex
vivo Gelretardation Assays und der Reportergenassays andererseits, kann auch mit
verschiedenen Eigenheiten der verwendeten Assays erklirt werden:

Da diese sich hinsichtlich der zugrunde liegenden Tierart unterscheiden, besteht die
Moglichkeit, dass Harman und Norharman partielle Agonisten (mit antagonistischem
Potential) des Meerschweinchen Ah Rezeptors (in vitro GRA) und Antagonisten des
Maus Ah Rezeptors (ex vivo GRA und Reportergenassays) darstellen. Das Auftreten
spezies-spezifischer Unterschiede ist bereits seit langem bekannt und duBlert sich primir
in der variablen toxischen Wirkung von TCDD. So unterscheiden sich die LDso-Werte
zwischen der empfindlichsten Tierart, dem Meerschweinchen, und der Maus um den
Faktor 100, sowie zwischen Meerschweinchen und Hamster (als unempfindlichste
Tierart) um den Faktor 1000. Die hierfiir zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen sind nicht vollstindig aufgeklirt, es wird jedoch der Einfluss von
Unterschieden bei den Ligandenbindungsaffinititen und bei Prozessen wie Trans-
lokation in den Zellkern, DRE-Bindung und gen-spezifische Transaktivierung diskutiert
(Ema et al., 1994; Abnet et al., 1999). Auch spezies-spezifische Abweichungen in der
Aminosduresequenz des Ah Rezeptors und damit verbundene Konformations-
anderungen, z. B. in der Transaktivierungs- oder Ligandenbindungsdoméne, kdnnen die
Interaktion von Liganden mit dem AhR beeinflussen (Ema et al., 1994; Korkalainen et

al., 2001).

Zhou und Mitarbeiter (2003) beobachteten bei der Untersuchung verschiedener
synthetischer Flavonoide, dass das 3’-Methoxy-4’-nitroflavon (MNF) im GRA mit
Mauslebercytosol die TCDD-induzierte AhR-DRE-Komplexbildung inhibierte,
wihrend beim GRA mit Meerschweinchen-Lebercytosol neben dieser antagonistischen
Aktivitit zusdtzlich eine agonistische Aktivitit auftrat. Analoge Effekte wurden auch
bei AhR-abhingigen Luciferase-Reportersystemen beobachtet, die auf Maus- bzw.

Meerschweinchenzellen basierten. Zhou und Mitarbeiter ordneten MNF als einen puren
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Antagonisten in Mauszellen und als einen partiellen Agonisten mit antagonistischem
Potential in Meerschweinchenzellen ein. Sie fithrten das unterschiedliche Verhalten
darauf zuriick, dass MNF eine sehr viel geringere Effizienz zur Transformation des
Maus-AhR gegentliber dem Meerschweinchen-AhR aufweist. Unsere Ergebnisse aus
den GRA und Reportergenassays lassen fiir die B-Carboline Harman und Norharman
analoge Schliisse zu: Harman und Norharman zeigten im Luciferase-Reportergenassay
und im ex vivo Gelretardation Assay, die beide auf Mauszellen basieren, ausschlieBlich
antagonistische Effekte. Dahingegen waren beim in vitro Gelretardation Assay mit
Meerschweinchencytosol sowohl agonistische, als auch antagonistische Effekte
beobachtbar. Diese Unterschiede in der AhR Ligandenaktivitit von Harman und

Norharman in den Bioassays konnten somit ebenfalls spezies-spezifisch bedingt sein.

Neben der moglichen Spezies-Abhéngigkeit konnten die beobachteten Effekte auch in
Zusammenhang mit der unterschiedlichen Zugénglichkeit der Testsubstanzen zum Ah
Rezeptor stehen. Wihrend bei den in vitro Inkubationsbedingungen mit Cytosol die
Testverbindungen einen direkten Zugang zum AhR haben, miissen diese in den zell-
basierten Assays vor der Bindung an den AhR zunichst biologische Membransysteme
effektiv iiberwinden. Auch das ,,Abfangen* von Testsubstanzmolekiilen durch Serum-
proteine und -lipide kann zu einer schwécheren bzw. nicht vorhandenen agonistischen
Response im ex vivo GRA und in den Reportergenassays beitragen. Auch im Fall der
B-Carboline Harman und Norharman kann diese bessere Zugénglichkeit fiir die
Ausbildung der AhR-DRE-Komplexe im in vitro GRA verantwortlich sein, wihrend bei
den zellbasierten Assays keine fiir agonistische Wirkungen ausreichende Konzentration

in den Zellen aufgebaut werden konnte.

Ein weiterer Aspekt, der fiir die Unterschiede zwischen den Assays beriicksichtigt
werden muss, ist der mogliche Einfluss von Metabolismusprozessen auf die Test-
substanzen. In den in vivo Bioassays, die auf ,,lebenden (Zell-)Systemen* beruhen, wie
die Reportergenassays und der ex vivo Gelretardation Assay, ist es prinzipiell moglich,
dass nicht die Testsubstanz selbst, sondern ein oder mehrere Metabolite dieser
Testsubstanz fiir die beobachteten Effekte verantwortlich sind. Im konkreten Fall
erscheint eine Metabolisierung von Harman und Norharman zu Verbindungen mit

antagonistischem AhR Ligandenpotential in den ,,in vivo“ Assays jedoch unwahr-
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scheinlich, da bei den kurzen Inkubationszeiten von z. B. einer Stunde im ex vivo Gel-

retardation Assay der Einfluss von Metabolisierungsvorgéngen vernachléssigbar ist.

Der Gelretardation Assay ist zwar eine empfindliche Methode um AhR Liganden zu
detektieren, er beschreibt aber lediglich die Fahigkeit von Chemikalien den Ah
Rezeptor zu aktivieren und den AhR-Ligand-Komplex in seine hoch-affine DNA-
Bindungsform zu transformieren. Gelretardation Assays erlauben daher keine
Aussagen, ob diese Verbindungen auch die anschlieBende Genexpression induzieren.
Da Untersuchungen von potentiellen AhR Liganden ausschlieBlich mit Hilfe des in
vitro GRA zur Identifizierung von falsch positiven Proben fithren kdnnen, schrankt dies
die ZweckmaBigkeit des in vitro GRA als Screeningassay zur Detektion von AhR
Liganden ein. Auch der Einsatz von Zellkernextrakten (ex vivo GRA) liefert keine
Aussagen iiber eine mogliche Genexpression. Da in diesem Fall aber die zur DNA
affinen AhR-Ligand-Komplexe aus den Zellkernen von Zellen nach Inkubation mit
Testsubstanzen isoliert werden, spiegelt diese Methode die Bedingungen im lebenden
(Zell-)System besser wider. Im Gegensatz zu den Gelretardation Assays beschreiben die
Reportergenassays die Fahigkeit einer Chemikalie in die Zellen einzudringen, zellulédre
Metabolismusvorgidnge zu iiberstehen und die Genexpression zu induzieren. Sie decken
damit den Ablauf des gesamten AhR Signaltransduktionsmechanismus ab. Allerdings
belegen sie nicht unmittelbar die Bindung einer Chemikalie an den Ah Rezeptor und die

AhR-Abhingigkeit der zelluldren Antwort.

Insgesamt besitzen die verschiedenen in vivo Assays hinsichtlich Detektion und Charak-
terisierung von AhR Agonisten und Antagonisten eine hohere Aussagekraft als der
invitro GRA, da hier die Bedingungen im intakten Zellsystem am Besten wider-
gespiegelt werden. Doch erst die Kombination der verschiedenen methodischen Ansitze
erlaubt es, die Aussagen zur AhR-abhédngigen Genexpression in intakten Zellen mit den
Informationen zur Aktivierung und Transformation des Ah Rezeptor zu verbinden, die
AhR-Abhéngigkeit der zelluldren Antwort zu bestitigen und Einblicke in Einzelschritte

des AhR Signaltransduktionsmechanismus zu gewinnen.

Zusammenfassend zeigten unsere Ergebnisse der in vitro und ex vivo Gelretardation

Assays sowie der Reportergenassays, dass die -Carboline Tetrahydro-Harman (T 4),
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B-Carbolin-3-carbonsdure-methylester und -ethylester die Transformation der entspre-
chenden AhR-Ligand-Komplexe und die AhR-abhingige Genexpression induzierten.
Diese Verbindungen sind somit als Agonisten des Ah Rezeptors einzuordnen. Die
B-Carboline Harman und Norharman wiesen in allen Assays iibereinstimmend ein
ausgeprégtes antagonistisches Potential auf, da sie sowohl die durch TCDD stimulierte
AhR Transformation, als auch die Genexpression inhibierten. Die durchgefiihrten GRA-
Experimente ermdoglichten die Schlussfolgerung, dass die antagonistischen Effekte im
AhR Signalweg bereits beim Schritt der AhR Transformation und DNA-Bindung
stattfanden und nicht auf eine fehlerhafte oder unterbundene Transkription der DRE-

kontrollierten Gene zuriickzufiihren waren.
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5 Screening von Lebensmitteln auf ihre AhR

Ligandenaktivitat

5.1 Einfuhrung

Fremdstoffe (Xenobiotika) kdnnen iiber verschiedene Wege in den Korper gelangen.
Neben der Aufnahme {iber die Lunge und die Haut spielt insbesondere die Resorption
iiber den Magen-Darm-Trakt (Ingestion) eine wichtige Rolle. Daher gilt die Nahrung als
eine der bedeutendsten Quellen zur Aufnahme von Fremdstoffen exogenen oder natiir-
lichen Ursprungs durch den Menschen. Lebensmittel konnen dabei, abhéngig von Art
und Herkunft, mit Schadstoffen und Kontaminanten belastet sein. Daneben gelangt iiber
die Nahrung aber auch eine Vielzahl natiirlicher Nahrungsmittelbestandteile in den
menschlichen Korper. Diese umfassen sowohl natiirliche Inhaltsstoffe, als auch bei der
Zubereitung entstechende Verbindungen (Dekant und Vamvakas, 2005). Die Nahrung
stellt somit auch eine wichtige Quelle fiir AhR Liganden natiirlichen Ursprungs dar. Die
bisher identifizierten natiirlichen AhR Liganden zeigten in verschiedenen AhR-
abhingigen Bioassays zwar eine deutlich geringere Wirkstirke als die klassischen AhR
Liganden, insbesondere TCDD, doch ist der Mensch diesen natiirlichen Verbindungen

iiber die Nahrung kontinuierlich ausgesetzt.

Ausgehend von den in der Literatur beschriebenen natiirlichen AhR Liganden (vgl.
Abschnitt B 2.3) und von unseren eigenen Ergebnissen zur Identifizierung von
B-Carbolinderivaten als AhR Liganden (vgl. Abschnitt C 3 und 4) wéhlten wir ver-
schiedene Soja- und Wiirzsaucen zur Untersuchung ihrer AhR Ligandenaktivitét aus.
Da Sojabohnen den Grundstoff fiir die Soja- und Wiirzsaucen darstellen, zeichnen sich
diese durch hohe Gehalte an Tryptophan und den davon abgeleiteten Tetrahydro-f3-
Carbolinen und B-Carbolinen aus (vgl. Abschnitt B 5) und lieBen somit positive

Wirkungen in den eingesetzten Bioassays erwarten.
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5.2  Screening von Soja- und Wirzsaucen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Soja- und Wiirzsaucen als Modell-
lebensmittel auf ihre AhR Ligandenaktivititen hin untersucht. Aufgrund der komplexen
Zusammensetzung von Lebensmitteln und der Vielzahl und Vielfalt an (potentiell)
AhR-aktivierenden bzw. AhR-inhibierenden Faktoren ist es nur bedingt moglich auf die
Wirkung eines Lebensmittels in seiner Gesamtheit zu schliefen. Daneben liegen bisher
nur wenige Untersuchungen zur AhR Aktivierung von Lebensmitteln bzw. durch deren
Extrakte, wie z. B. Gemiise-, Friichte-, Krduter- und Teeextrakte, vor (Amakura et al.,
2002; Jeuken et al., 2003; Palermo et al., 2003). Um die Effekte von Lebensmitteln auf
den AhR vermittelten Transkriptionsweg zu untersuchen, haben wir verschiedene
Wiirz- und Sojasaucen aus dem Handel getestet. Obwohl sie, zumindest in Europa, nicht
in groen Mengen konsumiert werden, sind sie als Modellsysteme fiir komplexe
Lebensmittel sehr gut geeignet. Zum Screening auf agonistische bzw. antagonistische
Aktivitdt mittels der etablierten Bioassays wurden die Proben direkt, nach dem
Abzentrifugieren von Triibstoffen, mit dem Zellkulturmedium vermischt und mit den

H1G1.1¢3 bzw. den H1L6.1¢2 Zellen inkubiert.

Abbildung 33 zeigt die Ergebnisse des Screenings verschiedener Soja- und Wiirz-
saucen, die mittels der Reportergenassays auf ihre Fihigkeit zur Induktion der AhR
vermittelten Genexpression untersucht wurden. Die relative Stirke der durch die
verschiedenen Lebensmittelproben induzierten Reporterproteinexpression wurde durch
1 uM BNF als Bezugssystem und Positivkontrolle ausgedriickt. Eine signifikante
Steigerung der EGFP-Genexpression gegeniiber der als Negativkontrolle mitgefiihrten
DMSO-Probe wurde fiir sechs der sieben getesteten Sojasaucen sowie fiir die Proben
»Fischsauce®, ,,Wiirze 1 und ,,Worcestersauce 3* (W-Sauce 3) detektiert, wihrend die
Proben ,,Sojasauce 2%, ,,Worcestersauce 1%, ,,Worcestersauce 2 (W-Saucen 1 und 2),
und alle untersuchten Wiirzfonds zu keiner signifikanten Reportergenexpression
fiihrten. Die aktivste Probe ,,Sojasauce 4 rief eine Induktion von 43 % bezogen auf die
Wirkung von 1 uM BNF hervor. Fiir die Untersuchung dieser Lebensmittelproben

ergaben sich im Luciferase-Reportergenassay analoge Genexpressionsprofile.



124 C Ergebnisse und Diskussion

A120
skk * 3k
100
LL i
£S5 80
£ o
c =
S 3 60
0 -
g %%
G
o ® sksk
x = 40
w o %
n'_g kk okk
L N ns s * ok * %
(]
02 20 - ns
I]EIH * ns ns ns ns
o = HHEH mldl -H8__:8
-20
8§_|—|Nm<rmnor\_. 8§-HHNMHNE‘O
Qo T T T
s 5 8 8 8 8 8 8 8 8 s S 8 g 2 2 8 8 8
DLL:D::}:S::}: OLLS“Q“Q“Q(:U%g
zZ &8 8 8 8§ 8§ &8 8§ § z = N N ¥
%) o u u
m & © & & & © 8 g o0 2 2 2 !
o 9 9 9 9 9 9 @ 2 2 2 5 = =
(/)(/)U)(/)U)U)(/)-II
BlZO
% ok
100 | & .
X
o L
c =z 80
.}_G,CO
= =
S 3
§H60’
<3
()
0n < sk sksk
S & 40
s 2 % * %
= 9 o fex
c 3 * *
3320 % ns ns ns ns
i Hﬂ ﬂ ’*‘ ﬂﬂ
OD\\\D\ \\\\\\\\\H\ \|_|\\\
8§|—|Nm<rmgor\‘_. 8§HNM‘—|NM
T T T
s 5 8 8 8 8 8 8 8 8 s S ¢ 2 2 8 8 8
[a) > - S-S - I S S S OLLQQQ::Z
L © @ ®8® ®@ ®8 & ®© © N N N © ®© ®©
Z 0o 0 u u u u o n Z = = = 0 0 v
QJE‘E_‘EEEEES m S5 = S5 X I I
o o 9 9 9 9 9 g = 2 2 2 = =
(/)U)(/)(/)U)(/)(/)-II

Abb. 33: Screening auf agonistische Eigenschaften von Soja- und Wuirzsaucen durch
direkte Inkubation der Proben mit HLG1.1c3 Zellen (EGFP-Assay) (A) bzw. mit
H1L6.1c2 Zellen (Luciferase-Assay) (B). Die Daten représentieren die Mittel-
werte + Standardabweichung von drei Bestimmungen. Proben, die signifikant
grofRer sind als die DMSO-Negativkontrolle bei P < 0,05 (*) oder P < 0,01 (**)
(bestimmt mittels Student’'s t-Test) sind gekennzeichnet. Die Aktivitaten sind

als relative Induktion bezogen auf 1 uM BNF als Positivkontrolle dargestellt.
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Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten somit sowohl im EGFP-Assay, als auch im
Luciferase-Assay (Abb. 33), dass die Inkubation der entsprechenden Hepa-Zellen bei
mehreren Proben, vorwiegend den Sojasaucen, zu einer signifikanten Steigerung der
Expression des jeweiligen Reporterproteins fiihrte. Diese Proben konnen somit als
natiirliche Quellen fiir (noch néher zu charakterisierende) natiirliche AhR Agonisten
angesehen werden. Fiir Proben, die nicht zu einer signifikanten Reportergenexpression
fiihrten, wird angenommen, dass diese Lebensmittel keine oder nicht in ausreichender
Konzentration AhR Agonisten enthalten, um unter den gewdhlten experimentellen

Bedingungen eine Genexpression zu induzieren.

Das Screening auf eine mdgliche antagonistische Aktivitdt (Abb. 34) der Soja- und
Wiirzsaucen erfolgte durch Koinkubation der Probenlosungen mit 0,1 pM [B-Naphtho-
flavon (BNF) als Induktor der AhR vermittelten Genexpression, um eine moglichst
maximale Reportergenexpression ohne gleichzeitige Ubersittigung der in den Zellen
vorliegenden Rezeptoren zu erreichen. Wie in Abb. 34 (A) zu erkennen ist, fithrte die
Inkubation verschiedener Soja- und Wiirzsaucen zu einer signifikanten Steigerung der
EGFP-Expression gegeniiber der separat mitgefiihrten Kontrolle 0,1 pM BNF. Diese
Proben zeigten somit keine antagonistischen d. h. inhibitorischen Effekte, sondern
wiesen additive, im Fall der Wiirzfonds sogar synergistische Effekte auf. Eine
Reduktion der durch BNF induzierten Genexpression und eine somit antagonistische

Wirkung war nur bei der Probe ,,Worcestersauce 2 (W-Sauce 2) zu beobachten.

Hingegen waren beim Screening auf antagonistische Eigenschaften im Luciferase-
Assay (Abb. 34 B) bei allen Proben, mit Ausnahme von ,,W-Sauce 3, inhibitorische
Effekte erkennbar. Der ausgeprégteste inhibitorische Effekt trat bei Probe ,,Sojasauce 2
auf, die die durch 0,1 pM BNF induzierte Luciferase-Reporterproteinexpression auf
62 % abschwichte. Dies bedeutet, dass in diesen Lebensmittelproben vorliegende
Inhaltsstoffe in der Lage waren bei Koinkubation mit einem starken Agonisten, die
durch diesen Agonisten ausgeldoste Genexpression zu antagonisieren. Gleichzeitig

waren Inhaltsstoffe auch fahig als schwache Agonisten zu wirken (Abb. 33).
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Abb. 34:  Screening auf antagonistische Eigenschaften von Soja- und Wirzsaucen durch
direkte Inkubation der Proben mit H1G1.1c3 Zellen (EGFP-Assay) (A) bzw. mit
H1L6.1c2 Zellen (Luciferase-Assay) (B) in Gegenwart von 0,1 pM BNF. Die
Daten représentieren die Mittelwerte + Standardabweichung von drei
Bestimmungen. Proben, die sich signifikant von der Referenz 0,1 uM BNF bei
P< 0,05 (*) oder P < 0,01 (**) (bestimmt mittels Student's t-Test) unter-
scheiden sind gekennzeichnet. Die Aktivitaten sind als relative Induktion
bezogen auf 0,1 uM BNF dargestellt.
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Bei der Interpretation der beobachteten Effekte ist zu beriicksichtigen, dass AhR
Liganden und ,,Nicht-Liganden* in den Zellen Metabolisierungsprozessen unterworfen
sein konnen, die von Art und Struktur der Substanzen und somit auch von deren
Verweildauer in der Zelle abhdngen. Zwar wurden beide Assays vom gleichen Zelltyp
(Hepalclc7) abgeleitet, was exakt gleiche Bedingungen bei der Aufnahme der Proben
in die Zellen und beim Mechanismus der AhR vermittelten Genexpression gewihr-
leistete, aufgrund der unterschiedlichen Stabilitit und Detektionsgrenzen der
induzierten Reporterproteine unterscheiden sich die experimentellen Bedingungen
jedoch hinsichtlich der Inkubationsdauer. Wihrend der relativ langen Inkubationszeit
von 24 Stunden beim EGFP-Assay, gegeniiber der nur vierstiindigen Inkubation beim
Luciferase-Assay, konnen Probeninhaltsstoffe von zelluldren biotransformierenden
Enzymen umgesetzt werden und somit umfangreichen Metabolismusprozessen unter-

worfen sein.

Fiir die Unterschiede beim Screening auf antagonistische Ligandenaktivitidt zwischen
den beiden zellbasierten Reportergenassays ist vermutlich die durch Metabolisierung
von Inhaltsstoffen verdnderte Zusammensetzung der Proben, bedingt durch unterschied-
lich lange Inkubationszeiten, verantwortlich: Wie in Abb. 34 (B) zu erkennen ist, riefen
die getesteten Lebensmittelproben, insbesondere die Sojasaucen, beim Screening auf
antagonistische Ligandenaktivitidt im Luciferase-Assay eine Reduktion der induzierten
Luciferase-Expression hervor und inhibierten somit die Wirkung des Agonisten
B-Naphthoflavon. Aufgrund der relativ kurzen Inkubationszeit ist beim Luciferase-
Assay eine metabolische Verdnderung der Probeninhaltsstoffe vernachlissigbar. Aus
den Ergebnissen des Luciferase-Assays kann somit geschlossen werden, dass in den
untersuchten Lebensmittelproben, die eine komplexe Mischung aus AhR Agonisten und
Antagonisten darstellen, unter diesen gewihlten experimentellen Bedingungen
antagonistische Effekte liberwiegen.

Im Gegensatz dazu fiihrte die Inkubation verschiedener Soja- und Wiirzsaucen beim
Screening auf antagonistische Ligandenaktivitdt im EGFP-Assay zu einer signifikanten
Steigerung der EGFP-Expression. Es kann angenommen werden, dass wiahrend der
relativ langen Inkubationszeit antagonistisch wirksame Probeninhaltsstoffe durch

Metabolisierung aus den Zellen entfernt bzw. ,,deaktiviert” werden, sodass diese nicht
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mehr mit dem Ah Rezeptor wechselwirken konnen und somit agonistische Effekte
iiberwiegen.

Unter Einbeziehung der beim Screening auf agonistische AhR Ligandenaktivititen
durch die Lebensmittelproben ausgeldsten agonistischen Response spiegeln die
Ergebnisse die Gesamtheit der in den Proben vorkommenden agonistischen und
antagonistischen Aktivititen wider und geben einen ersten Einblick in das Wechselspiel

von AhR Liganden in komplexen Mischungen.

5.3  Screening einer fraktionierten Sojasauce

Zur weiteren Kldrung der Frage, welche Anteile der untersuchten Soja- und
Wiirzsaucen fiir die beobachteten agonistischen und antagonistischen Effekte
verantwortlich sind, wurde die im Screening auf agonistische Ligandenaktivitét aktive
Probe ,,Sojasauce 4 mittels préparativer Sdulenchromatographie iiber RP-18 Material
in Fraktionen unterschiedlicher Polaritidt aufgetrennt. Die durch Elution mit einem
Acetonitril-Wasser-Gradienten erhaltenen Fraktionen wurden iiber Fliessinjektions-
analyse mit massenspektrometrischer Detektion auf ihre Hauptkomponenten hin
untersucht, Fraktionen mit gleichen Hauptkomponenten vereinigt und mittels der

Reportergenassays auf ihr AhR Ligandenpotential getestet.

Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse fiir die nicht-fraktionierte Sojasauce und fiir
die Fraktionen in den Reportergenassays zu gewihrleisten, wurde fiir alle Proben eine
einheitliche Konzentration an Sojasauce Trockenmasse (TM) pro Well eingesetzt. Die
in den Diagrammen von Abbildung 35 und 36 angegebenen Aktivititen beziehen sich
auf 0,35 mg = 0,09 mg TM/Well. Daneben wurde auch die nicht-fraktionierte Soja-
sauce 4 (S 4) in allen Ansdtzen in dieser Konzentration mitgefiihrt und die relativen

Aktivititen durch das Bezugssystem -Naphthoflavon ausgedriickt.
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Abb. 35:
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Screening auf agonistische Eigenschaften von 25 Fraktionen der Sojasauce
S 4 durch Inkubation mit H1G1.1c3 (EGFP-Assay) (A) bzw. H1L6.1c2 Zellen
(Luciferase-Assay) (B). Die Daten reprasentieren die Mittelwerte + Standard-
abweichung von drei Bestimmungen. Proben, die signifikant grof3er sind als
DMSO-Negativkontrolle bei P < 0,05 (*) oder P < 0,01 (**) (bestimmt mittels
Student’'s t-Test) sind gekennzeichnet. Die Aktivitaten sind als relative
Induktion bezogen auf 1 uM BNF als Positivkontrolle dargestellt.



130

C Ergebnisse und Diskussion

A 160,0

140,0 -

120,0

Induktion von GFP [%]

40,0 A

20,0 4

0,0 -

140
B

120 4

Aktivitat der induzierten Luciferase [%]

20 A

Abb. 36:

ns
ns

100,0 +

80,0 -

60,0

ns ns ns ns

ns ns

*%

*%x Kk

BNF +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8 +9 +10 +11 +12 +13 +14 +15 +16 +17 +18 +19 +20 +21 +22 +23 +24 +25 +S4

100 +

80 A

60 -

40 1

ns
ns
ns

ns
ns ns

*%

*k *k
*%

wok id Hk
sk Hk

*% *%
*%

BNF +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8 +9 +10 +11 +12 +13 +14 +15 +16 +17 +18 +19 +20 +21 +22 +23 +24 +25 S4

Screening auf antagonistische Eigenschaften von 25 Fraktionen der Soja-
sauce S 4 durch Inkubation mit H1G1.1c3 Zellen (EGFP-Assay) (A) bzw. mit
H1L6.1c2 Zellen (Luciferase-Assay) (B) in Gegenwart von 0,1 uM BNF. Die
Daten reprasentieren die Mittelwerte + Standardabweichung von drei
Bestimmungen. Proben, die sich signifikant von der Referenz 0,1 uM BNF bei
P< 0,05 (*) oder P < 0,01 (**) (bestimmt mittels Student's t-Test) unter-
scheiden sind gekennzeichnet. Die Aktivitaten sind als relative Induktion

bezogen auf 0,1 uM BNF dargestellt.
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Bei unseren Untersuchungen zu den agonistischen und antagonistischen Liganden-
eigenschaften der fraktionierten Sojasauce ,,S 4“ zeigte sich eine Verteilung der
Aktivitiaten auf unterschiedliche Fraktionen.

Beim Screening auf agonistische Ligandenaktivitidt (Abb. 35) war auffillig, dass in
beiden Assays neben sehr aktiven Fraktionen im Bereich der mittelpolaren und
unpolaren Fraktionen (10-18 bzw. 19-25) auch mehrere der polaren Fraktionen (1-9)
fahig waren die Expression des jeweiligen Reporterproteins deutlich zu stimulieren.
Dies ist als Nachweis fiir das Vorkommen von polaren AhR Agonisten in diesen
Fraktionen zu bewerten. Die insgesamt aktivsten Fraktionen zeigten Wirkstdrken, die
zwischen 60 und 90 % der durch 1 uM BNF induzierten Effekte lagen und iiberstiegen
damit auch das durch die nicht-fraktionierte Probe (S 4) induzierte Expressionsniveau

von ca. 40 %.

Den Screening-Ergebnissen auf antagonistische Ligandenaktivitdt in Abbildung 36 ist
zu entnehmen, dass insbesondere beim Luciferase-Assay, weniger stark beim EGFP-
Assay, eine Inhibierung der durch 0,1 uM BNF induzierten Reportergenexpression
durch verschiedene Fraktionen erfolgte. Daraus ldsst sich schlieen, dass es bei
langeren Inkubationszeiten, wie beim EGFP-Assay mit einer Inkubationsdauer von 24
Stunden, durch zellulire Metabolisierungsprozesse zur ,Deaktivierung“ von
metabolisch labilen AhR Antagonisten kommen kann, was sich in den weniger
ausgepragten Inhibierungseffekten im EGFP-Assay gegeniiber dem Luciferase-Assay

mit deutlich kiirzerer Inkubationszeit duBerte (vgl. auch Abschnitt C 4.2).

Daneben war auch interessant, dass diese antagonistischen Wirkungen vorwiegend auf
die polaren und mittelpolaren Fraktionen beschrinkt waren, wihrend bei den unpolaren
keine oder nur eine schwache Beeinflussung der durch BNF induzierten Genexpression
auftrat. Die antagonistische Wirkung von ,,Sojasauce 4* lie sich somit hauptsdchlich
Verbindungen mit polarem Charakter zuordnen, die durch das eingesetzte polare

Losungsmittelgemisch extrahierbar waren.

Insgesamt demonstrieren die Ergebnisse der beiden sensitiven Reportergenbioassay-
Systeme das Vorkommen sowohl von AhR Agonisten als auch von AhR Antagonisten

in verschiedenen Wiirz- und Sojasaucen, die als Modellsysteme fiir die komplexe
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Zusammensetzung von Lebensmitteln ausgewéhlt wurden. Obwohl die Identitdt der
AhR aktivierenden und inhibierenden Chemikalien in diesen Lebensmitteln noch weit-
gehend ungekldrt ist, zeigen unsere Ergebnisse und die anderer Arbeitsgruppen
(Amakura et al., 2002; Jeuken et al., 2003), dass AhR Liganden in Lebensmittel-
produkten weit verbreitet sind. Die Screeningergebnisse fiir die fraktionierte Sojasauce
belegen auBerdem, dass polare Inhaltsstoffe als AhR Agonisten wirken konnen,

insbesondere aber auch eine starke antagonistische Aktivitdt aufweisen (Abb. 36 B).

Es ist anzunehmen, dass die in Wiirz- und Sojasaucen identifizierten Inhaltsstoffe wie
z. B. Tryptophan und daraus abgeleitete B-Carbolinderivate, sowie weitere Inhaltsstoffe
aus der Klasse der Flavonoide, wie z. B. die Sojaflavonoide Daidzein und Genistein, an
den beobachteten Effekten beteiligt sind, deren AhR Ligandenpotential bereits als
isolierte Verbindungen nachgewiesen wurde (vgl. Abschnitt C 3; Amakura et al. 2003).
Zusitzlich ist vorstellbar, dass auch unbekannte Fermentations- und Erhitzungs-
produkte aus dem Herstellungsprozess zur Gesamt-AhR-Aktivitét in diesen komplexen

Lebensmitteln beitragen.

5.4  Diskussion der Ergebnisse

Die Mehrzahl der bisher identifizierten AhR Liganden sind synthetische Verbindungen.
Es wurden aber auch zahlreiche natiirlich vorkommende und endogene AhR Liganden
identifiziert und charakterisiert (vgl. Abschnitt B 2). Die meisten Untersuchungen zur
AhR Ligandenaktivitit von Lebensmittelinhaltsstoffen fokussierten sich dabei auf die
durch einzelne Verbindungen ausgelosten Effekte und erlaubten keine Beurteilung der
Gesamtaktivitdt eines Lebensmittels oder seines Extrakts, das eine komplexe Mischung
vielfiltiger Substanzen darstellt (Amakura et al., 2003). Die Analyse von einzelnen aus
Lebensmitteln isolierten Substanzen gab Aufschluss liber deren Potential, den AhR
Signalweg zu aktivieren oder zu inhibieren. Sie ermoglichte jedoch keine Aussage, ob
diese Verbindungen auch tatsichlich ihre AhR-abhingige biologische Aktivitit ausiiben
koénnen, wenn sie in einem Extrakt oder dem Lebensmittel selbst vorkommen. Die

Untersuchung und Aufklarung der Gesamt-AhR-Aktivitdt eines Rohextrakts oder eines
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Lebensmittels erlaubte es dazu biologische und physiologisch relevante Informationen

Zu gewinnen.

Ziel unserer Studien zu den AhR Ligandenaktivitdten verschiedener Lebensmittel-
proben war es, das Vorkommen von AhR Agonisten und Antagonisten in komplexen
Lebensmitteln zu beschreiben. Wéhrend bei den wenigen bisher publizierten Screenings
von Gemiisen, Friichten und Kridutern die Hexan-Extrakte dieser Produkte untersucht
wurden (Bohonowych et al, 2000; Jeuken et al., 2003), konnten wir die wissrigen Soja-
und Wiirzsaucen, nach Abzentrifugation von Triib- und Schwebstoffen, direkt flir die
Inkubation mit den entsprechenden Zellsystemen einsetzen. Da in den verdffentlichten
Studien mit dem Losungsmittel Hexan nur die lipophilen Anteile der Proben extrahiert
und der Untersuchung zugefiihrt wurden, und polare Anteile mit weiteren potentiellen
AhR Liganden vernachldssigt wurden, konnte dies in einer erheblichen Unterbewertung
der Gesamtaktivitit der Probe resultieren. Unser Vorgehen ermoglichte es hingegen das

gesamte Spektrum an AhR Liganden in den Proben zu beurteilen.

Unsere Experimente demonstrierten das Auftreten von zahlreichen unbekannten polaren
und unpolaren AhR Liganden in einer Reihe von Wiirz- und Sojasaucen. Diese
Ergebnisse deckten sich mit den Untersuchungen von Dension und Mitarbeitern
(2004a), die agonistische Aktivitdten nicht nur in DMSO-, sondern auch in polaren
Ethanol- und Wasserextrakten verschiedener Papier- und Plastikprodukte nachweisen
konnten (Denison et al., 2004a). Es erwies sich somit als vorteilhaft, wenn moglich,
Lebensmittel als ,,Ganzes* zu analysieren, um das vollstindige Wirkpotential dieser
komplexen Mischungen zu erfassen oder alternativ auch polare Extraktionsmittel

einzusetzen, um polare AhR Liganden bei der Analyse nicht zu vernachldssigen.

Zusammenfassend konnten wir mit Hilfe der zellbasierten Reportergen-Screeningassays
zeigen, dass im lokalen Handel erhéltliche Soja- und Wiirzsaucen als natiirliche Quellen
fiir AhR Liganden mit agonistischem und antagonistischem Potential einzuordnen sind.
Die untersuchten Lebensmittelproben sind somit prinzipiell fdhig iiber den AhR
vermittelten Signalweg den Xenobiotika-Metabolismus zu modulieren, wenngleich die

biologisch-toxikologische Relevanz in vivo noch zu untersuchen ist.
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Bertiicksichtigt man die relativ geringen Mengen der untersuchten Proben von ca.
0,35 mg TM/Well, dann miissen diese Lebensmittelproben relativ hohe Konzentrationen
an AhR Liganden bzw. relativ starke AhR Liganden enthalten. Das Vorkommen von
vergleichsweise hohen Konzentrationen an AhR Liganden in Lebensmitteln wie
Friichten, Gemiisen und Kriutern (Bohonowych et al., 2000; Amakura et al., 2002;
Jeuken et al., 2003) sowie in den von uns untersuchten fermentierten bzw. stark ver-
arbeiteten Soja- und Wiirzsaucen stiitzt die These, dass sich der Ah Rezeptor als ein
ligand-induzierbares System entwickelt hat, um den Metabolismus von endogenen und

aus der Nahrung stammenden Verbindungen zu erleichtern.

Die Entwicklung bioassay-gestiitzter Fraktionierungsprozeduren zur Isolierung und
Charakterisierung von bisher unbekannten polaren und unpolaren AhR Liganden in
Lebensmitteln und anderen relevanten Produkten konnte zusétzliche Einblicke in das
breite Spektrum von Verbindungen liefern, die féhig sind an den Ah Rezeptor zu binden
und die AhR Signaltransduktion zu aktivieren. Ein solches Vorgehen wird jedoch durch
vielfiltige Wechselwirkungen, wie antagonistische, additive und synergistische Effekte,
die zwischen den Chemikalien in einer komplexen Mischung vorliegen konnen, er-
schwert. Auch das Auftreten unterschiedlicher, z. T. gegensitzlicher Wirkungen bei
unterschiedlichen Konzentrationen, wie sie durch U-formige Dosis-Wirkungskurven
beschrieben werden, konnen diese Vorgehensweise erschweren (Marquardt und

Schéfer, 2004).

Unsere Ergebnisse zeigten aullerdem, dass die zellbasierten Reportergenassays nicht nur
zur Detektion und relativen Quantifizierung von Dioxinen und verwandten haloge-
nierten aromatischen Kohlenwasserstoffen in Umweltproben wie Serum, Flugasche und
Boden geeignet sind, sondern auch den Nachweis von natiirlichen AhR Liganden in
Lebensmitteln ermdglichen. Die Reportergenassays sind flir diese Untersuchungen
besonders geeignet, da sie den gesamten Ablauf des AhR vermittelten Signalwegs von
Aufnahme in die Zelle, Bindung an den Rezeptor, Translokation in den Zellkern, Trans-
formation in DNA-Bindungsform, Bindung an DRE und Transkription der nach-

geschalteten Gene abdecken.
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1 Material

1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien und Biochemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in
p-A.-Qualitdt von den Firmen Sigma, Fluka, Aldrich, Acros, Merck, Riedel-de Hien
und Calbiochem bezogen. Die Herkunft weiterer spezieller Substanzen, insbesondere
von Analysenkits, ist im Methodenteil vermerkt.

1.2 Untersuchungsmaterial

Die verwendeten Lebensmittelproben wurden vom ortlichen Handel bezogen und bis
zur Verwendung kiihl gelagert.

1.3  Saulenchromatographie

Als stationdre Phase wurde LiChroprep® RP-18 (Korngrofe 40 - 63 um; Merck)
verwendet.

1.4 Membranfiltration

Spartan 30/A Einmalfilter mit 0.2 pum Porengréfle und 30 mm Durchmesser (Ziemer)

wurden zur Filtration der Lebensmittelproben eingesetzt.
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1.5  Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien H1L6.1c2 und HIG1.1¢3 sind durch stabile
Transfektion der Plasmide pGudLuc6.1 (Luciferase-Zellen) bzw. pGreenl.1 (EGFP-
Zellen) von der Mausleberzelllinie Hepalclc7 abgeleitete Klone (Rushing und Denison,
2002; Nagy et al., 2002; Han et al., 2004) (vgl. Abschnitt B 4.4.1). Sie wurden uns von
Prof. Dr. M. S. Denison (Lehrstuhl fiir Environmental Toxicology der University of
California, Davis, USA) zur Verfiigung gestellt.

1.6  Zellkulturbedarf

Da fiir die Kultivierung permanenter Zelllinien sterile Arbeitsbedingungen erforderlich
sind, wurden alle verwendeten Verbrauchsmaterialien, Gerdte, Ndhrmedien und
Arbeitslosungen vor Gebrauch mittels eines Autoklaven sterilisiert bzw. bereits als

sterile Produkte bezogen.

Verbrauchsmaterialien fur die Zellkultur

Reaktionsgefae 1,5 ml und 2 ml Eppendorf
Einmalpipetten 10 ml und 25 ml Falcon und Nunc
Zellkulturschalen & 100 mm Corning
Multiwell-Zellkulturplatten (6 Locher) Falcon
Multiwell-Zellkulturplatten (12 Locher) Falcon
Zentrifugenréhren (PP) 50 ml und 15 ml Falcon
96-Well-Platten (schwarz, klarer Boden) Corning
96-Well-Platten (weil3, nicht steril, fiir Lumineszenzmessung ) Corning
96-Well-Platte (weil3, klarer Boden) Corning
Sterilfilter 0,2 pm fiir Einmalspritzen Schleicher&Schuell
Kryordhrchen Nalgene
Zellschaber Corning
Pasteurpipetten

Einmalspritzen
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Chemikalien fur die Zellkultur
Die verwendeten Zellkulturmedien, Antibiotika, Seren und sonstigen Arbeitslosungen
wurden von LifeTechnologies (Gibco), Boehringer Mannheim und GemCell bezogen

und entsprechend den Herstellerspezifikationen gelagert.

Zellkulturmedien:

e HI1GI.1c3 Zellen (EGFP-Zellen): MEM-a-Medium mit L-Glutamin,
Ribonukleotiden, Desoxyribonukleotiden, supplementiert mit 10 % FKS,
1 % Pen/Strep und 484 mg/l Geneticin (G418)

e HIL6.1c2 Zellen (Luciferase-Zellen): MEM-a-Medium mit L-Glutamin,
Ribonukleotiden, Desoxyribonukleotiden, supplementiert mit 10 % FKS und
1 % Pen/Strep

Arbeitslésungen fur die Zellkultur:

o Trypsin-EDTA (1x): 0,25 % Trypsin, ] mM EDTA + 4 Na, ohne Ca’" und Mg2+
e Penicillin-Streptomycin-Lsg.: 10 000 Einheiten Pen / ml und 10 000 pg Strep / ml
e Geneticin (G418): 50 mg/ml als selektives Antibiotikum

e PBS (Phosphatgepufferte Kochsalzlosung) pH 7,2

o FKS (Fotales Kélberserum): steril filtriert und hitzeinaktiviert

Gefriermedium zur Kryokonservierung der Zellen:
Eine Mischung aus 70 % Zellkulturmedium (mit 10 % FKS supplementiert), 20 % FKS
und 10 % DMSO als Gefrierschutzmittel wird vor Verwendung frisch hergestellt und

durch ein 0,2 pm Einmalsterilfilter filtriert.

1.7  Material fur die Gelretardation Assays (GRA)

Acryl / Bis (30 /0,8 %): 30 g Acrylamid und 0,8 g N,N’-Bis-Methylenacrylamid
mit dest. H,O auf 100 ml auffiillen und durch Whatman-

Papier filtrieren
10 %ige APS-Lsg.: 10 mg Ammoniumpersulfat (APS) in 1 ml dest. H,O 16sen

TEMED: N,N,N’,N’-Tetramethylenethylendiamin
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NSC:

0,5 M EDTA fiir TAE:

3 M Natriumactetat-Lsg:

1 M Tris:

Laufpuffer TAE (10x):

Ficoll GRA-Ladepuffer:

Oligonukleotide:

Radioaktive Markierung

der Oligonukleotide:

poly(dI*C) als nicht spezifischer Kompetitor

Die NSC-Konzentation sollte bei den cytosolischen
Proben im Bereich 100 bis 400 ng/Inkubation und bei
Zellkernextrakten bei 1 bis 4 pg/Inkubation liegen. Da
poly(dI*C) oftmals unterschiedlich effektiv wirkt, muss
die optimale Konzentration zur maximalen Ausbildung der
Protein-DNA-Komplexe fiir jede Charge empirisch

ermittelt werden.

186,1 g Na,EDTA*2 H,0 in 700 ml dest. H,O 16sen, mit
10 M NaOH auf pH = 8,0 einstellen und auf 1 1 auffiillen

123 g Natriumacetat (anhydrous) in 240 ml dest. HO
16sen, mit Eisessig auf pH = 4,6 einstellen, auf 500 ml

auffullen

60,55 g Tris-Base in 400 ml dest. H,O 16sen, pH-Wert auf
8,0 einstellen und auf 500 ml auffiillen

67 ml 1 M Tris (pH = 8,0)

11 ml 3 M Natriumacetatldsung
20 ml 0,5 M EDTA (pH = 8,0)
auf 1 I mit dest. H,O auffiillen

25 mg Bromphenolblau (0,25 %)

2,5 g Ficoll (Typ 400)

10 ml dest. H,0
5’-GATCTGGCTCTTCTCACGCAACTCCG-3" und
5’-GATCCGGAGTTGCGTGAGAAGAGCCA-3’

(= Wild-Typ DRE)

y->’P-ATP (Amersham Biosciences);
T4-Polynukleotidkinase-Kit (New England Biosciences)
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1.8  Pufferherstellung

1 M DTT:

HEDG-Puffer:

10 mM Hepes (pH 7.5):

MDH-Puffer :

MDHK-Puffer:

HEDGKA4-Puffer:

HEDGKS-Puffer:

Rennealing-Puffer:

T4 Kinase-Puffer:

154 mg DTT / ml dest. H,O

5,96 g Hepes in 800 ml dest. H;O 16sen, pH-Wert mit
10 M NaOH auf 7,5 einstellen; 0,372 g Na,EDTA, 0,154 g
DTT und 100 ml Glycerin zufiigen und auf 1 1 mit dest.
H,O0 auffiillen.

2,38 g Hepes/ I dest. H,O, pH auf 7,5 einstellen.

61 mg MgCl, und 0,596 g HEPES in 80 ml dest. H;O
16sen und den pH-Wert mit 10 M NaOH auf 7,5 einstellen.
Mit dest. H,O auf 100 ml auffiillen und unmittelbar vor
Gebrauch 154 mg DTT zugeben.

610 mg MgCl,, 5,96 g HEPES und 7,456 g KCl in 800 ml
dest. H>O 16sen, den pH-Wert mit 10 M NaOH auf 7,5
bringen und mit dest. H,O auf 1 | auffiillen. Unmittelbar
vor Gebrauch 154 mg DTT zugeben.

5,96 g Hepes, 372 mg Na,EDTA, 100 ml Glycerin und
29,82 g KCI in 800 ml dest. H,O 16sen, mit 10 M NaOH
pH-Wert auf 7,5 einstellen und mit dest. HO auf 1 1 auf-
fiillen. Unmittelbar vor Gebrauch 154 mg DTT zufiigen.

5,96 g Hepes, 372 mg Na,EDTA, 100 ml Glycerin und
59,65 g KCI in 800 ml dest. H,O I6sen, mit 10 M NaOH
pH-Wert auf 7,5 einstellen und mit dest. H,O auf 1 | auf-
fiillen. Unmittelbar vor Gebrauch 154 mg DTT zufiigen.

405 mg Tris*Cl, 132 mg MgCl,, 16 mg Spermidin und
242 mg EDTA in 45 ml dest. H>O 16sen, pH mit 12 M HCl
auf 7,5 einstellen. Unmittelbar vor Gebrauch 154 mg DTT
zufiigen.

660 pl 1 M Tris (pH 7,5), 10 ul 1 M Spermidin, 100 pl
1 M MgCl,, 150 pl 1 M DTT, 40 pl 500 mg/ml BSA und
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100 ml dest. H;O mischen und zur Lagerung bei — 80 °C
aliquotieren.

TE-Puffer: 1,21 g Tris*Cl und 0,37 g Na,EDTA in 800 ml dest. H,O
16sen und den pH-Wert mit 12 M HCI auf 8,0 bringen. Mit
dest. H,O auf 1 | auffiillen.

1.9  Proteinbestimmung

Proteinbestimmung mittels BioRad-Protein-Assay (fur Zellkernextrakte):
BSA-Stocklosung: 0,1 mg/ml in HDEK-Puffer
BioRad Farbstoff-Reagenz: 1:4 in Verdiinnung des Konzentrats in H,O

Proteinbestimmung mittels Fluorescamin-Losung (fir Luciferase-Assay):
BSA-Stocklosung: 5 mg/ml in Lysispuffer bei Verwendung von 6-Well-
Zellkulturschalen

2,5 mg/ml in Lysispuffer bei Verwendng von 12-
Well-Zellkulturschalen

Fluorescamin-Losung: 500 pg Fluram® / ml in Acetonitril
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2

Gerate

2.1  Fluoreszenz-, Lumineszenz- und UV-Messgerate

Fluostar Galaxy (BMG) inkl. Fluoreszenz-, Lumineszenz- und Absorptions-
Messkopf mit Fluostar-Software V4.20

GENios (Tecan) mit Xfluor4 Software V4.2

Microplate Luminometer Lucy2 (Anthos) mit Software LucySoft V1.5 und
WinSelect V2.2 zur Proteinbestimmung

Vimax Kinetic Microplate Reader (Molecular Devices) mit Software Softmax V2.02

2.2  Gelchromatographie

Elektrophorese-Apparatur (vertikale Kammer)

Power Supply System EC 105 (Fisher Biotech)

Masterflex Pumpe FB105 (Cole-Parmer-Instruments)
Geigerzédhler Model 3 Survey Meter (Lablum Measurements)
Szintillationszéhler

Geltrockner SGD 4050 (Thermo-Savant)

2.3  Gel-Auswertung

Phospholmager SI mit Software ScanControl V1.0, Image Quant Tools V1.0 und
Image Quant Mac V1.2 (Molecular Dynamics)

entsprechende Phospholmager-Platten (20 x 25 cm)

Fuji Medical X-Ray Film 100 NIF, 20,3 x 35,4 cm

X-Ray Film Developer
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2.4

Zentrifugen

e Microspin 24S und Microspin 12S (Sorvall)
e Vakuum-Micro-Ultrazentrifuge RC M100 mit Rotor RP 100 AT2 (Sorvall)

e Kiihlzentrifuge Typ Universal 16R, Rotor 1616 & 1614 (Hettich)

e Biofuge (Heraeus)

2.5

pH-Meter:
Waagen:

Rotavapor:
Lyophilisator:
Schiittler:

2.6

Pumpe:
Injektor:

Spektrometer:

ESI-Kapillare:
Sheath-Gas:
Hilfsgas:

Ionenquelle:

Eingangskapillare:
Kapillarspannung;:

Datenaufnahme u.

Auswertung:

Sonstige Geréate

Beckman ®32 pH-Meter (Beckman)

Mettler AJ 100, PE 600 und PL 300 (Mettler)

Sartorius BP 210 S (Sartorius)

Biichi B-173, Vakuum-Controller B-720

Christ Alpha 1-4; 0,1 mbar (Christ)

Bellydancer (Storvall); Titer Plate Shaker (Lab-Line Instruments)

Fliessinjektionsanalyse mit MS-Detektion

Hochdruckgradientenanlage (Applied Biosystems)

Rheodyne 8125 Probenventil, Probenschleife 5 pl

Finnigan TSQ 7000 Triple-Stage-Quadrupol-Tandemmassen-
spektrometer (Finnigan MAT, Bremen) mit ESI-Interface
desaktivierte Fused Silica Kapillare (50 um ID, J&W)
Stickstoff 5.0, 70 psi

Stickstoff 5.0, 10 Skalenteile

Atmosphérendruck, Raumtemperatur

200 °C

3kV

DEC 5000/33 Workstation (Digital Equipment, Unterfohring)
und ICIS 8.1 Software (Finnigan MAT, Bremen)
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3 Methoden

3.1 Zellkulturmethoden

Alle durch Kontamination gefdhrdeten zelluldren Arbeiten wurden unter Reinstluft-

Bedingungen in einer Sterilwerkbank durchgefiihrt.

3.1.1 Kultivierung und Passagieren der Zelllinien H1L6.1c2
(Luciferase-Zellen) und H1G1.1c3 (EGFP-Zellen)

Die verwendeten Zelllinien H1L6.1c2 und HIG1.1c3 sind adhdrent wachsende
Kulturen. Die Kultivierung erfolgt als Monolayer in Zellkulturschalen (& 100 mm).
Das Passagieren der Kulturen erfolgt bei 70- bis 90%iger Konfluenz. Dazu wird das
verbrauchte Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellschicht mit 5 ml sterilem PBS
gewaschen und fiir wenige Minuten mit 1 ml Trypsin-EDTA inkubiert (Trypsinisieren).
Anschliefend wird durch Zugabe von 1 ml FKS-haltigem Zellkulturmedium das
Trypsin neutralisiert. Durch vorsichtiges Spiilen der Zellkulturplatte mit der Trypsin-
Medium-Losung werden noch anhaftende Zellen von der Zellkulturschale abgeldst und
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren die Zellen vereinzelt. Die so erhaltene Zell-
suspension wird zur Weiterfiihrung der Zellkultur neu ausgesét. Dazu werden ca. 100 pl
der Zellsuspension in Zellkulturschalen mit 10 ml frischem Zellkulturmedium tiberfiihrt
und durch vorsichtiges Schiitteln homogenisiert. Die Zellen haften innerhalb weniger
Stunden an der Zellkulturschale an und beginnen zu proliferieren. Dieses Vorgehen
entspricht einem Splittingverhiltnis von 1:20.

Die H1L6.1c2 (Luciferase)- und H1G1.1¢3 (EGFP)-Zellen unterscheiden sich bei der
Kultivierung hinsichtlich Vorgehensweise und Handhabung nicht. Jedoch wird das
Néhrmedium fiir die EGFP-Zellen zusitzlich mit dem Selektionsantibiotikum Geneticin
(G418) supplementiert.

Alle Zellen werden bei 37 °C und 5 % CO, in wasserdampfgesittigter Atmosphére
kultiviert und tdglich mikroskopisch kontrolliert.
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3.1.2 Auftauen und Kryokonservierung der Zellen

Alle verwendeten Zellen werden aus eingefrorenen Kryorohrchen im Wasserbad bei
37 °C aufgetaut und nach vorsichtigem Verdiinnen in Zellkulturmedium ausplattiert.

Nach ca. 12 bis 20 Stunden wird das Medium gewechselt.

Zur Herstellung eigener Stocklosungen werden subkonfluente Zellkulturplatten (ca.
50 %ige Konfluenz) herangezogen, die Zellen trypsiniert, in eisgekiihltem Zellkultur-
medium aufgenommen und zentrifugiert. Das Zellpellet wird anschlieBend in Gefrier-
medium resuspendiert (ca. 10° Zellen/ml) und in 1,8 ml fassende Kryorohrchen ab-
gefiillt. Die Rohrchen werden in einen vorgekiihlten und mit Isopropanol gefiillten
Einfriercontainer (Nalgene) gestellt und iiber Nacht bei — 80 °C gelagert. Mit einer
Abktihlrate von ca. 1 °C pro Minute gewéhrleistet dieser eine schonende Abkiihlung der
Zellen auf die Gefriertemperatur von — 80 °C, bevor sie am nidchsten Tag zur Langzeit-

lagerung in eine Kiihltruhe mit Fliissigstickstoff (- 196 °C) verbracht werden.

3.1.3 Ermittlung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mittels einer Neubauer-Zdhlkammer, die
Vertiefungen eines definierten Volumens aufweist. Durch Beschicken der Zéhlkammer
mit einer homogenen Zellsuspension ldsst sich unter dem Mikroskop die Anzahl der
Zellen in einem bekannten Volumen auszdhlen.

Die Zellzahl (Zellen/ml) berechnet sich nach der Formel:

Zellzahl (Zellen/ml) = (Mittelwert der gezdhlten Zellen pro Quadrat)

*Verdiinnungsfaktor * 10* ¢ ml™

3.2  Reportergenassays

Vorbemerkung: Das oben aufgefiihrte Zellkulturmedium MEM-a-Medium
supplementiert mit 10 % FKS und 1 % Pen/Strep, ohne Zusatz des Selektionsanti-

biotikums Geneticin ist Grundlage fiir die Reportergenassays beider Zelllinien.
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3.2.1 EGFP-Reportergenassay

Ausplattieren der Zellen: Die in MEM-a-Medium mit 10 % FKS, 1 % Pen/Strep und
484 mg/l G418 kultivierten H1G1.1c3-Zellen (EGFP-Zellen) werden bei ca. 90 %iger
Konfluenz trypsiniert und zur Durchfiihrung des EGFP-Assays herangezogen. Dazu
wird die Zellzahl pro Platte bestimmt (ca. 8§ Millionen. Zellen/Platte) und die Zelldichte
mit nicht-selektivem MEM-Medium auf ca. 750 000 Zellen/ml eingestellt. Mittels einer
Mehrkanalpipette werden je 100 pl dieser Zellsuspension in jede Vertiefung einer
schwarzen, 96-Well-Zellkulturplatte mit durchsichtigem Boden gegeben. Zum Anhaften
der Zellen werden die Platten bei 37 °C und 5 % CO, iiber Nacht inkubiert.

Behandlung der Zellen: Pro Behandlung werden 396 pl nicht-selektives Medium mit
4 ul der zu testenden, in DMSO bzw. in H,O geldsten Chemikalien in einem
Eppendorf-Reaktionsgefdl gemischt. Mittels einer Pasteurpipette mit aufgesteckter
Pipettenspitze wird das Medium aus allen Wells abgesaugt, ohne dabei den
Zellmonolayer zu verletzen. Pro Well werden 100 pl des so behandelten Mediums
aufgetragen, wobei alle Proben (Testsubstanzen, Positivkontrolle und Negativkontrolle)
als Triplikate eingesetzt werden. Daneben werden drei Ansdtze mit unbehandeltem
Medium mitgefiihrt. Die Inkubation der Platten erfolgt anschlieBend fiir 24 Stunden bei
33 °Cund 5 % CO,.

Messung: Das in den Zellen exprimierte Reportergen EGFP wird mittels eines
Mikroplatten-Fluorometers vermessen. Die Anregung bei 484 nm und die Messung der
Emission bei 515 nm bzw. 510 nm (je nach Filterausstattung des Geréts) (Bandbreite
10 nm) erfolgen dabei von unten durch den durchsichtigen Boden der 96-Well-

Zellkulturschale, ohne Entfernung des Mediums.

Auswertung: Da das Zellkulturmedium zu der im Assay auftretenden Hintergrund-
fluoreszenz beitrdgt, wird zur Auswertung die Fluoreszenzaktivitit der Wells, die nur
Medium enthalten (unbehandelte Zellen), von der Fluoreszenzaktivitdt aller anderen
Proben subtrahiert. Die so erhaltenen Fluoreszenzmesswerte (RFU) werden als
prozentualer Anteil der Induktion durch TCDD bzw. BNF ausgedriickt (z. B.
%-Induktion bezogen auf 100 nM BNF).
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3.2.2 Luciferase-Reportergenassay

Zur Analyse der Luciferaseaktivitit der behandelten H1L6.1c2-Zellen (Luciferase-
Zellen) wird der Luciferase-Assay-Kit von Promega verwendet, der sowohl das

Luciferase-Assay-Substrat als auch das Zellkultur-Lysis-Reagenz (Lysispuffer) enthélt.

Ausplattieren der Zellen: Die in MEM-a-Medium mit 10 % FKS und 1 % Pen/Strep
kultivierten H1L6.1c2-Zellen (Luciferase-Zellen) werden bei ca. 90 %iger Konfluenz
trypsiniert und zur Durchfithrung des Luciferase-Assays herangezogen. Die Zellen
werden in Multiwell-Zellkulturplatten mit sechs bzw. zwolf Wells ausgesédt und bei
37 °C und 5% CO; unter humiden Bedingungen bis zur Ausbildung eines konfluenten

Monolayers inkubiert.

Behandlung der Zellen: Zur Behandlung der Zellen mit den zu testenden
Verbindungen, der Positivkontrolle TCDD bzw. BNF und der Negativkontrolle DMSO
werden jeweils drei Wells mit dem entsprechend vorbereiteten nicht-selektiven Medium
versetzt und fiir 4 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, unter humiden Bedingungen
inkubiert.

Aufarbeitung der Zellen: Zur Vorbereitung der Messung muss die in den Zellen
exprimierte Luciferase durch Zelllyse freigesetzt werden. Dazu wird zunidchst das
Medium abgesaugt, ohne den Zelllayer zu beschiddigen, und die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen. Anschlieend werden pro Well 100 ul Lysispuffer zugesetzt und fiir
30 Minuten bei RT geschiittelt. Es wird mikroskopisch kontrolliert, dass sich die Zellen
ablosen und lysieren. Mit Hilfe eines Zellschabers werden restliche Zellfragmente von
der Zellkulturschale abgelost und das Lysat in auf Eis gelagerte Eppendorf-
Reaktionsgefdfie tiberfiihrt. Die so erhaltenen Zelllysate werden bis zur Lumineszenz-

messung und Proteinbestimmung bei — 80 °C gelagert.

Messung: Zur Messung werden die eingefrorenen Zelllysate aufgetaut und in einer
Kiihlzentrifuge bei 12 000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. AnschlieBend werden pro Probe
50 pl Lysat in eine weille 96-Well-Platte mit solidem Boden pipettiert, wobei die Wells

der Reihe H fiir die Proteinbestimmung frei bleiben miissen. Die Messung der
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Luciferaseaktivitdt in den Proben erfolgte in einem Mikroplatten-Luminometer bei RT.
Fiir jedes Well wurde nach automatischer Zudossierung von 50 pul Luciferin und einer
Lag-Phase von 10 Sekunden das freigesetzte Licht iiber ein Intervall von 10 Sekunden
gemessen.

Im Anschluss wird die Proteinkonzentration der einzelnen Proben mittels des
Fluorescamin-Assays bestimmt und die Luciferaseaktivitdt auf den Proteingehalt der

Proben normiert.

Auswertung: Die fiir alle Proben erhaltenen relativen Lumineszenzeinheiten bezogen
auf den Proteingehalt (RLU/ug Protein) werden als prozentualer Anteil der Induktion
durch TCDD bzw. BNF ausgedriickt (z. B. %-Luciferase-Induktion bezogen auf
100 nM BNF).

Alternative Durchfiihrung: Alternativ kann dieser Assay auch in einer 96-Well-
Zellkulturplatte durchgefiihrt werden. Dazu werden die H1L6.1c2-Zellen (Luciferase-
Zellen) in einer weillen 96-Well-Platte mit durchsichtigem Boden ausgesit, mit den
entsprechenden Testsubstanzen behandelt und mit 50 pl Lysispuffer pro Well lysiert.
Die anschlieBende Messung der Luciferase-Aktivitdt und die Bestimmung des Protein-

gehalts im Lysat erfolgt wie oben dargestellt.

3.3  Methoden zum Gelretardation Assay (GRA)

Die hier beschriebenen Methoden zur Analyse des AhR Signaltransduktionswegs
mittels Gelretardationstechniken sind aus ,,Current Protocols in Toxicology Online*
entnommen und wurden, wenn notwendig, entsprechend den vorhandenen technischen

Gegebenheiten angepasst.

3.3.1 Durchfiihrung des Gelretardation Assays (GRA)

Herstellung des 4%igen GRA-Gels: Mit 95%igem Ethanol gereinigte Glasplatten
wurden mit den zugehorigen Abstandshaltern zusammengesetzt und mit Klammern
fixiert. Fiir ein Gel werden 4,5 ml TAE-Puffer (10x), 34 ml dest. H;O, 6 ml der
Acryl/Bis-Mischung und 0,45 ml einer frisch hergestellten 10%igen Ammonium-
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persulfat-Losung gemischt. Nach Zugabe von 22,5 ul TEMED wird das Gel ziigig
gegossen und ein Kamm zur Erzeugung der Geltaschen luftblasenfrei eingesetzt. Nach
Beendigung der Polymerisation (ca. 20 Minuten) wird der Kamm vorsichtig entfernt

und das Gel in die Gelchromatographie-Apparatur eingespannt.

Durchfihrung der Chromatographie: Die Pufferreservoire der Gelchromatographie-
Apparatur werden mit 1x Laufpuffer (1x TAE-Puffer) gefiillt und die peristaltischen
Pumpen eingeschaltet. Zur Beseitigung von Luftblasen werden die Geltaschen und
Plattenzwischenrdume mittels einer Spritze mit Laufpuffer ausgespiilt. Vor dem
Auftragen der Proben in die Geltaschen sollte das Gel ca. 120 Minuten einer Pre-
Elektrophorese bei 130 V unterworfen werden. Zum Auftragen der Proben aus der
Inkubation von Cytosol bzw. der Zellkernextrakte werden jeweils 20 ul der Probe in
eine Geltasche pipettiert. Bis die Proben vollstindig in das Gel eingedrungen sind, wird
die Apparatur bei 60 V betrieben. Dann wird die Auftrennung der Proben bei 130 V
durchgefiihrt bis der Farbstoff ca. 3 cm vor dem unteren Rand des Gels angekommen ist
(Dauer ca. 2 bis 2,5 Stunden).

AnschlieBend wird das Gel herausgenommen, auf Blotting-Papier iibertragen, um
Kontaminationen zu vermeiden in Klarsichtfolie eingeschlagen, und in einem Gel-

trockner fiir 1 bis 2 Stunden getrocknet.

Entwicklung des Gels: Zur Identifizierung der Proteinbanden wird das Gel mittels
Autoradiographie entwickelt. Dazu wird das trockene Gel mit einem Rontgenfilm und
»intensifying screens® in einer Kassette iiber Nacht bei -80 °C inkubiert. In einer
Dunkelkammer werden die Rontgenfilme entnommen und entwickelt. Zusitzlich
werden die Gele mit Phosphoimager-Platten bei RT fiir 24 Stunden inkubiert und die

Banden mittels eines Phosphoimagers (semi-)quantifiziert.

3.3.2 Gelretardation Assay mit Cytosol

Inkubation mit Cytosol : Zur Inkubation wird das Meerschweinchen-Lebercytosol mit
HEDG-Puffer auf die Proteinkonzentration 8§ mg/ml verdiinnt. Fiir jede Probe werden
62,5 ul Cytosol in ein 500 ul Eppendorf-Reaktionsgefall gegeben und mit 1,25 ul (bzw.

0,625 pl) des zu testenden Liganden in entsprechender Konzentration versetzt (das
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Verhiltnis Ligand zu Cytosol sollte 1:50 betragen). Analog werden 1,25 ul DMSO als
Kontrollprobe bzw. 1,25 ul 1 uM TCDD als Positivkontrolle eingesetzt. Alle Proben
werden bei RT fiir 2 Stunden inkubiert.

DNA-Bindungsreaktion: Fiir jede Probe wird jeweils ein weiteres 500 pl Eppendorf-
Reaktionsgefd3 mit 4 ul HEDG, 3 pl HEDGKS und 4 pl poly(dI*C) in HEDG-Puffer
(250 ng/4 nl HEDG) vorbereitet. Zu dieser Mischung werden 10 pl der Inkubations-
16sung gegeben und fiir 15 Minuten bei RT inkubiert. Anschliefend werden 4 ul der
?P-markierten DRE-Oligonukleotide (ca. 100000 cpm) in jedes ReaktionsgefiB
gegeben und fiir weitere 15 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 2,8 ul des Ficoll-
GRA-Ladepuffers werden die Proben auf das Gel aufgetragen.

Lebercytosol vom Meerschweinchen mit HEDG-Puffer auf 8 mg Protein / ml verdiinnen

Inkubation von 62,5 pl Cytosol mit 1,25 pl Testsubstanz fur 2 h bei RT

Zugabe von 10 pl aus obiger Inkubation zu einer Mischung aus
4 pl HEDG, 3 pl HEDGKS8 und 4 pl Poly(dI*C) Inkubation fur 15 min bei RT

Zugabe von 4 pl der 32P-markierten DRE-Oligonucleotide
Inkubation fiir 15 min bei RT

Zugabe von 2,8 ul Ficoll Ladepuffer

Fertige Samples zur Analyse mittels Gelelektrophorese

A\

Abb. 37: Ubersichtsschema zur Inkubation von Cytosol mit mdglichen AhR Liganden
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3.3.3 Gelretardation Assay mit Zellkernextrakten

Mit den gemédll Praparationsvorschrift (sieche Abschnitt D 3.4) erhaltenen Zellkern-
extrakten wird fiir die Gelretardation Analyse analog verfahren. Jedoch enthalten die
Zellkernextrakte im Unterschied zum Cytosol bereits die DNA-Bindungsform der zu
untersuchenden Proteine, sodass die zweistiindige Inkubation mit dem Liganden nicht
notwendig ist. Daneben wird zur DNA-Bindungsreaktion kein HEDGK-Puffer
zugesetzt, da die Extrakte bereits 0,4 M KCI enthalten. Zur Inkubationslosung werden
maximal 5 ul Zellkernproteine gegeben, sodass die Salzkonzentration im Inkubations-
ansatz 80 mM KCl entspricht. Da alle im Zellkernextrakt vorhandenen Proteine DNA-
bindende Proteine sind, wird die Menge an in HEDG geldstem poly (dI*C) fiir den
Bindungsassay auf 1,5 pg/4 ul erhoht.

Zundchst wird die Proteinkonzentration in den Zellkernextrakten mit HEDGK4-Puffer
auf 1,5 bis 2 pg/ul eingestellt, wobei alle Proben und Kontrollansétze gleiche Protein-
und Salzkonzentrationen aufweisen miissen (die endgiltige KCIl-Konzentration in
jedem Ansatz sollte zwischen 80 — 160 mM betragen).

AnschlieBend werden in 500 ul Reaktionsgefdflen jeweils 5 ul Zellkernextrakt mit 7 ul
HEDG-Puffer, 5 ul HEDG4-Puffer und 4 pl poly(d[*C)-Losung (in HEDG) gemischt
und die Mischungen fiir 15 Minuten bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 4 ul der
*P-markierten Oligonukleotide wird erneut fiir 15 Minuten bei RT inkubiert. Durch
Hinzupipettieren von 3 pl des Ficoll-Ladepuffers sind die Proben fertig zum Auftragen

auf das Gel.

3.3.4 Herstellung von *P-markieren Doppelstrang-Oligonukleotiden

fur die Gelretardation Assays

Vorgehensweise: Die Einzelstrang-Oligonukleotide werden zusammengelagert und an
ihrem 5°-Ende mittels einer T4 Polynukleotidkinase und y->*P-ATP phosphoryliert.
Nach Entfernung des freien y->°P-ATP wird die Probe auf die fiir die GRAs gewiinschte

Konzentration verdiinnt.
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(Re-)Annealing der DNA-Sonde: Zunichst wird die DNA-Konzentration der
aufgereinigten Einzelstrang-DRE-Nukleotide durch Messung der Absorption eines
Aliquots bei 260 nm bestimmt. Dabei gilt: 1 Absyeo nm-Einheit entspricht 34 pg DNA/ml
fiir Einzelstrang-Oligonukleotide.

Da der Ah Rezeptor (wie die meisten Transkriptionsfaktoren) nur an doppelstrdngige
DNA bindet, synthetisch aber nur Einzelstrang-DNA hergestellt werden kann, ist
zundchst eine Anlagerung (Annealing) der beiden komplementiren DNA-Stringe
erforderlich, um eine intakte Bindungsstelle zu erhalten.

Dazu werden je 225 ng der komplementidren Oligonukleotide in ein 1 ml Mikrozentri-
fugenrohrchen gegeben, bis zur Trockne eingeengt, in 75 ul des Reannealing-Puffers
aufgenommen und 5 Minuten bei 95 °C inkubiert. AnschlieBend wird langsam auf RT
abgekiihlt, um eine erneute Dissoziation zu vermeiden. Die DNA-Konzentration der
zusammengelagerten DRE-Oligonukleotide kann durch erneute Messung der
Absorption bei 260 nm nach der Formel: 1 Abs,s nm-Einheit entspricht 50 ng DNA/ml
fiir Doppelstrang-Oligonukleotide berechnet werden.

Radioaktive Markierung der DNA-Sonde: Zur radioaktiven Markierung der doppel-
strangigen (ds) Oligonukleotide wird ein T4-Polynukleotidkinase-Kit von New England
Biosciences eingesetzt.

In ein 0,5 ml Reaktionsgefal mit Schraubverschluss werden 25 pul dest. H,O, 10 ul der
ds Oligonukleotide (Konzentration 20 —25 ng/ul), 5 pl T4 Kinase-Puffer, 8 pl y->>P-
ATP-Losung (5000 - 8000 Ci/mmol) und 2 pl der T4 DNA Polynukleotidkinase
(10 U/ul) gegeben und die Mischung fiir 30 Minuten bei 37 °C im Heizblock inkubiert.
AnschlieBend werden zur Reaktionsmischung 50 pl TE-Puffer gegeben, die Mischung
zur Aufreinigung auf eine Sephadex G-50 Spin-Sdule (SpinPure™ G-50 von CPG)
aufgetragen und fiir 2 Minuten bei 1000 g bei RT zentrifugiert. Die so erhaltene Losung
an radioaktiv markierter DNA wird 1:10 in HEDG-Puffer verdiinnt und ein Aliquot von
4 ul zur Szintillationszahlung herangezogen. Dieser sollte ca. 10° cpm/pl aufweisen.
Zur Verwendung im GRA muss diese radioaktive Stock-Losung mit HEDG-Puffer auf
100 000 cpm/4 pl verdiinnt werden.
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3.4  Praparieren von Zellkernextrakten aus kultivierten

Zellen

Prinzip: Die Isolierung der Zellkernproteine erfolgt aus kultivierten Hepa-Zellen, die
mit TCDD als Positivkontrolle, mit DMSO als Negativkontrolle bzw. mit den zu
testenden Verbindungen inkubiert werden. Nach der Behandlung der Zellen mit den
Chemikalien, werden die Zellen geerntet, gewaschen und in hypotonischen Puffer
inkubiert. Die angeschwollenen Zellen werden durch Abkratzen geerntet, homogenisiert
und die Zellkerne abzentrifugiert. Die Niederschldge der Rohzellproteinextrakte werden
gewaschen und in einem stark salzhaltigen Puffer resuspendiert, was zur Freisetzung
der loslichen Zellkernproteine fiihrt. Mittels anschliefender Zentrifugation werden die
Zellkerne abzentrifugiert und der stark salzhaltige Kernextrakt (Uberstand) wird zur

Analyse herangezogen.

Behandlung der Zellen: Typischerweise werden je sechs 10 cm grofle, konfluent
bewachsene Zellkulturschalen zur Gewinnung der Zellkernextrakte fiir jede Test-
substanz eingesetzt. Pro Platte werden 2 ml Zellkulturmedium, das mit der zu testenden
Verbindung versetzt wurde, aufgetragen und anschlieBend fiir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. Fiir die Positivkontrolle werden 1 pl einer 1 uM TCDD in DMSO-Ldsung
pro ml Zellkulturmedium und fiir die Negativkontrolle 1 ul DMSO pro ml Zellkultur-
medium (0,1 % (v/v) DMSO) zugegeben.

Gewinnung der Zellextrakte: Nach der Inkubation werden die Platten auf Eis gesetzt,
das Medium abdekandiert und die Zellen zweimal mit 5 ml 10 mM Hepes-Puffer
gewaschen. AnschlieBend werden 2 ml Hepes-Puffer auf jede Platte aufgetragen und
diese fiir 10 Minuten bei RT stehen gelassen.

AnschlieBend wird der Hepes-Puffer abpipettiert, jede Platte mit 1 ml MDH-Puffer
versetzt und die Zellen durch Abkratzen mit einen Schaber geerntet. Die Zellen werden
in einen eisgekiihlten 6-ml-Dounce Homogenisator iibergefiihrt, durch 15 bis 20 Stof3e
mit dem B-Pistill homogenisiert und das Homogenat in ein auf Eis gelagertes 15 ml

Zentrifugenrdhrchen transferiert.
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Das Homogenat wird fiir 5 Minuten bei 1000 g und 4 °C zentrifugiert, sodass die Nuclei
sedimentieren und ein weiBliches, lockeres Kernpellet entsteht. Der Uberstand wird mit
einer Pasteurpipette abgenommen, pro urspriinglich eingesetzter Zellkulturplatte werden
2 ml MDHK-Puffer zugesetzt, das Pellet durch vorsichtiges Vortexen resuspendiert und
erneut 5 Minuten bei 1000 g bei 4 °C zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wird einmal
wiederholt.

Anschlieffend wird 1 ml MDHK-Puffer zugegeben und das Nuclei-Pellet durch sanftes
Vortexen erneut resuspendiert. Die Mischung wird in ein 1,5 ml Mikrozentrifugations-
rohrchen iibergefiihrt, 5 Minuten bei 1000 g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen.

Die rohen Nuclei-Pellets werden in HEDGK4-Puffer (25 pl pro eingesetzte Platte)
durch leichtes Anklopfen der RoOhrchen resuspendiert. AnschlieBend wird fiir
20 Minuten auf Eis inkubiert, wobei alle 5 Minuten durch leichtes Schiitteln gemischt
wird. Abschlieend werden die Extrakte bei 4 °C und 15 000 rpm fiir 15 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand, indem sich nun die Zellkernproteine befinden, wird in ein
0,5 ml Mikro-Ultrazentrifugenréhrchen aus Polypropylen iiberfiihrt und in einer Sorvall
RCM 100 Mikro-Ultrazentrifuge (Rotor RP100AT) fiir 20 Minuten bei 90 000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Die so erhaltenen Zellkernextrakte werden zweckmaifBigerweise in
Aliquoten von 25 pl bei — 80 °C eingefroren. Die Proteinkonzentrationen der Zellkern-
extrakte werden mit den Bio-Rad Proteinassay bestimmt. Die erwiinschte Protein-

konzentration sollte mindestens 2 pg/ul betragen (vgl. Abb. 38).
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2 ™
100 % konfluent gewachsene, von Hepalclc7 abgeleitete Zellen
Inkubation mit Testsubstanz bzw. TCDD bzw. DMSO bei 37 °Cfir1—2h
A J
) [
Platten auf Eis setzen, Medium abdekandieren, 2x mit HEPES-Puffer waschen
Inkubation mit 2 ml HEPES-Puffer fur 8 — 10 min bei RT
! \
HEPES-Puffer komplett abnehmen und 3 ml MDH-Puffer zugeben
! \
Abldsen der Zellen mittels eines Zellschabers
Uberfiihren der Zellen in einen Dounce-Homogenisator
A
) [
Zellaufschluss im Dounce-Homogenisator durch 15 — 20 St6i3e
Transfer des Homogenats in ein 15 ml PP-Réhrchen
N
) [
Zentrifugation fiir 5 min bei 1000 g und Verwerfen des Uberstandes
Pellet in 10 ml MDHK-Puffer resuspendieren, zentrifugieren und Uberstand verwerfen (2x)
A\
l \
Pellet durch Vortexen in 1 ml MDHK resuspendieren, in ein Mikrozentrifugationsréhrchen tberfuhren
Zentrifugation fiir 5 min bei 1000 g, Uberstand verwerfen
A
, ! \
Pellet in HEDGKA4-Puffer resuspendieren, 20 min auf Eis inkubieren, dabei gelegentlich mischen
Zentrifugation fur 15 min bei 15 000 rpm, 4 °C
N\

, ! \
Transfer des Uberstands (= Rohextrakt der Zellkernproteine) in Mikrozentrifugationsréhrchen
Zentrifugation fur 20 min bei 90 000 rpm, 4 °C

A

, | :
Uberstand (= Zellkernproteine) in 25 ul Fraktionen aliquotieren und bei -80 °C lagern

‘ |

P

Bestimmung des Proteingehalts
BioRad-Proteinassay

Gelretardation Analyse (GRA)

Abb. 38: Aufarbeitungsschema zur Gewinnung der Zellkernextrakte
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3.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

3.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung der Zellkernextrakte erfolgt nach der Mikrotitermethode des
BioRad-Protein-Assays, der auf der Methode von Bradford basiert. Dazu wird jeweils
ein Aliquot der Zellkernextrakte (Abschnitt D 3.4) entsprechend den Herstellerangaben
mit dem verdiinnten Farbstoff-Reagenz gemischt und nach 10 Minuten die Absorption
der Reaktionslosung bei 595 nm in einen Spektralphotometer fiir Mikrotiterplatten
bestimmt. Parallel werden BSA-Proteinstandards in den Konzentrationen 0 bis 5 ug
Protein/Well als Triplikate mitgefiihrt und die Proteinkonzentration der Proben daraus

ermittelt.

3.5.2 Proteinbestimmung mittels Fluorescamin-Assay

Nach beendigter Messung der Luciferaseaktivitit in den Zelllysaten wird der
Proteingehalt der einzelnen Proben mit Hilfe des Fluorescamin-Assays ermittelt. Zur
Korrelation der Proteinkonzentrationen in den Proben werden in die Wells der
freigebliebenen Reihe H verdiinnte Losungen des Proteinstandards BSA (Bovine Serum
Albumin) in Triplikaten gegeben. Zu den Proteinstandards werden noch 50 ul der
Luciferase-Losung hinzugefiigt, damit alle Wells gleiche Bedingungen und das gleiche
Gesamtvolumen aufweisen. AnschlieBend werden zu jeder Probe und zu den Protein-
standards 100 pl der Fluorescamin-Losung pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird mit
Alufolie lichtundurchldssig verschlossen und fiir 20 Minuten bei RT geschiittelt. Die
Quantifizierung der Intensitit des entstehenden Farbstoffs erfolgt durch Excitation bei

390 nm und Messung der Emission bei 460 nm.

3.6  Fraktionierung der Sojasof3e

Zum Abtrennen von Trub- und Schwebstoffen werden 100 ml der zu fraktionierenden
Sojasauce fiir ca. 30 min bei 9000 rpm zentrifugiert und anschlieBend lyophilisiert. Zur

Fraktionierung iiber praparative RP18-Sdulenchromatographie werden 3 g der lyophil-
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isierten Sojasauce (= eingesetzte Trockenmasse, TM) in ca. 5 ml H,0/0,05 % TFA
gelost und auf die RP18-Sédule aufgetragen. Pro 1 g Probe werden ca. 30 g RP18-
Material zur Trennung eingesetzt. Die Elution erfolgt diskontinuierlich mit einem
Acetonitril-H,0/0,05 % TFA-Gemisch sinkender Polaritit (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
100 % MeCN, jeweils 200 ml). Es werden Fraktionen von etwa 14 ml gesammelt und
diese massenspektrometrisch untersucht. Dazu werden Aliquote der isolierten
Fraktionen ohne chromatographische Trennung direkt mittels Fliessinjektion (5 pl) im
positiven ,,full-scan“-Modus gescannt (Gerdteparameter siche Abschnitt D 2.6). Als
Fliessmittel dient ein Acetonitril-H,O/ 0,05 % TFA-Gemisch (1:1) mit einem Fluss von
200 pl/min. Gleiche Fraktionen werden vereinigt, das Losungsmittel am Rotations-
verdampfer abgezogen und anschlieBend lyophilisiert. Die einzelnen isolierten
Fraktionen werden ausgewogen und definiert in H,0/0,05 % TFA gelost.

Bei der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Fraktionierung einer Sojasauce wurde
in den Fraktionen insgesamt 85,7 %, der eingesetzten Trocken-masse wiedergefunden.
Aus Griinden der Vergleichbarkeit der Ergebnisse fiir die nicht-fraktionierte Sojasauce
und fiir die Fraktionen dieser Sojasauce in den Reportergenassays wurde angestrebt, flir
alle Proben eine einheitliche Konzentration an Sojasaucen-Trockenmasse pro Well
einzusetzen. Bei der durchgefiihrten Fraktionierung ergab sich, abhéingig von der
erhaltenen Menge an Trockenmasse und der Loslichkeit jeder Fraktion, eine durch-
schnittliche Konzentration von 0,35 mg + 0,09 mg TM/well.

Daneben ist darauf hinzuweisen, dass aufgrund der geringen zur Verfligung stehenden
Mengen der einzelnen Fraktionen die alternative Durchfiihrung des Luciferase-Assays
in 96-Well-Platten gewéhlt wurde, da hier kleinere Mengen an Testsubstanz zur

Behandlung der Zellen notwendig sind.

3.7  Auswertung

Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit Microsoft Excel, GraphPad Prism 4 und
SigmaPlot 2001. Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde der Student t-Test
und die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) herangezogen. Diese erfolgte mittels
der Software Microsoft Excel und Analyse-It V1.71.
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