Transkriptionelle Aktivierung
der humanen UDP-Glucuronosyltransferase
Isoform UGT1A6
durch Induktoren vom Antioxidantien-Typ

Dissertation

der Fakult, t fer Chemie und Pharmazie
der Eberhard-Karls-Universit, t Te bingen

zur Erlangung des Grades eines Doktors
der Naturwissenschaften

2002

vorgelegt von
Stefan Schmohl



Tag der mindlichen Prifung : 16. Januar 2002
Dekan : Prof. Dr. H. Probst

1. Berichterstatter : Prof. Dr. K.W. Bock
2. Berichterstatter : Prof. Dr. M. Schwarz



Die vorliegende Arbeit wurde von September 1998 bis Februar 2001 unter der Anleitung von
Prof. Dr. K.W. Bock am Institut fer Toxikologie der Eberhard-Karls-Universit,t Tebingen
durchgefe hrt.

Teile dieser Arbeit wurden ver” ffentlicht :

Me nzel P.A., Schmohl S., Heel H., K, Iberer K., Bock-Hennig B.S., Bock K.W.; 1999
Induction of human UDP glucuronosyltransferases (UGT1A6, UGT1A9, and UGT2B7) by t-butylhydroquinone
and 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin in Caco-2 cells.
Drug Metab Dispos ; 27(5):569-73

Danksagungen

Herrn Prof. K.W. Bock danke ich fer die S berlassung des Themas, die Bereitstellung des
Arbeitsplatzes und die intensive F” rderung.

Ganz besonders m” chte ich mich bei Herrn PD Dr. P.A. Me nzel fe r die intensive Betreuung,
die immer fruchtbaren Ratschl, ge, seine groae Geduld und seine freundschaftliche Unter-
ste tzung bedanken.

Herzlichen Dank auch Herrn Dr. Christoph K" hle fer seine wohl unersch” pfliche Hilfsbereit-
schaft und Geduld bei der Diskussion fachlicher Fragen, Frau Birgit Kaltschmitt und Frau
Ingrid Voith fer die wertvolle "moralische" und technische Unterste tzung und Frau Annette
von Bank und Frau Brigitte Mahr fe r die Hilfe bei organisatorischen Fragen.

Allen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Instituts fe r Toxikologie sei fe r die ausgesprochen
angenehme freundschaftliche und kollegiale Atmosph, re gedankt.

Meinen Eltern



11
1.1.1
1.1.2
1.2
1.2.1
1.2.2
1.2.3
1.3
131
1.3.2
1.3.3
134
14

141
1.4.2
1.4.3
144
1441
1442
1443
1444
15

1.6

2.1
2.2
221
2211
2212
2213
2214
2215
2216
222
2221
2222
2223
2.3
23.1
2.3.2
2.3.3
234
235
2.4
241
242
243
244
2441
2442
2443
2444

Inhaltsverzeichnis

Einleitung
Der Fremdstoff-Metabolismus
Eigenschaften 'Fremdstoff-metabolisierender' Enzyme
Induktion 'Fremdstoff-metabolisierender' Enzyme
UDP-Glucuronosyltransferasen
Isoformen
Substrate und Induktoren
Die Superfamilie der UDP-Glycosyltransferasen
Chemopréavention und monofunktionale Induktion
Chemopr, vention
Mono- und bifunktionale Induktoren
Wirkungsmechanismen monofunktionaler Induktoren
Wirkungsspektrum monofunktionaler Induktoren
Transkriptionelle Regulation von Genen
durch monofunktionale Induktoren
Redox-Kontrolle der Transkription
Das 'Antioxidant Response Element’
Die Transkriptionsfaktoren Nrfl und Nrf2
Transkriptionelle Regulation verschiedener Enzyme der antioxidativen Antwort
Glutathion-S-Transferasen
NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktasen
g-Glutamylcystein Synthetasen
UDP-Glucuronosyltransferasen
Die Caco-2-Zellinie
Fragestellung

Material und Methoden
Allgemein ben” tigtes Material
Zellkulturen
Allgemeines

Material

Medien-Herstellung und -Lagerung, Medienwechsel

Auftauen

Passagierung

Einfrieren

Behandlung
Zellkultur-Spezifisches

Hepalclc7

HepG2

Caco-2
Enzymaktivit, ts-Bestimmungen
Herstellung der Zellhomogenate
Proteinbestimmung nach Lowry
UDP-Glucuronosyltransferase-Enzymtest
Chinonreduktase Enzymtest
Chinonreduktase Screening-Test
Quantifizierung der UGT1A6-mRNA-Expression mittels RT-PCR
Allgemeines
RNA-Isolation
Reverse-Transkriptase-Reaktion
Polymerase-Ketten-Reaktion

Primer

Polymerase-Ketten-Reaktion

Gelelektrophorese

Daten-Dokumentation

WO~NOoOOOoOOOO oA WWWNDN

10
10
11
11
13
13
13
13
14
14

15

16
16
16
16
16
17
17
17
18
18
18
18
19
19
19
19
20
20
22
23
26
26
26
27
28
28
30
31
33



Inhaltsverzeichnis

2.5
251
25.1.1
25.1.2
25.1.3
2.5.2
25.2.1
25.2.2
2.5.3
2.5.3.1
25.3.2
2.5.3.3
2534
25.3.5
2.5.3.6
2.5.3.7
2.5.3.8
25.3.9
254
2.5.5
2.5.6
2.6
26.1
2.6.2
26.2.1
26.2.2
2.6.2.3
2.6.2.4
2.6.2.5
2.6.2.6
2.6.3
2.6.4
2.6.5
2.7
27.1
2.7.2
2.7.3
2.8
28.1
28.2
2.8.3
28.4
2.9
29.1
29.11
29.1.2
29.13
29.14
29.2
293
2931
2932

2.10

Methoden der DNA-Rekombination

Fragmentierung, Trennung und Isolierung von DNA-Molekilen
Fragmentierung von DNA-Molekillen mit Hilfe von Restriktions-Endonukleasen

Elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten
Gelextraktion von DNA-Fragmenten
Quantifizierung von Polynukleotiden
Photometrische Bestimmung
Bestimmung mittels Ethidiumbromid-Fluoreszenz
Vektor- bzw. Konstrukt-Vermehrung, Plasmid-Praparation
Bakterien-Zellstamm
Allgemein verwendete Medien und Lésungen
Anzucht von Bakterien-Zellen
Herstellung kompetenter Zellen - Aligemeines
Herstellung kompetenter Zellen nach Hanahan
Herstellung kompetenter Zellen nach Inoue
Transformation
Vermehrung transformierter Bakterien ( Plasmid-Vermehrung )
Plasmid-Praparation
'blunt end'-Generierung
Dephosphorylierung
Ligation
Konstrukt-Erstellung
Einleitung
UGT1A6Luc-2981-Konstrukt
Primer
Linearisierung des Cosmid-Vektors
Praparative PCR
Selektive Prazipitation
DNA-Rekombination
Identifizierung
Deletionsmutanten
TkLuc-Konstrukt
UGT1A6-TkLuc-Konstrukte
Transfektion
Einleitung
DNA-L&sungen
Elektroporation
Reportergen-Analyse
Einleitung
Behandlung der Zellkulturen
Herstellung der Zellhomogenate
Messung der Reportergen-Aktivit, ten
GelShift-Analyse
Herstellung der Oligonukleotid-Sonden
Vorbereitung der Oligonukleotide
Hybridisierung
32p._Markierung
Aufreinigung
Herstellung von Kernextrakten
Vorinkubation und Elektrophorese
Inkubation
Gelelektrophorese
Daten-Verarbeitung

33
33
33
34
35
35
35
36
36
36
36
37
37
37
38
39
40
40
42
42
43
44
44
45
45
46
46
47
48
48
49
50
50
51
51
52
53
56
56
56
56
57
58
58
58
58
58
59
60
62
62
62

63



VI

3.1.1
3.111

3.1.12
3.1.13
3.114

3.1.2

3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.3
3.3.1
3311
33.1.2
3.3.2
3321
3322
3323
33.24

3.4

34.1
3.4.2
3.5

41
4.2
421
422
4.2.3
424

4.3

43.1
4.3.2

4.4

4.5
4.6

Inhaltsverzeichnis

Ergebnisse
Vorversuche zur Antioxidantientyp-Induktion von UGT- und
Chinonreduktase-Aktivit, ten in verschiedenen Zellmodellen
Antioxidantientyp-Induktion in Caco-2- und HepG2-Zellen
Antioxidantientyp-Induktion der Chinonreduktase-Aktivit, t
in der menschlichen Hepatom-Zellinie HepG2
Antioxidantientyp-Induktion der Chinonreduktase-Aktivit, t
in der menschlichen Colonkarzinom-Zellinie Caco-2/TC7
Antioxidantientyp-Induktion der UGT-Aktivit, t
in der menschlichen Hepatom-Zellinie HepG2
Antioxidantientyp-Induktion der UGT-Aktivit, t
in der menschlichen Colonkarzinom-Zellinie Caco-2/TC7
Chinonreduktase-Screeningtest :
Antioxidantientyp-Induktion in der M, usehepatom-Zellinie Hepalclc?
Antioxidantientyp-Induktion der UGT1A6-mRNA-Expression
Quantifizierung der UGT1A6-mRNA-Expression mittels Triplex-RT-PCR
Zeitverlauf der UGT1A6-mRNA-Induktion durch TBHQ und BNF
Vergleich der UGT1A6-mRNA-Induktion durch TBHQ und BNF
Transkriptionelle Regulation der UGT1A6
ARE-, hnliche Motive in der regulatorischen Sequenz der UGT1A6
Ermittlung einer 'Antioxidant Response Element'-Konsensus-Sequenz
Motive mit ARE-Konsensus-Sequenz im regulatorischen Bereich der UGT1A6
Funktionalit, t der ARE-, hnlichen Motive
Transkriptionelle und posttranskriptionelle Effekte des TBHQ auf das Reportergen-Modell
Zeitverl, ufe der Transkriptions-Aktivierung durch TBHQ und BNF
Deletions-Analyse des UGT1A6Luc-Reportergen-Konstrukts
Durch regulatorische Sequenzen der UGT1A6 vermittelte
TBHQ-Induzierbarkeit des TK-Promotors

GelShift-Analyse der ARE-, hnlichen Motive

der regulatorischen Sequenz der UGT1A6

Sequenz-spezifische Bindung von nuklearen Proteinen an die ARE-ahnliche Motive
Wirkung des TBHQ auf die Bindung von nuklearen Proteinen an ARE-ahnliche Motive
Charakterisierung der an das ARE5' bindenden Transkriptionsfaktoren

Diskussion

Vorversuche zur Antioxidantientyp-Induktion

Transkriptionelle Regulation der UGT1A6

"Potentielle” ARE-ahnliche Motive der regulatorischen Sequenz der UGT1A6
Transkriptionelle Regulation der UGT1A6 durch den Antioxidantientyp-Induktor TBHQ
Deletions-Analyse der regulatorischen Sequenz der UGT1A6

Vermittlung der Induzierbarkeit auf einen 'artifiziellen Promotor'

durch regulatorische Sequenzen der UGT1A6

Eigenschaften der ARE-ahnlichen Motive

der regulatorischen Sequenz der UGT1A6

Sequenz-spezifische Bindung von nuklearen Proteinen an die ARE-ahnlichen Motive
Wirkung des TBHQ auf die Bindung von nuklearen Proteinen

an die ARE-&hnlichen Motive

Charakterisierung der an das ARES5'-Motiv bindenden
Transkriptionsfaktoren

Bedeutung der Ergebnisse

Zusammenfassung

Anhang

Literaturverzeichnis

64

64
64

64
64
65

65

66
68
68
69
70
70
70
70
72
73
73
74
75

76

77
77
79
80

82
82
83
83
84
84

85

86
86

87

87
88
90

91

94



Abkirzungen 1

A Absorption min Minuten
Abb. Abbildung MOPS  3-Morpholino-propansulfons,, ure
Ac Acetat bzw. Essigsaure MmRNA  'messenger Ribonucleic Acid'
AG Aktien-Gesellschaft MTT 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
AhR 'Aryl Hydrocarbon'-Rezeptor diphenyl-2H tetrazoliumbromid
APS Ammoniumperoxodisulfat MUF 4-Methylumbelliferon
ARE 'Antioxidant Response Element' NADH Dihydronicotinamid-adenin-dinucleotid
ATP Adenosin-5'"-triphosphat NADP Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phoshat
bp Basen-Paare NADPH Dihydronicotin-adenin-dinucleotid-
BSA 'Bovine Serum Albumine' phosphat
( Rinderserumalbumin ) NQO 'NAD(P)H:Quinone Oxidoreductase’
cDNA  ‘complementary Deoxyribonucleic Acid' (NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktase )
("reverses Transkript" oD 'Optische Dichte'
von mRNA-Moleke len ) ( "Einheit" der Absoprtion )
cfu ‘colony-forming units' PBS 'Phosphate Buffered Saline'
( Kolonie-formende Einheiten ) ( Phosphat-Puffer )
dATP  2-Deoxyadenosin-5"-triphosphat PCR 'Polymerase Chain Reaction’

( Polymerase-Ketten-Reaktion )
PIPES Piperazin-2,4-bis(2-ethansulfons,, ure)

dCTP 2'-Deoxycytidin-5'-triphosphat
dGTP 2'-Deoxyguanosin-5'-triphosphat

DH Dehydrogenase QR '‘Quinone Reductase'
Chinon-Reduktase
DMSO Dimethylsulfoxid ( ] ) ) ) .
DNA ‘Deoxyribonucleic Acid' RNA 'Ribonucleic Acid' ( Ribonukleins, ure )
( Deoxyribonukleins, ure ) rpm 'ro(qusdper: minute Minute )
mdrehungen pro Minute
dNTP 2'-Deoxynukleosid-5'-triphosphat . genp
rSD 'Relative SD'

ds-DNA  doppelstr, ngige DNA
DTT Dithiothreitol

(relative Standard-Abweichung )

RT 'Reverse Transcriptase'

dTTP 2'-Deoxythymidin-5'-triphosphat ( Reverse Transkriptase )

EDTA Ethylendiamintetraessigs, ure s.0. siehe oben

EGTA Ethylenglycol-bis(b-aminoethylether) S.u. siehe unten
N,N,N',N"-tetraessigsaure SD 'Standard Deviation'

FAD Flavin-adenin-dinukleotid ( Standard-Abweichung )

FKS Fétales Kalber-Serum SDS 'Sodiumdodecylsulfate’

g 9,81 m/s? ( Erdbeschleunigung ) ( Natriumlaurylsulfat )

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat- TBHQ 'tert-Butylhydroquinone'
Dehydrogenase ( tert-Butylhydrochinon )

GCSs 'Glutamylcystein synthetase' TCDD 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin

GCsh GCS 'heavy subunit’ TK Thymidin-Kinase-Promotor
('schwere Untereinheit ) TPA 'Phorbol-12-myristat-13-acetat'

GCsl GCS 'light subunit' ( leichte Untereinheit ) TRE 'TPA Responsive Element'

gof. gegebenenfalls Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

GlcA D-Glucurons, ure u ‘'units' ( Einheit der Enzymaktivit, t )

GmbH  Gesellschaft mit beschr, nkter Haftung u.a. unter anderem

GSH Glutathion UDP Uridin-5'-diphosphat

GSSG Glutathiondisulfid UDPGA UDP-a-D-Glucurons, ure

GST Glutathion-S-transferase UGT UDP-Glucuronosyltransferase

h Stunden UK 'United Kingdom'

HEPES  2[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]- USA 'United States of America’
ethansulfons, ure uv 'Ultra-Violett

HO-1 H,, moxygenase-1 v Volumen

Inc. Incorporation vgl. vergleiche

| Liter (0,001 m?) XRE 'Xenobiotic Responsive Element'

Lsg. L"sung z.B. zum Beispiel

Luc Luciferase-Reportergen

M mol/l ( 1000 mol / m3) Sl-Einheiten und unmittelbar erkl, rte Kerzel sind

nicht aufgefe hrt.



2 1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Fremdstoff-Metabolismus

Die st,ndige Aufnahme von Fremdstoffen ( Stoffen, die nicht in den k” rpereigenen Stoff-
wechsel eingebunden werden k”nnen ), insbesondere mit der Nahrung, erfordert vom
menschlichen Organismus die wirksame Ausscheidung einer Vielzahl verschiedenartiger
Substanzen. Auch endogene Substanzen unterschiedlichster chemischer Struktur me ssen
ununterbrochen aus dem Stoffkreislauf des Gesamtorganismus eliminiert werden. Exogene
Wirk- und endogene Signalstoffe me ssen auderdem zun, chst an geeigneter Stelle inaktiviert
werden, wenn sie auf inrem Weg zur endge Itigen Ausscheidung unerwe nschte Effekte entfal-
ten k” nnen.

Aus diesen Gre nden hat sich im Laufe der Evolution der Vertebraten ein System von Enzy-
men entwickelt, das die Verstoffwechselung verschiedenster Substanzen bewerkstelligen
kann. Dabei werden zumeist im Sinne der Ausscheidung lipophile und hochmolekulare Ver-
bindungen in gut wasserl!” sliche Stoffe umgewandelt, welche dann - im Gegensatz zu den
Ausgangssubstanzen - leicht in die Ausscheidungsfle ssigkeit « berfe hrt werden k” nnen und
nicht mehr in den K”rper re ckdiffundieren. Man unterscheidet den Phase-I-Metabolismus,
der entweder funktionelle Gruppen in apolare Molekele einfehrt oder solche freisetzt
( demaskiert ), vom Phase-lI-Metabolismus, welcher durch die Konjugation meist groder und
sehr hydrophiler endogener Substanzen mit bereits vorhandenen oder durch die Phase-I ein-
gefe hrten funktionellen Gruppen die Wasserl” slichkeit und Ausscheidbarkeit weiter erh” ht.
Nucleophile Gruppen werden so z.B. mit Glucurons, ure oder Sulfat, elektrophile mit Gluta-
thion konjugiert.

Dabei sind jedoch insbesondere die von Xenobiotica durchlaufenen Metabolisierungsreak-
tionen in ihrer Abfolge keineswegs immer eindeutig festgelegt. Oft konkurrieren z.B. Pha-
se-1I- und Phase-I-Reaktionen um gleiche Metabolite, womit das Ausmaé der in einem Ge-
webe exprimierten Enzymaktivit, ten entscheidend fer Art und Umfang der letztendlich ent-
stehenden Stoffwechselprodukte werden kann.

Schliealich k” nnen durch das Enzymsystem endogene Signal- und exogene Wirkstoffe nicht
nur inaktiviert, sondern auch im Sinne einer Aktivierung erst erzeugt werden. Fer die physio-
logischen, pharmazeutischen bzw. toxischen Effekte ist auch hier die Art und das Ausmaa
der in einem Gewebe bzw. Individuum exprimierten Enzymaktivit, ten entscheidend.

Die beschriebenen Umsetzungen werden im allgemeinen, trotz der gleichermaéen wichtigen
Beteiligung endogener Substrate, unter dem Begriff 'Fremdstoffmetabolismus’ zusammenge-
faadt und die beteiligten Enzyme 'Fremdstoff-metabolisierende Enzyme' genannt. Aufgrund
ihrer ,, uderst wichtigen regulativen Funktion im Zusammenhang mit bestimmten endogenen
Signalstoffen ( s.u.) wurden sie jedoch auch als 'Rezeptorliganden-metabolisierende Enzy-
me' bezeichnet ( Nebert D.W., 1994 ).

Neuerdings werden dem Fremdstoffmetabolismus auch sogenannte 'Phase-III'-Reaktionen
zugeordnet, die bei der - insbesondere im Zusammenhang mit der Behandlung von Krebser-
krankungen mit Cytostatika auftretenden - Entwicklung der 'Multi Drug Resistance' eine wich-
tige Rolle spielen. Dabei werden unter anderem auch solche Substanzen, die einer Inakti-
vierung durch Phase-I- bzw. Phase-II-Reaktionen entgehen k” nnen ( deshalb 'Phase-III"),
durch spezifische, ATP hydrolysierende Transporter ( z.B. P-Glykoprotein ) aus dem Zellin-
neren in den Extrazellularraum geschafft und damit in ihrer Wirksamkeit beeintr,, chtigt ( Ishi-
kawa T., 1992 ; Gottesman M.M., Pastan 1.,1993 ; Gottesman M.M. et al., 1996 ).
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1.1.1 Eigenschaften 'Fremdstoff-metabolisierender' Enzyme

Die meisten am Fremdstoffmetabolismus beteiligten Enzyme haben sich zufolge phylogene-
tischer Verwandschaftsbeziehungen mit hoher Wahrscheinlichkeit aus sehr alten, bereits vor
der Divergenz von Pro- und Eukaryonten existierenden Vorl, ufern entwickelt. Diese Vorl, u-
fer organisierten und koordinierten vermutlich grundlegende zellul, re Funktionen, indem sie
Flieagleichgewichte endogener Substanzen und damit die Liganden-modulierte Transkription
entsprechender Gene kontrollierten ( Nebert D.W., 1994 ).

Die im Verlaufe der Evolution verh, Itnism,, &ig sp, t « bernommene Aufgabenstellung der Ver-
stoffwechselung von Fremdstoffen stellte an das Enzymsystem grunds, tzlich neue Anfor-
derungen. Nicht zuletzt aufgrund der stetigen Neuentwicklung von als "Fraaschutz" dienen-
den pflanzlichen Inhaltsstoffen muéte eine Vielzahl sich st, ndig ver, ndernder Substanzen
aus unterschiedlichsten chemischen Klassen metabolisiert werden k” nnen. Gleichzeitig durf-
ten die Aufgaben bei der Kontrolle "interner" Funktionen nicht beeintr, chtigt werden.

Bei den h” heren Organismen hat sich dementsprechend mit dem Fremdstoffmetabolismus
ein System entwickelt, das zum einen « ber Enzyme mit auaerordentlich breiten Substratspe-
zifit, ten verfe gt. Zum anderen haben sich Enzymfamilien und Superfamilien mit einer groden
Anzahl an Mitgliedern gebildet, so dada sowohl recht spezifische Isoformen die Verstoff-
wechselung endogener Substanzen gew, hrleisten konnten als auch sich gegenseitig erg, n-
zende Isoformen mit breiter Substratspezifit,t die Metabolisierung verschiedenartigster
Fremdstoffe erm” glichten.

Als "Tribut" fer die auaerordentliche Flexibilit,t und Vielseitigkeit des Fremdstoffmetabolis-
mus mua hingenommen werden, daa die nicht eindeutige Abfolge verschiedener Metabo-
lisierungsreaktionen in unge nstigen F, llen zur "Giftung" von an sich nicht toxischen Substan-
zen fe hren kann ( Review : Bock K.W., 1991 ).

1.1.2 Induktion 'Fremdstoff-metabolisierender' Enzyme

Angesichts der Tatsache, daB Anderungen beziglich der Nahrungsaufnahme oder der
Zusammensetzung in der Umwelt vorhandener Schadstoffe auch kurzfristig erfolgen kénnen,
gleichzeitig jedoch auch eine adaquate Kontrolle endogener Substrate gewahrleistet werden
muB3, wird klar, daB eine differenzierte Regulation der Expression Fremdstoff-metabolisieren-
der Enzyme vorhanden sein muB.

Die Induktoren Fremdstoff-metabolisierender Enzyme werden entsprechend dem Muster
betroffener Enzym-Aktivitaten verschiedenen Klassen zugeordnet. Die klassische Einteilung
in Induktoren vom Typ des 3-Methylcholanthrens, Phenobarbitals ( zahlreiche Arzneimittel ),
Pregnenolon-16a-carbonitrils, Isoniazids ( Ethanol, Aceton ) und Clofibrats ( Peroxisomen-
proliferatoren ) wird durch eine weitere, sogenannte bi- und monofunktionale Induktoren
unterscheidende erganzt ( Prochaska H.J., Talalay P., 1988 ; Naheres siehe 1.3.2).

1.2 UDP-Glucuronosyltransferasen

Die UDP-Glucuronosyltransferasen werden, wie bereits erwahnt, der Phase-Il des Fremad-
stoffmetabolismus zugeordnet. Sie katalysieren die Ubertragung des Glucuronsaure-Anteils
des Kosubstrats UDP-Glucuronsaure auf nucleophile Gruppen ( -OH, -NH», -SH, -COOH )
von sowohl endo- als auch exogenen Substraten ( Abb. 1 ). Die Konjugation fihrt haufig zu
molekularen Massen, die eine Ausscheidung in die Galle ermdglichen.
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Abb.1: Die von UDP-Glucuronosyl- 006 0 R-XH  HO-UDP -00C o
transferasen katalysierte Konjugations- HO% HO

reaktion. Als Kosubstrat dient UDP- HO e HO o)
Glucurons, ure. Am anomeren C-Atom H O<upp H
findet bei der Umsetzung eine Inversion von der a- in die b-Konfiguration statt. X stellt ein nucleophi-
les Heteroatom dar.

x-3

UDP-Glucuronosyltransferasen kommen als Bestandteile der Membranen des Endoplasmati-
schen Retikulums und der Kernhe lle vor und agieren dort vermutlich grunds, tzlich als Di-
oder Tetramere ( Peters W.H. et al., 1984 ; Gschaidmeier H., Bock K.W., 1994 ). Fer die Oli-
gomerisierung verantwortlich scheint der unmittelbare Bereich des Amino-Terminus, der mit
95 % der Aminos,, urekette im Lumen positioniert ist ( Meech R., Mackenzie P.I., 1997 ). Auf
eine Membran-durchspannende Dom, ne folgt das kurze, zum Cytoplasma hin orientierte

Carboxy-terminale Ende des Polypeptids.

1.2.1 Isoformen

Die verschiedenen Isoformen der UDP-Glu-
curonosyltransferasen ( UGT ) der S, uger bil-
den eine Superfamilie, die zun,chst in zwei
Familien, 1 und 2, eingeteilt wird. Innerhalb
einer Familie besteht «ber 45 % Sequenzho-
mologie. Bei einer $bereinstimmung der
Sequenzen um 60 % und mehr werden die Iso-
formen gleichen Subfamilien, gekennzeichnet
durch lateinische Buchstaben, zugeordnet. Indi-
viduelle Gene erhalten schliedlich unterschied-
liche arabische Ziffern ( Burchell B. et al., 1991
; Mackenzie P.I. et al., 1997 ; Abb. 2).

Die Isoformen der Subfamilie 1A weisen eine
besonders interessante Genstruktur auf ( Ritter
J.K.etal, 1992 ; Emi Y. et al., 1995 ; Abb. 3).
Die Transkripte der unterschiedlichen Isofor-
men entstehen durch differentielles Spleiaen
individueller 1. Exons ( ca. 290 Aminos, uren
codierend ) - wobei jedes mit einem eigenen
Promotor ausgestattet ist - mit den gemeinsa-
men Exons 2 bis 5 ( ca. 250 Aminos, uren
codierend ). Man ist ¢ bereingekommen, trotz
der identischen Carboxy-terminalen H, Iften
jede Variante als Produkt eines eigenen Gens
zu betrachten.

Die Isoformen der Familie 2 werden dahinge-
gen durch individuelle, jeweils 6 Exons umfas-
sende Gene codiert. Die durch die Exons 1 und
2 der Familie 2 und das Exon 1 der Familie 1

rUGT1A8
rUGT1A7
rUGT1A9P
hUGT1A9
hUGT1A11P
hUGT1A12P
hUGT1A7
hUGT1A8
hUGT1A10

hUGT1A6
rUGT1A6

hUGT1A1
rUGT1Al

rUGT1A4P
rUGT1A3
rUGT1A2
rUGT1A5
hUGT1A3
hUGT1A5
hUGT1A2P
hUGT1A4

il Ity

Abb.2: Phylogenetischer Stammbaum
der UGT1A-Familie. Isoformen des Men-
schen sind hellgrau, der Ratte dunkelgrau
hinterlegt. Demzufolge haben sich die
UGT1A1 und UGT1A6 noch vor der Tren-
nung beider Spezies ( vertikale Linie ) von
anderen Isoformen abgetrennt ( Isoschizo-
merie ) und der Vorl, ufer der UGT1A6
blieb am I, ngsten ohne Ver,nderung in
beiden Spezies bestehen.

codierten Bereiche entsprechen sich jedoch, und alle weiteren Exon-Intron-$ berg, nge befin-
den sich an korrespondierenden Stellen ( Meech R., Mackenzie P.I., 1997 ).
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12p 11p 10 8 13p 9 7 6 5 4 3 2p 1 Exon2-5
> I - - - IA - iI: _ - iI - _ I\: - - _ :I - :I _ - Ii - _ - Ii I: _ I: - - A\ - - I: UI :I
-180.000 -160.000 -140.000 -120.000 -100.000  -80.000  -60.000  -40.000  -20.000 0
P 9P 8 7 6 5 4p 3 2 1 Exon2-5
MenSCh Ratte I | | | | I | | | I | | T

Abb. 3 : Genstruktur der UGT1A-Familie des Menschen ( Ritter J.K. et al, 1992 ; Owens 1.S., 2000 ;
oben ) und der Ratte ( Emi Y. et al, 1995 ; unten ). Exprimierte Exons sind schwarz dargestellt, Pseu-
dogene grau. Zahlen «ber der Darstellung der jeweiligen Genstruktur entsprechen der Bezeichnung
der Isoform, Pseudogene sind mit einem zus, tzlichen 'p' gekennzeichnet. Die Skala bei der Darstel-
lung des menschlichen UGT1A-Genlokus gibt die Position in Basenpaaren beze glich des Beginns des
2. Exons an.

Beim Menschen werden die einzelnen Isoformen Gewebe-spezifisch exprimiert. Zahlreiche
Isoformen konnten bisher in Leber- und Darmgewebe nachgewiesen werden ( Strassburg
C.P. et al., 1997 ; Strassburg C.P. et al. 1998 ), aber auch in anderen Geweben wie Nieren,
Lunge, Riechschleimhaut, Hoden, und Haut kommen UDP-Glucuronosyltransferasen vor
(Ritter et al., 1992 ; Me nzel et al., 1994 ; Me nzel et al., 1996 ).

1.2.2 Substrate und Induktoren

Als typische Substrate der menschlichen Isoformen sind Bilirubin ( UGT1A1 ), terti, re Amine
(UGT1A4), planare ( UGT1A6 ) und sperrige ( UGT1A9 ) Phenole, Hyodesoxychols, ure
(UGT2B4 ), 4-Hydroxy” stron ( UGT2B11 ), Morphin ( UGT2B7 ) und Dihydroxytestosteron
(2B15) zu nennen ( Burchell B. et al., 1991 ). Auch Thyroxin und Retins, uren werden glu-
curonidiert ( Visser T.J. et al., 1993 ; Clewell H.J. 3rd et al., 1997 ), was zeigt, da&d die
"Fremdstoff"-metabolisierenden Enzyme auch noch heute bei der Regulation bestimmter Sig-
nalkaskaden ( s.0. ) eine Rolle spielen. Die Isoform UGT2A1 des Menschen ist am olfaktori-
schen System beteiligt ( Jedlitschky G.,1999 ).

Eine Reihe von Medikamenten wird * berwiegend in Form von Glucuroniden ausgeschieden,
darunter z.B. Paracetamol, Oxazepam und Morphin ( Prescott L.F., 1980 ; Bock K.W. et al.,
1987 ). Induktoren vom 3-Methylcholanthren-Typ erh” hen die Expression insbesondere der
menschlichen Isoformen 1A6 und 1A9, solche vom Phenobarbital-Typ diejenige der Isoform
1A1 ( Bock K.W., Bock-Henning B.S., 1987 ; Burchell B. et al. 1991 ; Strassburg C.P. et al.,
2000).

1.2.3 Die Superfamilie der UDP-Glycosyltransferasen

Die bisher beschriebene Superfamilie der UDP-Glucuronosyl transferasen ist Bestandteil der
noch gréBeren Superfamilie der UDP-Glycosyltransferasen, die teilweise anstatt Glu-
curonsaure Galaktose, Glucose oder Xylose Ubertragen ( Mackenzie P.. et al.,, 1997 ).
Anhand einer Konsensus-Sequenz, vermutlich charakteristisch fir eine an der UDP-Bindung
beteiligten Region ( Mackenzie P.1., 1990 ), konnten bis 1997 110 Mitglieder identifiziert wer-
den, unter anderem auch in Bakterien und Pflanzen. Mitglied dieser Superfamilie ist auch die
im Menschen vorkommende UGT8, die Ceramid mit Galaktose konjugiert.
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1.3 Chemopravention und
monofunktionale Induktion

1.3.1 Chemopravention

Die bei vielen Fremdstoff-metabolisierenden Enzymen anzutreffende Induzierbarkeit ( hier im
allgemeinen Sinne einer Erhéhung der Enzymmenge, unabhangig vom Mechanismus ) ist
auch von klinischem Interesse. So kann eine 'Chemopravention' ( auch als 'Chemoprotekti-
on' bezeichnet ), das heiBt ein durch bestimmte Nahrungsbestandteile und synthetische Ver-
bindungen vermittelter Schutz vor toxischen Effekten insbesondere von Kanzerogenen
( Berenblum 1., 1929 ), unter anderem durch die selektive Induktion solcher Enzyme des
Fremdstoffmetabolismus erreicht werden, die "entgiftende" Reaktionen Kkatalysieren
( Reviews : Stoner G.D. et al., 1997 ; Kensler T.W., 1997 ; Talalay P. et al., 1995 ). Vor dem
Hintergrund, daB Reaktionen der Phase-Il meist "entgiftend" wirken und haufig in direkter
Konkurrenz zu "giftenden" Reaktionen der Phase | stehen wird verstandlich, warum beson-
ders solche Substanzen diese Bedingung effektiv erfillen kénnen, die selektiv Phase-II-
Enzyme induzieren. Erfahrungsgeman kann man sogar davon ausgehen, daf3 selektiv Pha-
se-ll-induzierende Stoffe immer auch eine chemopraventive Wirkung haben.

1.3.2 Mono- und bifunktionale Induktoren

In diesem Zusammenhang ist das bifunktionaler Induktor  ("Y() N
Modell mono- und bifunktionaler Induk- |

toren von besonderer Wichtigkeit ( Wat-

tenberg L.W, 1985 ; Prochaska H.J., f@ J D] AhR \

Talalay P., 1988 ; Abb. 4 ). Monofunkti-
onale Induktoren induzieren vorwiegend

1

1 ]

1 .
Fremdstoff-metabolisierende ~ Enzyme \_i, |Phased-|_{  , (Cytochrom

. Gene P-450

o

|

\

der Phase-ll und sind zudem oft Be-

standteil pflanzlicher Nahrung ( so z.B.

. . . : Phase-II- : Phase-II-
das in Brokkoli enthaltene Isothiocyanat i Gene | I
Sulforaphan ). Sie eignen sich insofern R
besonders gut fiir eine 'Chemopraven- B )
tion', was auch im Tiermodell immer wie- Elektrophile < O
der bestatigt werden konnte ( Review : K J
Kensler TW., 1997 ).

Bifunktionale Induktoren fiihren dahinge- monofunktionaler Induktor O
gen zun&chst unter Beteiligung des ‘'aryl

hydrocarbon'-Rezeptors ( 'AhR' ) und Abb. 4 : Modell mono- und bifunktionaler Induk-
der 'Xenobiotic Response Elements' tion. Erkl, rung siehe Text.

( XRE ) zu einer Induktion sowohl von

Phase-I- als auch Phase-lI-Enzymen. Aufgrund der dadurch erhéhten Cytochrom-P450-Akti-
vitat kann auBerdem eine vermehrte Verstoffwechselung der bi- zu typischen monofunktiona-
len Induktoren stattfinden und damit auch deren Signalkaskaden aktiviert werden. Eine
besondere Stellung nehmen unter den bifunktionalen Induktoren insofern solche Substanzen
ein, die nicht zu monofunktionalen Induktoren verstoffwechselt werden kénnen. Anhand sol-
cher Stoffe kann experimentell die Induktion Uber den Ah-Rezeptor und 'Xenobiotic
Response Elements' abgegrenzt werden. Als Prototyp kann man das mit duBerst hoher Affi-
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nit,t an den Ah-Rezeptor bindende und nicht metabolisierbare 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-
dioxin ( TCDD ) ansehen.

Mit die ersten Hinweise auf das Wirkprinzip vieler chemopraventiver Stoffe, die selektive
( monofunktionale ) Induktion bestimmter Fremdstoff-metabolisierender Enzyme, wurden in
Untersuchungen zur Vertraglichkeit synthetischer Nahrungszuséatze erhalten, die Nahrungs-
mittel vor einer Oxidation schiitzen sollten ( vgl. Grantham P. et al., 1973 ). Aus diesem
Grunde werden monofunktionale Induktoren bis heute auch als 'Induktoren vom Antioxidan-
tientyp' bezeichnet - es handelt sich dabei jedoch nicht um einen Hinweis auf die biologische
Wirkungsweise ( s.u. ).

1.3.3 Wirkungsmechanismen monofunktionaler Induktoren

Die Gruppe der monofunktionalen Induktoren umfaBt chemisch auBerst verschiedenartige
Substanzen ( Prestera T. et al., 1993b ), darunter z.B. Isothiocyanate, Peroxide, dreiwertige
Arsenverbindungen, Schwermetallsalze und synthetische Antioxidantien wie z.B. 2(3)-tert-
Butyl-4-hydroxyanisol und dessen Metabolit tert-Butylhydrochinon ( TBHQ ). Gemeinsamkeit
dieser Verbindungen ist es, unmittelbar oder nach Verstoffwechselung zumindest kurzfristig
eine oxidative Belastung struktureller Bestandteile und/oder des Redox-Gleichgewichts der
Zelle - sogenannten 'oxidativen Strea' - hervorzurufen. Da jedoch bisher nicht bekannt ist,
mit Hilfe welcher molekularer Mechanismen monofunktionale Induktoren von der Zelle detek-
tiert werden ( welcher Gestalt also der molekulare Sensor der Zelle ist ), me ssen verschie-
dene m” gliche Wirkprinzipien in Erw, gung gezogen werden.

Einerseits sind viele der beteiligten Stoffgruppen Elektrophile oder k” nnen zu solchen umge-
setzt werden. Dazu geh”ren Michaelreaktions-Akzeptoren und Isothiocyanate mit a-st, ndi-
gen freien Wasserstoffatomen ( Abb. 5 ), wobei sich eine sehr gute Korrelation zwischen der
Reaktivit, t dieser Verbindungen und ihrem Induktionspotential ergibt ( Talalay P. et al.,
1988 ). Unter der Annahme, daa der molekulare Sensor aus reaktiven vicinalen Sulfhydryl-
gruppen besteht, kann auch die unterschiedliche Wirksamkeit von Arsen- und Schwermetall-
verbindungen ( Prestera T. et al., 1993b ) sowie 1,2-Dithiol-3-thionen ( Prestera T. et al.,
1993a ; Review : Kensler TW. et al., 1999 ) erkl, rt werden.

Abb.5: Postuliertes Michaelreaktions-Akzeptoren [ NNy @\/\X@ ]
Wirkprinzip elektrophiler ' ‘
monofunktionaler Induk- Isothio- H s : H H
. . 2 (€]

toren. Michaelreaktions- cyanate rRNC — [ RESNSS ™ RO
Akzeptoren und nach
Tautomerisierung auch
Isothiocyanate weisen
d!Jrch Mesomerie _m|t 3 s S s S-S S. S.
einem elektronegativen H J— éH”S —_ As M

. _ /Hn /7 N\ ®
He_teroatom ein elektro S-S ~ o g g® R O
philes Zentrum auf. , R S ,

RTY S R RTY s "

Unter der Annahme, dreiwertige
dad der molekulare R R Arsenver-

Sensor reaktive vicinale 1,2-Dithiol-3-thione bindungen
Sulfhydrylgruppen ent-

h,lt, kann auch die

Wirksamkeit von 1,2-Dithiol-3-thionen, dreiwertigen Arsenverbindungen, Quecksilber-, Cadmium- und
Zinksalzen, Peroxiden und Mercaptanen erkl, rt werden.
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Andererseits k” nnten insbesondere synthetische phenolische Antioxidantien zumindest zum
Teil ( die oxidierten Formen stellen ebenfalls Michaelreaktions-Akzeptoren dar ) auch auf-
grund der reaktiven Sauerstoffspezies detektiert werden, die bei der Autooxidation oder in
Redoxzyklen des Fremdstoffs entstehen ( Kahl R. et al., 1989 ; Pinkus R. et al., 1996 ). lhre
Wirksamkeit als Induktoren scheint mit ihrem Redoxpotential verkne pft ( Scurlock R. et al.,
1996 ), was jedoch keinen Hinweis auf einen der beiden bisher beschriebenen Detektions-
Mechanismen darstellt. Die antioxidativen Eigenschaften dieser Verbindungen tragen indes-
sen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht zur Induktion bei. Zum einen weisen nate rliche, nicht
redoxzyklisierende Antioxidantien die fer monofunktionale Induktoren typischen chemopr, -
ventiven Eigenschaften nicht auf ( Wattenberg L.W., 1972 ; Heinonen O.P. et al., 1994 ).
Auderdem kann im Zellkulturmodell die Zugabe nicht redoxzyklisierender Antioxidantien die
monofunktional induzierende Wirkung synthetischer phenolischer Verbindungen vollist, ndig

unterdre cken ( Pinkus R. et al., 1996 ).
O;@ O;@ +2H®

@) @)
Abb. 6 : Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch chinoide >‘<i ‘>‘—‘<-\i

Verbindungen. Chinone k”nnen eber 1-Elektronen-Redox- (o) OH
zyklen (1) oder durch Autooxidation (2) zur Erzeugung reak-

tiver Sauerstoffspezies fe hren. ‘ O ‘
An der 1-Elektronen-Reduktion sind unter anderem Cyto-

chrom-P450, Cytochrom-P450-Reduktasen Ubichinon- und 1 Oe OH
Xanthin-Oxidoreduktasen sowie Cytochrom-b5-Reduktasen \7,_/'

beteiligt. Die Autooxidation vom Hydrochinon zum Semi- e® Semi- Hydro-
chinon ist pH-abh, ngig. Chinon chinon chinon

Schliealich mua als m” glicher prim, rer "Sensor"-Mechanismus auch eine Ver, nderung der
intrazellul, ren Glutathion- ( GSH- ) Konzentrationsverh,, Itnisse in Erw, gung gezogen werden
(Bergelson S., 1994 ; Li Y, Jaiswal A.K, 1994, Galter D. et al., 1994 ). Insbesondere die unter
nicht oxidativ belasteten Bedingungen , uderst niedrige absolute Konzentration des Gluta-
thion-Disulfids ( GSSG ; Review : Lu S.C., 1999 ) k” nnte durch monofunktionale Induktoren
deutlich erh” ht werden und so als Grundlage fe r eine Detektion dienen.

Eine Eingrenzung der relevanten Wirk-Prinzipien bzw. Ermittlung ihrer Beteiligung bei unter-
schiedlichen Typen monofunktionaler Induktoren wird dadurch betr, chtlich erschwert, daa
sich die genannten Aspekte von "oxidativen Strea" in hohem Maée gegenseitig bedingen. So
fehrt z.B. eine GSH-Depletion aufgrund beeintr, chtigter Konjugation auch zur Ansammlung
elektrophiler Verbindungen und aufgrund verminderter Inaktivierung zu einer verl, ngerten
Verweildauer endogen generierter reaktiver Sauerstoffspezies. Umgekehrt k”nnen von
auden eingebrachte reaktive Sauerstoffspezies das Glutathion-Gleichgewicht der Zelle
beeintr, chtigen und so mittelbar zu einer erh” hten Belastung durch Elektrophile fe hren und
vice versa.

1.3.4 Wirkungsspektrum monofunktionaler Induktoren

Wie bereits erw, hnt werden durch monofunktionale Induktoren Enzyme der Phase-Il des
Fremdstoffmetabolismus aktiviert, darunter die Glutathion-S-Transferasen ( GST ), die Iso-
form 1 der NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktasen ( NQO1 ) und UDP-Glucuronosyltransferasen.
Daneben werden aber auch andere zur Vermittlung einer "antioxidativen Antwort" bef, higte
Enzyme induziert, so z.B. die g-Glutamylcystein Synthetase ( GCS ) und die Isoform 1 der
H, moxygenasen ( HO-1, fehrt zur Verstoffwechselung des potentiell prooxidativen H, ms
zum antioxidativ wirksamen Bilirubin ; Review : Elbirt K.K., Bonkovsky H.L., 1999 ). lhre
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Funktionen unterscheiden sich dahingehend, welchen Aspekten von oxidativem Strea entge-
gengewirkt wird und auf welche Art und Weise dies geschieht.

@ reaktive Sauerstoffspezies
HZO Peroxidase H202 O.@ 0,2@ o
P JC T N}
GSSG ““‘“
~_ A
Glutathlon Elektro-
Reduktase phile - UDP

@\0

OH

O

{ Glutathion }—S
OH Glugiors. -0

Abb. 7 : Funktion verschiedener an der antioxidativen Antwort beteiligten Enzyme. Erkl, rung siehe
Text.

Glutathion-S-Transferasen inaktivieren Elektrophile und erm”glichen deren Ausscheidung,
indem deren elektrophiles Zentrum mit dem nukleophilen Glutathion konjugiert wird ( Re-
view : Hayes J.D., Pulford D.J., 1995 ). NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktasen beseitigen dahin-
gegen durch eine 2-Elektronen-Reduktion die elektrophile Eigenschaft ihrer Substrate und
entziehen diese zudem 1-Elektronen-Redoxzyklen, die zur Bildung reaktiver Sauerstoffspe-
zies fe hren ( Review : Jaiswal A.K., 2000 ).

Wenn auch diese beiden Enzyme wohl die entscheidenden bei der Bek,, mpfung der meisten
aufgrund ihrer Elektrophilit, t toxischen Verbindung sind, wird mit den katalysierten Umset-
zungen in Verbindung mit chinoiden Fremdstoffen nicht unbedingt eine dauerhafte Entgiftung
erreicht. Einerseits k” nnen die mit Glutathion konjugierten Chinone weiterhin an 1-Elek-
tronen-Redoxzyklen teilhaben ( Wefers H., Sies H., 1983 ). Andererseits ist es m” glich, daa
die durch die NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktase entstehenden Hydrochinone reoxidieren und
SO ein reaktive Sauerstoffspezies generierender 2-Elektronen-Redoxzyklus verursacht wird.
Hier k” nnten die UDP-Glucuronosyltransferasen eine wichtige Funktion einnehmen. Sie kon-
jugieren die durch die NQOL1 reduzierten Chinone in einer Art und Weise, die eine weitere
Beteiligung an Redoxreaktionen ausschlieat. Wird die chinoide Struktur prim,r als Hydro-
chinon in die Zelle eingebracht oder metabolisch erzeugt, wird dare ber hinaus durch die Kon-
jugation mit Glucurons, ure die Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies und Elektrophiler von
vorneherein unterbunden.

An der Aufrechterhaltung der Glutathion-Konzentrationsverh, Itnisse ist eine Reihe nicht dem
Fremdstoffmetabolismus zugeordneter Enzyme beteiligt. Der bei ausreichenden intrazellu-
I, ren Cystein-Konzentrationen fer eine Glutathion-Neusynthese Geschwindigkeits-bestim-
mende Schritt wird von der g-Glutamylcystein Synthetase durchgefe hrt. Die Regulation die-
ses Enzyms ist damit in zweifacher Hinsicht an der chemopr, ventiven Wirkung monofunk-
tionaler Induktoren beteiligt ( Review : Rahman |., MacNee W., 2000 ). So reagiert die Zelle
auf den Einflud solcher Wirkstoffe h, ufig im Sinne einer "vorsorglichen § berkompensation”
mit einem |,, ngerfristig deutlich erh” hten Glutathion-Spiegel. Dieser fe hrt wiederum zur ver-
mehrten nicht-enzymatischen Inaktivierung reaktiver radikalischer und elektrophiler Verbin-
dungen - ein Aspekt der "antioxidativen Antwort", der wesentlich zur Chemopr, vention beitra-
gen kann. Mit einer ausreichenden Bereitstellung des als Kosubstrat dienenden Glutathions
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wird aber auch mittelbar die enzymatische Elimination reaktiver Sauerstoffspezies durch die
Glutathion-Peroxidase und Elektrophiler durch Glutathion-S-Transferasen bef” rdert.

1.4 Transkriptionelle Regulation von Genen
durch monofunktionale Induktoren

1.4.1 Redox-Kontrolle der Transkription

Die monofunktionale Induktion findet, unabh, ngig von der Art der oxidativen Belastung und
dem betrachteten Enzym, « berwiegend auf transkriptioneller Ebene statt ( Primiano T. et al.,
1997 ; Dalton T.P. et al., 1999 ). Dementsprechend dauert die auch aus kurzfristiger Einwir-
kung solcher Fremdstoffe resultierende Aktivierung im allgemeinen «ber Stunden bis Tage
an, ein Umstand, der fer die Chemopr, vention von groaem Vorteil ist.

Die transkriptionelle Regulation der Genexpression wird einerseits durch sogenannte "Trans-
kriptions-Faktoren' vermittelt, DNA-bindenden Proteinen, die * ber Znderungen in der DNA-
Struktur oder Wechselwirkungen mit anderen Proteinen, insbesondere generellen Transkrip-
tionsfaktoren, bef, higt sind, das Ausmad der Transkription zu erh” hen ( 'Enhancer' ) oder zu
erniedrigen ( 'Silencer' ). Diese Einfluanahme wird reguliert, indem "vorgeschaltete" Signal-
ketten die im Kern verfe gbare Menge des Faktors, die St,rke der DNA-Bindung oder die
F,, higkeit zur Wechselwirkung mit anderen Faktoren ( 'Transaktivierung' ) modulieren.
Welche Gene durch bestimmte Faktoren kontrolliert werden, legen auf der anderen Seite die
sogenannten 'Transkriptions-Elemente' fest, Abschnitte in den regulatorischen Sequenzen
der Strukturgene, deren charakteristische Basen-Abfolge Voraussetzung ist, um zugeh” rige
Faktoren zu binden.

Einige grundlegende Aspekte der Einfluanahme pro- und antioxidativer Verbindungen auf die
transkriptionelle Regulation der Genexpression konnten in Verbindung mit den seit I, ngerem
gut charakterisierten Transkriptions-Faktoren der AP-1- und der NFkB-Familien gekl, rt wer-
den ( Galter D. et al., 1994 ; Pinkus R. et al., 1996 ). Auderdem sind zumindest AP-1-Fak-
toren und -Elemente ( u.a. das 'TPA responsive element’, "TRE', auch AP-1-Element
genannt) auch an der monofunktionalen Induktion Fremdstoff-metabolisierender Enzyme
beteiligt ( Review : Primiano T. et al., 1997 )

Transkriptions-Elemente beider Familien vermitteln in vivo als Antwort auf oxidative Einfle s-
se, insbesondere reaktive Sauerstoffspezies, meist eine Aktivierung der Genexpression
(AP-1, Review : Angel P., Karin M., 1991 ). Beteiligte Mechanismen sind unter anderem die
transkriptionelle Regulation, die Phosphorylierung und die Translokation zugeh” riger Trans-
kriptions-Faktoren in Abh, ngigkeit oxidativer Signale.

Fer eine maximale Wirkung mué auf der anderen Seite im Nukleus ein reduzierendes Milieu
herrschen. Ursache dessen sind Cystein-Reste der beteiligten Transkriptionsfaktoren, deren
reduzierter Status fe r die DNA-Bindung entscheidend ist. Diesen Status in vivo aufrechterhal-
tender Elektronendonator scheint Thioredoxin zu sein, vermittelt wird die Elektronen-S bertra-
gung durch Ref-1, einem nur im Kern befindlichen und interessanterweise auch an DNA-
Reparaturprozessen beteiligten Protein ( Hirota K. et al., 1997 ).

Zusammengefaat scheinen die AP-1- und NFkB-Faktoren nicht generell « ber in ihnen enthal-
tene redoxsensitive Reste reguliert zu werden. Vielmehr wirkt oxidativer Strea oft im nukle-
» ren Kompartiment « ber diesen Mechanismus inaktivierend, im cytosolischen Kompartiment
auch «ber andere Wirkprinzipien dahingegen aktivierend. Diese "gegenl, ufige" Regulation
kann als Schutzmechanismus interpretiert werden, der der Zelle nur dann die Mobilisierung
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einer "antioxidativen Antwort" erlaubt, wenn die Redoxhom” ostase im fer die Transkription
und die Replikation entscheidenden Kompartiment noch gew, hrleistet ist.

Des weiteren wird anhand des TRE-Elements die Bedeutung mehrerer an das selbe Element
bindender Faktoren ersichtlich. An dieses Element ( Kernsequenz 'TGACTCA' ) bindende
Homodimere der Transkriptionsfaktoren-Familie Jun ( Jun/Jun ) haben ein eher geringes
Transaktivierungs-Potential, Heterodimere mit c-Fos ( Jun/c-Fos ) sind dahingegen wesent-
lich aktiver. Heterodimere mit anderen Mitgliedern der Fos-Familie wiederum ( Jun/FosB,
Jun/Fral ) besitzten « berhaupt keine transaktivierenden Eigenschaften mehr ( Yoshioka K. et
al., 1995).

Eine derartige Konstellation erlaubt es der Zelle, schon im Rahmen eines einzelnen Trans-
kriptions-Elements den Zustand mehrerer Parameter ( "verschle sselt" durch die absoluten
und relativen Mengen an mehreren Faktoren ) fer jedes Gen separat ( * ber unterschiedliche
Bindungs-Pr, ferenzen in den Elementen ) in ein bestimmtes Transaktivierungs-Ausmaa
umzusetzen.

1.4.2 Das 'Antioxidant Response Element’

Beim sogenannten 'Antioxidant Response Element' ( 'ARE', im Sinne von "Element der anti-
oxidativen Antwort" ; auch 'Electrophile Responsive Element', 'EpRe' ) handelt es um ein
1990 unabhangig voneinander in den regulatorischen Sequenzen der Ratten- und der Mau-
se-GST entdecktes Element ( Rushmore T.H., Pickett C.B., 1990 ; Friling R.S. et al, 1990 ),
das vermutlich bei der monofunktionalen Induktion Fremdstoff-metabolisierender Enzyme
eine zentrale Rolle spielt. Es tragt auBerdem haufig maBgeblich zur basalen Expression bei.

Die Kernsequenz umfaBt mindestens die Abfolge 'TGA(C/G/T)NNNGC' ( Rushmore T.H. et
al.,, 1991 ; Jaiswal A.K., 1994b ; Wang B., Williamson G., 1994 ; Favreau L.V., Pickett C.B.,
1995 ; Wasserman W.W., Fahl W.E., 1997b ). Weitere flr eine Bindung nuklearer Komplexe
notwendige Voraussetzungen scheinen zu existieren ( Nguyen T. et al., 1994 ; Wasserman
W.W., Fahl W.E., 1997a ), werden jedoch kontrovers diskutiert ( vgl. Jaiswal A.K., 1994a ;
Xu X., Stambrook P.J., 1994 ; ltoh K. et al., 1997 ).

Auch unter Einbeziehung solcher weiterer Restriktionen verbleibt innerhalb der Kernsequenz
ein groBer Spielraum, der eine vollstandige Uberlappung mit Kernsequenzen anderer Ele-
mente erlaubt. So ist z.B. in der ARE-Sequenz der NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktase 1 des
Menschen, TGACTCAGC', auch das TRE-Element vollstandig erhalten. Auch das "TRE-like
MAF Recognition Element' ( "T-MARE'" ) mit der Basen-Abfolge ' TGCTGACTCAGCA' und die
'NF-E2 binding site', TGCTGACTCA', kbnnen sich mit der ARE-Sequenz tberlappen.
Nichtsdestoweniger handelt es sich beim ARE um ein eigenes, von ahnlichen Elementen klar
unterscheidbares Element. Fir die Aktivierung durch monofunktionale Induktoren ist die
abschlieBende 'GC-Box' entscheidend ( nicht Bestandteil des TREs und der NF-E2 binding
site ) und die Einbettung eines TREs erhdht zwar die basale Expression, hat aber geringe
oder sogar negative Auswirkungen auf das AusmaB der Induktion ( Nguyen T. et al., 1994 ;
Xie T. et al., 1995).

1.4.3 Die Transkriptionsfaktoren Nrfl und Nrf2

DaB es sich beim ARE um ein "eigenstandiges" Element handelt, konnte auch durch den
Nachweis spezifisch bindender nuklearer Komplexe nachgewiesen werden. Diese unter-
schieden sich in der GroBe beteiligter Proteine und dem EinfluB reduzierender Verbindun-
gen, kompetierender Oligonukleotide und einzelner Basen-Mutationen von an ahnliche Ele-
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mente bindenden Komplexen ( Wang B., Williamson G., 1994 ; Favreau L.V., Pickett C.B.,
1995 ; Liu S., Pickett C.B., 1996 : YABP ; Wasserman W.W., Fahl W.E., 1997b : ARE-BP1 ;
Wild A.C. et al., 1998 ). Sie konnten aber zun, chst keiner bekannten Transkriptionsfaktor-
Familie zugeordnet werden.

Eine spezifische Bindung der typischen AP-1-Komplexe, also Homodimere der Jun-Familie
und Heterodimere mit c-Fos, wurde fer das ARE der GST-Ya der Ratte und das der NQO1
der Ratte ausgeschlossen ( Nguyen T., Pickett C.B., 1992 ; Nguyen T. et al., 1994 ; Favreau
L.V, Pickett C.B., 1993 ). Es fanden sich jedoch in der Folge vermehrt Hinweise darauf, da&
- neben der Bindung solcher AP-1-Komplexe an benachbarte oder eingebettete TRE-
Sequenzen ( Friling R.S. et al., 1992 ) - Transkriptions-Faktoren der Jun und Fos-Familie
auch an spezifisch das ARE bindenden Komplexen beteiligt sein k” nnen ( Li Y., Jaiswal A.K.,
1992a; Li Y., Jaiswal A.K., 1992b ; Li Y., Jaiswal A.K., 1994 ).

Angeregt durch den Nachweis der Bindung sogenannter 'kleiner Maf-Proteine' an das ARE
der regulatorischen Sequenzen verschiedener NQO1- und GST-Gene ( Kerppola T.K., Cur-
ran T., 1994 ) und dem Umstand, daa diese Transkriptionsfaktoren mit solchen der NF-E2-
Familie (u.a. Nrfl und Nrf2, Moi P. et al., 1994 ) heterodimerisieren ( Andrews N.C. et al.,
1993), konnte schliealich die Beteiligung von Nrfl und Nrf2 an nukle, ren Komplexen und
ihre vorherrschende Rolle bei der Vermittlung monofunktionaler Induktion durch das ARE der
menschlichen NQO1 nachgewiesen werden. Gleichzeitig wurde ein negativ regulierender
Einflud der Faktoren Fral und c-Fos gezeigt ( Venugopal R., Jaiswal A.K., 1996 ). Die maa-
gebliche Beteiligung von Nrf2 an der positiven Regulation Fremdstoff-metabolisierender
Enzyme wurde anhand Nrf2-(-/-)-'knockout'-M, usen auch in vivo best, tigt. Die mMRNA-Spie-
gel nahezu aller untersuchten GST-Isoformen und der NQO1 waren im Gegensatz zu hetero-
zygoten Tieren deutlich weniger induzierbar. Auderdem konnte die spezifische Bindung des
ARE der M, use-GST-Ya durch Nrf2/MafK-Heterodimere gezeigt werden ( Itoh K. et al.,
1997).

Schliealich konnte der spezifisch an das ARE der menschlichen NQO1 und der GST-Ya der
Ratte bindende Komplex als Nrfl/c-Jun- bzw. Nrf2/c-Jun-Heterodimer identifiziert werden.
Wieder erwies sich Nrfl und Nrf2 als positiv regulierend, wobei beide Faktoren um die Bin-
dung an gleiche Elemente und Komplex-Partner kompetierten und Nrf2 das h” here Transak-
tivierungspotential besaa. Bis zu einem bestimmten c-Jun/Nrf-Mengenverh, Itnis wirkte auch
c-Jun positiv regulierend, h” here Anteile fe hrten dahingegen zu einer Repression ( Venugo-
pal R., Jaiswal A.K., 1998 ). In weiteren Untersuchungen konnten die Ge Itigkeit der Ergeb-
nisse fer Nrfl, Nrf2 und c-Jun auch auf das ARE der katalytischen GCS-Untereinheit des
Menschen ausgedehnt ( Jeyapaul J., Jaiswal A.K., 2000 ) und 'kleinen Maf-Proteinen' eine
negativ regulierende Rolle zugeordnet werden ( Wild A.C. et al., 1999 ; Nguyen T. et al.,
2000 ; Dhakshinamoorthy S., Jaiswal A.K., 2000 ).

Insgesamt scheinen meist die ( nicht zur Homodimerisierung f, higen ) Transkriptionsfaktoren
Nrfl und Nrf2 in Komplexen mit AP-1-Faktoren oder kleinen Maf-Proteinen fe r die ARE-ver-
mittelte Regulation der Genexpression verantwortlich zu sein, wobei vermutlich Nrf2 eine
zentrale Funktion bei der § bertragung der Signale monofunktionaler Induktoren einnimmt.
Andere bisher nachgewiesene Wechselwirkungen des ARE, z.B. die mit ™strogen-Rezep-
toren ( Montano M.M. et al., 1998 ) und dem Ah-Rezeptor ( Vasiliou V. et al., 1995 ), de rften
eine eher untergeordnete Rolle spielen.

Ein an der Signal-Weiterleitung durch Nrf2 beteiligter Mechanismus ist die Freisetzung und
Translokation in den Nukleus des im nicht induzierten Zustand e ber den Bindungspartner
Keapl mit Bestandteilen des Cytoskeletts assoziierten Transkriptions-Faktors ( Itoh K., et al.,
1999 ). Diese Freisetzung scheint jedoch nicht der einzige Mechanismus der Signal-S bertra-
gung zu sein. Komplexe von in vitro translatiertem Nrf2 und c-Jun messen zun, chst von
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cytosolischen Faktoren modifiziert werden, um an das ARE binden zu kénnen ( Venugopal
R., Jaiswal A.K., 1996 ). Kirzlich konnte nachgewiesen werden, daB Nrf2 - aktivierbar durch
monofunktionale Induktoren - von der ProteinKinase C phosphoryliert wird ( Huang H.C. et
al., 2000 ). Es bleibt indessen unklar, welchen Stellenwert die Phosphorylierung durch diese
Kinase bei der posttranslationen Modifikation von Nrf2 einnimmt. Auch die MAP-Kinasen-
abhangigen Signalkaskaden der JNKs ( 'c-Jun NHo-terminal kinases', auch 'stress-activated
protein kinases' ), der ERKs ( 'extracellular signal-regulated kinases' ) und der p38-MAP-
Kinasen (Yu R. et al.,, 2000 ) scheinen in die Gber das ARE vermittelte Regulation der
Genexpression involviert zu sein.

1.4.4 Transkriptionelle Regulation
verschiedener Enzyme der antioxidativen Antwort

1.4.4.1 Glutathion-S-Transferasen

Das ARE wurde als eigensténdiges Element zunachst in der GST-Isoform Ya ( nach heutiger
Nomenklatur GST A1/2 ) der Ratte ( Rushmore T.H. et al., 1990 ) und der Maus ( Friling R.S.
et al., 1990 ) identifiziert. Es konnte gezeigt werden, daB dieses Element hauptverantwortlich
fir die transkriptionelle Regulation dieser Isoform durch monofunktionale Induktoren ist
( Rushmore T.H., Pickett C.B., 1990 ; Friling R.S. et al., 1990 ). Auch in den regulatorischen
Sequenzen der GST-P der Ratte und der Maus scheint ein ARE maBgeblich zu sein ( Okuda
A. et al., 1987 ). Indessen lassen sich die fir Nager erhaltenen Ergebnisse kaum auf den
Mensch (bertragen. Von den menschlichen GST-Klassen GSTa, m und p 1aBt sich nur
erstere und dies nur schwach durch entsprechende Substanzen induzieren ( Morel F. et al.,
1993 ). Eine Untersuchung der Isoformen A1 und A2 zeigte auBerdem, daB deren regulatori-
sche Sequenzen weder mit der Ratten-Isoform Ya vergleichbare Transkriptions-Elemente
enthalten noch auf die Anwesenheit monofunktionaler Induktoren ansprechen ( Suzuki T. et
al., 1994 ).

1.4.4.2 NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktasen

Das zun, chst in der NQO1 der Ratte nachgewiesene ARE ist ebenfalls das fer die mono-
funktionale Induktion entscheidende Element ( Favreau L.V., Pickett C.B., 1991 ). Dare ber
hinaus scheint auch die diesbeze gliche Regulation der menschlichen NQOZ1-Isoform sehr
» hnlich abzulaufen - ein ARE mit nahezu der selben Sequenz spielt fe r die monofunktionale
Induktion ebenfalls die dominante Rolle ( Jaiswal A.K., 1991 ). Allerdings ist im Gegensatz
zur Ratte in das ARE der menschlichen NQO1 ein TRE "eingebettet" .

1.4.4.3 g-Glutamylcystein Synthetasen

Die g-Glutamylcystein Synthetase ist ein aus einer 'schweren' katalytischen ( GCSh ) und
einer 'leichten' regulatorischen ( GCSI ) Untereinheit bestehendes Heterodimer, deren Akti-
vierung durch monofunktionale Induktoren und oxidativen Strea nicht ausschliealich, aber zu
einem wesentlichen Teil auf transkriptioneller Ebene abl, uft. Diese wurde im Falle der kataly-
tischen Untereinheit des Menschen einerseits allein auf ein distales ARE mit einem einge-
schlossenen und einem benachbarten TRE zure ckgefs hrt ( Mulcahy R.T. et al., 1997 ; Wild
A.C. et al., 1998 ), in anderem Kontext ( Zelltyp, Induktor ) kann auch ein proximales TRE
beteiligt sein ( Rahman I. et al., 1998 ). Die Ergebnisse fer die transkriptionelle Aktivierung
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der regulatorischen Untereinheit ( Galloway D.C., et al., 1997 ) sind widerspre chlich ( trotz
gleichem Zelltyp und Induktor ), einerseits wurde ein einzelnes TRE als verantwortlich identi-
fiziert ( Galloway D.C., McLellan L.I., 1998 ). Andere Ergebnisse legen die maégebliche
Beteiligung eines benachbarten ARE mit eingebettetem TRE nahe ( Moinova H.R., Mulcahy
R.T., 1998).

1.4.4.4 UDP-Glucuronosyltransferasen

Mit der erste Hinweis auf eine Beteiligung Fremdstoff-metabolisierender Enzyme an der Che-
mopr, vention war der Nachweis einer erh” hten Ausscheidung von Glucuronid-Konjugaten
von Acetylaminofluoren ( einem Kanzerogen ) bei Ratten, deren Nahrung mit Butylhy-
droxyanisol versetzt war ( Grantham P.H. et al., 1973 ). Es wurde im weiteren gezeigt, daa
tats, chlich die UGT-AKktivit, t in der Rattenleber durch den monofunktionalen Induktor Ethoxy-
quin erh” ht wird ( Bock K.W. et al., 1980 ). § ber den monofunktionalen Mechanismus wir-
kende Substanzen induzieren den mRNA-Spiegel der UGT1AG6 in der Rattenleber mehr, als
die aller anderen untersuchten Phase-II-Enzyme ( Buetler T.M. et al., 1995 ). In Nrf2-(-/-)-
'knockout'-M,, usen liea sich schliealich eine deutliche Erniedrigung der basalen Expression
der UGT1A6 im Lungengewebe ( st,rker als z.B. bei der GCSI, der HO-1 und der NQO1 ;
Chan K., Kan Y.W., 1999 ) und eine Beeintr, chtigung der Induzierbarkeit in der Leber nach-
weisen ( Ramos-Gomez M. et al., 2001 ). Eine weitere Eingrenzung beteiligter Regulations-
Mechanismen konnte bis heute nicht erfolgen.

Auch beim Menschen werden verschiedene UGT-Isoformen, darunter auch die UGT1AG6,
monofunktional induziert ( Me nzel P.A. et al., 1999 ), ohne daa die zugrundelegenden mole-
kularen Mechanismen klar w, ren. Die auf eine einheitliche elementare Aufgabe hinweisende
Verwandschafts-Analyse der Isoform UGT1A6 ( vgl. Abb. 2) legt allerdings nahe, dai zumin-
dest bei dieser Isoform eine dem M, use-Isoschizomer entsprechende, Nrf2-vermittelte Sig-
nals bertragung beteiligt ist.

1.5 Die Caco-2-Zellinie

Die aus dem Colonkarzinom eines 72-j, hrigen Patienten etablierte Zellinie 'Caco-2' ( Fogh et
al., 1977a; Fogh et al. 1977b ) wurde seit der Entdeckung ihrer Differenzierungs-Eigenschaf-
ten ( Pinto M. et al., 1983 ) zur Beantwortung verschiedenster Fragestellungen als 'in-vitro'-
Modell fer reife Enterocyten des Denndarms eingesetzt. Konfluente Zellkulturen weisen
sowohl die morphologischen als auch die meisten funktionellen Merkmale des ‘in-vivo'-Zell-
typs auf. So bildet sich z.B. ein Be rstensaum, und Enzyme und Transporter zeigen die typi-
sche, polarisierte Verteilung. Als fer maligne Zelltypen charakteristische Merkmale weisen
Caco-2-Zellen einen ungew” hnlich hohen Glucose-Verbrauch und eine mit Leberzellen ver-
gleichbare Glykogen-Einlagerung auf.

Aus der Stammlinie wurden eine Reihe von Klonen isoliert, die sich in Details beze glich des
Glucose- und Fremdstoffmetabolismus unterscheiden ( Chantret |. et al., 1994 ; Caro |. et al.,
1995 ). Im Rahmen dieser Arbeit setzte man den 'TC7'-Klon ein, der in Hinsicht auf den
Fremdstoff-Metabolismus aufgrund der Exprimierung der maageblichen Enzyme bereits des
" fteren als geeignetes Modell erachtet wurde ( Caro I. et al., 1995 ; Carriere V. et al., 1996 ;
Me nzel P.A. et al., 1999 ).

Die Klone TC7, PD7 und PF11 wurden uns freundlicherweise von Prof. Dr. Alain Zweibaum
(INSERUM U-178, 94807 Villejuif, Frankreich ) zur Verfe gung gestellt.
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1.6 Fragestellung

Die UDP-Glucuronosyltransferasen ( UGTs ) spielen beim Menschen eine vorherrschende
Rolle in der Phase-Il des Fremdstoffmetabolismus. Sie werden bekanntermaéen sowohl
durch endogene als auch Umweltfaktoren reguliert. Kerzlich konnte gezeigt werden, daa
eine der menschlichen Isoformen der UGT-Familie, die humane UGT1A6, im Caco-2-
Modellsystem durch tert-Butylhydrochinon ( TBHQ ) induziert werden kann ( Me nzel P.A. et
al, 1999).

TBHQ wurde in Nagern als Prototyp einer Reihe verschiedenartiger, meist aber elektrophiler
Substanzen charakterisiert, den sogenannten 'monofunktionalen Induktoren' oder auch
'Induktoren vom Antioxidantientyp'. Diese |” sen eine eigene, erst kerzlich charakterisierte
Signalkette aus. Es wird davon ausgegangen, dad aufgrund dieser Signalkette gegene ber
subtoxischen Dosen exponierte Zellen verst, rkt protektive Enzyme der Phase-Il des Fremds-
toffmetabolismus exprimieren und damit eine erh” hte Resistenz gegene ber der Toxizit, t die-
ser Stoffe erlangen. Es wird weiterhin angenommen, dad die UGT1A6 der Nager und des
Menschen ein Teil dieser gemeinsam gesteuerten Gen-Batterie ist. So weist unter den in der
Ratte untersuchten Phase-lI-Enzymen die UGT1A6 mit die h” chste Induzierbarkeit durch
monofunktionale Induktoren auf ( Buetler T.M. et al., 1995).

S ber den Mechanismus der Induktion der UGTs durch TBHQ ist indessen bisher wenig
bekannt. Es sollte deshalb versucht werden, diesen Mechanismus n, her zu untersuchen.

Auf Grundlage des TBHQ-induzierbaren Modellsystems der Caco-2/TC7-Zelle ( M« nzel P.A.,
1999 ) und den zur Verfe gung stehenden ( Ritter J.K. et al., 1992 ) und sequenzierten ( Me n-
zel P.A. et al., 1998 ) 3 kb der 5'-terminalen Region des Promotors der UGT1A6 sollten im
einzelnen :

1.) potentiell an einer monofunktionalen Induktion der UGT1A6 beteiligte Transkriptions-
Elemente identifiziert werden.

2.) gepre ft werden, ob die zuvor nachgewiesene Erh”hung des mRNA-Spiegels der
menschlichen UGT1A6 durch monofunktionale Induktoren Folge einer transkriptionellen Akti-
vierung ist.

3) bei Best,tigung einer transkriptionellen Aktivierung verantwortliche Bereiche einge-
grenzt werden.

4.) bei Hinweisen auf Beteiligung eines ARE oder ARE-, hnlichen Motivs bindende Trans-
kriptions-Faktoren identifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemein benotigtes Material

Spezifisch fur eine Methode eingesetzte Gerate, Verbrauchsmaterialien, Puffer und Lésun-
gen sind dort aufgefiihrt. Chemikalien ohne ausdrlcklich aufgeflihrte Herstellerangaben wur-
den von Merck, Darmstadt, bezogen.

Gerate : Ultrazentrifuge Beckman Model J2-21 ( Rotor JA-20 ) : Beckman, Minchen ;
Schwenkrotor-Zentrifuge Megafuge 1.0R ( Rotor BS 4402/A ) : Heraeus Instruments,
Hanau ; Eppendorf-Zentrifuge Centrifuge 5410 : Eppendorf, Engelsdorf ; Eppendorf-Kihl-
zentrifuge MikroRapid/K : Hettich, Tuttlingen ; PCR-Thermocycler : GeneAmp 2400, Perkin-
Elmer, Uberlingen ; Wasserbad 'Thermocycler 60 Biomed' : Bachofer, Reutlingen ; Ther-
momixer 5436 : Eppendorf, Engelsdorf ; Photometer Shimadzu UV 160-A, Shimadzu, Dis-
seldorf ; Mikroquarzklvette 105.202-QS : Hellma .

Verbrauchsmaterial : 1ml-Einmal-Ke vette 67.742 : Sarstedt AG, Ne mbrecht ; PCR-Reak-
tionsgef, ae 0,2ml 'Mniti' : AGS GmbH, Heidelberg ; 15ml- bzw. 50ml-Zentrifugenr” hrchen
Falcon 352096 bzw. 352070 : Becton Dickinson, Heidelberg ; 50ml-Ultrazentrifugenr” hrchen
( fer Rotor JA-20 ) Polyallomer 357001 : Beckman, Menchen ; 10ml- ( 'Inject’, 'Luer-Ver-
schlua ) / 50ml- ( 'Luer-Lok'-Verschlué ) Einmalspritzen : B.Braun Melsungen AG, Melsun-
gen ; Sterilfilter-Spritzenaufsatz 0,22mm : Sartorius AG, G” ttingen .

Puffer, L” sungen

Komponente  Konzentr. Bemerkung

SDS-L" sung SDS 20 % 200g/ 1,0l

EDTA-L” sung EDTA 0,25 M 9,31g/ 100ml bei 372,24 g/mol
NaOH pH 8,0

PBS-Puffer NaCl 110 mM 6,439 / 1,0l bei 58,44 g/mol
KCI 4,0 mM 298mg / 1,01 bei 74,56 g/mol
NaH,PO,4 25 mM 3,459 / 1,01 bei 138,0 g/mol
NaOH pH 7,4

TE-Puffer pH 8,0 | Tris 10 mM 121mg / 100ml bei 121,1 g/mol
EDTA 1,0 mM 400M 0,25M EDTA-Lsg. / 100ml
HCI pH 8,0

SDS = 'Sodiumdodecysulfate’ ( Natriumlaurylsulfat ) ; EDTA = Ethylendiamintetraessigs, ure

( Dinatriumsalz Dihydrat ) ; Tris = Tris(hydroxymethyl)-aminomethan .

2.2 Zellkulturen

2.2.1 Allgemeines

2.2.1.1 Material

Ger,te : Brutschrank : 'BB 6220 C', Heraeus Instruments, Hanau ; Sterilbank : UVF 6.12 S,
BDK, Sonnenbe hl-Genkingen ; Mikroskop : Laborvert, Leitz, Wetzlar ; Fuchs-Rosenthal-
Z,, hlkammern : Brand, Wertheim .

Verbrauchsmaterial : 10cm-Zellkulturschalen Falcon 353003 : Becton Dickinson, Heidel-
berg ; Medien-Sterilfilter 'VacuTop CA-Membran' 0,2 nm : MembraPure, Bodenheim ;
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0,9mm-Einmal-Injektionskane len ( 'Sterican' Gr’4e 1 ) : B.Braun Melsungen AG, Melsun-
gen; Kryo-R” hrchen 'Cryotube’ : Nalge Nunc International Corp., Naperville (USA) .

L” sungen, Medien : '10zTrypsin/EDTA'-L" sung : Gibco BRL Life Technologies, Eggen-
stein; F"tales K, Iber Serum ( FKS ) : Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein ; Dime-
thylsulfoxid ( DMSO ) ;

Induktoren : tert-Butylhydrochinon, b-Naphthoflavon : Sigma-Aldrich, St.Louis (USA) .

2.2.1.2 Medien-Herstellung und -Lagerung, Medienwechsel

Die Zellkulturmedien wurden entsprechend der Hersteller-Vorschriften hergestellt, sterilfiltriert
und luftdicht verschlossen in Flaschen bei 2 - 4¢C gelagert. Antibakterielle Zus, tze wurden
nicht verwendet. Fer Medienwechsel wurde das ben” tigte Volumen in Erlenmeyer-Kolben
gefe llt, mindestens 30 min im Brutschrank beze glich Temperatur und CO,-Gehalt ,, quilibriert
und erst dann eingesetzt.

Auf diese Weise konnten einerseits durch wiederholtes Erw, rmen einsetzende Zersetzungs-
prozesse im Kulturmedium ( insbesondere Glutamin-Hydrolyse ), andererseits durch Tem-
peratur- bzw. pH-Wert-Spre nge ( das offene CO,-Puffersystem von Kulturmedien weist bei
Verlust des gel” sten CO,-Gases ,, uaerst hohe pH-Werte auf ) verursachte Stred-Reaktionen
der Zellkulturen auf ein Mindestmaa beschr, nkt werden.

Vor Benutzung von Sterilfiltern wurde grunds,, tzlich mit HoOpigest g€Spe It, um eventuell vor-
handenes pyrogenes Material auszuwaschen.

2.2.1.3 Auftauen

Das entsprechende Zellmaterial wurde dem Stickstofftank entnommen, das Kryor” hrchen
von auden mit reichlich 70%-igem Ethanol desinfiziert, ge” ffnet und durch Handw,, rme ze gig
aufgetaut. Sobald sich die teilweise noch gefrorene Zellsuspension vom Boden des Kryo-
r hrchen I” sen liea, wurde diese in ein 50ml-Zentrifugenr” hrchen mit 30 ml eiskaltem Kultur-
medium gekippt, kurz aufgeschl, mmt ( schnellstm” gliche Verdes nnung der im Einfriermedium
enthaltenen, toxischen DMSO-Konzentration ) und sofort 5 min bei 300zg zentrifugiert. Den
§ berstand saugte man ab, suspendierte das Zellpellet in 12 ml Temperatur- und CO,-Gehalt-
» quilibriertem Kulturmedium und gab davon 6, 3, 1,5, 0,75 und 0,4 ml in jeweils auf die mit
10 ml Kulturmedium befe llten, vorinkubierten 10cm-Kulturschalen. Die Zellkulturen wurden
dann in den Brutschrank gegeben, nach 20 min nochmals aufgeschl, mmt ( Konvektionsstr” -
mungen k” nnen sonst zu einer ungleichm, aigen Verteilung des Zellmaterials fe hren ) und
der erste Medienwechsel nach 2 Tagen durchgefe hrt.

2.2.1.4 Passagierung

50 ml 10z Trypsin-Stamml” sung wurden aufgetaut, in 12,5ml-Aliquoten in 50ml-Zentrifugen-
r" hrchen abgefe It und sofort wieder bei -202C eingefroren oder weiterverarbeitet ( Trypsin-
L” sungen neigen zum Selbstverdau ). Die 12,5ml-Aliquote fe llte man dann mit 37,5 ml PBS-
Puffer (pH 7,4 ) zu einer 2,52 Trypsin-L” sung auf ( fe r eine definierte Wirksamkeit mué Tryp-
sin in einem Puffer mit geeignetem pH-Wert und geeigneter Salzkonzentration gel” st wer-
den ), und lagerte diese in 3,1ml-Portionen in 15ml-Zentrifugenr” hrchen ebenfalls bei -202C
ein.

Fer die Passagierung wurde dann ein 3,1ml-Aliquot im 37¢C-Wasserbad 10 min aufgetaut,
von einer am Vortag konfluent gewordenen Zellkultur das Medium gre ndlich abgesaugt, die
2,52 Trypsin-L” sung aufgetragen und die Kulturschale dann im Brutschrank inkubiert. Nach-
dem man durch kr, ftige seitliche St” e noch am Kulturschalenboden haftenden Zellrasen
gel” st hatte, wurde nach 7 - 7,5 min Inkubationszeit das Trypsin durch Zugabe von ca. 3 ml
» quilibriertem Kulturmedium inaktiviert und die Zellen vereinzelt, indem die Suspension
durch eine 0,9mm-Kanele mit Hilfe einer geeigneten Spritze aufgesaugt und ausgestoaen
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wurde (ca. 4 Sekunden pro Aufsaug- bzw. Ausstoa-Hub ). Die erhaltene Suspension gab
man nun in ein geeignetes Volumen an , quilibriertem Medium und « berfe hrte jeweils nach
gre ndlichem Aufschl, mmen Aliquote auf Z, hlkkammern. W,, hrend des Ausz, hlens wurde das
Zellmaterial wieder in den Brutschrank gegeben.

Nach der Bestimmung der Zelldichte wurden entsprechende Volumina der Suspension in
vorinkubierte, mit jeweils 10 ml Kulturmedium beschickte Kulturschalen gegeben, 20 min im
Brutschrank Temperatur-, quilibriert, nochmals aufgeschl, mmt ( Vermeidung von durch Kon-
vektionsstr” mungen hervorgerufene uneinheitlichen Zelldichten, s.0. ) und fer 2 Tage im
Brutschrank belassen.

Die Berechnung der Volumendichte der Zellsuspension erfolgte nach :
Volumendichte = durchschnittliche Zellzahl pro Kleinquadrat ¢ Volumen pro Kleinquadrat,
mit 0,0002 ml pro Kleinquadrat bei der eingesetzten Fuchs-Rosenthal-Z, hlkammer ( 16 Kleinqua-
drate pro Z, hlkkammer, 16 Kleinstquadrate pro Kleinquadrat ).

Die Berechnung des aufzutragenden Suspensions-Volumens nach :

Suspensions-Volumen = gewe nschte Fl, chendichte 2 Kulturschalen-Fl, che 6 Volumendichte.

2.2.1.5 Einfrieren

Die Zellkulturen wurden zun, chst in der bereits beschriebenen Art und Weise trypsiniert. Die
Inaktivierung durch 3 ml vorinkubiertes Medium erfolgte jedoch bereits nach 5 min und statt
die Zellen zu vereinzeln, |” ste man lediglich durch wiederholtes Aufsaugen und Ausstoden
mit einer 5ml-Pipette den Zellrasen vom Kulturboden. Das erhaltene Zellmaterial wurde in
100 ml ,, quilibriertem Kulturmedium gesammelt und zwischenzeitlich sowie nach Erhalt des
letzten Zellmaterials weitere 30 min im Brutschrank inkubiert ( Erholungsphase ).

Danach zentrifugierte man die Suspension in zwei 50ml-Zentrifugenr” hrchen 7 min bei 4¢C
und 300g, saugte den § berstand ab und stellte das Zellpellet auf Eis. Die Zellen wurden nun
schnellstm” glich mit Hilfe von vorgeke hiten Pipetten in 2 ml eiskaltem Einfriermedium pro
Kulturschale suspendiert, in 0,5ml-Portionen in ebenfalls vorgeke hite Kryor” hrchen gef lit
und in einem Styroporbeh, Itnis in eine -702C-Ke hleinheit gegeben. Nach ca. 8 Stunden
lagerte man die erhaltenen Dauerkulturen « ber fle ssigem Stickstoff ein.

2.2.1.6 Behandlung

Als L”sungsvermittler fer die verwendeten Wirkstoffe wurde DMSO verwendet ( Stamm-
I”sung fert-Butylhydrochinon 400 bzw. 200 mM, 66,5 bzw. 33,2 mg/ml bei 166,2 g/mol,
1:5000 bzw. 1:2500 im Kulturmedium verde nnt, b-Naphthoflavon 125 mM, 34,0 mg/ml bei
272,3 g/mol, 1:2500 verde nnt ). Um der M” glichkeit der Autooxidation redoxaktiver Wirkstoffe
entgegenzuwirken, fror man hergestellte Stamml” sungen sofort in Aliquoten bei -202C ein
und verwarf diese nach einmaliger Verwendung.

Um eine einheitliche Behandlung zu gew, hrleisten, wurden Zus, tze grunds, tzlich den fer
das jeweilige Experiment ben” tigten vorinkubierten Gesamtvolumina an Kulturmedium zuge-
geben, gre ndlich gemischt und dann auf die einzelnen Kulturschalen verteilt.

2.2.2 Zellkultur-Spezifisches

2.2.2.1 Hepalclc?

Kulturmedium 90 % aMEM ohne Ribo- und Desoxyribonukleoside ( Gibco BRL Life Techno-
logies, Eggenstein ) ; unter Zugabe von 2,2 g/l NaHCO3 und pH-Zquili-
brierung mit HCI auf 7,2 ; sterilfiltriert durch 0,2nm-Membran .
10 % Aktivkohle-gereinigtes FKS ; 90 min mit 1g grobk” rniger Aktivkohle
( Sigma-Aldrich, St.Louis USA ) zur Gasreinigung pro 100 ml bei 55¢C
inkubiert und dann 2 Mal durch 0,2mm-Membran sterilfiltriert .
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Einfriermedium

Kultivierungs-Bedingungen und -Parameter :

40 %
50 %
10 %

aMEM (‘wie oben)
FKS
DMSO

Konfluenz 200.000 Zellen/cm?, 1 Woche pr, konfluent 20.000 Zellen/cm? .

374C, 5% CO, und 100% Luftfeuchte ;
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2.2.2.2 HepG2
Kulturmedium 90 % Eagle's MEM inklusive non-essential amino acids, sodium pyruvate and
Earle's BSS ( Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein )
10% FKS

Kultivierungs-Bedingungen :

Kultivierungs-Parameter :

37¢C, 5% CO, und 100% Luftfeuchte .

Tage bis zur Konfluenz

0

4

5

6

10

FI, chendichte [ Zellen/cm?

]

600.000

330.000

180.000

100.000

60.000

10.000

2.2.2.3 Caco-2

Kulturmedium 80 % DMEM inklusive 4,5g/I Glucose, ohne Pyruvat ( Biochrom, Berlin ) ; unter
Zugabe von 3,5 g/l NaHCO3 und pH-Aquilibrierung mit HCI auf 7,2 ; sterilfil-
triert durch 0,2mm-Membran .

Hitze-inaktiviertes FKS : 500ml-Packungseinheit im 56°C Wasserbad aufge-
taut und dort weitere 50 min belassen .

1x  100xNon-Essential Aminoacids ( Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein )

88 % Hitze-inaktiviertes FKS ( s.0.)
12 % DMSO

20%

Einfriermedium
Kultivierungs-Bedingungen : 37¢C, 10% CO, und 100% Luftfeuchte .

Kultivierungs-Parameter :

Tage bis zur Konfluenz 0 1 2 3 4 5 6 7
Fl, chendichte [ Zellen/cm?] | 60.000 | 40.000 | 27.000 | 18.000 | 12.000 | 8.000 | 5.600 | 3.600

2.3 Enzymaktivit, ts-Bestimmungen

2.3.1 Herstellung der Zellhomogenate

Die fer die in folgenden Abschnitten beschriebenen Enzymtests zur Bestimmung der Chinon-
reduktase- und der UDP-Glucuronosyltransferase-Aktivit, t ben” tigten Zellhomogenate wur-
den mit Hilfe von Ultraschall hergestellt. Die Methode fe hrt bei beiden Enzymtest zu h” heren
und reproduzierbareren Aktivit, ten als der Aufschlua mittels "Pottern” ( Daten nicht gezeigt ).

Ger,te: Ultraschall-Ger, t 'LabSonic 2000' : B.Braun Melsungen AG, Melsungen

L" sungen :
Komponente Konzentr. Bemerkung

Tris-Sucrose-L” sung D(+)-Saccharose 250 mM 85,69 / 1,0l bei 342,3 g/mol
Tris 10 mM 1,219/ 1,01 bei 121,1 g/mol
HCI pH 7,4
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Arbeitsprotokoll

Die Zellkulturen wurden 3 Mal mit eiskalter 0,9%-iger NaCl-Lésung gewaschen, mit Hilfe
eines Zellkultur-Schabers vom Kulturboden gelést und mit 5-10ml PBS-Puffer in 15ml-Zentri-
fugenréhrchen Gberfihrt. Die Zellen pelletierte man dann durch 6-mindtige Zentrifugation bei
300xg ( 1400rpm bei 14,5cm ) und 4°C und saugte den Uberstand ab. Das erhaltene Pellet -
das ggf. zwischenzeitlich bei -70°C eingelagert wurde - tGberfihrte man nun mit einem geeig-
neten Volumen an Sucrose-Lésung ( 200-1000m ) in Eppendorfcups und suspendierte die
Zellen durch Trituieren. Die Suspension wurde dann - auf Eis und mit 15-sekiindigen Pausen
- 3 Mal 5 Sekunden bei einer Leistungsabgabe von 40 mW mit Ultraschall behandelt.

2.3.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Protein-Konzentrationen der Homogenate wurde nach Lowry photometrisch bestimmt
(Lowry O.H. et al., 1951 ; modifiziert ).

Material : Folin-Ciocalteus Phenolreagenz

Arbeitsprotokoll : Die Proben wurden in Eppendorfcups vorgelegt, mit Wasser auf 100ni
aufgefallt, mit 100m 1M NaOH-L&sung und dann mit 1,0ml Lowry-Lésung A ( 980ml 2%-ige
Na>COs-, 10ml 2,7%-ige K,Na-Tartrat-Tetrahydrat- und 10ml 1%-ige CuSO4x5H,0-Lésung in
angegebener Reihenfolge mischen ) versetzt und 10 min bei ca. 20°C inkubiert. Dann ver-
setzte man mit 100 Lowry-L" sung B ( 50ml Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz auf 100ml ver-
de nnt ), mischte sofort gre ndlich ( es findet eine Umpufferung ins Saure statt, die m” glichst
schnell ablaufen sollte ), inkubierte weitere 30 min und maa schliealich die Absorption bei
720nm.

Auswertung : Der Proportionalit, tsfaktor der Messung wurde mit Hilfe einer Eichgeraden
bestimmt ( geltig fer die Reagenzl’ sungen, die man jeweils in fer einen |, ngeren Zeitraum
ausreichende Mengen herstellte ). Zum Zeitpunkt der Enzymaktivit, ts-Bestimmungen ergab
sich die Proteinkonzentration ( mit DA : Absorption nach Abzug des durchschnittlichen Blind-
werts ) nach :

. o . . DA720nm / [OD ]
Protein-Konzentration = 70 mgProtein/ml z Volumen( Probe ) / [ ]

2.3.3 UDP-Glucuronosyltransferase-Enzymtest

Beim hier beschriebenen UDP-Glucuronosyltransferase-Enzymtest A
(Bock K.W., White I.N., 1974 ; Lilienblum W. et al., 1982 ; Hallinam T., /‘\)1
1983 ) handelt es sich um einen gestoppten Test. Das hydrophobe HO o Yo
4-Methylumbelliferon ( MUF ; Abb. 8 ) wird durch die Aktivit,t der
UDP-Glucuronosyltransferase zu einem hydrophilen Konjugat umge-
setzt. Nach dem Stoppen der Enzymreaktion wird das glucuronidierte
Produkt durch eine Phasenextraktion vom Substrat abgetrennt und dessen Fluoreszenz
gemessen.

Bei der Messung der UDP-Glucuronosyltransferase-Aktivit, t in bestimmten Geweben und
Zellkulturen ist for das Erreichen der maximale Reaktionsgeschwindigkeit die Zugabe einer
gewissen Menge Detergenz notwendig ( sogenannte 'Latenz’' ). In Verbindung mit der
Caco-2/TC7-Zellinie ist dies nicht der Fall.

Abb. 8: 4-Me-
thylumbelliferon

Ger,te: Fluoreszenz Spektrometer 'LS 5B' : Perkin-Elmer, S berlingen
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L” sungen, Puffer

Komponente Konzentr. Bemerkung
TrisHCI-Puffer, Tris 1,0M 12,1g / 100ml bei 121,1 g/mol ; 2000 Ans, tze
pH7,4 HCI pH 7,4
MgCl,-L" sung MgCl,Z6H,0 50 mM 1,02g / 100ml bei 203,3 g/mol ; 2000 Ans,, tze

MUF-Lésung 4-Methylumbelliferon 5,0 mM 9,7mg / 10ml bei 194,2 g/mol ; in DMSO

UDPGA-L6sung | UDP-a-D-Glucuronid 30 mM 189mg / 10ml bei 631,4 g/mol
( Triammoniumsalz )
HCIO4-Lésung HCIO,4 500 mM 22,4ml Perchlors,, ure 20% / 100ml
bei 100,5 g/mol und 1,12 g/ml
Chloroform (400 ml fer 200 Ans, tze )
Glycin-NaOH-P. | Glycin 1,6 M 12,0g / 100ml bei 75,07 g/mol
NaOH pH 10,3 (fest)

Soweit nicht anders vermerkt, reichen die L” sungen fer ca. 200 Einzelans, tze ; 4-Methylumbelliferon
( MUF ) : Sigma-Aldrich, St.Louis USA ; UDP-a-D-Glucuronid ( UDPGA ) : Roche Molecular Bioche-
micals, Mannheim .

Arbeitsprotokoll

Arbeitsschritt | Komponente Stamm- End- Volumen Vol. 211
Konzentr. Konzentr.
TrisHCI, pH7,4 1,0M 100 mM 50 m 0,55 ml
MgCl, 50 mM 5,0 mM 50 m 0,55 ml
HoOpidest - - 250 ni 2,75 ml
MUF-Lsg. 5,0 mM 500 MM 50 m 0,55 ml
TestMix 400 m

- Vorbereitung : in Eppendorfcups auf Eis vorlegen

| Homogenat - - 50 ni
- Vorinkubation : nach Zeitschema Homogenat zugeben, gut mischen, 2 min bei 37¢C inkubieren
| UDPGA-Lsg. 30 mM 3,0 MM 50 i 0,55 ml
Gesamtvol. 500 ni

- Start der Enzymreaktion : UDPGA-L” sung zugeben, kurz kr,, ftig sche tteln, bei 372C definierte
Zeitspanne inkubieren

| HCIO,4 500 mM 250 mM 500 mi 55ml
- Enzymreaktion stoppen : eiskalte HCIO4-L" sung zugeben, gut sche tteln

- Niederschlag entfernen : 5 min bei ca. 20000Zg ( 13000rpm bei 10cm ) und ca. 202C zentrifug.
- Phasenextraktion : 750 m des § berstands in Reagenzglas mit vorgelegten 2,0 ml Chloroform
« berfe hren, 30 s vortexen, 5 min bei 4000Zg ( 5000rpm bei 14,5 cm ) und ca. 202C zentrifugieren.
- Umpuffern : 500 m der oberen, w, ssrigen Phase in Eppendorfcup  berfe hren, mit 500 m Glycin-
NaOH-Puffer pH 10,3 versetzen.
- Messung : Fluoreszenz im Fluoreszenz Spektrometer Perkin-Elmer LS 5B messen ( Autozero
mit HyoOypigest ; Slit 2,5/2,5, Resp.2, FixScl. 1 ; Exzitation 315 nm, Emission 365 nm ).

Auswertung

Mit dem Ger, te- und Meébedingungs-spezifischen "apparenten Fluoreszenz-Koeffizienten"
des MUF-Glucuronids von 46 FU/(nM/1ml), der Proteinkonzentration 'cProtein' des Homo-
genats und der Einrechnung des Arbeitsprotokoll-bedingten Faktors von 0,5 ( die Reaktions-
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I” sung wird zu 1000 m w,, ssriger Phase aufgefe lIt und davon - nach der Abtrennung von Nie-
derschlag und der Phasenextraktion - nur 500 ml zur Messung eingesetzt ) ergibt sich die
spezifische UDP-Glucuronosyltransferase-Aktivit, t zu :
43,5 nmol/(minzZmgProtein) z
. Fluoreszenz, nderung / [ DFU ]
Reaktionszeit/[ min] Zz Volumen(Homogenat) /[ m] x cProtein(Homogenat) /[ mg/ml ]

Die Fluoreszenz, nderung DFU berechnet sich aus der Differenz des Einzelwerts und einer
Mehrfachbestimmung des Reagenzien-Leerwerts ( sofort gestoppte Ans, tze ).

2.3.4 Chinonreduktase Enzymtest

Bei dieser Methode ( Lind C. et al., 1990 ) handelt es sich um einen gekoppelten Test, bei
dem Menadion als Substrat der NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktase dient. Erzeugtes Menadiol
reduziert in einer nicht-enzymatischen Reaktion oxidiertes Cytochrom c, dessen Umsetzung
direkt im Photometer mitverfolgt wird. Da man durch die direkte Messung der Reaktionsge-
schwindigkeit das Einsetzen einer Kosubstrat-Ersch” pfung erkennen kann, wird der Einsatz
des Kosubstrats NADH als solches erm” glicht ( anstatt es durch ein regenerierendes System
bereitzustellen, vgl. 2.3.5 ). Eine ausreichende Spezifit,t der Messung erreicht man durch
den Vergleich eines Dicumarol-gehemmten und eines ungehemmten Ansatzes.

L” sungen, Puffer

Komponente  Konzentr. Bemerkung
Basis-Puffer Tris 62,5 mM 757mg / 100ml bei 121,1 g/mol
Triton X100 0,1 % 100m / 200ml
HCI pH 7,5
Dicumarol-Lsg. Dicumarol 1,0 mM 16,8mg / 50ml bei 336,3 g/mol
KOH 25 mM 125m 10M KOH-L&sung / 50ml
Menadion-Lsg. Menadion 10 mM 27,6mg / 10ml bei 276,2 g/mol
NADH-Lsg. NADH 12,5 mM 7,45mg / 840M bei 709,4 g/mol
Cytochrom-Lsg. | Cytochrom c 1925 mM 20,0mg / 840m bei 12380 g/mol

Dicumarol = 3,3'-Methylenbis(4-hydroxycoumarin), Menadion = 2-Methyl-1,4-naphthochinon, Cyto-
chrom c ( 'from horse heart, prep. without TCA') : Sigma-Aldrich, St.Louis (USA ) ; NADH = Dihy-
dronicotinamid-adenin-dinucleotid ( Dinatriumsalz, 'grade II' ) : Roche Molecular Biochemicals, Mann-
heim .

Die Dicumarol- und die Menadion-L” sung wurden in 217 Aliquoten bei -202C gelagert, das
NADH und das Cytochrom-c als Feststoff voraliquotiert, entsprechend den Herstelleranga-
ben lichtgesche tzt gelagert und erst unmittelbar vor Versuchsbeginn gel” st.
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Arbeitsprotokoll

Arbeits- Stamm- End- e . Vol.
. Komponente ohne mit
schritt konzentr. konzentr. . . x21
Dicumarol Dicumarol

TrisHCI, pH 7,5 62,5 mM 50 mM
Triton X100 0,1% 0,08 % 7 800 16,8 mi

- auf 30°C vortemperierten Basis-Puffer in Klivette vorlegen ( ergibt Endtemperatur von 25°C )
Wasser 110-x m 100-x m
Dicumarol-Lsg. 1,0 mM 10 nM - 10 m 105 m
Menadion-Lsg 10 mM 100 niM -——> 10m 210 m
NADH-Lsg. 12,5 mM 500 M -——> 40 m 840 m
Cytochrom-Lsg. 1925 niM 77 mM -——> 40 m 840 m

- L”sungen ( lichtgesche tzt auf Eis gelagert ) nacheinander zupipettieren, mischen durch Trituieren

- Photometer starten, 40-50 s unter Detektion der Absorption ,, quilibrieren lassen

| Homogenat ---> x

Homogenat zupipettieren, schnellstm” glich durch Trituieren mischen und mit Messung fortfahren
1000 mi

Gesamt-Ansatz >

Nach Zugabe der Menadion-L” sung mué unbedingt ze gig weitergearbeitet werden.

Auswertung

Die Bestimmung der Absorptions, nderungsrate ( DA/Dt ) wurde mit Hilfe der Differen-
zierungs-Funktion des verwendeten Photometers durchgefe hrt. Mit dem Absorptionskoeffi-
zienten der Cytochrom-c-Reduktion bei 550 nm ( 18,5 OD/(cmzmM) ; ,, quimolar zur Umset-
zung des Chinonreduktase-Substrats Menadion ), der Proteinkonzentration 'cProtein’ des
Homogenats und den Parametern der photometrischen Messung ( V(Kevette) = 1,0ml ;
d(Strahlengang) = 1,0cm ) ergibt sich die spezifische Menadion-reduzierende Aktivit, t zu :
DA/Dt /[ mOD/s ]
V(Homogenat) /[m] x cProtein(Homogenat) /[ mg/ml ]

Die spezifische Chinonreduktase-Aktivit, t erh, It man dann durch Differenzbildung zwischen
den Werten eines Dicumarol-gehemmten und eines nicht gehemmten Ansatzes.

3243 nmol/(minxmgProtein) x

2.3.5 Chinonreduktase Screening-Test

Beim NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktase Screening-Test ( Prochaska H.J., Santamaria A.B.,
1988 ; Spencer S.R. et al., 1990 ; Prochaska H.J. et al., 1992 ) handelt es sich um einen
gekoppelten gestoppten Enzymtest. Prim,r wird von der Chinonreduktase Menadion in
Menadiol umgesetzt ( Abb. 9 ). Letzteres reduziert dann in einer nicht-enzymatischen Reak-
tion MTT in einen blauen Farbstoff ( gekoppelte Indikator-Reaktion ). Das von der Chinonre-
duktase ben” tigte Kosubstrat NADPH ( fe hrt zu h” herer Spezifit, t als NADH ) wird mit Hilfe
der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase st, ndig aus NADP nachgebildet ( Kosubstrat-rege-
nerierendes System ). Substrat-Ersch” pfung und Produkt-Hemmung werden damit umgan-
gen. Die Reaktion wird durch Zugabe von Dicumarol gestoppt und dann « ber eine photome-
trische Messung die Menge des entwickelten Farbstoffes bestimmit.

Das als Indikator eingesetzte MTT kann auch von Enzymen des inneren mitochondrialen
Kompartiments reduziert werden. Deshalb wird mit Digitonin lysiert, das aufgrund seiner Wir-
kungsweise ( komplexiert Cholesterol, in der Plasmamembran in hohen und in Mitochondrien
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in nur sehr geringen Anteilen vorhanden ) bei ausreichendem Aufschluéa der Zellen Mitochon-
drien weitgehend unversehrt |, at.

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgt anhand der photometrischen Messung gebun-
denen Kristallvioletts. Da hiermit die Messung enthaltenen Proteins und gebildeten Produkts
auf der selben Grundlage erfolgt, wird die Auswertung erheblich vereinfacht ( s.u. ).

Glucose- ) NADP® Menadiol MTT \

N=N
6-phosphat-

®>_N
DH ! o
| N‘\N +H®
)\
6-Phosho- \\ NADPH / \ __/  Formazan-

gluconat +H® Menadion O _ _ Farbstoff

Glucose-

Chinon-
Reduktase

Abb. 9 : Chemische Umsetzungen beim NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktase Screening-Test.

Ger, te : Multititerplatten-Reader 'SLT-Spectra’ : SLT Lablnstruments Deutschland GmbH,
Crailsheim ; Mehrkanal-Pipette ( 20-200 ni ) 'Transferpette-12' : Brand, Wertheim

Verbrauchsmaterial :  96well-Multititer-Kulturplatten 'Falcon 353075' : Becton Dickinson,
Heidelberg.

Lésungen, Material

Die angegebenen Mengen und Volumina erméglichen die Messung der Zellmengen-spezifi-
schen Chinonreduktase-Aktivitdt von 10 Behandlungsgruppen mit logarithmischem Kon-
zentrationsgradient und 1 Kontroll-Gruppe jeweils als 8-fach-Bestimmung. Bendtigt werden
dazu 2 Multititer-Zellkulturplatten ( 1 Enzym-Aktivitats- und 1 Zellmengen-Bestimmung ).

Komponente Konzentr. Bemerkung
Zellsuspension Hepalclc7-Zellen  50.000 Z./ml 2,02106 Zellen
Hepa-Kulturmedium 40 ml
Behandlungsme- | Hepa-Kulturmedium 40 ml
dium Penicillin G 100 u/ml ( Biochrom, Berlin)
Streptomycin 100 ng/ml ( Biochrom, Berlin)
DMSO bzw.
0,
Wirkstoff in DMSO 0.1%
Digitonin-EDTA- | Digitonin 0,8 % 800 mg / 100ml
L” sung EDTA 2mM 800n1 0,25M EDTA-Lsg. / 100ml
H.On ad 90 ml / 100ml ; I sen durch Erhitzen auf 98¢C,
2 bidest schnell abke hlen
NaOH pH 7,8
H-Or ad 100 ml ; bei Niederschlags-Bildung erneut er-
2 bidest w,, rmen ; ( 5 ml pro Ansatz )
Reaktions-Puffer | Tris 500 mM 6,069 / 100 ml bei 121,1 g/mol
Tween-20 0,2 % 200m / 100 ml
HCI pH 7,4
FAD-L" sung FAD 5,0 mM 4,15mg / 1,0ml bei 829,5 g/mol ; lag. bei -202C
Gluc.-6-ph.-Lsg. | D-Glucose-6-phos. 100 mM 28,2mg/ 1,0ml bei 282,1 g/mol
NADP-L" sung NADP 30 mM 23,0mg / 1,0ml bei 765,4 g/mol ; lag. bei -20eC
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Menadion-Lsg. Menadion 50 mM 13,8mg / 1,0ml Acetonitril bei 276,2 g/mol
Reaktions-Lsg. frisch herstellen
I&Z‘:SZSH .4 350212//") 1,0ml Reaktions-Puffer / 20ml
BSA 667 nmg/ml 13,3 mg/20ml
FAD 5,0 nM 20 m FAD-L&sung / 20ml
D-Glucose-6-phoph. 1,0 mM 200 M Glucose-6-phophat-L" sung / 20ml
NADP 30 mM 20m 30mM NADP-L" sung / 20ml
Glucose-6-ph. DH 2,0 u/ml 40u / 20ml
MTT 0,3 mg/ml 6,0mg /20 ml
H5Opigest ad 20 ml
erst unmittelbar vor Gebrauch zugeben :
Menadion 50 MM 20n1 Menadion-Lsg. / 20ml
Dicumarol-Lsg. Dicumarol 0,30 mM 10,2mg / 100ml bei 336.3 g/mol
KH,PO, 5,0 mM 68,0mg / 100ml bei 136,1 g/mol
KOH pH 7,4
H,Opidest ad 100ml ; ( 5ml pro Ansatz )
Kristallviolett-Lsg. | Kristallviolett 0,2% 1,0g / 500ml
Ethanol 50 % 250ml / 500ml
H,O ad 500ml ; (wiederverwendbar )
SDS-L" sung SDS 0,5 % 5,0ml 20%-ige SDS-Lsg. / 200m|
Ethanol 50 % 100ml / 200ml
H,O ad 200ml ; (20ml pro Ansatz )

FAD = Flavin-adenin-dinucleotid ( Dinatriumsalz ), NADP = Nicotinamid-adenin-dinucleotid-
phosphat ( Natriumsalz ), D-Glucose-6-phosphat ( Dinatriumsalz Hydrat, 98-100% ), Glu-
cose-6-phosphat-Dehydrogenase ( Type XV, from Bakers Yeast ), MTT = 3-(4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromid : Sigma-Aldrich, St.Louis USA ; BSA = 'Bovine
Serum Albumine' : Serva, Heidelberg .

Induktoren : Quercetin, Chlorogens, ure, Kaffees, ure : Sigma-Aldrich, St.Louis (USA) .

Arbeitsprotokoll

Zur Kultivierung und Behandlung der Zellen wurden 2 96well-Multititer-Kulturplatten ( pro
Ansatz ) bis auf jeweils 1 randst, ndige Spalte ( 8 Mulden jeweils als Reagenzienleerwert )
mit je 200 m Zellsuspension beschickt ( immer wieder gre ndlich aufschl, mmen, eine einheit-
liche Zelldichte ist fer eine sinnvolle Auswertung unbedingt erforderlich ) und bei 37¢C, 5%
CO7 und 100% Luftfeuchte inkubiert. Nach 24 h pipettierte man ¢ bersche ssiges Medium ab
und stellte durch geeignetes Vorlegen von Medium ohne Wirkstoff, Zupipettieren des
Mediums mit der h”chsten Wirkstoffkonzentration sowie sukzessives Mischen und S ber-
fehren auf Behandlungsgruppen mit niedrigerer Konzentration eine logarithmische Kon-
zentrationsabstufung des Wirkstoffs mit einem Volumen von ca. 200 m pro Mulde her ( bei-
spielsweise fe r Faktor 2 180 ni des Mediums mit der h” chsten Konzentration zu 180 i zuge-
ben, mischen und wieder 180 m zu n, chster Behandlungsgruppe ¢ berfe hren - fer andere
Faktoren f bei vorgelegtem Volumen V jeweils [f-1]zV ). Mindestens eine nicht randst, ndige
Spalte wurde als Kontrolle ohne Wirkstoff belassen. Die Zellkulturen inkubierte man darauf-
hin weitere 24h.

Fer den Enzymtest wurde von einer der beiden Platten zun, chst das Medium gre ndlich
abdekantiert ( ggf. mit PBS etwas nachspelen ). Der Aufschlua des Zellmaterials erfolgte
durch Inkubation - 10 min bei 372C und weitere 10 min bei ca. 252C auf einem Sche ttler - mit
jeweils 50 m Digitonin-EDTA-L” sung. Die Enzymreaktion startete man dann durch Zugabe
von 200 m Reaktions-Lésung und stoppte die Umsetzung nach 5 min ( bei nicht ausreichen-
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der Farbreaktion auch sp, ter ) mit Hilfe von von 50 ni Dicumarol-L” sung. Die Messung der
Farbreaktion wurde bei 610 nm durchgefe hrt.

Fer die Zellmengen-Bestimmung entfernte man von der anderen Platte das Medium und
badete diese dann 10 min in Kristallviolett-L” sung. Daraufhin wurden die Mulden 2 min vor-
sichtig mit Leitungswasser ausgespe It, mit je 200 m SDS-Lésung beschickt und 1 h bei 37°C
inkubiert. Die Messung des durch die Zellrasen zurlickgehaltenen Farbstoffes erfolgte eben-
falls bei 610 nm.

Auswertung

Die mit einem Multititerplatten-Photometer gemessene Absorption ist - unabhangig vom
Lésungsvolumen - proportional dem enthaltenen Farbstoff pro Flacheneinheit. Mit den
Absorptionskoeffizienten der MTT-Reduktion bei 610nm ( 11,3 OD/(cmxmM) ; &quimolar zur
Umsetzung des Chinonreduktase-Substrats Menadion ) und Kristallviolett-gefarbtem Protein
bei 610nm ( 37,8 OD/(cmxmg/ml) ) ergibt sich die spezifische Chinonreduktase-Aktivitat zu :
Absorption,, nderung MTT /[ DOD |
Reaktionszeit /[ min] z Absorption Kristallviolett / [ OD ]

3345 nmol/(minzmgProtein) z

2.4 Quantifizierung der UGT1A6-mRNA-EXxpression
mittels RT-PCR

2.4.1 Allgemeines

Bei den im folgenden beschriebenen Methoden zur Isolierung von Gesamt-RNA, Herstellung
von cDNA und Amplifikation mittels PCR ( vgl. Diplomarbeit Schmohl S., 1998 ) wurden die
Ublichen VorsichtsmaBnahmen zur Vermeidung von RNase-Eintragen und Verunreinigungen
mit Polynukleotiden aus der Umgebung getroffen ( Handschuhe, Verwendung von hochrei-
nem, flr Injektions-Zwecke hergestellten Wasser usw. ).

2.4.2 RNA-Isolation

Das eingesetzte Verfahren wurde - geringfligig modifiziert - der Produktbeschreibung des
"TRIzol'-Reagenz entnommen. Die Methode stellt eine Weiterentwicklung der RNA-Isolation
mittels "Saure-Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion" ( Chomczynski P., Sac-
chi N., 1987 ) dar. Sie liefert in weniger Arbeitsschritten besser I6sliche RNA.

Ein aufgrund des Guanidiniumthiocyanat- und Phenol-Gehalts stark chaotroper ( intermole-
kulare Wechselwirkungen unterbindender ) Puffer 16ste dabei das Zellmaterial auf, die gleich-
zeitig erfolgende Denaturierung unter anderem von RNasen und Nukleoproteinen schitzte
enthaltene RNA vor einem enzymatischen Abbau und |6ste sie aus Protein-Komplexen.
Nach Zugabe von Chloroform trennte man in einer Phasenextraktion die in der oberen wass-
rigen Phase enthaltene RNA von DNA in der Interphase und denaturiertem Protein in der
unteren Phenol-Chloroform-Phase. AbschlieBend wurde in alkoholischer Lésung selektiv pra-
zipitiert und entsalzt.

Material

pro 10cm-Zellkulturschale 3ml 'TRIzol'-Reagenz ( Gibco BRL Life Technologies, Eggen-
stein ), 600m Chloroform, 1,5ml Isopropanol, 6ml 70%-ige Ethanoll” sung und 100-500 ni
hochreines Wasser ( HoOgaq inj. ; "Aqua ad injectabilia’ : Delta Pharma, Pfullingen ) ; phe-
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nolresistentes 15ml-Zentrifugenréhrchen 'Nunc 366060' : Nalge Nunc International Corp.,
Naperville (USA) .

Arbeitsprotokoll

1. Homogenisierung : Die zu verarbeitenden Zellkulturen wusch man zunachst 2 Mal mit
PBS-Puffer, gab dann je 10cm-Kulturschale ( 60 cm? ) 3 ml Trizolreagenz zu und fror
diese ggf. bis zur Weiterverarbeitung bei -70°C ein. Das angeléste Zellmaterial wurde
dann in ein ( phenolresistentes ) 15ml-Zentrifugenréhrchen Gberfihrt, durch Auf- und
Abpipettieren homogenisiert und 5 min bei ca. 20°C inkubiert.

2. Phasenextraktion : Man versetzte nun mit 600 m Chloroform, schittelte im verschlos-
senen Rdhrchen 15 s sehr kraftig von Hand und inkubierte nochmals 3 min bei ca. 20°C.
Es wurde jetzt 30 min bei 6000xg und 4°C zentrifugiert und daraufhin die obere, wassrige
Phase in ein neues 15ml-Zentrifugenréhrchen Uberfihrt, ohne dabei Anteile der Inter-
phase oder unteren Phase zu verschleppen.

3. Selektive Pr, zipitation, Entsalzung : Die «berfe hrte L” sung versetzte man mit 1,5 ml
Isopropanol, inkubierte 10 min bei ca. 202C, zentrifugierte 30 min bei 6000zg und 4¢C,
nahm den S berstand ab, versetzte mit 6 ml 70%-igen Alkohols, zentrifugierte jetzt 15 min
bei 6000zg und 42C und entfernte den S berstand vollst, ndig.

4. L”sung der RNA : Die RNA wurde maximal 5min an der Luft getrocknet, in 100 mi ( ggf.
auch mehr ) hochreinem Wasser aufgenommen und abschliedend bis zur Homogenit, t
gel” st - indem man 3 Mal nacheinander die L” sung einfror, kurz auf 55¢C erhitzte und ca.
1 min trituierte - dann photometrisch gemessen und schliealich auf einen einheitlichen
RNA-Gehalt von 1,0 ng/m eingestellt (vgl. 2.5.2.1).

2.4.3 Reverse-Transkriptase-Reaktion

Es wurde der 'SuperScript I, RNase H- Reverse Transcriptase'-Kit der Firma 'Gibco BRL Life
Technologies' verwendet und das in der Produktbeschreibung aufgefe hrte Arbeitsprotokoll in
folgenden Punkten modifiziert : 1.) Zugabe des RNase-Inhibitors 'RNAsin' ; 2.) Verwendung
eines Primer- und eines Enzym-Mixes zur Verminderung von Pipettierfehlern ; 3.) Statt Zupi-
pettierens des Enzyms nach 2 min bei 42aC Abke hlen auf 4¢C, dann Versetzen aller Ans, tze
mit Enzym und schliedlich Fortfe hren der Inkubation bei 42¢C ( definierte Primeranla-
gerungs-Bedingungen fer alle Ans, tze ); 4.) Verl, ngerung der cDNA-Synthese-Phase von
50 min auf 90 min. Mit Hilfe dieser Ver,nderungen konnte die Reproduzierbarkeit der
Reverse-Transkriptase- ( RT- ) Reaktion wesentlich erh” ht werden ( rSD < 10%, Daten nicht
gezeigt ).

Material

'SuperScript 1l, RNase H- Reverse Transkriptase' ( enthaltene Komponenten : Enzym,
5z'First Strand Buffer', 0,1M Dithiothreitol ) : 'Gibco BRL Life Technologies' ; Oligo(dT)s :
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim ; 'Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor' :
Promega, Madison (USA ) ; 'Ultrapure dNTP Set' : Pharmacia Biotech, Freiburg .

L” sungen
Komponente Konzentr. Bemerkung

Oligo(dT)45-L" sung Oligo(dT)15 100 nM 8,0nmol / 80m

dNTP-Mix dATP 10 mM 10m 100mM dATP-L” sung / 100mi
dTTP 10 mM 10m 100mM dTTP-L” sung / 100mi
dGTP 10 mM 10m 100mM dGTP-L” sung / 100mi
dCTP 10 mM 10m 100mM dCTP-Lésung / 100m
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Arbeitsprotokoll

Alle Pipettierschritte fo hrte man bei 4eC mit vorgeke hliten L” sungen und Gef, &en durch,
gemischt wurde durch Trituieren oder Schwenken von Hand. Die Temperaturprotokolle wur-
den mit Hilfe des PCR-Thermocyclers ( siehe 2.1 ) verwirklicht.

. . Stamm- End- Gesamt- Einzel-
Arbeitsschritt Komponente Konz. Konz. vol.[m] | vol.[m]
RNA 200 ng/mi 50 ng/m --> 5,0
- Vorlegen in PCR-Cups : RNA-Proben 5,0
H20ad inj - - 4,5 2,6
Oligo(dT)15 100 M 5nmM -> 1,0
- Zupipettieren : Primer-Mix 3,6
- Inkubieren : 4¢C -- 15 min 702C -- 4¢C ( RNA-Denaturierung )
H204ad inj n 0,1
First-Strand-Buffer 5z 17 4,0 3,2
Dithiothreitol 100 mM 10 mM 2,0 1,6
RNAsin 40 u/m 1u/m --> 0,5
dNTP-L" sung 10 mM 1 mM --> 2,0
- Zupipettieren dNTP-Mix 7,4
- Inkubieren 4¢C -- 2 min 42¢C -- 4¢C ( Primer-Annealing )
H204d inj n 1,8
First-Strand-Buffer n 0,8
Dithiothreitol " 0,4
Rev. Transkriptase 200 u/m 10 u/m --> 1,0
- Zupipettieren Enzym-Mix 4,0
- Inkubieren 4°C -- 90min 42°C -- 15min 70°C -- 4°C ( Rev.-Transkriptase-Reakt. )
Gesamt-Ansatz 20,0

2.4.4 Polymerase-Ketten-Reaktion

2.4.4.1 Primer

Primer-Design

Um hinsichtlich theoretischer Aspekte zu Spezifit,t und Amplifizierungseffizienz von Poly-
merase-Ketten-Reaktionen ( PCR ) optimierte Primer-Paare auszuw, hlen, ging man im Falle
der nachzuweisenden Zieltranskripte ( UGT1A6, GAPDH, b-Aktin, bei allen existieren meh-
rere andere Transkripte mit hoher Sequenz-Homologie ) folgendermaéen vor :

Zun, chst wurden s, mtliche bekannten Sequenzen des zu amplifizierenden Transkripts und
ggaf. (fer die Bestimmung der Exon-Intron-S berg, nge ) die des korrespondierenden Genab-
schnitts sowie s, mtliche bekannten Transkripte und Pseudogene mit Sequenzen hoher
Homologie (im Falle der UGT1A6 z.B. die gesamte UGT1A-Familie ) gesammelt ( Genbank,
z.B. 'http://www.ncbi.nim.nih.gov/' ). Fer die Bestimmung der Exon-Intron-S berg, nge fe hrte
man mittels eines geeigneten Programms ( vgl. 2.10 ) eine Sequenzhomologie-Analyse der
Transkript- und Gen-Sequenzen durch.

Die Transkript-Sequenz und alle Sequenzen mit Bereichen hoher Homologie wurden eben-
falls einer Sequenzhomologie-Analyse unterworfen. Die erhaltene Darstellung untersuchte
man hinsichtlich "Fenstern" von 5 Nukleotiden L, nge, die eine vollst, ndige $ bereinstimmung
in allelischen bzw. Mutationsvarianten des Zieltranskripts, dahingegen mindestens eine Fehl-
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paarung gegene ber homologen Sequenzen bzw. Pseudogenen aufwiesen ( die "Fenster"
stellen die zuke nftigen 3'-Enden der Primer dar ).

Der Bereich 'upstream' und 'downstream’' der gefundenen "Fenster" wurde auf entspre-
chende Fehlpaarungen im Bereich der n, chsten 35 Nukleotide untersucht. Hinsichtlich des
'upstream'-Bereiches geeignete Abschnitte favorisierte man als 'Forward'-, hinsichtlich des
'downstream’-Bereiches geeignete Abschnitte als 'Reverse'-Primer. Abschnitte mit nicht
translatierten Anteilen wurden verworfen, solche mit vielen Fehlpaarungen beze glich nicht zu
amplifizierender Polynukleotid-Sequenzen am 3'-Ende und in der Mitte des Primer-
Abschnitts bevorzugt.

Die erhaltenen Primer-Abschnitte kombinierte man so zu m” glichen Primerpaaren, daa m” g-
lichst kurze, Intron-e berspannende Abschnitte ( zur Erzeugung sogenannter 'Intron-e ber-
spannender’ Primer, die St” reinfle sse durch eventuell vorhandene Verunreinigungen genomi-
scher DNA wirksam verhindern ; Guiffre A. et al., 1993 ) eingegrenzt wurden. Nach M” glich-
keit w, hite man so mehrere, verschiedene Bereiche des Transkripts amplifizierende Primer-
paare aus.

Die m”glichen Kombinationen von 'Forward'- und 'Reverse'-Primern ( bei Multiplex-PCR,
s.u., einschliedlich denjenigen anderer zu amplifizierender Polynukleotidsequenzen ) wurden
auf komplement,re Sequenzen am 3'-Ende ( Gefahr der Bildung von Primer-Dimeren )
untersucht und ggf. verworfen.

Fer jeden Primer bestimmte man nun die theoretischen Hybridisierungstemperaturen in
Abh,, ngigkeit von der L, nge ( 3'-Ende entspricht "Fenster”, 5'-Ende variabel ). Die Primer
eines Primerpaares ( bei zu etablierender Multiplex-PCR alle Primer einschlieélich denjeni-
gen anderer zu amplifizierender Polynukleotidsequenzen ) wurden durch Auswahl ihrer
L, nge in 5'-Richtung auf , hnliche Hybridisierungstemperaturen abgeglichen.

Die Festlegung der Primerl,ngen basierte dabei auf einer Berechnung der theoretischen
Hybridisierungstemperaturen fe r DNA:DNA-Doppelstr, nge ( Casey J., Davidson N., 1977 ) in
Abh,, ngigkeit von der L,nge bei Beibehaltung des 3'-Terminus. Nach Einbeziehung empi-
risch ermittelter Daten ( nicht gezeigt ) ergab sich :

Thybr /[°C] = 67,5 + 0,41x GC-Anteil /[ % ] Doppelstraggl?émge/[bp]
Die sich ergebenden tabellarischen Ausgaben eines entsprechenden Programms verwen-
dete man dann fe r eine "manuelle” Auswahl der Primerl, ngen.

Die erhaltenen Primersequenzen e« berpre fte man hinsichtlich der intrachen, ren Sekund, r-
struktur und verwarf sie bei ausgedehnten Basenpaarungen. Fer die verbleibenden Sequen-
zen fehrte man eine Datenbanksuche nach homologen Sequenzen durch. Ggf. wurden
gefundene Sequenzen in die Sequenzhomologie-Analyse einbezogen und die Primeraus-
wahl dementsprechend revidiert.

Primer-Sequenzen

UGT1A6-mRNA : codierende Sequenz 1 - 2322, 5 Exons
Forward-Primer : 1-23 ( Exon 1) = ATGGCCTGCCTCCTTCGCTCATT ; 23 bp, 56,5% GC, 64,6¢C
Reverse-Primer : 928-906 ( Exon 2 ) : CCATTGATCCCAAAGAGAAAACC ; 23 bp, 43,5% GC, 59,2¢C
Amplifikat : 928 bp, 1 Intron * berspannend

GAPDH-mRNA : codierende Sequenz 1 - 1008, 8 Exons
Forward-Primer : 430-453 ( Ex. 5) = CCCTCTGCTGATGCCCCCATGTTC ; 24 bp, 62,5% GC, 68,1¢C
Reverse-Primer : 716-695 ( Exon 7 ) = TTGCCCACAGCCTTGGCAGCGC ; 22 bp, 68,2% GC, 68,2¢C
Amplifikat : 287 bp, 2 Introns « berspannend

b-Aktin-mRNA : codierende Sequenz 1 - 1128, 5 Exons
Forward-Primer : 899-921 ( Exon 4 ) = CTGGCGGCACCACCATGTACCCT ; 23 bp, 65,2 % GC, 68,1¢C
Reverse-Primer : 1104-1082 ( Ex. 5 ) = GGAGGGGECCGGACTCGTCATACT ; 23 bp, 65,2% GC, 68,1°C
Amplifikat : 206 bp, 1 Intron Uberspannend
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Bezug der Primer, Herstellung der Primer-L” sungen

Die Primer-Oligonukleotide wurden von der 'MWG-Biotech AG', Ebersberg, als Lyophylisat
bezogen ( 'http://www.mwgdna.com/' ), in hochreinem Wasser entsprechend der Herstel-
lerangaben zu 20mM L” sungen gel” st und in 200m-Aliquoten bei -20¢C gelagert.

2.4.4.2 Polymerase-Ketten-Reaktion

Bei der hier beschriebenen Methode handelt es sich um eine "vergleichende" RT-PCR
(Chelly J. et al., 1990 ; u.a. als '‘comparative RT-PCR oder 'Duplex-RT-PCR' bezeichnet ),
die endogene mRNA von 'Housekeeping'-Genen ( deren mRNA-Spiegel meist weitgehend
unabh, ngig von spezifischen Einflessen ist ) koamplifiziert und die erhaltene Amplifikat-
Menge als internen Standard verwendet. Der den Spiegel der zu untersuchenden mRNA-
Spezies repr, sentierende Wert ist dann das Verh,, Itnis zwischen dessen Amplifikat-Menge
und der Amplifikat-Menge des internen Standards. Durch dieses Vorgehen werden maagebli-
che Ursachen von Streuungen bei der PCR eliminiert.

Ein im Zusammenhang mit dieser Methode h, ufig auftretendes Problem besteht in stark
unterschiedlichen Ausgangsmengen an "Ziel"- und "Bezugs"-Transkript in den zu bestim-
menden Proben. Das Verfahren des 'primer-droppings' ( Wong H. et al., 1994 ) I” st diesen
Umstand, indem das in geringeren Mengen vorhandene Transkript zun, chst einige Zyklen
voramplifiziert wird und dann erst die Primer der anderen Transkripte zupipettiert werden.

Mit dem hier aufgefe hrte Arbeitsprotokoll konnte nach Optimierung der Zyklenzahl vor und
nach Zugabe der Bezugsprimer ( es sollten sowohl vom Ziel- als auch von den Bezugstrans-
kripten ,, hnliche Amplifikatmengen erhalten und insgesamt die PCR noch vor Verlassen der
expotentiellen Phase gestoppt werden, vgl. 3.2.1 ) und Auswahl der verwendeten Poly-
merase Korrelationskoeffizienten zwischen den Ergebnissen unabh, ngig durchgefe hrter
Experimente « ber 0,98 erzielt werden ( Daten nicht gezeigt ).

Material

'HotStarTag DNA Polymerase'-Kit ( u.a. enthaltene Komponenten : Enzym, 10z PCR Buffer,
MgCl, 25mM ) : Qiagen, Hilden ; [a-32P]dCTP 370 kBg/m 3,33 pmol/ni : Amersham, Braun-
schweig ; dNTP-Lésung 10mM :vgl. 2.4.3 ; Primer-Lésungen : vgl. 2.4.4.1

Arbeitsprotokoll

Alle Pipettierschritte fihrte man bei 4°C durch, gemischt wurde durch Trituieren oder Schit-
teln von Hand. Insbesondere achtete man auch darauf, daB vor dem Vorlegen bzw. Zupipet-
tieren von cDNA, dNTP, Primern und der Polymerase sowohl die GefaBe als auch ggf.
bereits vorhandene FlUssigkeit ausreichend vorgekuhlt waren.

Die bei der angewendeten Methode des "Primer-Droppings” ( Voramplifizieren eines Teils der
zu vermehrenden Transkripte einer Multiplex-PCR durch spateres Zupipettieren der die
anderen Transkripte vervielfatigenden Primer ) notwendige Unterbrechung des Temperatur-
zyklus stellt einen kritischen Arbeitsschritt in Hinsicht auf die Reproduzierbarkeit der Ergeb-
nisse dar. Darum wurde neben dem unbedingt erforderlichen ununterbrochenen Arbeiten auf
Eis darauf geachtet, diesen Schritt in maximal 6 min durchzufiihren und durch sorgféltiges
Pipettieren ein "Herunterzentrifugieren" der Ansatze ( kurzfristige Erwarmung der Reaktions-
I6sungen ) so weit wie mdglich obsolet zu machen.

Die Temperaturprotokolle wurden mit Hilfe des PCR-Thermocyclers ( siehe 2.1 ) verwirklicht.
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. . Stamm- End- Volumen
Arbeitsschritt Komponente Konz. Konz. [m]
cDNA 0,5 ng/m 0,1 ng/m 2,50
- Vorlegen in PCR-Cups : cDNA-Proben 2,50
H2044 inj 3,74
PCR-Puffer 10x% 1x 125
(inkl. MgCl,) 15 mM 1,5 mM '
MgCl,-L” sung 25mM 1,0 mM 0,50
dNTP-L" sung 10 mM 0,4 mM 0,50
UGT1A6-F.-Primer 20 nM 1,0 mM 0,63
UGT1A6-R.-Primer 20 nM 1,0 mM 0,63
HotStar-Polymerase 5 u/m 0,04 u/m 0,10
3,33 nM 40 nM
32 )
[a-~PldCTP 370kBg/m 4,4 kBg/n 0.15
- Zupipettieren : PCR-Mix 7,50
- Inkubieren - 4¢C -- 15min 94¢C -- 92 [ 60s 94¢C -- 40s 65¢C -- 2min 72¢C -- ]
' 2min 72¢C -- 4¢C
GAPDH-F.-Primer 20 nM 1,6 mM 1,00
GAPDH-R.Primer 20 nM 1,6 mM 1,00
b-Aktin-F.-Primer 20 MM 0,4 nM 0,25
b-Aktin-R.-Primer 20 MM 0,4 nM 0,25
- Zupipettieren : Bezugsprimer-Mix 2,50
. ) 4¢C -- 5 min 94¢C -- 197 [ 60s 94¢C -- 40s 65¢C -- 2min72¢C -- ]
- Inkubieren :

8min 72eC -- 4eC

Gesamtansatz 12,50

2.4.4.3 Gelelektrophorese

Ger, te

horizontale Elektrophorese-Vorrichtung 'System V6' : Appligene oncor, Heidelberg ; Span-
nungsquelle 'LKB EPS 500/400' : Pharmacia Biotech, Freiburg ; Gel-Trockenvorrichtung
'Ferrotemp 60' : Biotech Fischer, Reiskirchen ; Ke hifalle : Bachhofer, Reutlingen .

Puffer, L” sungen

Komponente Konzentr. Bemerkung
SDS-L" sung SDS 0,1% 500m 20%-ige SDS-L” sung / 100m|
NaOH-L" sung NaOH 5% 5,0g / 100ml
5xTBE-Puffer (pH 8,3) | Tris 445 mM 108g /2,0l bei 121,1 g/mol
Borsaure 445 mM 559/ 2,0l bei 61,83 g/mol
EDTA 10 mM 7,459/ 2,01 bei 372,2 g/mol
APS-L&sung APS 10 % 60mg / 600m
Loading-Buffer Bromphenolblau 0,25 % 25mg / 10ml
Xylencyanol FF 0,25 % 25mg/ 10ml
Ficoll Typ 400 15% 1,50g / 10ml
EDTA 50 mM 2,0ml 0,25M EDTA-L" sung / 10ml

EDTA = Ethylendiamintetraessigs, ure ( Dinatriumsalz Dihydrat ) ; APS = Ammoniumperoxodisulfat :
BioRad, Me nchen ; Xylencyanol FF : Serva, Heidelberg ; Ficoll Typ 400 : Pharmacia Biotech, Frei-
burg .
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Material

Dimethyldichlorsilan ; 'Rotiphorese Gel 30" ( 30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid ) : Roth,
Karlsruhe ; N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin ; Chromatographie-Papier 'Whatman 3 MM" :
Whatman, England ; Haushaltsfolie

Herstellung des Polyacrylamidgels

Die inneren Seiten der beiden Elektrophorese-Glasplatten ( ca. 20x30 cm ) wurden zunachst
mit 0,1%-iger SDS-L6&sung von Verunreinigungen befreit, mit HoOpigest abgespllt, mit 5%-iger
NaOH-Lésung behandelt, nochmals abgespilt und abschlieBend die Ohrenplatte ( diese
hatte einen Ausschnitt, der wahrend der Elektrophorese dem oberen Puffervorratsbehalter
zugewandt war ) zusatzlich mit Dimethyldichlorsilan benetzt. Nach jedem Auftrag von Flis-
sigkeit wurde dabei das Glas trockengerieben, beim jeweils letzten Schritt mit fusselfreien
Tachern.

Die 0,75 mm dicken 'Spacer' ( Zwischenraum freihaltende Kunststoffstreifen ) wurden seitlich
zwischen den Glasplatten positioniert, die unten und seitlich gelegenen Rander mit geeigne-
tem Klebeband abgedichtet und schlieBlich Klemmen im Bereich der Spacer-Streifen ange-
bracht.

Fir die Herstellung eines 6%-igen Polyacrylamid-Gels gab man in ein Becherglas ( Fas-
sungsvermdgen mindestens Vierfaches des Lésungsvolumens ) in der angegebenen Rei-
henfolge die folgenden Flissigkeiten ( Ansatz fur 60 ml ) :

Volumen Komponente
35,3 ml H,0pigest ( M” glichst gasfrei, nicht aus Spritzflaschen )
12,0 ml 52 TBE-Puffer
12,0 ml 'Rotiphorese Gel 30" ( 30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid )
60 ni N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
600 mi 10%-ige (w/v ) APS-L" sung ( unmittelbar vor Gebrauch hergestellt )

Die erhaltene Lésung wurde nun kurz mit einem Magnetrihrer gemischt und unmittelbar wei-
terverarbeitet.

Zur Vermeidung von Lufteinschliissen bei der Beflillung der Gelkammer positionierte man die
Kammer horizontal, mit der Ohrenplatte nach oben und einem leichten Gefélle zur rechten
unteren Ecke hin, und goB die Lésung zligig und ohne abzusetzen in die rechte Seite der
Ohrenplatten-Aussparung. Sobald die Kammer auf diese Art und Weise knapp Uberrandvoll
gefullt wurde, positionierte man den Probentaschenkamm entlang der Oberkante der Kam-
mer.

Kurz vor dem Austrocknen des auspolymerisierten Gels ( nach ca. 1 h ) wurde der Probenta-
schenkamm gezogen, ggf. Uberschussiges Gel entfernt und der an der Unterseite der Kam-
mer angebrachte Klebestreifen entfernt.

Elektrophorese

Die fertiggestellte Gelkammer wurde in die Elektrophorese-Vorrichtung eingespannt, die Puf-
fer-Vorratsbehalter mit 1xTBE-Puffer gefillt und die Probentaschen ( mit einer geeigneten
Spritze ) ausgespiilt. Von den PCR-Ansatzen versetzte man jeweils 5 m mit 2,5 m 'Loading-
Buffer', flllte die gut durchmischten Lésungen in die Probentaschen, und legte dann ein
elektrisches Feld von etwa 15 V/cm ( 500V / 33cm ) an. Die elektrophoretische Trennung
wurde nach etwa 1,5 h unterbrochen, das Gel entnommen und unmittelbar weiterverarbeitet.

Nach Entfernung der silanisierten Glasplatte ( vorsichtig abhebeln ) legte man Chromatogra-
phie-Papier auf, driickte dieses gleichmaBig auf ( Walze ) und zog dann mit Hilfe des Papiers
das Gel ( haftet wesentlich starker am Papier ) von der zweiten Glasplatte.
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Das Gel wurde dann mit der Papierseite nach unten ( ggf. zur Vermeidung eines "Durch-
schlagens" von Radioaktivitat weiteres Papier unterlegen ) in die Trockenvorrichtung einge-
legt, mit Folie ( gewdhnliche Haushalts-Folie ) Gberdeckt und unter Vakuum bei ca. 70°C so
lange getrocknet, bis keine Feuchtigkeit mehr entwich ( vollstandiges Gefrieren der Flissig-
keit in der Kihlfalle, ca. 30 min ).

2.4.4.4 Daten-Dokumentation

Radiographien der entwickelten Gele wurde mit Hilfe des 'Phosphor Image'-Verfahrens er-
stellt. Die b-Strahlung des 3°P regt dabei Elektronen in ein Elektronenniveau an, aus dem
weder durch thermische Aquilibrierung, Fluoreszenz noch durch Phosphoreszenz eine Ener-
gieabgabe erfolgen kann. Damit akkumulieren sich auf diese Art und Weise angeregte Elek-
tronen wahrend der Exposition. Erst nach weiterer Anregung durch Lichteinstrahlung einer
bestimmten Wellenlange kann unter Fluoreszenz - bei deren Excitations-Wellenlange dann
gemessen wird - eine Rickkehr in Zustande niedrigeren Energieniveaus erfolgen ( "Aus-
lesen" ). Durch intensive Lichteinstrahlung kann die Platte wieder vollstandig in den Grund-
zustand versetzt werden ( "Léschen").

Die Methode weist einen extrem breiten linearen Bereich auf ( >10%, Daten nicht gezeigt )
und eignet sich somit besonders gut fir exakte Quantifizierungen der Radioaktivitat.

Gerate : Radiographie-Belichtungskassetten : Siemens, Erlangen ; 'Phosphor Image'-Plat-
ten 'BAS-III-S' : Fuji, Japan ; 'Phosphor Image'-Reader 'Fujifilm BAS 1500' : Fuji, Japan ;
'Phosphor Image'-L” schvorrichtung : Fuji, Japan

Arbeitsprotokoll : Eine frisch gel” schte 'Phosphor Image'-Platte wurde in einer Radiogra-
phie-Belichtungskassette 30min bis 48h exponiert ( Belichtungsschicht der Folienseite des
Gels zugewandt, m” glichst parallel positioniert ) und dann ausgelesen. Die erhaltenen Daten
wurden im 'FujiBas'-Dateiformat abgespeichert.

2.5 Methoden der DNA-Rekombination

2.5.1 Fragmentierung, Trennung und Isolierung
von DNA-Moleke len

2.5.1.1 Fragmentierung von DNA-Moleke len
mit Hilfe von Restriktions-Endonukleasen

Die Sequenz-spezifische Fragmentierung von doppelstr, ngigen DNA-Moleke len gelingt mit
Hilfe von Restriktions-Endonukleasen. In Abh, ngigkeit von der Anwesenheit einer be-
stimmten Erkennungssequenz "schneiden" diese beide Str, nge gegene berliegend ( ergibt
'blunt ends' ) oder mit geringem Versatz ( ergibt 'sticky ends' mit 5'- oder 3'-8 berhang ) zwi-
schen 3'-O-Atom und Phosphatgruppe auf. Bei den fast ausschliealich verwendeten Restrik-
tions-Endonukleasen des Typs Il haben die Erkennungssequenzen und die sich innerhalb
dieser Sequenz befindlichen Schnittstellen ein gemeinsames palindromisches Symmetrie-
zentrum.

Fer den praktischen Einsatz von Restriktions-Endonukleasen kann mit Hilfe eines "Ver-
daufaktors" die Enzymmenge ( angegeben als 'units' ) und die Reaktionszeit auf die zu frag-
mentierende DNA-Menge abgestimmt werden :

Verdaufaktor = Zeit/[h] z Enzym-Menge /[u] 6 DNA-Menge / [ng].
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Durch entsprechende Einstellung dieses Faktors kann einerseits die vollstandige Frag-
mentierung gewahrleistet und andererseits die bei stark Gberschussiger Enzymaktivitat auf-
tretende Spaltung der DNA an Sequenzen, die sich in einzelnen Basen von der Erkennungs-
sequenz unterscheiden ( 'star activity' ), vermieden werden. Als glinstig erwies sich in diesem
Sinne ein Verdaufaktor von 8.

Die Reaktionen wurden im allgemeinen in den vom Hersteller empfohlenen mitgelieferten
Puffersystemen durchgefihrt. MuBte man aufgrund gleichzeitig oder nachfolgend durchzu-
fihrender Modifikationen ( z.B. "Doppelverdau” ) an der DNA Puffersysteme verwenden, die
eine verminderte Enzymaktivitat zur Folge hatten, wurde der Verdaufaktor entsprechend
erhéht. Es wurde vermieden, den durch die Enzymlésung eingebrachten Glycerin-Gehalt auf
Uber 10% anwachsen zu lassen.

Eine ggf. notwendige Inaktivierung der Restriktions-Endonukleasen konnte meist durch 15-
mindtiges Erhitzen des Ansatzes auf 65-75°C erreicht werden

2.5.1.2 Elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten

Die Trennung von DNA-Fragmenten wurde im allgemeinen in horizontalen Agarosegelen und
1xTAE-Puffer durchgefihrt. Fiir praparative Zwecke setzte man 1 bis 1,5 cm dicke Gele aus
'Low-Melting-Point'-Agarose ein, fUr analytische Zwecke ca. 0,75 cm dicke Gele aus
gewohnlicher Agarose. Der Agarose-Gehalt und genaue Typ der Agarose richtete sich nach
den zu trennenden Fragment-Langen ( vgl. Produktbeschreibung Biozym ).

Fur analytische Zwecke wurde der Einsatz von ca. 200 ng DNA pro Bande angestrebt ( opti-
male Trennung bei hinreichender Sichtbarkeit ).

Geréte : horizontale Elektrophorese-Vorrichtung 'Modell H3' : Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein ; Spannungsversorgung 'Desatronic 6000/100' : Desaga, Heidelberg ; 'CSC-
Chemoluminiszenz-Kamera' : Raytest, Strauben ; UV-Fluoreszenz/Luminiszenz-Belich-
tungskammer ‘Tl 1', Biometra, Goéttingen ; UV-Filter 'Nr.16' : Kodak, Stuttgart .

Material : 'Low-Melting-Point'-Agarosen : Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf ;
Standard-Agarose : PeglLab, Erlangen ; Fragment-Standard '100bp DNA-Ladder' : PeqglLab,
Erlangen ; Ethidiumbromid : Serva, Heidelberg .

Puffer, L” sungen

Komponente Konzentr. Bemerkung
Ethidiumbromid-Lsg. Ethidiumbromid 1 mg/ml
50Z TAE-Puffer, pH 8,5 | Tris 20M 2429/ 1,0l bei 121,1 g/mol
EDTA 50 mM 18,69/ 1,01 bei 372,2 g/mol
Essigs, ure pH 8,5
Ladepuffer Orange G 0,50 % 50mg / 10ml
Saccharose 1,0 % 100mg / 10ml
SDS 1,0 % 0,50ml 20%-ige SDS-L" sung / 10ml

EDTA = Ethylendiamintetraessigs, ure ( Dinatriumsalz Dihydrat ) .

Arbeitsprotokoll : Die abgewogene Agarose wurde unter Re hren im entsprechenden Volu-
men 1ZTAE-Puffer gel”st, in der Mikrowelle aufgekocht, kurz durchgere hrt und nochmals
aufgekocht. Nachdem die L” sung unter Re hren auf ca. 55¢C abgeke hit war, versetzte man
diese mit Ethidiumbromid ( Endkonzentration analytisch 0,5 ng/ml, pr, parativ 0,2 ng/ml ) und
goé sie in die Schablone. Nach 1 h wurde der Probentaschenkamm gezogen und die Elek-
trophorese-Kammer mit 1zTAE-Puffer aufgefellt ( Fellh” he mindestens 0,75 cm «ber der
Geloberkante ).
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Die Proben und die Fragment-Standards wurden mit 20% des Eigenvolumens mit Ladepuffer
versetzt, aufgetragen und elektrophoretisch entwickelt, bis der Farbstoff des Ladepuffers die
Halfte des Gels erreichte.

Dokumentation : Das sich unter UV-Einstrahlung ( analytisch 260 nm, pr, parativ 380 nm )
ergebende Bandenmuster dokumentierte man mit Hilfe einer elektronischen Kamera mit UV-
Filter.

2.5.1.3 Gelextraktion von DNA-Fragmenten
Ger, te: UV-Handleuchte 'NU-6-KL', Konrad Benda, Wiesloch
Material : Gelextraktionskit '‘QiaQuick’ : Qiagen, Hilden

Arbeitsprotokoll

Die durch langwellige UV-Bestrahlung ( 380 nm ) sichtbar gemachten Banden der fer pr,, -
parative Zwecke in "LowMeltingPoint"-Agarosegel elektrophoretisch getrennten DNA-Frag-
mente wurden zun, chst unter Vermeidung |, ngerer Strahlungsexposition ausgeschnitten. Im
weiteren " ste man mit Hilfe des 'QiaQuick’-Gelextraktions-Kits die Agarose in einem stark
chaotropen Puffer ( QG-Puffer ) auf und isolierte dann absorptionschromatographisch die
DNA ('in Eppendorf-Zentrifuge einzusetzende QuiQuick-S, ule, Waschpuffer PE, Elutionspuf-
fer EB).

Die Gelste cke wurden dazu mit 3 ml QG-Puffer pro mg Agarose versetzt, unter wiederholtem
Vortexen 10 min bei 50¢C inkubiert, die sich ergebende L”sung mit 1 mi Isopropanol pro
mg Agarose versetzt und dann auf die S, ule aufgetragen. Durch Zentrifugieren ( bei
>10.000zg fer 1 min ), Auftragen von 0,5 ml QG-Puffer und erneutes Zentrifugieren wurde
dann die DNA auf der S, ule gebunden und die gel” ste Agarose mit dem Durchflua verwor-
fen. Durch Auftragen von 0,75 ml PE-Puffer, eine 1-minetige Inkubationszeit und einen drit-
ten Zentrifugationsschritt 1" ste man weitere Verunreinigungen an und wusch diese aus.
Durch Entfernen des Durchflusses und Zentrifugieren wurden nun auch letzte Reste des
Waschpuffers beseitigt und schliealich durch Auftragen von 30 mi EB-Puffer ( exakt in die
Mitte der S, ule ), 1-mine tige Inkubationszeit und einen letzten Zentrifugationsschritt die DNA
eluiert.

2.5.2 Quantifizierung von Polynukleotiden

2.5.2.1 Photometrische Bestimmung

Zur photometrischen Messung von Polynukleotiden ( bei 260 nm ) wurden diese grunds, tz-
lich in 0,02z - 0,05z TE-Puffer pH 8,5 gel” st ( der Absorptionskoeffizient von Polynukleotiden
ist abh,, ngig vom pH der L” sung, gleichzeitig werde aber bei zu hohen Puffer-Konzentra-
tionen dessen Eigenabsorption seinerseits zur Fehlerquelle werden ). Im allgemeinen ergab
sich diese Pufferst, rke durch Verde nnung der in 1z TE-Puffer gel” sten DNA-Stamml” sungen
( 1,0-2,0 ng/m ) auf meatechnisch geeignete Konzentrationen ( 25-50 ng/ni ), ansonsten
wurde eine entsprechende MeBlésung verwendet.

Die Polynukleotid-Konzentration wurde dann mit Hilfe folgender Absorptionskoeffizienten
( 1cm Strahlenganglange eingerechnet ) bestimmt ( Sambrook J. et al., 1989 ) :
Polynukleotid-Typ doppelstrangige DNA RNA
Absorptionskoeffizient bei 260 nm 50 ng/(mxQOD) 40 ng/(mMx=OD)

Die Sequenz-spezifischen Absorptionskoeffizienten einzelstrangiger DNA-Oligonukleotide
( Primer, Gelshift-Sonden ) wurden den beigelegten Datenblattern entnommen.
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Die gewe nschte Endkonzentration ( cgnhg ) wurde anhand der gemessenen Ist-Konzentration
(co) der L”sung ( Volumen Vg ) durch Auffe llen mit der entsprechenden Menge L” sungsmit-
tel bzw. Puffer ( Volumen V. =VpZ [co/ Ceng - 1]) eingestellt.

2.5.2.2 Bestimmung mittels Ethidiumbromid-Fluoreszenz

Fer eine Bestimmung der Polynukleotid-Konzentration mittels Ethidiumbromid-Fluoreszenz
wurde einerseits eine Verde nnungsreihe eines Standards und andererseits die zu messende
Probe (im Falle einer v” llig unbekannten Konzentration ebenfalls in verschiedenen Verde n-
nungen ) auf ein Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel aufgetragen und entwickelt. Ein Ver-
gleich der Fluoreszenz-Intensit,t von Standard und Probe erlaubte dann die Absch, tzung
der in den aufgetragenen Probenl” sungen enthaltenen Polynukleotidmengen.

Sinnvoll ist diese Methode einerseits fer die Bestimmung von L” sungen sehr geringer Kon-
zentration und andererseits zur Verifizierung bereits photometrisch ermittelter Konzentra-
tionswerte.

Das Vorgehen entsprach dem bei gew” hnlichen analytischen Ethidiumbromid-Agarosegelen
(vgl. 2.5.1.2 ; auf keinen Fall darf das Gel erst nach der elektrophoretischen Entwicklung mit
Ethidiumbromid behandelt werden, es ergibt sich kein proportionaler Zusammenhang zwi-
schen Menge und Fluoreszenz-Intensit, t ; Daten nicht gezeigt ). Allerdings wurde eine Ethi-
diumbromid-Konzentration im Gel von 1 ng/ml verwendet, um so auch noch sehr verde nnte
L” sungen messen zu k” nnen ( Nachweisgrenze bei ca. 20 ng, entspricht bei einem maxima-
len Probenvolumen von 20 m einer Probenkonzentration von 1 ng/m ). Zirkul, re DNA mua
vor der Messung linearisiert werden ( vgl. Abb. 13B).

2.5.3 Vektor- bzw. Konstrukt-Vermehrung, Plasmid-Pr, paration

2.5.3.1 Bakterien-Zellstamm

Far die Vermehrung der Vektoren bzw. Konstrukte wurde der 'XL1Blue'-Stamm ( Bul-
lock W.O. et al., 1987 ) verwendet. Dessen Genotyp - recA1 endA1 gyrA96 thi-1 supE44
relA1 hsdR17 lac[ F' proAB lacfZDM15 Tn10(Tet') ] - weist neben den e blichen die Plas-
mid-Vermehrung bege nstigenden Eigenschaften ( Rekombinations-System recA1, Endonu-
klease endA1, regulatorisches Gen relA1 ) und Selektionsgenen ( gyrA96, thi-1, proAB,
Tn10) Mutationen im Restriktions-System auf ( hsdR17 ), die auch eine Vermehrung nicht
methylierter Plasmide erlauben ( Abwesenheit der Restriktions-Endonuklease EcoK, die bei
nicht methylierter Zielsequenz DNA spaltet ).

Material : 'Epicurian Coli XL1-Blue Competent Cells' : Stratagene, La Jolla (USA) .

2.5.3.2 Allgemein verwendete Medien und L” sungen

Komponente Konz. Bemerkung
LB-Medium / Bactotrypton 10 g/l  Becton Dickinson, Heidelberg
Agar-Platten Yeast Extract 5 g/l Becton Dickinson, Heidelberg
NaCl 10 g/l
NaOH pH 7,0
Agar 1,5% Becton Dickinson, Heidelberg ; nur fe r Agar-Platten
H5Opidest ad autoklavieren, auf ca. 50°C abkihlen lassen
Antibiotikum mit Stammldsung ( s.u. ) versetzen, mischen
fir Agar-Platten : noch heiB3 unter keimarmen Bedingun-
gen in 25ml-Port. in Petrischalen gieBen, erstarren lassen
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2M Mg?*-L” sung | MgCl, 1,0M  2,03g MgCl,Z26H,0 / 10ml bei 203 g/mol
MgSQO4 1,0M 2,46g MgSO4Z27H,0 /10ml bei 246 g/mol
H5Opigest ad filtersterilisieren durch 0,22mm-Membran, lagern bei 4¢C in

750m-Aliquoten

2M Glc-L"sung | D-Glucose 2,0M 1,98 g D-Glucose-Monohydrat / 5ml bei 198 g/mol
H5Opigest ad filtersterilisieren durch 0,22mm-Membran, lagern bei -20eC
in 600M-Aliquoten

2.5.3.3 Anzucht von Bakterien-Zellen
Ger, te : Bakterien-Brutschrank : Heraeus Instruments, Hanau .

Arbeitsprotokoll :

Aus der die Stamm-Zellen bzw. Transformanten enthaltenden Suspension wurden ( ber
eine Verde nnungsreihe in LB-Medium ) sich mindestens <ber 3 Gr”aenordnungen
erstreckende Anteile der Zellaufschl, mmung auf Agarplatten ausplattiert ( mit Drigalski-Spa-
tel, in Volumina zwischen 50 und 200 n ). Die Agarplatten inkubierte man daraufhin ( umge-
kehrt ) 20-24 h bei 372C ( die Kolonien sollten auf einen Durchmesser von 1-2 mm
anwachsen ). Die Platten wurden dann bis zur weiteren Verwendung seitlich mit Parafilm ver-
schlossen bei 0-4¢C eingelagert.

2.5.3.4 Herstellung kompetenter Zellen - Allgemeines

Selektionsmedium fer den verwendeten 'XL1-Blue'-Stamm war Tetracyclin, das man Agar-
platten und allen Kultur-Medien entsprechend einer Endkonzentration von 50 ng/ml zugab.
Fer die Anzucht wurde zun, chst eine Suspension der zu verwendenden Stammzellen aus-
plattiert ( s.0., Verds nnungsreihe 10! - 10"*®> m pro Platte ) und dann zur Vorvermehrung
5 ml Medium in einem Kulturr” hrchen mit einer einzelnen Kolonie angeimpft und ca. 8 h im
Sche ttler bei ca. 250 rpm und 37¢C inkubiert.

Gerate : Bakterienschdttler : Infors AG, Bottmingen ( Schweiz ) .

Material
Komponente Konzentr. Bemerkung

Tetracyclin-Lsg. | Tetracyclin 5,0 mg/ml Sigma-Aldrich, St.Louis ( USA) ; in Ethanol ; auf
50°C erwarmen und vortexen bis zur vollstandigen
Auflésung

2.5.3.5 Herstellung kompetenter Zellen nach Hanahan

Diese Methode ( Hanahan D., 1985 ) fuhrt relativ schnell zu Bakterienzellen mit einer - far die
Vermehrung von aufgereinigten Vektoren und Produkten unproblematischer Ligationen aus-
reichenden - Transformationseffizienz von ca. 1x108 - 1x107 Kolonie-formender Einheiten
( cfu, colony-forming units ; Daten nicht gezeigt ) pro ng DNA.

Medien, Puffer

Komponente Konzentr. Bemerkung
SOB-Medium LB-Medium 130ml ; autoklaviert
1M MgCl, 10 mM ' I o4
1M MgSOy 10 mM 1,3ml filtersterilisierte 2M Mg-"-Lsg. / 130ml
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RF1-Puffer RbClI 100 mM 2,429 / 200ml bei 120,9 g/mol

MnCl, 50 mM 1,989 / 200ml bei 197,91 g/mol

KAc 30 mM 0,589¢g / 200ml bei 98,15 g/mol

CacCl, 10 mM 0,294g / 200ml bei 147,0 g/mol

HAc pH 5,8

Glycerin 15 % (wiv) 23,8ml / 200ml bei 1,26 g/ml

H5Opigest ad 200ml ; filtersterilisieren durch 0,22mm-Membran
RF2-Puffer MOPS 10 mM 105mg / 50ml bei 209.3 g/mol

RbCl 10 mM 60,5mg / 50ml bei 120,9 g/mol

CaCl, 75 mM 551mg / 50ml bei 147,0 g/mol

NaOH pH 6,8

Glycerin 15 % (wiv) 5,95 ml bei 1,26 g/ml

H5Opigest ad 50ml ; filtersterilisieren durch 0,22mm-Membran

MOPS = 3-Morpholino-propansulfons, ure, Glycerin ( fer Molekularbiologie ) : Sigma-Aldrich, St.Louis
USA.

Arbeitsprotokoll

125 ml SOB-Medium in einem Schikanekolben wurden mit 125 mi der Vorkultur angeimpft
und bei 37¢C und 250 rpm im Sche ttler so lange inkubiert, bis 20-25 % der maximalen Zell-
dichte erreicht wurden ( ca. 16 h, meabar anhand der OD bei 600nm, wobei die Maximal-
dichte bei den meisten Photometern einem Wert von 1,8-2,0 ODggonm €ntspricht ).

Nachdem man die erhaltene Zell-Suspension in 50ml-Zentrifugenr” hrchen 15 min auf Eis ge-
stellt hatte, wurde diese 15 min bei 1000z2g und 42C zentrifugiert und der S berstand sorgf, I-
tig abgesaugt. Das Pellet resuspendierte man nun in 40 ml eiskaltem RF1-Puffer, inkubierte
nochmals 20 min auf Eis und pelletierte erneut bei 4¢C mit 1000 g. Jetzt wurde in 10 ml RF2-
Puffer resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Ggf. konnten nun Anteile der Zell-
Suspension direkt fer eine Transformation eingesetzt werden, fer eine sp, tere Verwendung
wurden 320ni-Aliquote in Kryor” hrchen abgefe lIt, in fle ssigem Stickstoff eingefroren und bei
-70¢C eingelagert.

2.5.3.6 Herstellung kompetenter Zellen nach Inoue

Die Methode nach Inoue ( Inoue H. et al., 1990 ) fe hrt zu sehr hohen Transformationseffi-
zienzen von « ber 17108 Kolonie-formender Einheiten pro ng DNA ( Daten nicht gezeigt ), die
sich insbesondere in Verbindung mit problematischen Ligationen vorteilhaft auswirken. Auf-
grund der Vermehrung bei relativ tiefen Temperaturen mué bei diesem Schritt allerdings mit
2-3 Tagen Inkubationszeit gerechnet werden.

Medium, Puffer

Komponente Konz. Bemerkung
SOB-Medium Bactotryptone 20 g/l 5,0g / 250ml ; Becton Dickinson, Heidelberg
Yeast Extract 5,0 g/l 1,259 / 250ml ; Becton Dickinson, Heidelberg
NaCl 10 mM 146mg / 250ml bei 58,44 g/mol
KCI 25mM 46,6mg / 250ml bei 74,56 g/mol
NaOH pH 7,0
autoklavieren
MgCl, 10 mM ' - 2
MgSOs 10 mM 2,5ml 2M filtersterilisierte Mg<-Lsg. / 250ml|
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TB-Puffer PIPES 10 mM 302mg / 100ml bei 302,4 g/mol
CaCl, 15 mM 221mg / 100ml bei 147,0 g/mol
KCI 250 mM 1,869 / 100ml bei 74,56 g/mol
KOH pH 6,7
MnCl, 55 mM 890mg / 100ml bei 161,9 g/mol

PIPES = Piperazin-2,4-bis(2-ethansulfonsaure) : Sigma-Aldrich, St.Louis USA .

Arbeitsprotokoll

250 ml SOB-Medium in einem Schikanekolben wurden mit 5 ml der Vorkultur angeimpft und
so lange bei 18°C ( Schiittler im Kihlraum ) und 250 rpm inkubiert, bis ca. 30% der maxima-
len Zelldichte erreicht wurden ( Messung anhand ODgponm, S.0. ; bei der im Rahmen dieser
Arbeit durchgeflhrten Vermehrung ergab sich eine Inkubationszeit von 48 h mit einer Ver-
doppelung der Zelldichte etwa alle 10 h ).

Die Bakterien stellte man dann 10 min auf Eis, pelletierte 10 min mit 2500xg bei 4°C ( Uber-
stand grindlich absaugen ) und resuspendierte vorsichtig in 80 ml eiskaltem TB-Puffer. Es
wurde nun erneut 10 min auf Eis gestellt, wie oben pelletiert und in 20 ml eiskaltem TB-Puffer
resuspendiert. Zur Suspension gab man schlieBlich DMSO entsprechend einer Endkon-
zentration von 7% ( 1,51 ml ), stellte nochmals 10 min auf Eis, fullte 1ml-Aliquote in Kryoréhr-
chen, fror diese in flissigem Stickstoff ein und lagerte sie im Stickstofftank.

2.5.3.7 Transformation

Das folgende Protokoll stellt eine geringfligige Modifikation der in der Produktbeschreibung
der 'Epicurian Coli XL1-Blue' aufgefiihrten Arbeitsanweisung dar.

Medien, L” sungen

Komponente Konz. Bemerkung
SOC-Medium LB-Medium 50ml ; autoklaviert
MgCl, 10 mM

, e 24
MgSO, 10 mM 500n filtersterilisierte 2M Mg<*-Lsg. / 50ml

D-Glucose 20 mM 500 filtersterilisierte 2M Glucose-Lsg. / 50ml

b-Mercaptoethanol- b-Mercapto- 0 . e
Lésung ethanol 10% (v/iv) 5m/50m ; in HyOpigest ; frisch herstellen
Ampicillin-Stammlsg. | Ampicillin 50 mg/ml  in HyOpjqest ; bei -20°C in 1,0ml-Aliquoten lagern

b-Mercaptoethanol ( fe r Molekularbiologie ), Ampicillin ( Natriumsalz ) : Sigma-Aldrich, St.Louis USA .

Arbeitsprotokoll

Bei allen vorbereitenden und folgenden Arbeitsschritten wurde so keimarm wie m” glich gear-
beitet. Bis zur Durchfe hrung des Hitzeschocks verwendete man auderdem ausschliealich
gre ndlich vorgeke hite Pipettenspitzen, Gef, ae und L” sungen und es wurde nur durch vor-
sichtiges "Schnippen" am Gef, & oder sanftes Auf- und Abpipettieren aufgeschl, mmt bzw.
gemischt.

1. Zquilibrierung : Man verteilte zun, chst die Zell-Suspension - ggf. nachdem diese auf
Eis aufgetaut wurde - in 100m-Aliquoten auf 15ml-Falcon-Zentrifugenr” hrchen, versetzte
jeweils mit 1,7 m der b-Mercaptoethanol-L” sung ( Endkonzentration 25 mM ) und inku-
bierte weitere 10 min unter regelm, aigem Aufschl, mmen ( ca. alle 2 min ) auf Eis.

2. DNA-Vorinkubation : Die Bakterien wurden dann mit DNA ( in einem Volumen von
2-2,5 m, s.u. ) versetzt, aufgeschl, mmt und 30 min auf Eis inkubiert.

3. Hitzeschock : Nun tauchte man die Zentrifugenr” hrchen exakt 45 s in ein 42¢C-Wasser-
bad und stellte diese sofort wieder auf Eis.
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4. Erholungsphase : Nach 2 min wurde zur Suspension 900 m auf 42¢C temperiertes
SOC-Medium gegeben und die Zellen exakt 1 h bei 37¢C und 250 rpm im Sche ttler inku-
biert.

5. Anzucht : Transformanten wurden dann wie in 2.5.3.3 beschrieben ausplattiert, angezo-
gen und gelagert. Selektions-Antibiotikum war im allgemeinen Ampicillin, das dement-
sprechend in einer Konzentration von 100 ng/ml in den Agarplatten enthalten war.

Die fer eine Transformation eingesetzte DNA-Menge wurde entsprechend der Transforma-
tionseffizienz (im Rahmen dieser Arbeit nach Hanahan 17107, nach Inoue 17108 cfu/ng )
nach _Anzahl gewtiinschter Kolonien / [ cfu ]
DNA-Menge /[ng] = Transformationseffizienz / [ cfu / ng ]
so eingestellt, daa bei aufgereinigten Vektoren 200 und bei Ligationsprodukten 22108 Kolo-
nie-formende Einheiten im Gesamtansatz zu erwarten waren. Im ersten Fall wurden dann 5,
50 und 500 ni, ( theoretisch mit 1 Kolonie pro 5 m ), im zweiten 0,5, 5, 50 und 2z 450 m ( bei
einer "Ligations-Ausbeute" von 10% theoretisch 10 Kolonien pro 0,5 nl ) ausplattiert. Diese
Vorgehensweise trug dem Umstand Rechnung, dad bei Ligationsprodukten der Anteil tat-
s, chlich transformierender Moleke le maximal bei 10%, oft jedoch Gr” denordnungen tiefer
liegt.

2.5.3.8 Vermehrung transformierter Bakterien ( Plasmid-Vermehrung )

Fer die Vermehrung von transformierten Bakterien verwendete man das Zellmaterial einer
Kolonie zum Animpfen von 250 ml LB-Medium in einem Schikanekolben, welches dann fer
16-20 h ( bis zum Erreichen der Maximaldichte ) bei 37¢C und ca. 250 rpm im Sche ttler inku-
biert wurde.

Durch Zentrifugation fer 15 min bei 1000zg ( bzw. 8 min bei 2000zg ) pelletierte man nun
einerseits fer die Analyse des enthaltenen Plasmids ( Plasmid-Minipr, paration ) ein 5ml-Ali-
quot in einem 15ml-Zentrifugenr” hrchen und andererseits sukzessive das restliche Volumen
in einem 50ml-Zentrifugenr” hrchen, um ggf. gr” 4ere Mengen des Plasmids isolieren zu k” n-
nen ( Plasmid-Maxipr, paration ). Die gre ndlich vom § berstand befreiten Zellpellets wurden
dann ggf. bis zur weiteren Verwendung bei -202C gelagert ( auch « ber Monate m” glich ).
Diese Vorgehensweise wurde gew, hit, da oft relativ groae Plasmide vermehrt werden mua-
ten und sich dementsprechend ein erheblicher Selektionsdruck hin zu Deletionsmutanten
ergab. Durch das direkte Animpfen konnte die notwendige Generationszahl minimiert werden
und durch das Entnehmen des Analyse-Aliquots aus dem Grodansatz sichergestellt werden,
daa das zun, chst analysierte 5-ml Aliquot tats, chlich den Grodansatz repr, sentierte.

2.5.3.9 Plasmid-Pr, paration

Bei den beiden zur Plasmid-Praparation verwendeten Protokollen wurden die Bakterienzel-
len zunachst im Alkalischen ( Denaturierung von Protein ) lysiert ( durch Detergenz SDS )
und gleichtzeitig RNA durch RNase A degradiert. Bei der Neutralisation der Lésung fiel in
Detergenz-Salz-Komplexen gebundenes denaturiertes Protein aus, chromosomale DNA
wurde aufgrund ihrer Verankerung mit Proteinen der Zellmembran und ihrer GrdBe koprazipi-
tiert. Plasmid-DNA renaturierte infolge ihrer kovalent stabilisierten Struktur und verblieb
dadurch in Lésung. Sie wurde nun auf einem Anionen-Austauscher gebunden, von Verun-
reinigungen befreit ( u.a. abgebaute RNA, DNA-bindende und sonstige in Lésung verblie-
bene Proteine, durch den Alkoholanteil des Waschpuffers auch unspezifisch hydrophob
Gebundenes ) und eluiert. Durch eine abschlieBende Alkoholprazipitation wurde entsalzt und
in einem geeigneten Puffer geldst.
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Da bei dem Verfahren Fragmente chromosomaler DNA zu einem gewissen Anteil in L” sung
verbleiben we rden und sich diese chromatographisch nicht von Plasmid-DNA unterscheiden,
muéten Scherkr, fte strikt vermieden werden. Man mischte dementsprechend nur durch vor-
sichtiges mehrmaliges Wenden der verschlossenen Gef, ae ( auf keinen Fall vortexen ).

Material

'‘Qiagen Plasmid Mini Kit' ( Mini-Pr, paration ), 'Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit' ( Maxipr,, -
paration ) : Qiagen, Hilden ; darin enthaltene L” sungen :
P1 ( Resuspension) : 50 mM TrisHCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 ng/ml RNase A

P2 ( Zell-Lyse ) : 200 mM NaOH, 1 % SDS

P3 ( Neutralisation ) : 3,0 M Kaliumacetat pH 5,5

ER: ( Komplexierung von Endotoxinen )

QBT ( Aquilibrierung ) : 750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15 % Isopropanol, 0,15 % Triton X-100
QC (Waschen) : 1,0 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15 % Isopropanol

QF ( Elution ) : 1,25 M NacCl, 50 mM TrisHCI pH 8,5, 15 % Isopropanol

QN ( Elution) : 1,6 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15 % Isopropanol

TE: 10 mM TrisHCI pH 8,0, 1 mM EDTA

Minipr, paration

Das ggf. zun, chst aufzutauende Zellpellet wurde vollst, ndig in 0,3 ml P1-Puffer resuspen-
diert, mit 0,3 ml P2-L” sung versetzt, durch 6-maliges Wenden gemischt und exakt 5 min bei
ca. 20¢C inkubiert. Danach gab man 0,3 ml eiskalten P3-Puffer zu, mischte wie oben, inku-
bierte 5 min auf Eis, mischte wieder und zentrifugierte 10 min bei ca. 20eC und mindestens
12.000 g.

Man gab nun den klaren § berstand ( ggf. nochmals zentrifugieren ) auf die zuvor mit 1 ml
QBT-L" sung ,, quilibrierte Anionenaustauscher-S,, ule, wusch 4 Mal mit je 1 ml QC-Puffer und
eluierte mit 0,8 ml QF-L” sung.

Nach Mischen des Eluats mit 0,7 Volumenanteilen 20eC warmen Isopropanols ( 0,56 ml )
wurde 30 min bei 4¢C und mindestens 12000zg zentrifugiert, das DNA-Pellet mit 1 ml 70%-
igen Ethanol gewaschen ( § berstand vorsichtigst absaugen, Waschl” sung zugeben, 15 min
wie oben zentrifugieren ), schlieélich gre ndlich von $ berstand befreit, maximal 5 min an der
Luft getrocknet und in 20 m TE-Puffer gel” st.

Maxipr, paration

Im Gegensatz zur Minipr, paration bewerkstelligte man bei diesem Protokoll das Abtrennen
des bei der Neutralisation des Lysats entstehenden Pr, zipitats nicht durch Zentrifugation,
sondern durch die Filtration durch ein Molekularsieb. Die zus, tzliche Inkubation des sich
ergebenden Durchflusses mit ER-Puffer erm” glichte es auaerdem, die Pr, paration im Zuge
der folgenden chromatographischen Aufreinigung weitgehend von Endotoxinen zu befreien.
( Die in der ,, uaeren Zellwand gramnegativer Bakterien in groaen Mengen enthaltenen Endo-
toxine, auch Lipopolysaccharide genannt, k" nnen in eukaryotischen Zellen zu Reaktionen
des angeborenen Immunsystems fe hren und so u.a. mittelbar die Transfektionsausbeuten
deutlich beeintr, chtigen ).

Wie beschrieben resuspendierte und lysierte man mit 10 ml P1 und 10 ml P2. Nach Versatz
mit 10 ml eiskaltem P3-Puffer und Mischen durch 10-maliges Wenden wurde nun der Ansatz
sofort in eine Filtereinheit mit verschlossenem Auslaé  berfs hrt und dort 10 min ( bei z” gerli-
cher Bildung des Pr, zipitats auch I, nger ) bei 20eC belassen. Nach ™fnen des Auslasses
wurde dann mit Hilfe eines Stempels der fle ssige Anteil des Inhalts durch ein im Boden der
Filtereinheit eingearbeitetes Molekularsieb passiert. Die L”sung versetzte man jetzt mit
2,5 ml ER-Puffer und inkubierte 30 min auf Eis.

Der Minipr, paration entsprechend wurde nun s, ulenchromatographisch aufgereinigt und
* ber eine Alkohol-Pr, zipitation entsalzt. Man ,, quilibrierte dabei mit 10 ml QBT-Puffer, wusch
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2 Mal mit je 30 ml QC-L” sung und eluierte mit 15 ml QN-Puffer. Wieder wurde das Eluat mit
0,7 Volumenanteilen ( 10,5 ml) ca. 20eC warmen Isopropanols versetzt und 30 min bei 4¢C
und jetzt mindestens 15.000zg zentrifugiert. Man wusch das Pellet mit 2,5 ml 70%-igen Etha-
nols ( 15 min zentrifugieren wie oben ), trocknete maximal 10 min an der Luft und nahm in
200 m TE-Puffer auf. Die L” sung wurde schliealich nach photometrischer Bestimmung der
DNA-Konzentration ( 5-fach-Bestimmung bei Maxi-Pr, paration ) mit TE-Puffer auf eine End-
konzentration von 0,5 ( Mini-Pr, paration ) bzw. 2,0 ng/m ( Maxi-Pr,, paration ) eingestellt.

2.5.4 'blunt end'-Generierung

Mit Restriktions-Endonukleasen generierte 'sticky ends' k” nnen mit Hilfe des 'Klenow-Frag-
ments' in 'blunt ends' umgewandelt werden. Man erh,, It es durch proteolytische Abspaltung
eines N-terminalen kleineren Teils der DNA-Polymerase |, wodurch die 5'-3'-Exonuklease-
Aktivit, t eliminiert wird, die ( 5'-3'- ) Polymerase- und die fer das "Proofreading” verantwortli-
che 3'-5'-Exonuklease-Aktivit, t aber erhalten bleiben ( deren katalytische Zentren sich - aus
funktionellen Gre nden notwendigerweise - in enger Nachbarschaft befinden ). Bei ausrei-
chender Versorgung mit dNTPs dienen 5'-§ berh, nge als Matrize fer die Verl, ngerung des
Gegenstrangs durch die Polymerase, 3-8 berh, nge werden dahingegen durch die verblie-
bene Exonuklease-Aktivit,t bis zum Beginn des Gegenstrangs ( bei ungene gender Versor-
gung mit dNTPs auch dare ber hinaus ) abgespalten.

Gleiche katalytische Aktivit, ten weist auch die 'T4-DNA-Polymerase’ auf. Sie wurde im Rah-
men dieser Arbeit verwendet, da sie eine gr” aere Toleranz gegene ber unterschiedlichen Puf-
fer-Bedingungen besitzt und deshalb direkt ( ohne "Umpufferung” ) nach dem "Verdau" von
DNA mit Restriktions-Endonukleasen eingesetzt werden konnte.

Material : 'T4 DNA Polymerase'-Kit : Promega, Madison USA ; 'Albumin (BSA)' ( fer Mole-
kularbiologie ) : Roche Molecular Biochemicals, Mannheim ; 'suRe/Cut Buffer A' : Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim

L” sungen : dNTP-Mix je 1,0mM : vgl. 2.4.3, 1:10 verd* nnen ; BSA-L"sung 1,0 mg/ml.

Arbeitsprotokoll

1. 5ng DNA in einem Volumen von 30 ml wurden mit so viel 'suRe/Cut Buffer A ( 0,33M Tris-
acetat, 0,66M Kaliumacetat, pH7,9, 0,10M Magnesiumacetat, 5,0mM Dithiothreitol ),
BSA-L6sung, dNTP-Mix und HoOpjgest zu €inem Endvolumen von 58 mi versetzt, daB in
einem Endvolumen von 60ni die Konzentrationen der Komponenten folgender optimaler
Zusammensetzung moglichst nahe kamen : 33mM Trisacetat, 66mM Kaliumacetat
pH7,9, 10mM Magnesiumacetat, 0,5mM Dithiothreitol, 0,1mM dNTP ( je ) und 100 ng/ni
BSA.

2. Der L6ésung gab man 20 units T4-DNA-Polymerase ( ca. 2 m ) zu und inkubierte 5 min
( keinesfalls langer ) bei 37°C.

3. Um die Polymerase und die in der Ausgangsl’sung enthaltenen Restriktions-Endonu-
kleasen zu inaktivieren, wurde abschlieaend 15 min bei 75¢C inkubiert.

2.5.5 Dephosphorylierung

Soll eine Sequenz in einen Vektor ligiert werden, kann unter Umst, nden die Religation oder
"Aneinanderreihung” ( 'Concatemerisierung' ) des Vektors - als konkurrierende Nebenreakii-
onen - stark in den Vordergrund treten. Eine M” glichkeit, dies wirksam zu verhindern, be-
steht in der Dephosphorylierung des Vektors. Dabei werden 5'-terminale Phosphatgruppen
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der Vektor-Einzelstr, nge durch eine alkalische Phosphatase abgespalten und stehen damit
fer eine Ligation nicht mehr zur Verfe gung. An den Ligations-Stellen betrifft dies bei einer
Religation oder Concatemerisierung des Vektors beide Str, nge - eine kovalente Verbindung
kann also nicht zustande kommen ; bei einer Ligation eines 'Inserts’ in einen Vektor jedoch
immer nur einen der beiden Str, nge. In letzterem Fall werden nach der Transformation des
sich ergebenden Konstrukts die verbliebenen "Einzelstrang-Bre che” von Reparatur-Syste-
men der Bakterienzelle beseitigt.

Fer diesen Zweck verwendet wurde im Rahmen dieser Arbeit die 'Shrimp alkalische Phos-
phatase’, die im Gegensatz zu anderen gebr, uchlichen alkalischen Phosphatasen durch
eine 15-mine tige Erhitzung auf 65¢C vollst, ndig und irreversibel inaktiviert werden kann. Den
sich ergebenden Ansatz mit dephosphoryliertem Vektor kann man deshalb ohne weitere Auf-
reinigungsschritte fe r die Ligation einsetzen.

Material : 'Shrimp alkalische Phosphatase' ( enthaltene Komponenten : Enzym, Dephos-
phorylierungspuffer ) : Roche Molecular Biochemicals, Mannheim ;

Arbeitsprotokoll

1. 100-200ng Vektor-DNA ( direkt aus "Restriktions-Verdau", nach Hitzeinaktivierung der
Endonukleasen ), 0,8m 10xDephosphorylierungspuffer und HoOpigest zU €inem Endvolu-
men von 7,0m wurden in ein Eppendorfcup vorgelegt.

2. Die Lésung wurde mit 1,0m 'Shrimp alkalische Phosphatase' versetzt und dann 10min -
fur 'sticky-end'-Dephosphorylierungen - bzw. 60 min - fir 'blunt-end'-Dephosphorylierun-
gen - bei 37°C inkubiert.

3. Die Phosphatase wurde abschlieBend durch eine 15-minitige Erhitzung auf 65°C inakti-
viert.

2.5.6 Ligation

Ligationen werden im allgemeinen mit Hilfe der T4-DNA-Ligase durchgeflhrt, die - bei einem
Temperatur-Optimum von ca. 25°C - sowohl bei Einzel- als auch Doppelstrang-Briichen
5'-terminale Phosphatgruppen mit benachbarten 3'-OH-Gruppen verknipfen kann. Die zu
verbindenden Enden von DNA-Doppelstrangen, die bei der DNA-Rekombination allenfalls
3-4 Nukleotide "Uberhang" aufweisen, hybridisieren jedoch erst bei Temperaturen deutlich
unter 25°C. Bei Auswahl einer zu hohen Ligations-Temperatur ist damit die Warmebewegung
zu hoch, um die gewiinschte Aneinanderlagerung der Doppelstrang-Enden zu erlauben, bei
Auswahl einer zu tiefen Temperatur wird auf der anderen Seite unnétigerweise das Auftreten
von Nebenreaktionen - wie z.B. die unvollstandige oder fehlgepaarte Uberlagerung von
'sticky-ends' - begtinstigt und die Enzymaktivitat erniedrigt.

Eine einfache Mdglichkeit, diese Problematik zu umgehen, besteht darin, anstatt einer festen
Ligations-Temperatur einen Temperatur-Gradienten einzusetzen. Dieser erreicht ausgehend
von einer zu hohen Temperatur bei sehr langsamer Erniedrigung schlieBlich die Temperatur,
bei der die gewlnschte Anlagerung ( maximale Basenpaarung ) gerade erfolgen kann und
die fur diese Verknlipfung héchste Enzymaktivitat zur Verfligung steht. Bei weiterer Erniedri-
gung der Temperatur sollte dann fir Nebenreaktionen kein Substrat mehr zur Verfligung ste-
hen.

Prinzipien und Parameter verschiedener Vorschriften zur Durchflhrung von Ligationen
( Sambrook J. et al., 1989 ; Produktbeschreibung des 'Rapid DNA Ligation'-Kits, s.u. ) wur-
den zusammen mit den oben aufgefilhrten Uberlegungen zu folgendem Arbeitsprotokoll
zusammengefaft.
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Material : 'Rapid DNA Ligation Kit' ( u.a. enthaltene Komponenten : T4 DNA Ligase 5u/m,
2zLigations-Puffer ) : Roche Molecular Biochemicals, Mannheim.

Berechnung der einzusetzenden Vektor- und Insert-Mengen

Fer die Ligations-Reaktion setzte man insgesamt 200 ng DNA ein, wobei fer den Fall, da&
ein 'Insert’' in einen Vektor einkloniert werden sollte, die Insert:Vektor-Stoffmengen-Verh, It-
nisse auf Werte zwischen 1 ( Insert:Vektor 1:1 ) und 2 ( Insert:Vektor 2:1 ) eingestellt wurden
(vgl. 2.6). Fer die einzusetzenden Massen ergab sich dann :

Stoffmengen-Verh, Itnis ? Insert-L,nge /[ bp ]
Vektor-L,nge /[ bp ] )
Vektor-L,nge /[ bp ] )

Insert-Menge = 200ng 6 ( 1 + Stoffmengen-Verh, Itnis z Insert-L,nge /[ bp]

Vektor-Menge = 200ng 0 ( 1

Arbeitsprotokoll

1. Vektor und Insert wurden in den errechneten Mengen in ein 100m-PCR-Cup gegeben,
auf ein Volumen von 10,5 ni aufgefe lit, 5 min auf 45¢C erw, rmt und dann schnell auf 4¢C
abgeke hit ( PCR-Thermocycler ).

2. Die Lésung versetzte man nun mit eisgekihlten 12,5 m 2xLigationspuffer und 2,0 m der
T4 DNA Ligase, lieB schnell auf 20°C erwarmen und dann mit einem Temperaturgra-
dienten von -0,5°C / 30min innerhalb von 16 Stunden auf 4°C herunterkihlen.

3. Die erhaltenen Konstrukte wurden nach Méglichkeit direkt transformiert, ggf. Gber wenige
Tage bei 4°C gelagert und nur flr eine langerfristige Lagerung bei -20°C eingefroren.

2.6 Konstrukt-Erstellung

2.6.1 Einleitung

Fur eine Untersuchung der transkriptionellen Regulation der UGT1A6 sollte eine Reporter-
genanalyse ( vgl. 2.8 ) durchgefuhrt werden. Aufgrund der nur moderaten Effekie bei der
Induktion der UGT1A6 durch monofunktionale Induktoren war dabei ein Reportergen-System
mit hoher Prazision Voraussetzung fur den Erhalt aussagekraftiger Ergebnisse. Vorversuche
mit bereits vorhandenen Konstrukten - die als Reportergen die Chloramphenicol-Acetyl-
Transferase ( CAT ) verwendeten - zeigten, daB dieses System diese Anforderung nicht
erfullen konnte ( Daten nicht gezeigt ).

Aus verschiedenen Grinden prazisere ( und weniger arbeitsaufwendige ) Reportergen-Sys-
teme verwenden die Firefly-Luciferase als Reportergen. Die als Cosmid-Vektor verfligbare
regulatorische Sequenz der UGT1A6 sollte deshalb zunachst in einen dementsprechenden
Reportergen-Vektor ( Abb. 10 ) einkloniert werden und das zu erhaltende Konstrukt nach
Méglichkeit folgende Eigenschaften aufweisen : 1.) den nativen Verhaltnissen entsprechen-
der Abstand zwischen Promotor und codierender Sequenz ; 2.) Einklonierung eines mdg-
lichst groBen Anteils des verfligbaren 5'-terminalen Bereichs des UGT1A6-Strukturgens ;
3.) Erstellung von Deletionsmutanten durch einfachen "Verdau" mit Restriktions-Endonu-
kleasen und Religation.

Die Verwendung bereits vorhandener Zielsequenzen von Restriktions-Endonukleasen fur
das Einklonieren in den Reportergenvektor hatte zum Erreichen dieser Anforderungen zu
weitgehende Einschrankungen auferlegt. Deshalb sollten in einem ersten Schritt mit Hilfe
einer praparativen PCR geeignete Zielsequenzen eingefihrt, dann diese Zielsequenzen mit
Restriktions-Endonukleasen im PCR-Produkt und im Reportergen-Vektor geschnitten und
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schlieBlich ligiert werden. Die durch die Einflhrung von Zielsequenzen mittels praparativer
PCR gewonnene Flexibilitdt konnte auBerdem dazu genutzt werden, eine "gerichtete" Liga-
tion durchzufihren, die aufgrund der Verwendung zweier verschiedener Endonukleasen an
5'- und 3'-Terminus der einzuklonierenden Sequenz bereits deren Orientierung im Vektor
festlegt.

Material : 'pGL3-Basic Vector' : Promega, Madison ( USA ) ; 'pRL-TK-Vector' : Promega,
Madison ( USA)

S Synthetic poly(A) signal /
Amp’ transcriptional pause site
\for background reduction)
X Kpn | 2223 BamH |
1 ori Sac |
Miu SV40 late
Nhe | poly(A) .
o pGL3-Basic somal Noctor Byl 1
Vector Bol I 1971 Xbal
(4818bp) Hind 11 (4045bp)
Neo |
Sall luc+ HSV TK
BamH | Narl 17 Promoter
Promoter -
SV40 late poly(A) sighal 5 S
(for luc+ reporter) <93 EcoR | 649 E
Hpal g5 Hind 1ll 760 =
Xba igg (1040) Csp45 17 NNhe | 1024 8

Abb. 10 : Fur die Erstellung der verschiedenen Konstrukte verwendete Vektoren. Links der Basis-
Reportergenvektor pGL3 mit dem Gen der Firefly-Luciferase. Rechts der Bezugs-Reportergenvektor
mit dem Gen der Renilla-Luciferase und dem Promotor des Thymidinkinase-Gens des Herpes Sim-
plex Virus.

Identifizierung : pGL3 : vgl. Abb. 12 ; pRL-TK, Bbvl : 862, 620, 453, 387, 307, 216, 206,
86, 32, 18, 3 bp; pRL-TK, Ncil : 2032, 696, 671, 351, 129, 89, 76, 1 bp

2.6.2 UGT1A6Luc-2981-Konstrukt

2.6.2.1 Primer
-<<<<- Sacl -\/-- Smal v Pos.: -32
pGL3 >ggt accgagct ct tacgegt get agcccgggct cgagat ct gcgat ct aagt aagct t ggcat t cc>
->>>>- "Asp71 Byl | ->>>>- Hindl 1
bri Cat T ->>>>- Byl || H ndl Il >E§>Aa
rimer >GCat gTacAgat ct gggcccagagceat t ct gact t ¢> <ggat cct cgggacact aaacct ct cact t t CyaAaaat aat ggc<
€ \ 72g4:zJC\g 68, 8g% 929 ’ / gg 999 68,08C /| ____ 72, Sz%g
>cgat ggacggat ct gggeccagageat tct gacttetge. . . atacct aggagecct gt gat tt ggagagt gaaaactct ttattaccg>
UGT1A6 gatgg ggPos.:gggnglg g 9 9 ggag gtg ggagagtg Pos. 21158 9

Abb. 11 : Sequenzen des Reportergen-Basisvektors ( pGL3, 'multiple cloning site' ), der Primer und
der fer die Konstrukt-Erstellung wichtigen Abschnitte der regulatorischen Sequenz der UGT1A6
(UGT1A6 ). Die Erkennungssequenzen der fer die Konstrukt-Erstellung verwendeten Restriktions-
Endonukleasen sind durch die Zeichen >, '<', '/', '\' und '-' hervorgehoben, nach dem Schnitt entste-
hende 5'-§ berh, nge mit '>', 3'-§ berh, nge mit '<', 'blunt end'-Schnitte mit 'V' und weitere Basen mit '-'
Die bei der Sequenz des Vektors und des einklonierten regulatorischen Bereichs der UGT1A6 ange-
gebenen Positionen beziehen sich auf das Startcodon des jeweiligen Strukturgens ( Firefly-Luciferase
bzw. UGT1A6 ; mit Position -2981 des Cosmids endet die regulatorische Sequenz der UGT1A6 ).
Unter den Sequenzen der Primer sind die theoretischen Hybridisierungs-Temperaturen in Verbindung
mit den Matrizen-Einzelstr, ngen ( ke rzere Abschnitte, ohne 5'-terminalen Bereich mit Fehlpaarungen
zu Sequenz des Cosmids ) und in Verbindung mit amplifizierten Einzelstr, ngen ( abweichende
Nukleotide sind bereits in den Gegenstrang eingefe hrt, gesamte L, nge der Primer hybridisiert ).

Unter Verwendung der Restriktions-Endonukleasen Hindlll als 3'-terminale und Bglll als 5'-
terminale Verkne pfungs-Stelle konnten die gestellten Anforderungen vollst, ndig erfe llt wer-
den (Abb. 10, 11 ) : 1.) Die - fer die Herstellung von Deletions-Mutanten wichtigen - Schnitt-
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stellen der "multiplen Klonierungsstelle" wurden 5'-terminal des eingefe gten regulatorischen
Bereichs positioniert. 2.) Unter Einfe hrung weniger Punktmutationen konnte man die ben” -
tigten Erkennungssequenzen an solchen Stellen des Cosmids erzeugen, daa ein den nati-
ven Verh, ltnissen entsprechender Abstand zwischen Promotor und Strukturgen resultierte.
3.) Nahezu der gesamte verfe gbare 5-terminale Bereich ( bis auf ca. 40 bp ) des UGT1A6-
Strukturgens wurde einkloniert.

Ausgehend von den eingefe hrten Erkennungssequenzen wurde ein $ berhang von 8 bzw. 10
Nukleotiden gew, hlt, um so eine ausreichende Aktivit, t der Restriktions-Endonukleasen zu
gew, hrleisten ( in unmittelbarer N, he des Endes eines DNA-Doppelstrangs nimmt die
Schnittleistung erheblich ab ).

2.6.2.2 Linearisierung des Cosmid-Vektors

Um als Matrize fe r die geplante pr, parative PCR dienen zu k” nnen, muéte der - die regula-
torische Sequenz der UGT1A6 enthaltende - Cosmidvektor zun,, chst linearisiert werden.
Verwendet wurde dazu die Restriktions-Endonuklease Hindll bei einem Verdaufaktor von 2.
Nach erfolgter Linearisierung Hitze-inaktivierte man das Enzym 15 min bei 75¢C. Der Ansatz
wurde schliealich auf eine Endkonzentration von 100 ng/m gebracht.

2.6.2.3 Pr,parative PCR

Bei einer pr, parativen PCR, die Ausgangsmaterial for Reportergen-Konstrukte liefern soll,
mua auf einen geringen Anteil mutierter Amplifikate Wert gelegt werden. Eine grobe Absch,, t-
zung des nicht-mutierten Anteils in den Amplifikaten einer PCR gelingt mit :

( 1 - Amplifikat-L,nge/[bp] Z Mutations-Wahrscheinlichkeit /[ 1/bp] )ZYyklenanzahl

Dementsprechend war zum einen eine Minimierung der Zyklenanzahl anzustreben. Die mit
einer Erniedrigung der Zyklenzahl sinkende Ausbeute kann durch eine gleichzeitige Erh” -
hung der Konzentration an der als Matrize dienenden doppelstr, ngigen DNA ausgeglichen
werden. Begrenzend wirkt jedoch eine bei hohen DNA-Konzentrationen einsetzende Hem-
mung der Polymerase-Ketten-Reaktion. Vorversuche wiesen eine DNA-Ausgangskonzentra-
tion von 2,0 ng/m bei 10 PCR-Zyklen als geeignet aus ( Daten nicht gezeigt ).

Zum anderen sollte die Mutations-Wahrscheinlichkeit m” glichst niedrig gehalten werden. In
diesem Sinne wurde eine mit hoher Genauigkeit replizierende DNA-Polymerase ( Pfu-Poly-
merase, mit 'Proofreading’-Aktivit, t ) eingesetzt, die Konzentration des Kosubstrats dNTP auf
einen niedrigen Wert eingestellt ( hohe Konzentrationen bege nstigen die bimolekulare Poly-
merase-Reaktion gegene ber der monomolekularen "Korrektur-lesenden" 5'-3'-Exonuklease-
Reaktion und somit die Wahrscheinlichkeit von Mutationen ), ein st” chiometrisches Verh,, It-
nis zwischen Primern und dNTPs gew, hlt, das die Primer als begrenzendes Kosubstrat wir-
ken 1,4t ( s.u. ; sich bei einer Ersch” pfung der dNTPs einstellende unterschiedliche Kon-
zentrationen der einzelnen Spezies werden entsprechende Fehlpaarungen bege nstigen)
sowie die PCR beim § bergang von der expotentiellen in die lineare Phase ( zufolge Vor-
versuchen bei ca. 2 % in das Amplifikat eingebauter dNTPs ; dieser Wert ist direkt meébar
als Verh, Itnis der Radioaktivit, t der Amplifikat-Bande zur Radioaktivit,t der gesamten Spur
und somit von Versuch zu Versuch « bertragbar ) gestoppt.

Mit einer Amplifikat-L, nge von ca. 3000bp, einer Mutations-Wahrscheinlichkeit der ein-
gesetzten Pfu-Polymerase von 1,3710° /bp und einer Zyklenanzahl von 10 war mit einem
Anteil an punktmutierten Amplifikaten von ca. 4% zu rechnen.
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Material : 'Native Pfu DNA Polymerase' : Stratagene, La Jolla ( USA ) ;

Arbeitsprotokoll

. . Stamm- End- Vol.

Arbeitsschritt Komponente Konz. Konz. [mi]
- in angegebener Reihenfolge mischen : H204ad inj 990
Pfu-Buffer 10x% 1x 120

(inkl. MgCl,) 20 mM 2,0 mM

DNA-Matrize 100 ng/m 2,0 ng/m 24
dNTP-Lésung 10 mM 0,25 mM 30
Forward-Primer 20 MM 100 nM 6
Reverse-Primer 20 MM 100 nM 6
Pfu-Polymerase 2,5 u/m 0,05 u/m 24
- in 50m-Aliquoten in PCR-Cups geben : PCR-Mix 1200
- Inkubieren : 4gC - 2min 94¢C - 10Z [ 1min 94¢C - 30s 68¢C - 6min 72¢C - ] 10min 72¢C - 4¢C

Die Primer-Konzentration entspricht 100 nM doppelstrangigen Amplifikats, die dNTP-Konzentration
167 nM. Fir analytische Vorversuche wurde der PCR-Mix auBerdem mit [a-3?P]dCTP entsprechend
2.4.4.2 versetzt.

2.6.2.4 Selektive Pr, zipitation

Um das erhaltene Amplifikat aufzukonzentrieren und von verbliebenen dNTPs zu trennen
wurde eine - gegene ber der Standardprozedur modifizierte - selektive Pr,, zipitation durchge-
fe hrt. Um eine ausreichende Ausbeute zu erhalten, muaten die PCR-Ans, tze ( PCR-Puffer
enthalten meist Detergenzien ) zus,, tzlich mit STE-Puffer versetzt werden und die F, llungs-
reaktion in ke rzerer Zeit durchgefe hrt werden. Um eine ausreichende Abtrennung von Mono-
nukleotiden zu erreichen, wurde anstatt Natriumacetat das F, llungsreagenz Ammoniumace-
tat eingesetzt ( allerdings auf Kosten der Ausbeute ; Daten nicht gezeigt ).

Material : Ethanol; 70%-iges Ethanol

L” sungen, Puffer

Komponente Konz. Bemerkung

102 STE-Puffer NaCl 1,0M 5,849 / 100ml bei 58,44 g/mol
EDTA 100 mM 3,729/ 100ml bei 372,2 g/mol
Tris 200 mM 2,429/ 100ml bei 121,1 g/mol
HCI pH 7,5

Ammoniumacetat-Lsg. NHjAcetat 10M 77,19 / 100ml bei 77,08 g/mol

Arbeitsprotokoll

400nt-Aliquote des PCR-Produkts in Eppendorf-Cups wurden mit jeweils 40 ml 102 STE-Puf-
fer, 100 mM 10M Ammoniumacetat-L” sung und 1000 i Ethanol versetzt. Die Ans, tze zentrifu-
gierte man dann sofort 30 min bei  ber 12000Zg und 4¢C, nahm den $ berstand vorsichtig
ab, « berschichtete mit 400 i eiskalten 70%-igen Ethanols, zentrifugierte nochmals 15 min
bei « ber 12000Zg und 4¢C, entfernte den § berstand, trocknete kurz und nahm das erhaltene
Pellet in 10 m HyOpigest auf. Die L” sung wurde mit anderen L”sungen des selben PCR-
Ansatzes vereinigt und schliedlich die DNA-Konzentration mittels Ethidiumbromid-Fluo-
reszenz bestimmt.
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2.6.2.5 DNA-Rekombination

Die Hindlll- und Bglll-Erkennungssequenzen der "multiplen Klonierungsstelle" des Vektors
und der Enden der einzuklonierenden regulatorischen Bereichs wurden nun geschnitten. Fer
die Endonuklease-Reaktion am einzuklonierenden DNA-Moleke| w, hlte man dabei einen
hohen Verdaufaktor von 20, um die verminderte Aktivit,t der Restriktions-Endonukleasen in
der N, he der Enden eines DNA-Moleke Is zu kompensieren. Fer den Vektor wurde ein Ver-
daufaktor von 8 angesetzt.

Der Vektor wurde anschlieaend dephosphoryliert ( vgl. 2.5.5 ; Verhinderung von Concate-
meren, aufgrund unterschiedlicher Schnittstellen kann eine Religation nicht stattfinden ) und
dann die Enzyme in den L” sungen des Vektors und des einzuklonierenden Abschnitts Hitze-
inaktiviert ( 15 min bei 65¢C ).

Vektor und einzuklonierende Sequenz wurden nun in einem st” chiometrischem Verh,, Itnis
von 1:1 gemischt und ligiert ( siehe 2.5.6 ).

2.6.2.6 ldentifizierung

Mit den erhaltenen Konstrukten transformierte man wie in 2.5.3 beschrieben XL1-Blue-Bak-
terienzellen. Die nach der Anzucht und Vermehrung der Transformanten isolierten Plasmide
wurden dann mit Hilfe geeigneter Restriktions-Endonukleasen ( vgl. Abb. 12 ) fragmentiert
und in einer analytischen Gelelektrophorese getrennt ( vgl. 2.5.1, 2.5.2 und Abb. 13 ). Durch
den Vergleich des erhaltenen Bandenmusters mit den zu erwartenden Fragmentl, ngen
konnten die Plasmide identifiziert werden.

TkLuc UGT1A6Luc
pGL3
ARES' |ARE4'| -225 | -434 | -765 | -1449 | -1550 | -1806 | -2330 | -2981
Bbvl V 944, 550, 471, 419, 403, 387, 307, 267, 206, 86
1386 | 807 | 840 2102 | 2245 | 2069 [ 2069 | 2069
| 413 | 413 | 413 | 745| o906 | 1116 | 1447 892 | 665
346 516
216 | 216 | 216 346 360
Banll \ 3119
1506 | 1506 | 1506 | 1078 | 1078 | 1078 | 1078 | 1078 [ 1078 | 1078 | 1078 | 1078
1264 088
774 | 774 | 774 | 774
| 508 | 598 | 598 | 598 | 598 | 598 | 598 508 | 598 | 598 | 598
374 446 | 446 | 446 | 446 | 446 | 446
315 | 315 | 315 394 | 279 374
172 | 256 268 | 268 | 268 | 268 | 268
108 184 256 | 256 | 256
Ncil v 1419, 696, 555, 490, 351, 58
1704 | 1522 | 1158 1410 | 1620 | 1951 | 2606 | 1590 | 2970 | 3516 | 3006
200 | 290 | 290 | 1158 1158 1158
| 247 | 247 | 247 90
129 | 129 | 129
89 89 89
76 76 76
Scal Vv 3380, 1083
I 1643 | 1461 | 1097 | 355 | 516 | 726 | 1057 | 1712 | 1855 | 2076 | 2622 | 3271

Abb. 12 : Zur Identifizierung der verschiedenen erstellten Konstrukte geeignete Restriktions-Endonu-
kleasen und die zu erwartenden Fragmentl, ngen. Unter 'V' sind die gemeinsamen, aus dem "Vektor-
Re ckrat" entstehenden Fragmente, unter 'I' die von Konstrukt zu Konstrukt unterschiedlichen, aus
dem einklonierten "Insert" entstehenden Fragmente aufgefe hrt. Fragmente kleiner als 30bp wurden
vernachl, ssigt.

'‘BbvI' erlaubt insbesondere eine zuverl, ssige Identifikation des "Vektor-Re ckrats", 'Banll' die der ein-
klonierten Sequenzen beim UGT1A6Luc-2981-Konstrukt und den verschiedenen Deletionsmutanten
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und 'Ncil' die der einklonierten Sequenzen bei den TkLuc-Konstrukten. Scal war insbesondere geeig-
net, um die vor der Quantifizierung der Deletions-Mutanten mit Hilfe der Ethidiumbromid-Fluoreszenz
notwendige Linearisierung durchzufe hren.

Abb.13: Analytische Gel- A M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
elektrophoresen zur Identifi-
zierung und Quantifizierung
von Konstrukten. A) : Identifi-
zierung verschiedener Kon-
strukte anhand der Frag-

mentierung durch die Restrik- 3000 | == i S A -
tions-Endonuklease 'Bbvl'. 2000 | - pa—

B) : S berpre fung und Quantifi- — Gl Sk P

zierung verschiedener Kon- 1000 = Asil ; = . "
strukte nach Linearisierung. a : 500 = -4 R L R B

nicht fragmentierte, zirkul, re,
superspiralisierte Konstrukte -

eber den Hauptbanden die
immer zu einem gewissen B
Anteil vorhandenen Conca-
temere der jeweiligen Kon-
strukte ; b : mit Hilfe der Re-
striktions-Endonuklease 'Scal’
linearisierte Konstrukte - die
Banden des "Vektor-Re ckrats"
( bei 3380 und 1083 bp, vgl. T e e e o e
Abb. 12 ) erlauben den direk- — — -
ten Vergleich st” chiometri-
scher Verh,, Itnisse anhand der
Ethidiumbromid-Fluoreszenz.
Folgende Konstrukte wurden
analysiert : 1-8 : UGT1A6Luc
-225, -434, -765, -1449, -1550,
-1806, -2330, -2981 ; 9 : Tk-
Luc; 10: pRL-TK. Im Marker
( M) vorhandene Fragmentl, ngen : 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500,
2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 bp.

M 7a 6a ba 4a 3a 2a 7b 6b 5b 4b 3b 2b M

2.6.3 Deletionsmutanten

Die Deletionsmutanten konnten nun erstellt werden, indem man mit Hilfe von Restriktions-
Endonukleasen 5'-terminale Abschnitte der regulatorischen Sequenz der UGT1A6 aus-
schnitt, ggf. erhaltene DNA-Enden modifizierte, das verbliebene lineare Konstrukt mittels pr,, -
parativer Gelelektrophorese isolierte und dann religierte ( vgl. Abb. 25A)).

Material :  Restriktions-Endonukleasen Smal, Sacl, Apal, Asp718, Stul, MIuNI, Pvull :
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim ; Restriktions-Endonuklease BpulOl : MBI Fer-
mentas, St. Leon-Rot ; 'suRe/Cut Buffer' Puffersystem fer Restriktions-Endonukleasen :
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim ;
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Arbeitsprotokoll

Es wurden im allgemeinen - unter Verwendung des 'suRe/Cut Buffer'-Systems - jeweils 5 ny
DNA in einem Volumen von 15 ml bearbeitet. Zur Erstellung der Deletionsmutante
UGT1A6Luc-225 nahm man die zweite Endonuklease-Reaktion in 30 nm vor, im Anschlua
muate auderdem eine 'blunt end'-Generierung ( vgl. 2.5.4 ) durchgefe hrt werden.

Deletionsmutante -2330 | -1806 | -1550 -1449 -765 -434 -225

1. Enzym, Verdaufaktor | Smal, 4 | Sacl, 4 | Apal, 4 | Asp718,4 | Smal, 4 | Smal, 4 | Smal, 4
suRe/Cut Buffer, Temp. | A, 25¢C | A, 37°C | A, 30°C | B, 37°C | A,25°C | A, 25°C | A, 25¢C

2. Enzym, Verdaufaktor Stul, 4 MIuNI, 4 |Pvull, 16| BpulOl, 4
suRe/Cut Buffer, Temp. | A, 37¢C A, 37aC | A, 37¢C | 2ZA+, 37C

Beim Puffer A+ handelt es sich um den 'suRe/Cut Buffer' A, dem zus, tzlich Rinder-Serum-Albumin
(BSA, siehe 2.5.4 ) zu einer Endkonzentration von 100 ng/m zugegeben wurde. In 2ZA+ sind die
Komponenten in jeweils doppelter Endkonzentration enthalten.

Pr, parative Gelelektrophorese, "Rezirkularisierung” ( Religation ) der linearen Konstrukte,
Transformation, Anzucht und Vermehrung der Transformanten sowie Plasmid-Isolierung und
Identifizierung erfolgte wie beschrieben (vgl. 2.5, 2.6.2.6).

2.6.4 TkLuc-Konstrukt

Das TkLuc-Konstrukt entstand durch die Einklonierung der im pTKRL-Vektor enthaltenen
regulatorischen Sequenz des Thymidinkinase-Promotors des Herpes Simplex Virus in den
pGL3-Reportergen-Vektor, und zwar 5'-terminal des Firefly-Luciferase-Strukturgens ( vgl.
Abb. 26C ). Auch hier konnte mit Hilfe der Restriktions-Endonukleasen Hindlll und Bglll eine
"gerichtete" Ligation durchgefs hrt werden. Beide Ausgangsvektoren wurden mit einem Ver-
daufaktor von 8 geschnitten und die interessierenden Abschnitte ( einzuklonierender Ab-
schnitt 759 bp, Vektor 4801 bp ) mit Hilfe einer pr, parativen Gelelektrophorese ( 2.5.1.3)
isoliert. Man dephosphorylierte den linearisierten Vektor ( 2.5.5 ) und ligierte in einem st” -
chiometrischen Verh,, Itnis von 2:1 ( einzuklonierender Abschnitt zu linearisiertem Vektor ;
2.5.6).

Transformation, Anzucht und Vermehrung der Transformanten sowie Plasmid-Isolierung und
Identifizierung erfolgte wie beschrieben (vgl. 2.5, 2.6.2.6).

2.6.5 UGT1A6-TkLuc-Konstrukte

Ausgehend von den Deletions-Mutanten und dem TkLuc-Vektor konnten schliealich Kon-
strukte erstellt werden, in denen auf regulatorische Sequenzen der UGT1A6 zun, chst der
"artifizielle Promotor" 'TK' und schliedlich das Firefly-Luciferase-Strukturgen folgten ( in 5'-3'-
Richtung ; vgl. Abb. 26C ). Neben den in der regulatorischen Sequenz vorhandenen Endonu-
klease-Schnittstellen wurden dabei die in den "multiplen Klonierungsstellen" verwendet, die
5'-terminal des regulatorischen Bereichs in den Deletionsmutanten und 5'-terminal des artifi-
ziellen Promotors im TkLuc-Konstrukt verblieben waren.

Auf diese Weise konnte man in Verbindung mit der Endonuklease Sacl und der Deletionsmu-
tante UGT1A6Luc-2330 den regulatorischen Bereich der UGT1A6 zwischen Position -2330
und -1806 (in einem Fragment von 546 bp L, nge ) ausschneiden und vor den artifiziellen
Promotor einklonieren ( TkLuc-Vektor mit Sacl aufgeschnitten, 5560 bp ). In Verbindung mit
der Endonuklease Asp718 und der Deletionsmutante UGT1A6Luc-1806 wurde der Bereich
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zwischen Position -1806 und -1449 ( in einem Fragment von 364 bp Lange ) ausgeschnitten
und in den TkLuc-Vektor ( mit Asp718 aufgeschnitten ) einkloniert.

Die Endonuklease-Reaktionen wurden wieder mit einem Verdaufaktor von 8 durchgefihrt,
die Fragmente isoliert, der Vektor dephosphoryliert und in einem stéchiometrischen Verhalt-
nis von 2:1 ligiert (vgl. 2.5).

Transformation, Anzucht und Vermehrung der Transformanten sowie Plasmid-Isolierung
erfolgte wie beschrieben ( vgl. 2.5.3).

Identifizierung

Da bei der beschriebenen "Klonierungs-Strategie" der Einsatz einer direktionalen Ligation
nicht mdéglich war, konnten die sich ergebenden Konstrukte die einklonierten Sequenzen
sowohl in der gewlnschten ( 'sense' ) als auch in entgegengesetzter Richtung ( 'antisense’)
enthalten. Anhand einer analytischen Fragmentierung der Konstrukte mit Hilfe geeigneter
Restriktions-Endonukleasen konnte man diese unterscheiden. Zusatzlich wurden die in Abb.
12 beschriebenen "Restriktions-Analysen" durchgefihrt.

Konstrukt ARE4'-TkLuc ARE5'-TkLuc
Restr.Endonuklease Sacl Xbal Bfrl Xbal
Fragm. - sense 5560, 364 3125, 2799 5839, 134, 124 3566, 2540
Fragm. - antisense 5912 3393, 2531 5451, 531, 124 3146, 2960

2.7 Transfektion

2.7.1 Einleitung

Fur das "Einbringen" von DNA-Molekilen in eukaryotische Zellen, die sogenannte "Transfek-
tion', existieren unterschiedliche Methoden. Bei der chemischen Transfektion wird einerseits
die negative Ladung der DNA durch positiv geladene Gruppen oder Molekile neutralisiert,
des weiteren wird versucht, Gber Prinzipien wie Koprazipitation oder Einbindung der positiv
geladenen Gruppen in makromolekulare Strukturen den gebildeten Komplexen eine kom-
pakte Gestalt zu geben. Diese Komplexe werden dann durch Vorgange wie z.B. Phagocy-
tose oder Pinocytose in die Zellen - im Umfeld eines intakten Zellrasens - inkorporiert.

Bei der Elektroporation werden die - vereinzelten - Zellen dahingegen in Anwesenheit der zu
transfizierenden DNA-Molekule kurzzeitig einem elekirischen Feld ausgesetzt, was zu einer
erhdhten "Durchlassigkeit" der Plasmamembran fir die DNA fihrt. Es wird davon ausgegan-
gen, daB dafir im Moment des elektrischen Pulses entstehende Poren in der Zellmembran
verantwortlich sind.

Die chemischen Transfektionsmethoden sind weniger arbeitsaufwendig, liefern jedoch bei
relativ groBen ( > 5000 bp ) DNA-Molekulen oft schlechte Transfektionsausbeuten. Vorversu-
che mit verschiedenen Transfektions-Reagenzien zeigten, daB dies auch in Verbindung mit
dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellkultur-Modellsystem Caco-2/TC7 und den zu
transfizierenden Konstrukten ( 5000-7700 bp Lange ) der Fall ist ( Daten nicht gezeigt ).
Uberhaupt maBgebliche Transfektionsausbeuten waren auBerdem nur in einem sehr schma-
len Zeitrahmen bezlglich des Konfluenz-Zustands der Zellkultur erreichbar ( ca. 1 Tag pra-
konfluent + 6 Stunden ). Zusammen mit dem Umstand, daB nach Verstreichen einer obliga-
torischen Erholungsphase der Zellkultur der optimale Zeitpunkt zum Beginn einer Behand-
lung mit Induktoren der antioxidativen Antwort bereits 24 Stunden Uberschritten gewesen
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w,re, liea dies die untersuchten chemischen Transfektionsmethoden als nicht geeignet
erscheinen.

Schon hinsichtlich der grunds,, tzlichen Methode weist damit die Elektroporation Vorteile auf -
bei ihr werden die Zellen in bereits transfiziertem Zustand ausplattiert, die Wahl eines
Behandlungs-Zeitraums steht damit frei. Zus, tzlich waren die erreichten Transfektionsaus-
beuten h” her und einfacher zu reproduzieren.

2.7.2 DNA-L” sungen

Bei der Elektroporation nimmt die Transfektionsausbeute mit der DNA-Konzentration bis zu
einem Wert von 50 ng/ml ( im Elektroporations-Medium ) deutlich zu ( van den Hoff M.J.,
1995 ). Eine weitere Erh” hung wirkt sich dahingegen immer weniger vorteilhaft aus. Aus die-
sen Gre nden wurde - entsprechend dem sich ergebenden Verde nnungsfaktor von 1:20 ( vgl.
2.7.3) - eine Konzentration von etwa 1 mg/ml in den fer die Elektroporation einzusetzenden
DNA-L” sungen angestrebt.

Gleichzeitig sollte - um bimolekulare Wechselwirkungen zwischen experimenteller regulatori-
scher Sequenz und dem Promotor des Bezugskonstrukts zu vermeiden ( Farr A., Roman A.,
1992 ) - zumindest einer der beiden Reportergen-Vektoren in relativ geringer Konzentration
eingesetzt werden. Da mit verh, Itnism,, &ig gleichbleibenden Aktivit, ten des Bezugs-Repor-
ters zu rechnen war ( vgl. 2.8.1 ), wurden hier Signal-Intensit, ten angestrebt, die sich im
Bereich des 10- bis 20-fachen ( 25.000 - 50.000 Luminiszenz-Ereignisse pro 10 s ) der Blind-
werte ( Autoluminiszenz des Coelenterazins, ca. 2.500 Luminiszenz-Ereignisse pro 10 s )
bewegten.

Im Rahmen dieser Arbeit ergaben sich diese Renilla-Luminiszenzen beim Einsatz von
5 ng/ml pRL-TK ( in der DNA-L” sung, entsprechend einer Konzentration von 250 ng/ml im
Elektroporations-Medium ). Der Firefly-Reporter unter der transkriptionellen Kontrolle der
regulatorischen Sequenzen der UGT1A6 fe hrte bei den oben gew, hiten DNA-Konzentra-
tionen zu 5- bis 20-fach h” heren Luminiszenz-Werten.

Voraussetzung fer den Vergleich unterschiedlicher experimenteller Konstrukte in einer
Reportergen-Analyse ist auaerdem die Einstellung eines identischen Stoffmengen-Verh, It-
nisses zwischen experimentellem und Bezugs-Reportergenkonstrukt in allen zu transfizieren-
den DNA-L"sungen ( vgl. 2.8.1 ). Da insbesondere die Deletions-Analyse dabei eine hohe
Genauigkeit erfordert, wurden die *ber photometrische Messungen ermittelten Konzentra-
tionen der beteiligten Plasmide zus, tzlich mittels Ethidiumbromid-Fluoreszenz verifiziert
(vgl. Abb. 13).

Um den unterschiedlichen L,ngen der experimentellen Konstrukte Rechnung zu tragen,
wurde im weiteren wie folgt vorgegangen.

Die Konzentration eines experimentellen Konstrukts von 5000bp L, nge wurde auf 1,0 mg/ml
in der DNA-L" sung gesetzt. Der einzustellende DNA-Gehalt bei experimentellen Konstrukten
('c(exp. Konstr.) ) abweichender L, nge betrug damit :

c(exp.Konstr.) = [ L, nge des experimentellen Konstrukts 6 5000bp ] Z 1,0 mg/ml.

Die Konzentration des in allen Ans, tzen einheitlich verwendeten Bezugs-Konstrukts TkLuc
wurde auf 5,0 ng/m gesetzt.

Fur die Deletionsanalyse wurden die bendtigten DNA-LOsungen dementsprechend folgen-
dermaBen erstellt ( mit einer Stammkonzentration des experimentellen Konstrukts von
2,0 mg/ml und des Bezugs-Konstrukts von 25 ng/ml :
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Deletions-Mutante UGT1AGLuC

-225 -434 -765  -1449 -1550 -1806 -2330 -2981
L,nge [bp] 4979 5189 5520 6175 6318 6539 7085 7734
c(exp.Konstr.) [ mg/ml] 0,996 1,038 1,104 1,235 1,264 1,308 1,417 1,547
Vol.(exp.Konstr.) [m] 65,7 68,5 72,9 81,5 83,4 86,3 93,5 102,1
Vol.( HaOpjidest ) [M] 39,9 37,1 32,7 24,1 22,2 19,3 12,1 3,5
Vol.(Bez.-Konstr.) [m] 26,40
Vol.(S) [m] 132,0

2.7.3 Elektroporation

Die hier aufgefe hrte Prozedur bezieht Ergebnisse bezeglich genstiger Elektroporations-
Medien und DNA-Konzentrationen ( van den Hoff M.J. et al., 1995 ) sowie der Auswirkung
verschiedener Temperatur-Protokolle ( Rols M.P. et al., 1994 ) mit ein. Sie wurde auaerdem
hinsichtlich der eingesetzten Feldst, rke und Pulsdauer sowie der Reproduzierbarkeit der
Transfektionseffizienz und S berlebensrate optimiert ( Daten nicht gezeigt ).

Als Elektroporationsmedium setzte man dabei einen den intrazellul, ren Verh, Itnissen euka-
ryotischer Zellen nahekommenden Puffer ein. Insbesondere die Zerst” rung von Zellorganel-
len aufgrund hoher Natrium-Konzentrationen und die Aktivierung verschiedenster Signalkas-
kaden durch unphysiologisch hohe Konzentrationen des sekund,ren Signalvermittlers
('second messenger' ) Calcium konnten so vermieden werden. Die Zellen wurden des wei-
teren vor der Elektroporation auf 4¢C abgeke hit und danach in vor, quilibriertem Kulturme-
dium suspendiert. Bei gleicher Feldst, rke und Pulsdauer konnten dadurch h” here Transfek-
tions-Ausbeuten erreicht und die sch,, dliche Wirkung bei der Elektroporation im Medium ent-
standener toxischer Substanzen eingeschr, nkt werden.

Ger,te, Verbrauchsmaterial : Elektroporations-Ger, t 'EasyjecT Optima’, Kevetten 4mm:
'ECU 104' : EquiBio Ltd., Kent ( UK ) ; 12well-Zellkulturplatten 'Falcon 353225' : Becton
Dickinson, Heidelberg .

L” sungen, Puffer

Bezeichnung Komponente Konzentration Bemerkung

20ZKCl-Lsg. KCI 24 M 8,959 / 50ml bei 74,56 g/mol

20xCaCl,-Lésung | CaCly,*x2H,0 3,0mM 22,1mg / 50ml bei 147,0 g/mol

20xPhosphat-P. KH,PO, 200 mM 1,361g / 50ml bei 136,1 g/mol
KOH pH 7,6 (fest)

20xHEPES-P. HEPES 0,5M 5,969/ 50ml bei 238,3 g/mol
KOH pH 7,6 (fest)

20ZEGTA-Lsg. EGTA 40 mM 761mg / 50ml bei 380,4 g/mol
KOH pH 7,6 (10Mm)

20ZMgCl,-Lsg. MgCl,Z6H,0 100 mM 1,017g / 50ml bei 203,3 g/mol

2,52 ATP-Lsg. ATP 5,0 mM 110mg / 40ml bei 551,2 g/mol
KOH pH 7,6 (1M)

aliquot. in 5ml-Port., lagern bei -202C

HEPES = 2[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfons, ure : Serva, Heidelberg ; EGTA = Ethy-
lenglycol-bis(b-aminoethylether)N,N,N',N'-tetraessigs, ure ( fer die Molekularbiologie ) ; ATP ( fer die
Molekularbiologie ) : Roche Molecular Biochemicals, Mannheim .



54 2 Material und Methoden

Arbeitsprotokoll

Die fur die Elektroporation erforderlichen Zellen wurden von einen Tag postkonfluenten Zell-
kulturen in 10cm-Zellkulturschalen erhalten. Bei der Caco-2/TC-7-Zellkultur konnten aus
einer solchen Platte ca. 8x10°8 trypsinierte Zellen gewonnen werden. Abhangig von der
Anzahl an Transfektions-Gruppen ( T ), fir die jeweils 4x108 Zellen benétigt wurden, muBte
die entsprechende Anzahl an Zellkulturen (Z) vorbereitet und verarbeitet werden
(Z>=T=+2).

Arbeitsschritt Komponente Vol./Mng. Bemerkung
- Vorbereiten Kulturmedium 60 ml aquilibriert in 250ml-Erlenmeyerkolben ;
"Sammelmedium" fir Zellsuspension
Kulturmedium 40ml - aquilibriert in 100ml-Erlenmeyerkolben ;
(Zx2,5ml) far Trypsininaktivierung
Kulturmedium TZ, » quilibriert, jeweils in 100ml-Erlenmeyer-
jel12ml kolben ; fo r Aufnahme transfizierter Zellen
2,57 Trypsin-Lsg.,, T2 Trypsin noch nicht auftauen, nach Zeit-
0,9mm-Kane le, schema vorgehen (s.u.)
10ml-Spritze

100ml-Becherglas, 100ml-Erlenmeyerkolben, zwei 50ml- und ein 15ml-
Zentrifugenr” hrchen, jeweils steril ; zwei 0,22mm-Sterilfilter-Spritzenaufs,, t-
ze, eine 10ml und eine 50ml-Spritze ; 2 Fuchs-Rosenthal-Z, hlkammern,
"T 2" 4mm-Elektroporationske vetten

- 27CytoMix-Lsg. 24ml HyOpjgest + 6ml KCI-Lsg. + 6ml CaCl,-Lsg. + 6ml Phosphat-Puffer +

herstellen 6ml HEPES-Puffer + 6ml EGTA-Lsg. + 6ml MgCl,-Lsg.
27 CytoMix-Lsg. 60 ml in 100ml Becherglas
- Aliquot abnehmen 6 ml in 15ml-Zentrifugenr” hrchen
- Waschl” sung 27 CytoMix-Lsg. 54 ml verbliebener Rest im Becherglas ( s.0.)
herstellen H2Opidest 54 ml
Waschlésung 108 mi
- sterilfiltrieren 0,22mMm-Membr. durch Membran ( vorher wassern ) in 100ml-Erlen-
50ml-Spritze meyerkolben sterilfiltrieren

Zellen vereinzeln nach folgendem Zeitschema die einzelnen Arbeitsschritte durchfiihren. Soll-
ten mehr als 3 ( im Schema A bis C ) Zellkulturen zu verarbeiten sein, Zell-
suspension steril verschlieBen, zwischenzeitlich im Brutschrank lagern und
in einem zweiten Durchgang weitere Zellkulturen ( D ... ) vereinzeln.

-1. 2,5xTrypsin-Lsg. aus -20°C-KUhltruhe entnehmen (vgl. 2.2.1.4) ;
10min in 37°C-Wasserbad auftauen und vorwarmen.

- 2. Trypsin-Lsg. auftragen ( direkt aus R” hrchen auf den Zellrasen gieaen ) ;
Zellkulturen im Brutschrank inkubieren.

-3 Zellrasen durch kr, ftige seitliche St” ae vom Kulturboden I sen ;
nach 7-7,5min Einwirkung Verdau-Vorgang durch Zugabe von 2ml vorge-
w, rmtem Medium ( fe r Trypsininaktivierung ) stoppen ;
Zellen vereinzeln, indem die Suspension mehrmals durch die Kanele pas-
siert wird ( 5 Mal aufsaugen und wieder ausstoaen, vgl. 2.2.1.4) ;
Suspension dann in das "Sammelmedium" ¢ berfe hren.

0o 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 26

"5 g g 6'86'0' 8' 6' 6 0" 8' 6°' 06 6 s" 6 6 @ &' 6" 6 @ &' 6 £ G @
~AL~A ~B1~A ~CL~* ~A2~N ~B2~» ~C2~N ~~A~A3~~~ ~~ASB3nn A3 ~DL~*
Kul turmedien fer Trypsininaktiv. und Zellsupsp. aus Brutschrank nehnen ~~* wi eder in Brutschrank ~~"
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- Zellen z, hlen

restliches Medium flr Trypsininaktivierung zu Zellsuspension geben ( ergibt
100ml ), 4 Mal jeweils durch kraftiges Schwenken Zellen griindlich suspen-
dieren, sofort ein Aliquot ( steril, mit Pasteurpipette ) entnehmen und in
Fuchs-Rosenthal-Kammern pipettieren ( 2 Kammern mit 4 Zahleinheiten ) ;
Zellen zahlen ( Zellsuspension zwischenzeitlich im Brutschrank lagern ) - pro
Zahleinheit mindestens 4 Kleinquadrate oder 250 Zellen ( 1 Zelle pro Kleinst-
quadrat entspricht Zellmenge flr 2 Transfektionsgruppen ) ;

in der Zellsuspension enthaltene Zellmenge berechnen ( mit 100ml Zellsu-
spensions-Volumen : durchschnittliche Zellzahl pro Kleinquadrat x 0,5x10° ;
vgl.2.2.1.4)

- Elektroporations
Medium herstellen

- sterilfiltrieren

2xCytoMix-Lsg. 5,0ml

2,5xATP-Lsg. 4,0 ml

GSH 50 mmol fest; 15,4 mg bei 307,3 g/mol

1,1xElektropora- 9,0 ml ( ergibt mit DNA-Lsg. und Zell-Pellet 10ml
tions-Medium Zellsuspension in 1,02 CytoMix )

0,22mm-Membr.,  durch Membran ( vorher w, ssern ; um Verde nnung zu
10ml-Spritze vermeiden, die ersten 1,5 ml des durch die Membran fil-
trierten Mediums verwerfen ) in steriles 50 ml-Zentrifu-

genr” hrchen sterilfiltrieren

- Zellen waschen

Zellen ( maximal 75210° ; ggf. nur Teilvolumen der Suspension weiterverar-
beiten ) in 50ml-Zentrifugenr” hrchen durch 6-minetige Zentrifugations-
Schritte bei 300Z2g ( 1400rpm bei rp=14cm ) und 42C pelletieren ( klaren
§ berstand jeweils mit an Absaugvorrichtung angeschlossener Pasteurpipette
vorsichtig abnehmen ) ;

2 Mal in 54 ml Waschl” sung resuspendieren, erneut wie oben pelletieren ;

- Zellsuspension fer
Elektroporation
herstellen

Zellpellet
1,17Elektropora-  90m / 1210° Zellen ( sollte bei Erhalt des Zellpellets
tions-Medium bereits vorbereitet sein und sofort zugegeben werden )

Zellsuspension zwischenzeitlich auf Eis lagern

- Elektroporation

Mit einem gleichbleibenden Zeitversatz ( nach M” glichkeit 1 min ) zun, chst
den Arbeitsschritt 1 fr alle Transfektionsgruppen durchfe hren, dann die vor-
bereiteten Kulturmedien fer die einzelnen Gruppen aus dem Brutschrank
nehmen, " ffnen und mit dem selben Zeitversatz Arbeitsschritt 2 durchfe hren.
Ideal ist eine Pr, inkubations-Phase ( Abstand von 1. zu 2. ) von 10 min und
ein m” glichst schnelles Durchfe hren des Arbeitsschrittes 2 ( das Elektro-
porations-Medium ist nach Einwirkung des Pulses toxisch ).

20m DNA-L" sung ( 1,0ng/m ) und 380mi ( der immer wieder aufzuschl, m-
menden ) Zellsuspension in eine 4mm-Elektroporations-Ke vette geben, ver-
schlieaen und auf Eis stellen

durch Sche tteln der Ke vette die Suspension nochmals aufschl, mmen, in das
Elektroporations-Ger, t geben, Puls ausl” sen ( 280V, 1500nF, ¥W; V) : ste-
rile Pasteurpipette vorbereiten, elektroporierte Zellen ( mit Hilfe der vorberei-
teten Pipette ) aus der Kiivette in eines der Kulturmedien Uberfiihren und
durch Schwenken im Medium verteilen

- Ausplattieren, Kul-
tivieren

Die Suspensionen der transfizierten Zellen jeweils auf die 12 Mulden einer
12well-Zellkulturplatte verteilen ( bei Zell-schonender Arbeitsweise wird Pra-
konfluenz nach 40 - 50 h erreicht @) ;

20 min im Brutschrank Temperatur-aquilibrieren, abgesetzte Zellen durch
Schwenken nochmals aufschlammen, wieder in Brutschrank geben ;

nach 24 h Medienwechsel durchfihren, dabei auBerst behutsam vorgehen
( Zellen sind nach 24 h noch nicht sehr fest angewachsen ).

GSH = Glutathion ( 'cell culture tested') : Sigma-Aldrich, St.Louis (USA) .
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1) dabei betr, gt die § berlebensrate ca. 20% und es ergibt sich eine Zelldichte von :
0,20 7 4,02108 Zellen 6 ( 12 Mulden Z 3,8cm?/Mulde ) = 18.000 Zellen/cm?

2) Dbei 280V mit einer Spaltbreite von 4,0 mm ergibt sich eine Feldst, rke von 700 V/cm ; bei 1500 nF
ohne parallel geschalteten Widerstand ( ¥ W) und einer Befellung mit 400 ni Zellsuspension mit
einer Zelldichte von 10210° Zellen/ml in 12 CytoMix eine Puls-Halbwertszeit von 38-40 ms.

2.8 Reportergen-Analyse

2.8.1 Einleitung

Zur Messung transkriptioneller Regulations-Mechanismen eingesetzte Reportergen-Systeme
verwenden im allgemeinen zwei Reportergen-Konstrukte, die in einem gewissen molaren
Verh, Itnis in das zu untersuchende Zellsystem transfiziert werden. Als Bezug dient der Vek-
tor, der eine konstitutive Expression seines Reportergens vermittelt. Die zu untersuchende
(regulierende ) Gen-Sequenz befindet sich dahingegen auf dem zweiten Konstrukt und kon-
trolliert dort die Expression eines anderen, "experimentellen” Reportergens. Durch eine
Bezugnahme des Signals dieses experimentellen Reportergens auf die Signale des konstitu-
tiv exprimierten Reportergens als "internem Standard" werden dann z.B. Unterschiede in der
Transfektionseffizienz oder Volumenfehler bei der Probennahme eliminiert, da sich Abwei-
chungen auf beide Signale in der gleichen Art und Weise auswirken.

Beim verwendeten 'Dual-Luciferase-Assay' wird als Bezugs-Reportergen die Renilla-Luci-
ferase und als experimentelles Reportergen die Firefly-Luciferase eingesetzt. Diese beiden
Enzyme entwickelten sich in der Evolution unabh, ngig voneinander und Kkatalysieren
dementsprechend so unterschiedliche Reaktionen, daa sich nach der Messung der Firefly-
Luminiszenz ( unter Umsetzung von Luciferin zu Oxyluciferin ) und Zugabe eines zweiten
Reagenz selektiv ( durch Umpuffern und '‘Quenchen’ der Firefly-Luminiszenz ) die Renilla-
Luminiszenz (unter Umsetzung von Coelenterazin zu Coelenteramid ) gemessen werden
kann. Die exprimierten Mengen der beiden Enzyme k” nnen so ¢ ber einfache Luminiszenz-
Messungen in ein und demselben Ansatz quantifiziert werden, was eine weitere Ursache
Zufalls-bedingter Fehler beseitigt.

2.8.2 Behandlung der Zellkulturen

Die transfizierten und bis zur 24-ste ndigen Pr, konfluenz herangewachsenen Zellkulturen
behandelte man im allgemeinen 42 h mit 400m Medium pro cm? Zellkulturfl, che (1,5ml pro
Mulde bei 12well-Zellkulturplatten mit 3,8 cm? pro Mulde ). Es wurde nach 21 h ein Medien-
wechsel durchgefe hrt. Die DMSO-Konzentration im Medium belief sich dabei auf 0,02%.

2.8.3 Herstellung der Zellhomogenate

Entgegen den Hersteller-Angaben war fer eine reproduzierbare Aktivit, t des experimentellen
Reportergens in Verbindung mit der Caco-2/TC7-Zellkultur bei der Herstellung der Zellhomo-
genate ein Arbeiten auf Eis notwendig. L, ngere Inkubationszeit bei Raumtemperatur mit den
empfohlenen Lysis-Reagenzien fe hrte zu einem drastischen Abfall der Firefly-Luciferase-
Aktivit, t. Zudem waren die Meaergebnisse abh, ngig von der L, nge der Lyse ( zun, chst
zunehmende, dann wieder abnehmende Firefly-Aktivit,ten ). Es muéate deshalb versucht
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werden, durch ein Zeitschema die Inkubationsdauer verschiedener Behandlungsgruppen
einheitlich zu gestalten.

Material : 'Passive Lysis Buffer' ( enthalten im 'Dual-Luciferase Reporter Assay System'),
Promega, Madison (USA) .

Arbeitsprotokoll

1. Zellernte : Die Zellen wurden nach Abschlua der Behandlung drei Mal mit PBS-Puffer
gewaschen, beim letzten Waschschritt der Puffer gre ndlich abgesaugt, 40 m 'Passive
Lysis Buffer' pro cm? Kulturfl, che ( 150 m bei 12well-Kulturplatten ) auf die einzelnen Zell-
kulturen gegeben, sofort ( Zellkulturplatten-weise ) bei -702C eingefroren und bei dieser
Temperatur bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2. Lyse und Homogenisierung : Man entnahm jeweils eine der Zellkulturplatten dem
Ke hlger, t, legte sie auf einer Tischplatte ab und beliea sie dort bis zum vollst, ndigen Auf-
tauen der Fle ssigkeit. Durch Trituieren wurde am Kulturboden verbliebenes Zellmaterial
gel” st, die sich ergebende Suspension homogenisiert und diese abschliedend in Eppen-
dorfcups e« berfe hrt. Um die Zellkulturen einen definierten Zeitraum zu lysieren, ging man
dabei Zellkulturplatten-weise vor, beliea die Eppendorf-Cups bei Raumtemperatur ( um
bereits  berfe hrte und noch nicht verarbeitete Zellkulturen bei der gleichen Temperatur zu
halten ) und fror 20 min nach dem Auftauen der Zellkulturen einer Platte die erhaltenen
L” sungen wieder ein.

2.8.4 Messung der Reportergen-Aktivit, ten

Ger, te, Verbrauchsmaterial : Luminometer 'LB 9507' : Berthold EG&G, Bad Wildbad ;
Mear” hrchen 55.476 : Sarstedt AG, Ne mbrecht .

Material : 'Dual-Luciferase Reporter Assay System', Promega, Madison ( USA) .

Arbeitsprotokoll

Das 'Luciferase Assay Reagent II' und das 'Stop & Glow Reagent' stellte man entsprechend
der Hersteller-Angaben her.

Das eingefrorene Zellmaterial wurde auf Eis aufgetaut, dann trituiert und 10 ml in ein MeB-
réhrchen Uberflhrt. Nun pipettierte man, in scharfem Strahl, 100 m des auf 25°C temperier-
ten 'Luciferase Assay Reagent II' zu, gab das Rdéhrchen sofort in das MeBgerat und maf
nach 2 s Verweildauer fir 10 s die Luminiszenz der Firefly-Luciferase. Dann wurde, ebenfalls
in scharfem Strahl, 100 m des vortemperierten 'Stop & Glow Reagent' zupipettiert und wieder
wie oben eine Messung der Luminiszenz der Renilla Luciferase durchgefihrt.
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2.9 GelShift-Analyse

2.9.1 Herstellung der Oligonukleotid-Sonden

2.9.1.1 Vorbereitung der Oligonukleotide

Die Oligonukleotide ( vgl. 3.3.1, Abb. 22 ) wurden von der 'MWG-Biotech AG' ( 'http://www.
mwgdna.com' ), Ebersberg, als Lyophylisat bezogen, in hochreinem Wasser entsprechend

der Herstellerangaben zu 400mM L” sungen gel” st und bei -20¢C gelagert.

NQO1-ARE
>t ccaaat cgcagt cacagt gact cagcagaat ¢>
<aggtttagcgt cagt gt cact gagt cgt ct t ag<

ARE?2'
>gt ccgt gct aact cagaat t ccagt t cagaat g>
<caggcacgat t gagt ct t aaggt caagt ct t ac<

AREZ4’
>gcgt gcagcaggt gt gcat gact agct ct ggge>
<cgcacgt cgt ccacacgt act gat cgagacccg<

ARE1'
>cagaagct caggt gaagct gacacggccat agt >
<gt ctt cgagt ccact t cgact gt gccggt at ca<

ARE3'
>at ttttgccaagt cagacagaagtt gt gggt aa>
<t aaaaacggt t cagt ct gt ctt caacacccatt<

ARES5’
>at gt ct gcct gct caagaaggt ggacct gagct >
<t acagacggacgagt t ct t ccacct ggact cga<

2.9.1.2 Hybridisierung

Um eine m” glichst vollst, ndige Umwandlung zu DNA-Doppelstr, ngen zu erreichen, wurden
die jeweils komplement,ren Einzelstr, nge in hohen Konzentrationen eingesetzt und mit
einem Temperaturgradient (im PCR-Thermocycler ) hybridisiert.

L” sungen, Puffer

Bezeichnung Komponente Konzentration Bemerkung
5xTNE-Puffer Tris 50 mM 606mg / 100ml bei 121,1 g/mol
NaCl 500 mM 2,929 / 100ml bei 58,4 g/mol
EDTA 5mM 2,0ml 0,25M EDTA-Lsg. / 100ml
HCI pH 7,8
H5Opigest ad 100 ml
Arbeitsprotokoll
Arbeitsschritt Komponente Stamm- End- Vol.
Konz. Konz.
H2Obidest - - 44 m
TNE-Puffer 5x 1x 16 m
'sense'’-Oligo. 400 pmol/m 50 pmol/m 0m
‘antisense'-Oligo. 400 pmol/m 50 pmol/m 10 m
- in PCR-Cups pipettieren : 80
- inkubieren : 5min 94¢C -- 802C -- 60min mit -1gC/min -- 20eC
50 pmol/m
ds-DNA 1,0 ng/ni 80 ni

2.9.1.3 3?P-Markierung

Die 'T4-Polynukleotidkinase' katalysiert die § bertragung der g-Phosphatgruppe von ATP
(‘unter Bildung von ADP ) auf die 5'-OH-Gruppe von DNA-Enden und vice versa.
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Material :  'Polynucleotide Kinase FPLCpure Cloned T4' ( enthaltene Komponenten :
Enzym, 10x'One-Phor-All Buffer PLUS' ) : Pharmacia Biotech, Freiburg ; [¢-3°P]ATP :
Amersham, Braunschweig

Arbeitsprotokoll

Arbeitsschritt Komponente Stamm- End- Vol.
Konz. Konz.
H2Opidest - ) 12,5
PNK-Puffer 10x 1x 25
1,0 pmol/mi
ds-DNA 20 ng/n 100 fmol/mi 25
Polynukleotid- ~ 8 units/n ~08units/m 2,5
Kinase
- in PCR-Cups vorlegen : 20,0
- zupipettieren [g-32P]-ATP 2,0 pmol/ni 400 fmol/m V) 5,0
- inkubieren 40min 37¢C 25,0
0,5nmol /
EDTA 0.25M 1 om PNK-Puffer 23
- zupipettieren TE-Puffer 17 ca. 1x 80,0
. 2,5 fmol/m
markierte ds-DNA 0,5 ng/n 100,0

1

ATP-Molekile und phosphorylierbare 5'-OH-Gruppen befinden sich demnach in einem stéchiome-
trischen Verhaltnis von 2:1.

2.9.1.4 Aufreinigung

Die Aufreinigung erfolgte mit Hilfe einer GelausschluB-Chromatographie. Die verwendeten
Saulen waren flr den Einsatz in Zentrifugen mit Ausschwing-Rotor konzipiert und erlaubten
damit eine schnelle Aufarbeitung.

Material : 'NICK Spin Columns' : Pharmacia Biotech, Freiburg

Arbeitsprotokoll

1.

Herstellen des Gelbettes : Man sche ttelte das in den beidseitig verschlossenen S, ulen
als Suspension vorliegende Gelmaterial gre ndlich auf und liead es dann in den aufrecht
plazierten S, ulen absetzen. Ggf. durch vorsichtige St” ae den Einschlua von Luftblasen
verhindern.

Zquilibrieren : Zun, chst den oberen, dann den unteren Verschlua entfernen und das
Gel trockenlaufen lassen ( in 15ml-Zentrifugenr” hrchen ). 2 Mal 1 ml TE-Puffer auftragen
und trockenlaufen lassen

S bersche ssigen Puffer entfernen : S, ule in 15ml-Zentrifugenr” hrchen in Zentrifuge mit
Ausschwing-Rotor plazieren ( ggf. mit Gegengewichten ), 4 min bei 500zg ( 1700rpm bei
15 cm ) zentrifugieren. Eluat verwerfen.

Probe auftragen : S, ulen senkrecht aufstellen, Proben sehr langsam auf die Geloberfl, -
che aufbringen ( sollte nicht durch Kapillarkr, fte entlang der S, ulenwand oder entlang
Rissen im Gelbett nach unten gesogen werden ).

Aufgereinigtes Eluat sammeln : 1,5ml-Eppendorfcup in das 15ml-Zentrifugenr” hrchen
geben, mit Probe beschickte S, ule dare ber plazieren, zentrifugieren wie oben. S, ule ent-
fernen, das Eppendorfcup dem Zentrifugenr” hrchen entnehmen ( mit Pinzette ; enth,, It
die aufgereinigte Probe )



60 2 Material und Methoden

2.9.2 Herstellung von Kernextrakten

Die beschriebene Methode ( nach Okey A.B. et al, 1979 ; modifiziert nach Miller A.G., 1983
und Whitlock J.P.Jr., 1984 ) zeichnet sich dadurch aus, daa die isolierten Kerne , uaerst
schnell in das letztendlich den Kernextrakt aufnehmende Medium e berfe hrt werden ( vgl.
Dignam J.D. et al, 1983 ). Dies erscheint aufgrund der rasch erfolgenden Abgabe von Kern-
proteinen an umgebendes w, ssriges Medium ( Paine P.L. et al., 1983 ) von Vorteil. Durch
den Verzicht auf eine abschlieaende Dialyse bzw. Sucrosegradient-Zentrifugation konnte
auderdem die vom Zeitpunkt des Erntens der Zellen bis zur Einlagerung der gewonnenen
Kernextrakte vergehende Zeitspanne auf weniger als 4 h gebracht werden.

Fer Caco-2/TC7-Zellkulturen wurden 8-10 10cm-Zellkultur-Schalen pro Behandlungsgruppe
eingesetzt. Die hier angegebenen L” sungs- und Puffer-Volumen reichen fer ca. 20 solcher
Kulturschalen.

Ger, te: Dounce-Homogenisator ( Stempel Typ B ) : B.Braun Melsungen AG, Melsungen ;
Eppendorf-Ultrazentrifuge '‘Beckman Optima TL', 'Microfuge Tube 357448' ( Polyallomer ) :
Beckman, Me nchen .

L” sungen, Puffer

Bezeichnung Komponente Konzentr. Bemerkung

Quell-L" sung HEPES 10 mM 596mg / 250 ml bei 238,3 g/mol
NaOH pH 7,6

DTT-Lésung Dithiothreitol 1,0M 154mg / 1,0 ml bei 154,2 g/mol ; frisch herst.

PefaBloc-Lsg. PefaBloc 10 mg/ml in PSC-Protector-Lsg. ; frisch herstellen

Aprotinin-Lsg. Aprotinin 1,0 mg/ml in PBS-Puffer ; bei -20°C lagern

Leupeptin-Lsg. Leupeptin 1,0 mg/ml in PBS-Puffer ; bei -20°C lagern

Pepstatin-Lsg. Pepstatin 1,0 mg/ml in Ethanol ; bei -20°C lagern

MDH-Stammisg. MgCl, 3mM 122mg / 200ml bei 203,3 g/mol
HEPES 25 mM 1,199 / 200ml bei 238,3 g/mol
NaOH pH 7,6

MDH-L&sung MDH-Stammlsg. - -

(frisch herstellen) | DTT 1 mM 50 ml DTT-L" sung / 50ml
PefaBloc 100 ng/ml 500 i PefaBloc-Lsg. / 50ml
Aprotinin 2,0 ng/ml 100m Aprotinin-Lsg. / 50ml
Leupeptin 2,0 ng/ml 100m Leupeptin-Lsg. / 50ml
Pepstatin 2,0 ng/ml 100m Pepstatin-Lsg. / 50ml

Extr.-Stammlsg. KCI 800 mM 2,989 / 50ml bei 74,56 g/mol
HEPES 50 mM 596mg / 50ml bei 238,3 g/mol
KOH ph 7,6
H5Opigest ad 40ml / 50ml

27Extraktions-Lsg. | Extr.-Stammisg. - 4,0ml / 5ml

(frisch herstellen) | Dithiothreitol 2mM 10m DTT-L” sung / 5ml
PefaBloc 200 ng/ml 100m PefaBloc-Lsg. / 5ml
Aprotinin 4,0 mg/ml 20ni Aprotinin-Lsg. / 5ml
Leupeptin 4,0 mg/ml 20ni Leupeptin-Lsg. / 5ml
Pepstatin 4,0 mg/ml 20n1 Pepstatin-Lsg. / 5ml
Glycerol 20% 1,0ml/ 5ml

HEPES = 2[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfons, ure : Serva, Heidelberg ; DTT = Dithi-
othreitol, Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin, Glycerol ( fer Molekularbiologie ) : Sigma-Aldrich, St.Louis
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(USA ) ; PefaBloc ( Phenylmethansulfonylfluorid-Derivat ) : Roche Molecular Biochemicals, Mann-
heim.

Arbeitsprotokoll

1. Vorbereitung : Alle Ger, te und L” sungen auf 4¢C vortemperieren.

2. Waschen : Zell-Kulturen auf Eis stellen, 2 Mal mit PBS-Puffer waschen

3. Quellen : mit Quell-Lésung Uberschichten ( ca. 10ml pro Platte ), 15 min inkubieren

4. Zellen sammeln : Lésung absaugen, Zellrasen mit MDH-L&sung in Zentrifugenréhrchen
Uberfihren ( ca. 1,5ml MDH-L8sung pro Platte, in 15ml-Zentrifugenréhrchen sammein ),
10 min bei 500xg zentrifugieren ( 2000 rpm bei 11,5 cm ), Uberstand verwerfen

5. Zellen aufschlieBen : Pellet zu Suspension mit 10-20x108 Zellen pro ml suspendieren
( Caco-2/TC7 : 1,0 ml pro Platte ), mit Dounce-Homogenisator, Stempel Typ B ( "fester
Sitz" ), in 15 Hiben vorsichtig aufschlieBen.

6. Kern-Isolierung : 2 min bei 1000xg zentrifugieren ( 2800 rpm bei 11,5 cm ), Pellet wie
oben suspendieren, 4 min bei 1000xg zentrifugieren, Uberstand jeweils verwerfen

7. Kern-Lyse : Pellet mit gleichem Volumen 2zExtraktions!” sung in Ultrazentrifugations-
taugliche Eppendorf-Cups ¢ berfs hren ( zum Absch, tzen des Volumens mit pipettierten
Volumen in baugleichem Zentrifugenr” hrchen vergleichen ; das Pellet nach M” glichkeit
ohne Sche tteln oder mehrmaliges Auf- und Abpipettieren « berfe hren, dabei ausfallendes
Material erschwert den Vorgang erheblich ), 30 min auf Eis bei 250 rpm im Sche ttler inku-
bieren.

8. Kernprotein-Isolierung : 45 min bei 100.000zg zentrifugieren ( Eppendorf-Ultrazentrifu-
ge ), § berstand vorsichtig in neues Gef, a « berfe hren.

9. Einlagern : $§berstand sorgf, Itig mischen, in kleinen, genau abgemessenen Aliquoten
bei -70eC einlagern ( nach Protein-Bestimmung eines Aliquots kann dann durch Zugabe
eines entsprechenden Volumens 1zExtraktionsl” sung die Konzentration aller Aliquote auf
5,0 mg/ml eingestellt werden, ohne daa diese vollst, ndig aufgetaut werden me aten ).

Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Protein-Konzentrationen der Kernextrakte wurde nach Bradford photometrisch bestimmt
( Bradford, M.M., 1976 ; modifiziert ).

Material : 'Bio-Rad Protein Assay' : BioRad, Me nchen

Arbeitsprotokoll

Die Probe wurde in Eppendorfcups vorgelegt, mit Wasser auf 800m aufgefe llt, mit 200m
Bradford-Reagenz versetzt und gre ndlich gemischt. Nach 10 min maa man die Absorption
bei 595 nm.

Auswertung

Der Proportionalit, tsfaktor der Messung wurde mit Hilfe einer Eichgeraden bestimmt. Die
Proteinkonzentration ergab sich ( mit DA : Absorption nach Abzug des durchschnittlichen
Blindwerts ) nach :

DAsgsnm / [OD ]

Protein-Konzentration = 42 mgProtein/ml z
g Volumen( Probe ) /[ ]
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2.9.3 Vorinkubation und Elektrophorese

2.9.3.1 Inkubation

Der 'Shift-Puffer' wurde so gestaltet, daB zusammen mit den bereits im Kern-Extrakt enthal-
tenen Komponenten die gewlinschten Endkonzentrationen erreicht wurden.

Material : poly[dIdC] : Roche Molecular Biochemicals, Mannheim ; Kompetitor : vgl. 2.9.1 ;
Antik” rper ( for Gel-Supershift-Studien ) Nrfl 'sc-721 X', Nrf2 'sc-722 X', c-Maf 'sc-7866 X',
c-Jun 'sc-7481 X', Jun B 'sc-46 X', Jun D 'sc-74 X', c-Fos 'sc-52 X', Fra-1 'sc-605 X', Fra-2
'sc-604 X' : Stanta Cruz Biotechnolgy Inc., Heidelberg .

L” sungen, Puffer
Kern-Extrakt 4x Shift-

Komponente | End-Konz. [0,25] Puff. [0,25] Bemerkung
HEPES 20 mM 25 mM 55 mM 656mg / 50ml bei 238,3 g/mol
KCI 120 mM 400 mM 80 mM 298mg / 50ml bei 74,56 g/mol
MgCl, 5mM - 20 mM 203mg / 50ml bei 203,3 g/mol
KOH pH 7,6 pH 7,6 pH 7,6

H>Opidest - - ad 35ml / 50ml

Stamm-Lsg. lagern bei 4¢C ;

erst unmittelbar vor Gebrauch zugeben :
Glycerol 10 % 10 % 30 % 300ni Glycerol + 700m Stamm-L” sung
DTT 1,0 mM 1,0 mM 3,0mM  3,0m 1M DTT-Lsg./1,0 ml;

In eckigen Klammern die Volumenanteile der Puffer bzw. L” sungen im Gesamtansatz. Konzentra-
tionen im 4z Shift-Puffer berechnet nach : [ ¢( End-Konz. ) - 0,25 Z c( Kern-Extrakt ) ] 6 0,25. Kom-
ponenten : vgl. 2.9.2 .

Arbeitsprotokoll

Arbeitsschritt Kom- Stamm- End- Vol. [ri]
ponente Konz. Konz

H2Obidest - - ad
Shift-Puffer 47 1z 5,0
poly[dIdC] 1,0 ng/m 100 ng/m 2,0
Kern-Extrakt 5 ng/ni 1,25 ng/nmi 5,0
Kompetitor 20 ng/m 1,0 mg/m 1,0
Sonde 500 ng/ni 25 ng/m 1,0

- Inkubieren : 30min 20¢C

- Zupipettieren : Antik” rper 2,0 ng/m 0,50 nmg/m 5,0

- Inkubieren : 90min 4°C -- 15min 20°C

- Auf Geltaschen auftragen, dort weitere 15 min belassen

Gesamtansatz 20,0

2.9.3.2 Gelelektrophorese

Zur Trennung wurde ein Polyacrylamidgel eingesetzt. Man stellte das Gel - bis auf eine Spa-
cer-Dicke von 1,5 mm und einem Vernetzungsgrad von 4% - wie in 2.4.4.3 beschrieben her,
fe hrte die Elektrophorese unter Ke hlung bei 6 V/cm ( 200V / 33 cm ) 75 min durch, trocknete
das Gel und dokumentierte das Ergebnis.
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L"sung :
Volumen Komponente
65,6 ml H,0pigest ( M” glichst gasfrei, nicht aus Spritzflaschen )
20,0 mi 52 TBE-Puffer
13.3 ml 'RotiphoreseR Gel 30" ( 30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid )
100 m N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
1,0 mi 10%-ige ( w/v ) Ammoniumpersulfat-L” sung ( unmittelbar vor Gebrauch hergestellt )

2.10 Daten-Verarbeitung

Aufarbeitung der Rohdaten des Multititerplatten-Readers : eigenes Programm .

Gensequenzen : 'GenBank’, 'http://www.ncbi.nim.nih.gov/ ; Extraktion von Sequenzen aus
Html-Dateien, Sequenz-Verarbeitung ( Invertieren, Komplement, r-Sequenz, Ausschnitte,
Formatierung ) : eigene Programme .

S bereinstimmungs-Analyse ( 'Alignment’ ) : 'Align v.1.01', Dos ; Suche nach homologen
Gensequenzen : 'Blast', 'http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/' ; Aufarbeitung 'Blast’-Daten,
Abgleich der Hybridisierungs-Temperaturen von Primern, M” glichkeit der Bildung von Pri-
mer-Concatemeren : eigene Programme ; mRNA-Sekund, rstruktur : 'RNA-Draw v.1.0', Win-
dows 3.1.

Datenbank Restriktions-Endonukleasen : 'ReBase’, 'http://www.neb.com/rebase/' ; Aufarbei-
tung 'ReBase’-Daten, Restriktions-Analyse, Konstrukt-Erstellung : eigene Programme .

Datenbank Transkriptions-Faktoren und -Elemente : 'TransFac', 'http://transfac.gbf.de/' ; Auf-
arbeitung '"TransFac'-Daten, Suche nach Sequenz-Motiven : eigene Programme ;

'Phosphor Image'-Datendokumentation : 'BasRead v2.9' ;  Analyse von Radiographien :
"Tina 2.0', Windows 3.1 ; Aufarbeitung 'Tina'-Daten : eigenes Programm .

Archivierung von Http-Daten, Literatur-Verwaltung : eigene Programme .

Betriebssystem : 'OS/2 v4'; Textverarbeitung : 'Papyrus v8.23p'; Bildverarbeitung : 'ImPos
2.0e'; Bildbetrachtung : 'PmView 2000 v2.31"' ; Tabellenkalkulation, Diagrammerstellung,
Vektorgrafik : 'Xact v7.05'; PostScript-Druck : 'Generic PostScript Printer v30.734' ; PDF-
Erstellung : 'GsView v4.0" und 'GhostScript 7.00'

Eigene Programme wurden in 'Rexx' oder 'C++' ( Entwicklung-Umgebung : 'VisualAge C++
4.0") erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche zur Antioxidantientyp-Induktion
von UGT- und Chinonreduktase-Aktivit, ten
In verschiedenen Zellmodellen

3.1.1 Antioxidantientyp-Induktion in Caco-2- und HepG2-Zellen

3.1.1.1 Antioxidantientyp-Induktion der Chinonreduktase-Aktivit, t
in der menschlichen Hepatom-Zellinie HepG2

Mit der HepG2 wurde eine Hepatom-Zellinie menschlichen Ursprungs e berpre ft. In dieser
Zellinie ist auderdem die ARE-vermittelte Induktion der Chinonreduktase und auch anderer
Enzyme bereits gut untersucht ( z.B. Venugopal R., Jaiswal A.K., 1996 ).

2.000
A B
Behandl.- | Chinonreduktase-Aktivitat | Induktions- E 1.600 — - -cc e
gruppe [ nmol / ( minxmgProt. ) ] faktor D
Kontrolle 10301 20 - e 09_
TBHQ 13101 80 1,27 S o 1200
BNF 1500 fi 80 1,46 < £ -
< c
x g i
o= 800
Abb. 14 : Einflud einer 48-ste ndigen Behandlung mit ©
80 MM TBHQ bzw. 50 nM BNF auf die Chinonreduk- E 400 —------
tase-Aktivit, t ( Mittelwerte i SD, n = 3 ) und die sich -
ergebenden Induktionsfaktoren in der menschlichen 0
Hepatom-Zellinie HepG2. A) : Tabellarische Darstel-
lung. B) : Graphische Darstellung. [T ] Kontrolle [ZX1] TBHQ [ BNF

In der menschlichen Hepatomzellinie HepG2 fe hrt tert-Butylhydrochinon ( TBHQ ) bzw.
b-Naphthoflavon ( BNF ) ausgehend von sehr hoher basaler Aktivit,t nur zu einer geringen
Erh” hung der Enzym-Aktivit, t ( Abb. 14, Induktionsfaktor 1,27 bzw. 1,46 ).

3.1.1.2 Antioxidantientyp-Induktion der Chinonreduktase-Aktivit, t
in der menschlichen Colonkarzinom-Zellinie Caco-2/TC7

Neben der Leber ebenfalls maageblich am "First-Pass"-Metabolismus von Fremdstoffen
beteiligt ist der Darm. Im TC7 Klon der menschlichen Colonkarzinom-Zellinie Caco-2 ( von
der heterogenen Zellinie Caco-2 wurden mehrere Klone mit unterschiedlicher Enzymausstat-
tung isoliert, vgl. 1.5 ) konnte eine verh, Itnism,, 4ig hohe und durch monofunktionale Induk-
toren deutlich induzierbare UGT1A6-Aktivit,t nachgewiesen werden ( Menzel P.A. et al.,
1999 ). Er bietet sich insofern als Modellsystem fer die Untersuchung der Induktion der
UGT1AG6 durch Induktoren des Antioxidantien-Typs an.

Die Chinonreduktase-Aktivit, ten im Gesamthomogenat unbehandelter als auch mit 48 h mit
80 mM TBHQ bzw. 50 mM BNF behandelter Caco-2/TC7 Zellkulturen befinden sich unterhalb
der Nachweisgrenze von 30 nmol/(minzmg Protein). Diese Ergebnisse fer den TC7-Klon
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stimmen mit dem Befund e«berein, dad die Stamm-Zellinie Caco-2 homozygot fer das
NQO1*2-Allel ist ( Bonnesen C. et a., 2001 ). Die auf eine Basensubstitution folgende Ver, n-
derung eines Aminos, ure-Restes in diesem Allel ( 187S->P ) fe hrt zu einem instabilen Pro-
tein und somit nicht mehr nachweisbaren Chinonreduktase-Aktivit, ten ( vgl. auch Karczewski

J.M. et al., 1999).

3.1.1.3 Antioxidantientyp-Induktion der UGT-Aktivit, t
in der menschlichen Hepatom-Zellinie HepG2

Die UGT-Enzymaktivitaten in unbehandelten als auch 48 h mit 80 M TBHQ bzw. 50 ni
BNF behandelten Kulturen der menschlichen Hepatom-Zellinie HepG2 befinden sich unter-
halb der - sich bei Anpassung der Testbedingungen an fir Caco-2/TC7-Zellkulturen Ubliche
Aktivitaten ergebenden - Nachweisgrenze von 0,8 nmol/(minxmg Protein).

Damit weist der untersuchte Klon der HepG2-Zellinie einerseits sehr hohe basale Chinonre-
duktase-Aktivitaten, andererseits jedoch allenfalls geringe UGT-Aktivtaten auf.

3.1.1.4 Antioxidantientyp-Induktion der UGT-Aktivitét
in der menschlichen Colonkarzinom-Zellinie Caco-2/TC7

Vergleich der Enzym-Induktion durch TBHQ und BNF

A B
7,5
Behandlungs- UGT-Aktivit, t Induktions- -
gruppe [ nmol/( minZmg Prot. ) ] faktor =
=~
Kontrolle 2,610,2 - X c
TBHQ 5710, 2,18 Te I
BNF 4,91 0,2 1,89 oF 907
2o i
Q £
T N
c £
° E -
Abb. 15: Einflud einer 48-stendigen Behandlung mit 23X 254
80 MM TBHQ bzw. 50 nM BNF auf die UGT-Aktivitat in 8 g .
Caco-2/TC7 Zellkulturen ( Mittelwerte + SD, n =2 ). A): u ¢
Tabellarische Darstellung. B) : Graphische Darstellung. g -
( Die gegenilber Abb. 16 geringeren UGT-Aktivitaten sind 0.0 i

Folge des zwischenzeitlichen Einfrierens des Zellmaterials

bei -20°C ). [ Kontr. ] TBHQ [ BNF

Nach 48 h Behandlung mit 80 mv TBHQ bzw. 50 miM BNF lassen Kulturen der menschlichen
Darm-Zellinie Caco-2/TC7 eine Induktion der UGT-Aktivitdt um etwa den Faktor 2 erkennen
( Abb. 15, Induktionsfaktor 2,2 bzw. 1,9 ).

Damit finden sich beim Caco-2/TC7 Zellklon meBbare UGT-Aktivitaten, aber keine nachweis-
baren Chinonreduktase-Aktivitaten.

Zeitverlauf der TBHQ-Induktion der UGT-Aktivit, t und
Einflua des TBHQ auf das Zellwachstum

Bereits nach 24 h Behandlung mit 80 nM TBHQ zeigt sich bei der Caco-2/TC7 Zellinie eine
deutliche Induktion der UGT-Aktivit, t ( Abb. 16 ). Der hierbei auftretende Induktionsfaktor von
1,8 steigt im Verlaufe weiterer 2 Tage noch auf 2,4.

Im Gegensatz zur Hepalclc7-Zellinie, bei der bereits bei einer 24-ste ndigen Behandlung mit
30 MM TBHQ eine deutliche Abnahme der Proteinmenge pro Kulturfl, che zu beobachten war
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(Abb. 17B ), findet hier w, hrend des gesamten untersuchten Zeitraums keine TBHQ-
bedingte Verminderung der Proteinsynthese statt.

A Behandlungs- Protein UGT-Aktivitat
dauer [ mg / cm? Kulturfl, che | [ nmol / ( min x mg Protein ) ]
Kontrolle TBHQ Kontrolle TBHQ Indukt.faktor
24 h 42+0,4 49+0,4 9,8+0,8 17,5n 0,7 1,79
48 h 9,5+1,0 11,3+ 1,0 94+11 18,3/ 0,4 1,94
72 h 15,4+ 0,8 17,7+ 2,2 9,2+0,7 22,1n1,7 2,41
B O Protein - Kontrolle UGT-Aktivit, t - Kontrolle
- 2 - Protein - TBHQ 1] UGT-Aktivit, t - TBHQ
50 25
- -
I = —
T =1 t20 £¢
() a . < 0
< I = T o=
&} T o °
= @n
c E 30--of b ‘T+15 5o
g £ o E
§ v o N
Abb. 16 : Einflua einer Behand- ot Lo 5 E
lung mit 80 mM TBHQ auf die Pro- o 3 —
teinmenge pro Kulturfl, che und 2 5 :O
die UGT-Aktivit,t in Abh, ngigkeit — -5 0 g
von der Behandlungsdauer in Kul- g —
turen der Caco-2/TC7 Zellinie 0

( Mittelwerte i SD, n = 3).
A) : Tabellarische Darstellung.
B) : Graphische Darstellung.

48 h 72 h

Behandlungsdauer

3.1.2 Chinonreduktase-Screeningtest : Antioxidantientyp-
Induktion in der M, usehepatom-Zellinie Hepalclc7

Die NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktase der M, usehepatom-Zellinie Hepalclc?7 war eines der
ersten Enzyme, das zum Vergleich des Induktionspotentials verschiedenster monofunktiona-
ler Induktoren verwendet wurde ( Talalay P. et al., 1988 ). Da auaerdem hohe Induktionsfak-
toren erreicht werden, eignet sich dieses System besonders gut fer das Screening auf
potentielle Ausl” ser dieses Signalwegs und wurde im Rahmen dieser Arbeit dazu verwendet,
unter einigen bekannten Induktoren den wirksamsten und potentesten zu selektieren.

W, hrend in der M, usehepatom-Zellinie Hepalclc7 Quercetin bei 24-ste ndiger Behandlung
keine Enzyminduktion erkennen |, t, fe hrte Chlorogen- und Kaffes, ure zu einer schwachen
und TBHQ zu einer deutlichen Erh” hung der Enzym-Aktivit, t ( Abb. 17A ). Maximale Induk-
tionsfaktoren werden bereits bei einer Wirkstoffkonzentration von 8 nM ( Chlorogens, ure,
TBHQ ) bzw. 16 nM ( Kaffes, ure ) Wirkstoff-Konzentration erreicht. Wesentliche cytotoxische
Wirkung zeigte einzig TBHQ oberhalb einer Konzentration von 30 nM.

Die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen basalen ( 106 nmol/[minzmg Protein] ) und maxi-
mal induzierten (422 nmol/[minzmg Protein] ) Protein-spezifischen Aktivit, ten stimmen gut
mit den in der Literatur aufgefe hrten Werten « berein ( 104 bzw. 355 nmol/[minzmg Protein] ;
Prochaska H.J., Santamaria A.B., 1988 ).
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A

Behandlungsgruppen- / Kontroll-Wert

Behandlungsgruppen- / Kontroll-Wert

67

Einzelwert Berechnungsgrundlage SLw | SO

Protein-Rohwert MV [ mOD ] 104.4 | 399.0
Protein-Rohwert SD [ mOD ] 10.4 | 130.0
Protein-Rohwert rSD [ % ] Protein-Rohwert SD ¢ Protein-Rohwert MV | 10.0 | 32.6
Protein [ mOD ] Protein-Rohwert - Protein-Rohwert( S-Lw ) 0| 295
Protein relativ [ 1 ] Protein 6 Protein( S-0) 0.00| 1.00
QR-Aktivit, t-Rohwert MV [ DmOD/15min ] 53.6 | 194.1
QR-Aktivit, t-Rohwert SD [ DmOD/15min ] 441 20.1
QR-AKktivit, t-Rohwert rSD [ % ] QR-Aktivitat-Rohwert SD + QR-Aktivitat MV 8.2| 104
QR-Aktivit,t [ DmOD/15min ] QR-Aktivitat-Rw. - QR-Aktivitat-Rw.( S-Lw ) 0| 141
QR-Aktivit, t relativ [ 1] QR-Aktivitat + QR-Aktivitat( S-0) 0.00 | 1.00
Protein-spezif. QR-Aktivitat [ 1/15min ] QR-Aktivitat + Protein 0.48
Protein-spezif. QR-Akt. [ nmol/(minxmg) ] Protein-spezif. QR-Akt. x 3345 nmol/mg 106
Protein-spezif. QR-Aktivitat relativ [ 1] Pr.-sp.QR-Akt. + Pr.-sp.QR-Akt.( S-Lw) 1.00

----- é Protein —-§—— QR-Aktivit, t |:| Protein-spezifische QR-Aktivit, t
2 %’ 2
. (=2 .
< 1
i 5 4 - —
v
1- Q- |- @ g 1-
{ |} ‘. f=
g= =
~E KL~ 5
. H - =
P c
ﬁ’:é_‘ ’J&Hﬁ I
0 I I I I I I I I é’ 0 | | | I I I I I I
0 1 2 4 8 16 31 63 125250500 0 1 2 4 8 16 31 63 125250500
| mM Quercetin | | nmM Chlorogens, ure
=
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i <=2 ]
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. o 7 —
A R EEREEEEEEREEE o X ] ]
s 31T tHH
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8 16 31 63 125250 500

| MV Kaffees, ure

nmM -Butylhydrochinon

Abb. 17 : Induktion der Chinonreduktase- ( QR- ) Aktivit,t in der M, usehepatom-Zellinie Hepalclc7
( Chinonreduktase-Screeningtest ) bei 24-ste ndiger Behandlungsdauer. A) : Tabellarische Darstellung
der relevanten Einzelwerte und deren Berechnungsgrundlage. Konkrete Daten sind fer die zusam-
mengefaaten, auf allen Multititerplatten durchgefe hrten Bestimmungen der Reagenzien-Blindwerte
( S-Lw ) und Kontroll-Zellkulturen ( S-0 ) aufgefe hrt ( n = 24 ) ; diese wurden dann als gemeinsame
Grundlage fe r die Berechnung einzelner Behandlungsgruppen ( n = 8 ) « bernommen. MV = Mittelwert,
SD = Standardabweichung. B) : Graphische Darstellung der relativen Proteinmenge pro Kulturplatte,
Chinonreduktase-Aktivit, t und Protein-spezifischen Chinonreduktase-Aktivit, t in Abh,, ngigkeit von den
Konzentrationen an Quercetin, Chlorogens, ure, Kaffes, ure und TBHQ im Kulturmedium.
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3.2 Antioxidantientyp-Induktion der
UGT1A6-mRNA-Expression

3.2.1 Quantifizierung der UGT1A6-mRNA-Expression
mittels Triplex-RT-PCR

Die Regression der Wertepaare von cDNA-Ausgangsmengen und den sich ergebenden Ban-
denintensitaten der elektrophoretisch getrennten PCR-Amplifikate ( Abb. 18C, nachy = A x x
-->logo(y ) =loga( A) + logs( x ) Linie mit Steigung 1 in der doppellogarithmischen Darstel-
lung ) ergibt Korrelationskoeffizienten von 0,960 ( UGT1A6 ), 0,998 ( GAPDH ) und 0,996 ( b-
Aktin ) und best, tigt damit die proportionale Beziehung zwischen PCR-Signal und cDNA-
Ausgangsmenge.

Bei der h” chsten cDNA-Ausgangskonzentrationen von 0,8 ng/m deutet sich fe r die Amplifika-
tion der UGT1AG6 der S bergang von der logarithmischen in die lineare Phase an, was in wie-
derholten Experimenten best, tigt werden konnte ( Daten nicht gezeigt ). Die Vorvermehrung
des UGT1A6-Amplifikats wurde deshalb in sp,teren PCR-Analysen von 11 Zyklen auf 9
Zyklen reduziert ( bei gleichbleibender Zyklenanzahl nach Zugabe der b-Aktin- und GAPDH-
Primer von 19).

A B cDNA-Menge UGT1A6 GAPDH b-Aktin
[ng/ml] PCR-Signal | PCR-Signal | PCR-Signal
il 50 359 99 42
- 100 963 207 96
200 1346 434 196
400 3257 925 422
800 3733 1874 882
UGTIAG6 —s= | 5 S5 S S 1
C —O— UGT1A6
—4&— GAPDH 12— .- I Lo SN o
=% P-Aktin ; ; O T
N LR P e A/
© ' L7
%10_ ......... .OO// .....
GAPDH —a | o 4 S SN a Ay
' : Lo
0 9—----a--5- A/V ----------
b-Aktin —= - e g o
— 8- eeees TS ETE T POPP
> RS 4
o AR
7—t----- bt R
AN
6—----- AR LT EOPEE-T TR SOPEE PR
e
: . . _ 5 1
Abb. 18 : Nachweis der proportionalen Beziehung zwischen 1 0 1 2 3 4 s

cDNA-Ausgangsmenge und der Banden-Intensitat elektro-
phoretisch getrennter PCR-Amplifikate. A) : Radiographie
von 5 elektrophoretisch getrennten PCR-Ansatzen mit loga-
rithmisch aufsteigender cONA-Ausgangsmenge. B) : Phoshorimager-Auswertung des Gels. C) : Auf-
tragung der Werte in doppellogarithmischer Darstellung und Regressionsgeraden.

log, (¢ /50 ng/ml)
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3.2.2 Zeitverlauf der UGT1A6-mRNA-Induktion

durch TBHQ und BNF

A

Behandlungs- | GAPDH / b-Aktin PCR-Signalverhéltnisse
dauer TBHQ

Kontrolle TBHQ Indukt.fakt.
24 h 1,41/ 0,07 1,37/ 0,02 0,97
48 h 1,75/ 0,01 1,57/ 0,05 0,90

Behandlungs- | UGT1A6 / b-Aktin PCR-Signalverh, Itnisse
dauer TBHQ

Kontrolle TBHQ Indukt.fakt.
24 h 10,27/ 1,4 319n 1,1 3,14
48 h 11,17/ 1,8 28,81 1,1 2,59

Abb. 19 : Einflua einer 24- bzw. 48-stendigen Behand-
lung mit 80 mM TBHQ auf die UGT1A6-mRNA-Expression
in Caco-2/TC7 Zellkulturen ( Mittelwerte fi SD, n=3). A) :
PCR-Signalverh, Itnisse und sich ergebende Induktions-
faktoren. B) : Graphische Darstellung der UGT1A6/b-Ak-
tin-PCR-Signalverh,, Itnisse.

Es wurde mit UGT1A6-Primern in 11 Zyklen vorvermehrt
und nach Zugabe von GAPDH- und b-Aktin-Primern in
weiteren 19 Zyklen amplifiziert.

A

Behandlungs- | GAPDH / b-Aktin PCR-Signalverhéltnisse

dauer BNF

Kontrolle BNF Indukt.fakt.
24 h 1,30 i 0,02 1,321 0,01 1,01
48 h 1,74 i 0,04 1,86 i 0,05 1,07

Behandlungs- | UGT1A6 / b-Aktin PCR-Signalverh, Itnisse

dauer BNF

Kontrolle BNF Indukt.fakt.
24 h 2,111 0,10 7,14 1 0,38 3,39
48 h 2,46 i 0,29 9,04 i 1,95 3,67

Abb. 20 : Einflua einer 24- bzw. 48-stendigen Behand-
lung mit 50 MM BNF auf die UGT1A6-mRNA-Expression in
Caco-2/TC7 Zellkulturen ( Mittelwerte i SD, n =2). A):
PCR-Signalverh, Itnisse und sich ergebende Induktions-
faktoren. B) : Graphische Darstellung der UGT1A6/b-Ak-
tin-PCR-Signalverhaltnisse.

Hier wurde mit UGT1A6-Primern in 9 Zyklen vorvermehrt
und nach Zugabe der GAPDH- und b-Aktin-Primer in wei-
teren 19 Zyklen amplifiziert. Dementsprechend finden sich
gegenlber den mit 11 Zyklen Vorvermehrung durchgefihr-
ten Versuchen etwa um den Faktor 22 kleinere Verhalt-
niszahlen bei den Kontrollen.

UGTL1A6 / p-Aktin - PCR-Signalverh,, Itnis

UGT1A6 / p-Aktin - PCR-Signalverhaltnis

69

|I| Kontrolle |I| TBHQ
40
—
30f------- .- -
201------- .-
—_ T
04— -
0 T
24 h 48 h
Behandlungsdauer
|I| Kontrolle - BNF
12

24h  48h

Behandlungsdauer

Ausgehend von ,, hnlichen Induktionsfaktoren nach 48-ste ndiger Behandlung ( TBHQ : 3,1,
Abb. 19A ; BNF : 3,4, Abb. 20A ) scheint eine |, ngere Behandlungsdauer bei TBHQ eher zu
abnehmenden, bei BNF eher zu zunehmenden Induktionsfaktoren ( 3,7 ) zu fe hren. Die
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MRNA-Expression unbehandelter Zellkulturen bleibt « ber den beobachteten Zeitraum weit-
gehend konstant.

Die GAPDH/b-Aktin-Verh, Itnisse werden weder von einer Behandlung mit TBHQ noch mit
BNF maéageblich beeinfluat, die "Induktionsfaktoren" bewegen sich um 1,0 ( 0,97 und 0,90
bei TBHQ-Behandlung, Abb. 19A ; 1,01 und 1,07 bei BNF-Behandlung, Abb. 20A ). Eine
exakt gleichsinnige Ver, nderung der mRNA-Expression von b-Aktin, einem Strukturprotein
des Cytoskeletts, und GAPDH, einem Glykolyse-Enzym, durch TBHQ bzw. BNF ist jedoch
» uderst unwahrscheinlich. Man kann dementsprechend von einer konstitutiven Expression
beider Gene ausgehen und die Tauglichkeit der b-Aktin-mRNA-Menge als Bezugsgr” e als
* berpre ft und best, tigt ansehen.

3.2.3 Vergleich der UGT1A6-mRNA-Induktion durch TBHQ und BNF

Die 48-ste ndige Behandlung mit 50 mM BNF fe hrt zu einem deutlich h” heren Induktionsfaktor
( 4,3, Abb. 21A) als diejenige mit TBHQ ( 2,3 ). Der sich anhand der in Abb. 19 und Abb. 20
andeutende unterschiedliche Zeitverlauf der mRNA-Induktion durch BNF und TBHQ wird
damit zus,, tzlich geste tzt.

Die "Induktionsfaktoren" der GAPDH/b-Aktin-Verh,, lthisse bewegen sich um den Faktor 1,0
(Abb. 21A).

A
12
Behandl.- GAPDH / b-Aktin UGT1AG6 / b-Aktin
gruppe Signalverh. | Indukt.fakt. | Signalverh. | Indukt.fakt. 10 -
Kontrolle 1,74 0,00 - 2,06 i 0,05 -
TBHQ 1,711 0,00 0,98 4,771 0,11 4,26 8 —
BNF 1,97 0,07 1,13 8,751 0,64 2,32

Abb. 21 : Einflud einer 48-stendigen Behandlung mit 80 nM
TBHQ bzw. 50 mM BNF auf die UGT1A6-mRNA-Expression in
Caco-2/TC7 Zellkulturen ( Mittelwerte i SD, n = 3). A): PCR-Sig-
nalverh, Itnisse und die sich ergebenden Induktionsfaktoren. B) :
Graphische Darstellung der UGT1A6/b-Aktin-PCR-Signalverh,, It-
nisse.

Hier wurde in 9 Zyklen mit UGT1A6-Primern vorvermehrt und
dann, nach Zugabe von GAPDH- und b-Aktin-Primern, fir weitere
11 Zyklen amplifiziert.

UGT1A6 / B-Aktin PCR-Signalverhaltnis ©
[0)}
|

0

|I| Kontrolle |I| TBHQ
B snF

3.3 Transkriptionelle Regulation der UGT1A6

ARE-ahnliche Motive
in der regulatorischen Sequenz der UGT1A6

3.3.1

3.3.1.1 Ermittlung einer 'Antioxidant Response Element'-Konsensus-Sequenz

Angesichts der Vielzahl an Mitgliedern in den Familien der Faktoren, fUr die eine Beteiligung
an ARE-bindenden Komplexen nachgewiesen wurde ( NF-E2, Jun, Fos, Maf, vgl. Abb. 32 ),
erscheint es mdglich, daB abhangig von den Bedingungen ( Gewebe, flankierende Sequen-
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zen im jeweiligen Gen, Typ des monofunktionalen Induktors ) unterschiedliche Kriterien for
eine Bindung existieren. Es sollte deshalb versucht werden, durch eine Homologie-Analyse
eine - alle Sbereinstimmungen in bisher eingegrenzten Kernsequenzen ( Rushmore T.H.
etal, 1991 ; Favreau L.V., Pickett C.B., 1995 ) und identifizierten AREs ( vgl. Itoh K. et al.,
1997 ; Mulcahy R.T. et al., 1997 ) zusammenfassende - Konsensus-Sequenz zu ermitteln.

Eine Homologie-Analyse verschiedener funktioneller und potentieller ARE-Sequenzen ( Abb.
22 ) gemeinsam mit Reportergen-Analysen mit punktmutierten ARE-Sequenzen ( Rushmore
T.H. et al., 1991, Favreau L.V, Pickett C.B., 1995 ) weist die Basenabfolge 'TGANnnnGC' als
absolut notwendig aus. Jede Znderung in diesen Basen hat einen drastischen Abfall der
basalen Expressions-Aktivit, t und/oder der Induzierbarkeit zur Folge.

Im weiteren ist die dieser Sequenz unmittelbar folgende Base immer und die unmittelbar vor-
hergehende fast immer ein Purin ( A/G ), auaerdem folgt der Abfolge 'TGA' meist ein Cytosin.
Bei den erw, hnten Mutationsanalysen wurden jedoch einerseits nur 'A->G' und 'G->A'-Trans-
versionen durchgefe hrt ( die nur geringe Auswirkungen auf das Verhalten der Sequenzen
hatten ) und andererseits die fragliche Cytosin-Base immer durch Adenin ersetzt, was mit
einem weitgehendem Verlust basaler und induzierter Expression einherging. Adenin als
vierte Base kann daher ausgeschlossen werden, Thymin und Guanin als vierte Base sowie
fe hrende und folgende Pyrimidine dahingegen nicht.

Dare ber hinaus gehende Motive, wie z.B. die im 5' Bereich der GST-Ya und der NQO1
enthaltenen AP-1-, hnlichen Elemente, sind in anderen funktionellen AREs nicht enthalten
und wurden deshalb nicht aufgenommen. Die sich ergebende ARE-Konsensus-Sequenz lau-
tet dementsprechend 'TGA(C/G/T)nnnGC'.

Abb. 22 : Homologie-Analyse funktioneller r GST-Ya TGGCATTgct aat ggTGACaaaGCaact t
und potentieller AREs, ARE-Konsensus- mSST- Ya  TGACATTgct aat ggTGACaaaGCaact t
Sequenzen und potentielle AREs im r NQOL agt ct AGAGTCAcagTGACt t gGCaaaat

hNQOL aaat cGCAGTCAcagTGACt caCGCagaat

Bereich des UGT1A6-Promotors. hGCsh cgcaccgcct ccccgTGACt caCGCgcet tt

ARE-Sequenzen, deren  Funktionalit,t hGes| tttcct ggaagacaaTGACt aaGCagaaa
bereits nachgewiesen wurde ( Absatz ganz mHo 1 agagggaacagagggTGACt caGCaaaat
oben ) bzw. die von verschiedenen Autoren nGST-Pa ttctctccaacgt gt TGAG caGCat ccg
als solche klassifiziert wurden ( zweiter nNGST-Pb  ctctctccaacgt gt TGAG caCGCat ccg
Absatz ). Die "ARE-Konsensus-Sequenz" rGST-P  agt agTCAGICAct aTGATt caGCaacaa
(s.u.) ist durch fette Groabuchstaben, hNQO2 gcaggTGACTCaaaTGAGYt gGCagaag
benachbarte AP-1-, hnliche Sequenzen nur Kons. 1 91cac .
durch  Groadbuchstaben hervorgehoben. a

Enzyme : GST = Glutathion-S-Transferase, Kons. 2 t ga_ _ gTGA_(I;_ N GCS????

Ya-, P-, PiA- oder PiB-lIsoform ; NQO =

NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktasg, Isoform Kons. 3 TGAC o
1 bzw. 2 ; GCS = g-Glutamylcystein Synthe- G g
tase, katalytische ( h ) bzw. regulatorische ARE1' agct caggt gaaagcTGACacgCCcat ag
(1) Untereinheit. Spezies : Kleinbuchstaben ARE2' ttctgaact gaatt cTGAG t aGCacgga
vor dem Enzym-Ksrzel, r = Ratte, m = ARES' cccacaacttct gt cTGACt t gCCaaaaa

ARE4* ccagccaggtgtgcaTGACt aGCt ct gg

Maus, h = Mensch. ( Literatur vgl. 1.4.4 ARE5" tcaggtccaccttet TGAGcagGlagaca

bzw. mHO-1 : Prestera T. et al. 1995 ;

mGST-P : Xu X., Stambrook P.J., 1994 ;

hNQO?2 : Jaiswal A.K., 1994a. )

Darunter ARE-Konsensus-Sequenzen nach Rushmore T.H. et al., 1991 ( Kons.1 ), Wasserman W.W.,
Fahl W.E., 1997a ( Kons.2) und Itoh K. et al., 1997 ( Kons.3 ). Aus den einheitlich angegebenen
Basen ergibt sich die ARE-Konsensus-Sequenz "'TGA(C/T/G)nnnGC'.

Eine Suche nach dieser Basenabfolge in der Umgebung des UGT1A6-Promotors lieferte die im letz-
ten Absatz aufgefe hrten "ARE-, hnlichen" Motive ARE1', 2', 3' und 5', eine Suche mit ver, nderter
L, nge des "Zwischenste cks" 'nnn' zus, tzlich das ARE4' in unmittelbarer Umgebung des XREs der
UGT1AG6 ( vgl. Abb. 32).
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3.3.1.2 Motive mit ARE-Konsensus-Sequenz
im regulatorischen Bereich der UGT1A6

Eine Suche im regulatorischen Bereich der UGT1A6 nach Motiven mit der ARE-Konsensus-
Sequenz ( Abb. 22 bzw. 32A) ergab die "ARE-, hnlichen Motive" 1' ( Position -213 bis -205 ),
2' (-477 bis -485 ), 3' (-584 bis -592 ) und 5' ( -1824 bis -1832 ), eine Suche mit ver, nderter
L, nge des "Zwischenste cks" 'nnn’ zus,, tzlich das ARE4' ( Position -1483 bis -1476 ) in unmit-
telbarer Umgebung des XREs der UGT1AG6.

Die ARE-, hnlichen Motive 2', 3' und 5' entsprechen der Konsensus-Sequenz 3 ( Itoh K. et
al., 1997 ) vollst, ndig, das ARE3' zus,, tzlich der ausgedehnten Konsensus-Sequenz 2 ( Was-
serman W.W., Fahl W.E., 1997a ) bis auf 2 Basen-Substitutionen ( Abb. 22 ). Das AREL'
stimmt aufgrund fe hrender und folgender Pyrimidine mit keiner der ver” ffentlichten Kon-
sensus-Sequenz ¢ berein. Das ARE4' entspricht ebenfalls keiner der Konsensus-Sequenzen,
besitzt jedoch eine gewisse AP-1-Zhnlichkeit ( nach 'Transfac'-Datenbank, vgl. Abb. 32,
100% S bereinstimmung bezeglich Kernsequenz und ca. 90% bezeglich flankierender
Sequenz).
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3.3.2 Funktionalitat der ARE-ahnlichen Motive

3.3.2.1 Transkriptionelle und posttranskriptionelle Effekte des TBHQ auf das
Reportergen-Modell

Das TkLuc-Konstrukt ( vgl. auch Abb. 26 ), das sich mit dem Thymidinkinase Promotor des
Herpes Simplex Virus unter der selben transkriptionellen Kontrolle wie das Bezugs-Reporter-
gen befindet, weist keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen behandelten und
unbehandelten Zellkulturen auf ( Abb. 23C/D ).

Im Rahmen des gleichen Versuchs flihrt die Behandlung mit TBHQ dahingegen beim
UGT1A6Luc-225-Konstrukt zu einer leichten und beim UGT1A6Luc-2981-Konstrukt zu einer
deutlichen Erhdéhung dieses Verhaltnisses ( Abb. 23C/D, Induktionsfaktor 1,3 bzw. 1,9).

A B
4-10* 8-10° 60
|:| Bezug Kontrolle exp.Signal Kontrolle |:| _ |:| Kontrolle

- 41 [ Bezug TBHQ exp.Signal TBHQ [ | 8 TBHQ
g g 1
E 3-10% - - 6:10° 'S ::c'g' E
= g 3
< _' <C §

@ | g <

© © c
Qo 210+ - o - 410° & %
S ' S ©

=) =
- -

@© < o
= = [O)

€ 1-10% - -210° © @
e i

0-10* - 0-10°
C N
60

Konstrukt Kontrolle TBHQ Indukt.fakt. 1 [ kontrolle

TK Luc 12,21 4,0 10,27 1,3 0,84

UGT1A6Luc-225 20,0i 2,2 256121 1,28

UGT1A6Luc-2981 27,3M 2,4 51,81 4,5 1,90

Abb. 23 : Transkriptionelle und posttranskriptionelle Effekte
des TBHQ auf das Reportergen-Modell. A) : Einflua einer 48-
ste ndigen Behandlung auf die Aktivit, ten des Bezugs- ( Renil-
la-Luciferase-Luminiszenz ) und des experimentellen Repor-
tergens ( Firefly-Luciferase-Luminiszenz ) in mit 3 unter-
schiedlichen experimentellen Konstrukten transfizierten
Caco-2/TC7 Zellkulturen. B) : Die sich jeweils aus dem Ver-
haltnis von experimentellem Wert zu Bezugs-Wert ergeben-
den sogenannten 'Reportergen-Aktivitaten'. C) : Statistische
Zusammenfassung der Reportergen-Aktivitaten tabellarisch
dargestellt. D) : Statistische Zusammenfassung graphisch
dargestellt.

Regulatorische Gensequenzen der experimentellen Konstrukte : TkLuc : Herpes Simplex Virus Thymi-
dinkinase Promotor ; UGT1A6Luc-255 : regulatorische Sequenz der UGT1A6 bis Nukleotid -225 ;
UGT1A6Luc-2981 : entsprechend bis Nukleotid -2981.

Repotergen-Aktivit, t
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3.3.2.2 Zeitverl, ufe der Transkriptions-Aktivierung durch TBHQ und BNF

Der Zeitverlauf der Transkriptions-Aktivierung des UGT1A6Luc-2981-Konstrukts durch TBHQ
I, at ein Optimum der Induzierbarkeit bei 48-ste ndiger Behandlungsdauer erkennen (Abb.
24A, Induktionsfaktor 1,90 ). Gleichzeitig fe hrt bei dieser Behandlungsdauer die Einbezie-
hung der regulatorischen Sequenz zwischen Nukleotid -225 und -2981 zu einer deutlichen
Steigerung der Induzierbarkeit ( Faktor 1,26 zu 1,90 ) - w, hrend diese bei 24-ste ndiger
Behandlung kleiner ausf, llit und bei 72-ste ndiger keine signifikanten Unterschiede mehr be-
stehen ( Faktor 1,43 zu 1,45 ). Die Induktionsfaktoren bei 48-ste ndiger Behandlung stimmen
sehr gut mit den im Experiment der Abb. 23 nachgewiesenen Werten < berein (1,28 und
1,90).

In den mit BNF behandelten Zellkulturen wurde die Messung der Reportergen-Aktivit, t des
experimentellen Konstrukts beeintr, chtigt - vermutlich durch Quench-Effekte des BNF wie-
sen die Firefly-Luminiszenzen gegene ber denen der Kontrolle und der mit TBHQ behandel-
ten Zellkulturen um etwa den Faktor 100 niedrigere Werte auf. Deren Reportergen-Aktivit, -
ten (Abb. 24A) sind deshalb nicht direkt mit den Werten der Kontrolle vergleichbar.

A Behandl.- UGT1A6Luc- Reportergen-Aktivit, t Induktionsfaktoren
dauer Konstrukt Kontrolle TBHQ BNF TBHQ BNF
2ah -225 6,7A1,1 9,8f 0,4 0,11 A4 0,03 1,46 0,016
-2981 11,7/ 1,3 19,41 1,2 0,17 A 0,03 1,66 0,014
48 h -225 10,91 0,6 13,705 0,41 £ 0,05 1,26 0,038
-2981 125/ 1,5 23,8+22 0,47 + 0,04 1,90 0,038
72h -225 12,7 £ 3,6 18,2+1.3 0,50 + 0,24 1,43 0,039
-2981 222+0,6 32,159 0,95 £ 0,02 1,45 0,043
40 -
B ] |I| Kontrolle
5 30
= ]
£ 4
< ]
Abb. 24 : Zeitverl, ufe der  ber die regulatorische EJ’ 20 —
Sequenz der UGT1A6 vermittelten Transkriptions- 5 ]
Aktivierung durch 80 mM TBHQ bzw. 50 nM BNF, §_ .
ermittelt mittels Reportergen-Analyse in &J 10 N

Caco-2/TC7 Zellkulturen nach 24-, 48- und 72-
ste ndiger Behandlung. Die Konstrukte entspre-
chen den in Abb. 23 verwendeten. A) : Tabellari-
sche Darstellung der Mittelwerte i SD (n = 3)
und der sich ergebenden Induktionsfaktoren. B) :

-225 --2981- -225 --2981- -225 --2981
Graphische Darstellung der Kontroll- und TBHQ- 24h 48 h 72h
Werte. Behandlungsdauer - UGT1A6Luc-Konstrukt
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3.3.2.3 Deletions-Analyse des UGT1A6Luc-Reportergen-Konstrukts

A

Deletions-Mutante

ARES' XRE ARE4' ARE3' ARE2' ARE 1’

NN T

(

B

75

Reportergen-Aktivit, t

[T ] Kontroe [ TBHQ 80 mM

-2981 7 [ | 0 —
Bgl Il Hind Ill
Sma |
. 2330 1 [ 0™
o Stu |
S
2 . —
X -1806 i 00 Q"
prd Sac |
(%]
o
g -1550 [T )]
é Apa |
S
D -1449 1 (1 )]
~ Asp718
(@]
% Sma |
£ -765 ' el
Q MIuN |
(]
0
Sma |
D 434 ' —
Pvu Il
Sma |
-225 e
Bput0/
bp -3000 -2000 -1000 -1
Position in der UGT1A6-UpstreamRegion relative Luciferase-Aktivit, t
relativ zur Translations-Startstelle (‘experimentell / Bezug )
Abb. 25 : Deletions-Analyse des UGT- C
1A6Luc-Reportergen-Konstrukts in
unbehandelten und 42 h mit 80 nM Deletions- Reportergen-Aktivitat
TBHQ behandelten Caco-2/TC7 Zell- Mutante Kontrolle TBHQ Indukt fakt.
kulturen. A) : Schematische Darstel- 081 104205 17210 > 08
:\L;In? tder . vers;hledenen Deletlor;_s- 2330 70402 13.0407 185
Mutanten ; nac unten versetzt die -1806 8.5+ 1.1 132+16 1.56
jeweils in den Reportergenvektor pGL3 1550 102+16 158 +0.2 155
einklonierten Bereiche der regulatori- -1449 7,705 11,0 £ 0,7 1,44
schen Sequenz der UGT1A6, weia = -765 7915 11,2+0,5 1,41
TATAA-Box, grau = XRE-Element und -434 8,1£0,1 10,7+0,5 1,32
dunkelgrau = ARE'-Element. Zus, tzlich -225 84106 10,5+0;3 1,24

sind die zur Erstellung der Konstrukte
verwendeten Restriktions-Endonu-
kleasen aufgefe hrt ( vgl. 2.6.3)

B) : Graphische Darstellung der fiir die einzelnen Deletions-Mutanten erhaltenen basalen und TBHQ-
induzierten Reportergen-Aktivitaten ( Mittelwerte = SD aus drei unabh&ngigen Experimenten, Einzel-

experiment mit n >= 4 Zellkulturen ).

C) : Tabellarische Darstellung der Reportergen-Aktivit, ten und
der sich ergebenden Induktionsfaktoren.

Die basalen Reportergen-Aktivit, ten der Deletionsmutanten zeigen im Verlauf zunehmender
L, nge der regulatorischen Sequenz der UGT1A6 eine signifikante Zunahme bei Einbezie-
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hung des Bereichs von Nukleotid -1449 bis -1550, dann eine Abnahme bei Einbeziehung der
Sequenzen bis Nukleotid -1806 und schliealich wieder eine deutliche Zunahme auf den
Maximalwert der Reportergen-Aktivit,t unbehandelter Zellkulturen von 10,4 beim Wechsel
zur Mutante mit dem gr” &ten Bereich der regulatorischen Sequenz, -2981 (Abb. 25). Ins-
gesamt zeigt sich im Vergleich zur Mutante mit dem geringsten Anteil der regulatorischen
Sequenz, -225, nur eine geringe Aktivierung ( 10,4 zu 8,4).

Die Induktionsfaktoren zeigen zun, chst im Verlauf von kurzen hin zu |, ngeren Deletionsmu-
tanten einen Anstieg von anfangs 1,2 auf schliealich 2,1 (Abb. 25C ). Besonders deutliche
Spre nge treten beim § bergang von Mutante -1806 auf -2330 ( von 1,56 auf 1,85, Differenz
0,29 ) und von -2330 auf -2981 ( von 1,85 auf 2,08, Differenz 0,23 ) auf. Wie bereits erw, hnt,
weist der unmittelbare Bereich der TATAA-Box bereits einen Induktionsfaktor von 1,24 auf
( theoretische Differenz 0,24 ).

3.3.2.4 Durch regulatorische Sequenzen der UGT1AG6 vermittelte
TBHQ-Induzierbarkeit des TK-Promotors

W, hrend die Behandlung mit TBHQ in mit dem Ausgangsvektor TkLuc transfizierten Zellkul-
turen Induktionsfaktoren um 1,0 ergeben ( Abb. 26A, 0,94 bis 1,07 ; vgl. auch Abb. 23 ), fe hrt
diese bei den - regulatorische Sequenzen der UGT1A6 enthaltenden - Konstrukten ARE4'-
TkLuc und ARE5'-TkLuc zu Faktoren zwischen 1,03 und 1,17 bzw. 1,12 und 1,18. Statisti-
sche Signifikanz (p <= 0,10 ) |, &t sich fer die Unterschiede in den Reportergen-Aktivit, ten
behandelter und unbehandelter Kulturen der einzelnen Transfektions-Ans,, tze in Verbindung
mit dem ARES5'-TkLuc-Konstrukt nachweisen.

Auch die Zusammenfassung der Induktionsfaktoren jeweils aller mit dem selben Konstrukt
transfizierten Transfektions-Ans, tze ( Abb. 26B/C ) fe hrt zu Werten, die die Unterschiede
zwischen dem Ausgangs- und dem AREA4'-TkLuc- bzw. ARES5'-TkLuc-Konstrukt als unter-
schiedlich ausweisen ( statistisch signifikant beim ARE5'-TkLuc-Konstrukt, p <= 0,05 bei
1,03 i 0,05 gegene ber 1,15 i 0,03).
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A It TK Luc ARE 4' - TK Luc ARE 5' - TK Luc
Nr. |Kontrolle| TBHQ |Ind.fakt. | Kontrolle| TBHQ |Ind.fakt.|Kontrolle| TBHQ Ind.fakt
1 35,1in24|37,2/1,1 1,06 31,27/ 1,9(35414,8 1,14 |40,7f2,7|48,0+3,7| 1,18*
2 38,5M4,9|39,3A/ 1,7 1,02 42,17/ 8,3|49,316,7 1,17 |44,416,0(51,3+57| 1,16*
3 4571 2,0|42970 06| 094*|47914,3|49,5f/5,5 1,03 |44,516,0(50,0x11,4 1,12
4 53,71 6,1|57,71f 6,4 1,07
5 52,61 3,9|55,417,6 1,05
B Konstrukt TK Luc ARE 4' - TK Luc ARE 5' - TK Luc
Induktionsfaktor 1,029 + 0,055 1,114 £ 0,072 1,152 /1 0,028 **
C HSV TK Promotor
TK Luc w
, XRE ARE 4'
ARE 4' - TK Luc = m U_r—b
ARE 5'
ARE 5' - TK Luc = .1 U—r_’ *%*
! ! i ! i -
Bezeichnung Aufbau 1,0 1,1 1,2 1,3
UGT1A6-TKLuc-Konstrukt Induzierbarkeit durch TBHQ

Abb. 26 : Durch regulatorische Sequenzen der UGT1A6 vermittelte TBHQ-Induzierbarkeit des TK-
Promotors. TK Luc = Konstrukt mit der Promotorsequenz des Herpes Simplex Virus Thymidinkinase-
Gens ('HSV TK', ca. 790 bp ), diese vermittelt die konstitutive Expression des "downstream” befindli-
chen Reportergens. ARE4'-TKLuc = Konstrukt, das "upstream" des HSV-TK-Promotors die regulatori-
sche Sequenz im Bereich des XRE- und des ARE4'-Elements der UGT1A6 enthalt ( 354 bp ). ARE5'-
TKLuc = Konstrukt, das die regulatorische Sequenz im Bereich des ARE5'-Elements der UGT1A6
enthalt (529 bp ). A) : In voneinander unabhangig durchgefiihrten Transfektionen ( Ifd. Nr. ) gemes-
sene Reportergen-Aktivitaten unbehandelter und 42 h mit 80 M TBHQ behandelter Caco-2/TC7 Zell-
kulturen, jeweils Mittelwerte £ SD von 3 bis 6 Kulturen, und die sich ergebenden Induktionsfaktoren.
B) : Statistische Zusammenfassung jeweils aller in Verbindung mit dem selben Konstrukt erhaltenen
Induktionsfaktoren. C) : Graphische Darstellung der Zusammenfassung, mit schematischer Darstel-
lung der Konstrukte.

Statistische Signifikanzen : * : p < 0,10, ** : p < 0,05, im Mittelwert-t-Test beze glich Unterschieden zwi-
schen den Reportergen-Aktivit, ten behandelter und unbehandelter Zellkulturen ( A ) bzw. zwischen
den Induktionsfaktoren bei Konstrukten mit und ohne regulatorischer Sequenz der UGT1A6 ( B/C).

3.4 GelShift-Analyse der ARE-, hnlichen Motive
der regulatorischen Sequenz der UGT1AG6

3.4.1 Sequenz-spezifische Bindung von nukle, ren Proteinen
an die ARE-, hnliche Motive

Die als Referenz dienende NQO1-ARE-Sonde fe hrt in zwei Laufweiten-Bereichen zu Banden
(Abb. 27) : eine schneller wandernde, sch, rfere und intensivere im Bereich B2 und eine
langsamer wandernde, diffusere und schw, chere im Bereich B3. Identische Laufweiten der
jeweils intensivsten Bande ergeben sich mit den Sonden ARE1'-, ARE2'-, ARE3'- und ARE5'.
Das ARES5'-Oligonukleotid fe hrt auderdem zu zwei sehr dicht beieinander liegenden, schwa-
chen Banden im Laufweitenbereich B3. Die Spur der ARE4'-Sonde weist im Bereich B2 und
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B3 keine Signale auf, stattdessen findet sich hier eine auBerst intensive Bande in einem
Bereich schnellerer Migrations-Geschwindigkeiten, B1.

Unter den eingesetzten Versuchsbedingungen ( insbesondere Elektrophorese-Temperatur
ca. 20°C ) fohrt der Einsatz kompetierenden unmarkierten Oligonukleotids in 40-fachem
UberschuB bei allen untersuchten Sonden zum nahezu vollstandigen Verschwinden von
Gelshift-Banden und einer Intensivierung des Signals des freien Oligonukleotids.

Der in Verbindung mit der NQO1-ARE- und der UGT1A6-ARE5'-Sonde erprobte Kompetition
mit einem unspezifischen 33-mer beeinfluBt das Bandenmuster dahingegen nicht wesentlich.
Wahrend ein 40-facher UberschuB unmarkierten NQO1-ARE-Oligonukleotids die NQO1-
ARE-Sonde wieder deutlich zu verdrangen vermag, erfolgt dies mit unmarkiertem UGT1A6-
ARE5'-Oligonukleotid im Bereich B2 zu einem geringeren AusmaB und im Bereich B3 nicht
mehr mafBgeblich.

NQOl1l ARE1l' ARE2' ARE3' ARE4' ARES5
Kompetitor A+ A + A+ A + A + — +

Abb. 27: Kompetierende Bin-

dung markierter und nichtmar-

kierter ARE-a&hnlicher Motive der
regulatorischen  Sequenz  der B3 —»
UGT1A6 an nukledre Proteine

der Caco-2/TC7 Zellinie. L4 4 Ad
Gelshift-Analyse mit (+) und ohne B2 —» e ' -

(-) kompetierendem nichtmarkier- .

tem Oligonukleotid in 40-fachem BL —=

UberschuB, unter Verwendung
radioaktiv. markierter, doppel-
strangiger 33-mere ( Sequenz
vgl. Abb. 22 und 2.9.1.1 ) als
Sonde und nukleérer Extrakte
von 42 h mit 80 nmM TBHQ & o
behandelten Caco-2/TC7 Zellkul- -.‘.». - ; _ﬂ“
turen. Die Elektrophorese wurde
bei ca. 20°C durchgefihrt.

NQO1 ARES'
Kompetitor A ns U N A ns U

Fa ew s aN « = o8

Abb. 28 : Sequenz-Abh, ngigkeit der Kompetition

durch nichtmarkierte Oligonukleotide. B3___
Gelshift-Analyse mit unspezifischem 33-mer ( ns ), bt LA o
unmarkiertem UGT1A6-ARES5'-Motiv ( U ) oder
unmarkiertem NQO1-ARE-Motiv ( N ') in 40-fachem B2 b bl -
S berschud als Kompetitor sowie ohne Kompetitor

(-), unter Verwendung nukle, rer Extrakte von 42 h Bl
mit 80 "M TBHQ behandelten Caco-2/TC7 Zellkul-

turen. Die Elektrophorese wurde bei ca. 15¢C

durchgefe hrt.
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3.4.2 Wirkung des TBHQ auf die Bindung von nukle, ren Proteinen
an ARE-, hnliche Motive

Die auaer beim ARE4' zu beobachtende Zunahme des Bindungsverm”gens (Abb. 29 )
durch die Behandlung mit TBHQ f, lit im Vergleich zur Referenz NQO1 ( Abb. 29B/C, Faktor
1,3 ) bei den sonstigen ARE-, hnlichen Motiven der regulatorischen Sequenz der UGT1A6
h” her aus, wobei das ARES5' den deutlichsten Unterschied aufweist ( 1,8 ). Die Absolutwerte
sind dahingegen mit dem ARE4'-Motiv am h” chsten, gefolgt vom NQO1- und dem ARE1'-
Motiv, fallen beim ARE2' und ARES5' etwas niedriger aus und befinden sich beim ARE3'-Motiv
auf dem geringsten Niveau.

A B
NQO1l AREl' ARE2 ARE3' ARE4' ARES Sonde | Intensit.-Anteil Hauptbande
TBHQ- 4+ A + A + A + A + A + -
Behandl. A + Ind.fakt
R e en A S A e - - NQO1 | 13,88% | 17,62 % 1,27

ARE1' | 9,95% | 13,38% | 1,34
ARE2' | 6,28% | 10,01% | 1,59
ARE3' | 368%| 565%| 154
B3 . ARE4' |41,75% | 38,62% | 0,93
ARE5' | 569% | 10,15% | 1,78

B2 T R . e C
B1 - — 45 m
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Abb. 29: Einflud einer 42-stendigen Behandlung mit = 0

80 MM TBHQ auf die Bindung ARE-, hnlicher Motive der O'\’- ((/g ' ((/q; ' Q?’ & ' <<§°
regulatorischen Sequenz der UGT1A6 durch nukle,re & R R
Extrakte von Caco-2/TC7 Zellkulturen. A) : Gelshift-Ana-

lyse des NQO1-ARE und der ARE-, hnlichen Motive der

regulatorischen Sequenz der UGT1A6 mit nukle, ren Extrakten unbehandelter und behandelter Kul-
turen. Die Elektrophorese wurde bei ca. 20eC durchgefe hrt. B) : Phosphorimager-Auswertung der
Intensit, ten der Hauptbande ( bezogen auf die Gesamt-Intensit, t der Spur, um Unterschiede im Mar-
kierungsgrad der Sonde zu eliminieren ) und die sich ergebenden Induktionsfaktoren tabellarisch dar-
gestellt. C) : Graphische Darstellung der Werte.
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3.5 Charakterisierung der an das ARE5’' bindenden
Transkriptionsfaktoren

Bei einer verhaltnismé&Big niedrigen Elektrophorese-Temperatur von ca. 10°C ( Abb. 30 ) fiih-
ren von den untersuchten Antikérpern nur die Nrf1 bzw. Nrf2 spezifisch bindenden zum Ver-
schwinden der Banden im Bereich B3. Bei der intensivsten Bande im Bereich B2 148t sich
keine Veranderung erkennen.

Bei einer Elektrophorese-Temperatur von 15°C ( Abb. 31 ) verschwindet die Spezifitat fir ein-
zelne Banden beim Antikdrper gegen Nrf1. Ebenso wie beim Antikérper gegen Maf 1aBt sich
bei Erhéhung der eingesetzten Antikdrpermenge von 1 tber 5 auf 10 ng nur noch eine
gleichm, aige Verminderung der Bandenintensit, t erkennen. Dahingegen fe hrt der Nrf2-spe-
zifische Antik” rper zun, chst ( 5 ng ) zur Verminderung der Banden-Intensit, ten im Bereich
B3 und schliealich zum v” lligen Verschwinden der Banden in den Laufweiten-Bereich B2 und
zum Erscheinen neuer Banden zwischen den Bereichen B1 und B2 und zwischen B1 und
den ungebundenen Oligonukleotid-Sonden.

A aNrfl aNrf2 acJun aJunB aJunD acFos aFral aFra2
TBHQ-Behandlung A+ A+ A + A + A + — + -+ — + — +

R e mEm R E R R e e e L R

Y

B2 —» G e e e e b e b e B o me el e

B1L —»

Abb. 30 : Einflud spezifischer Antik” rper gegen verschiedene Transkriptionsfaktoren auf die Bindung
des ARES5'-Motivs durch nukle, re Proteine der Caco-2/TC7 Zellinie.

Gelshift-Analyse unter Verwendung von jeweils 5 mg Antik” rper, radioaktiv markierter doppelstr,, ngiger
33-mere mit der ARE5'-Sequenz und nukle, ren Extrakten unbehandelter (-) und 42 h mit 80 niM
TBHQ behandelter (+) Caco-2/TC7 Zellkulturen. Die Elektrophorese wurde bei ca. 102C durchgefe hrt.
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Abb.31: EinfluB unterschiedli-
cher Konzentrationen von spezifi-
schen Antikérpern gegen Nrfi1,
Nrf2 und Maf auf die Bindung des
ARES'-Motivs durch nukleare Pro-
teine der Caco-2/TC7 Zellinie.
Gelshift-Analyse unter Verwen-
dung von jeweils 1, 5 und 10 ng
Antikérper, radioaktiv markierter
doppelstrangiger 33-mere mit der
ARE5'-Sequenz  und nukleéren
Extrakten 72 h mit 50 mM BNF
behandelter Caco-2/TC7 Zellkul-
turen. Die Elektrophorese wurde
bei ca. 15¢C durchgefe hrt.
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4 Diskussion

Die UDP-Glucuronosyltransferasen ( UGTs ) spielen beim Menschen eine vorherrschende
Rolle in der Phase-Il des Fremdstoffmetabolismus. Sie werden bekanntermaéen sowohl
durch endogene als auch Umweltfaktoren reguliert. Kerzlich konnte gezeigt werden, daa
eine der menschlichen Isoformen der UGT-Familie, die humane UGT1A6, im Caco-2-
Modellsystem durch tert-Butylhydrochinon ( TBHQ ) induziert werden kann ( Me nzel P.A. et
al, 1999).

TBHQ wurde in Nagern als Prototyp einer Reihe verschiedenartiger, meist aber elektrophiler
Substanzen charakterisiert, den sogenannten 'monofunktionalen Induktoren' oder auch
'Induktoren vom Antioxidantien-Typ'. Diese |” sen eine eigene, erst kerzlich charakterisierte
Signalkette aus. Es wird davon ausgegangen, daa aufgrund dieser Signalkette gegene ber
subtoxischen Dosen exponierte Zellen verst, rkt protektive Enzyme unter anderem der Pha-
se-1l des Fremdstoffmetabolismus exprimieren und damit eine erh” hte Resistenz gegene ber
der Toxizit,t dieser Stoffe erlangen. Es wird weiterhin angenommen, daa die UGT1A6 der
Nager und des Menschen ein Teil dieser ARE-gesteuerten Gen-Batterie ist. Unter den in der
Ratte untersuchten Phase-lI-Enzymen weist die UGT1A6 mit die h” chste Induzierbarkeit
durch monofunktionale Induktoren auf ( Buetler T.M. et al., 1995 ).

Die Induzierbarkeit der menschlichen UGTs durch monofunktionale Induktoren konnte inzwi-
schen mehrfach best, tigt werden ( Sabolovic N. et al., 2000 ; Galijatovic A. et al, 2000 ).
S ber den Mechanismus der Induktion der UGTs durch TBHQ ist indessen bisher wenig
bekannt. Es sollte deshalb versucht werden, auf der Grundlage des TBHQ-induzierbaren
Modellsystems der Caco-2/TC7-Zelle diesen Mechanismus n, her zu untersuchen.

4.1 Vorversuche zur Antioxidantientyp-Induktion

Zun,, chst durchgefe hrte Untersuchungen auf Ebene der Enzymaktivit, t best, tigten die Eig-
nung des Caco-2/TC7-Zellmodells als Grundlage fer mechanistische Studien. Das
Caco-2/TC7-Zellmodell weist, im Gegensatz zum ebenfalls untersuchten HepG2-Klon
(vgl.3.1.1.3 ), eindeutig nachweisbare UDP-Glucuronosyltransferase-Aktivit,ten auf
(vgl. 3.1.1.4). Die Induzierbarkeit der UGT durch TBHQ in diesem Zellmodell «bersteigt
noch diejenige der NQO1 in der menschlichen Hepatom-Zellinie HepG2 ( vgl. 3.1.1.1 ),
einem gut charakterisierten System, das bereits des ” fteren als Grundlage fer mechanisti-
sche Studien zur ARE-vermittelten Induktion diente. Wie neuere Untersuchungen zur NQO1
in der Caco-2-Zellinie nachwiesen, beruht die NQO1-Defizienz auf einem Defekt auf Protein-
Ebene ( Bonnesen C. et al., 2001 ). Es ist also nicht von einer generellen Beeintr, chtigung
der monofunktionalen Signalkette auszugehen.

TBHQ erweist sich im Vergleich mit anderen monofunktionalen Induktoren ebenfalls als gut
geeignet, als Prototyp-Induktor fer mechanistische Studien zu dienen. Die Induktions-Wir-
kung setzt relativ rasch ein ( vgl. 3.1.1.4 ), die erreichbaren Induktionsfaktoren befinden sich
im Bereich maximaler Wirksamkeit ( vgl. 3.1.2 ; Prochaska H.J., Santamaria A.B., 1988 )
und die dabei einzusetzenden Konzentrationen wirken in Verbindung mit der Caco-2-Zellkul-
tur noch nicht toxisch (vgl. 3.1.1.4).

Die Induktion der UGT1A6 kann auch auf Ebene der mRNA-Expression beobachtet werden
(vgl. 3.2 ). Die erhaltenen Induktionsfaktoren bewegen sich in der selben Gr” denordnung
wie bei den Enzym-Aktivit, ten ( 2 bis 3 ). Es ergeben sich ebenfalls Hinweise auf eine, fer



4 Diskussion 83

mechanistische Studien gunstige, schnell einsetztende Aktivierung der Genexpression ( vgl.
3.2.2).

Insgesamt konnte damit die Eignung der Caco-2/TC7-Zellinie als Modellsystem fir die
Untersuchung zum Mechanismus der monofunktionalen Induktion der menschlichen
UGT1AG6 als bestatigt angesehen werden.

4.2 Transkriptionelle Regulation der UGT1A6

Aufgrund der Induzierbarkeit der UDP-Glucuronosyltransferasen durch verschiedene mono-
funktionale Induktoren wird davon ausgegangen, dafB3 diese Enzymfamilie Teil einer Genbat-
terie protektiver Enzyme ist, die bei oxidativem oder elektrophilem StreB transkriptionell akti-
viert werden.

Far verschiedene Phase-ll-Enzyme, so z.B. die Glutathion-S-transferase A1/2 der Nager
( Rushmore T.H., Pickett C.B., 1990 ; Friling R.S. et al, 1990 ) und der NAD(P)H:Chinon Oxi-
doreduktase 1 der Ratte ( Favreau L.V., Pickett C.B., 1991 ) und des Menschen ( Jaiswal
A.K., 1991 ) konnte diese Signalkette naher charakterisiert werden. In den regulatorischen
Sequenzen der betroffenen Gene befinden sich sogenannte 'Antioxidant Response Ele-
ments'. Diese sind dort, in Form einzelner oder allenfalls zweifacher Kopien der Konsensus-
Sequenz, verantwortlich flir einen maBgeblichen Anteil der basalen Expression und fir den
Uberwiegenden Anteil der transkriptionellen Aktivierung durch monofunktionale Induktoren.
Die Basenabfolge bindet in spezifischer Art und Weise unter anderem Nrf2, AP-1-Proteine
und 'kleine Maf-Proteine', Transkriptions-Faktoren der Leucin-Zipper-Familie ( Venugopal R.,
Jaiswal A.K., 1996 ; Venugupal R., Jaiswal A.K., 1998 ; Jeyapaul J., Jaiswal A.K., 2000 ; Wild
A.C.etal.,, 1999 ; Nguyen T. et al., 2000 ; Dhakshinamoorthy S., Jaiswal A.K., 2000 ).

Neben solchen "stark transaktivierenden" AREs - mit einer fur die Vermittlung starker basaler
Expression und sehr deutlicher Induzierbarkeit notwendigen Basenabfolge ( Wasserman
W.W., Fahl W.E., 1997a ) - existieren vermutlich auch AREs bzw. ARE-&hnliche Transkripti-
ons-Elemente, die einen moderateren EinfluB3 auf die Transkriptionsrate nehmen. Diese durf-
ten zwar mit den gleichen Transkriptions-Faktoren interagieren, aber durch geringfligige
Abweichungen von der flur eine optimale Bindung bzw. Transaktivierung erforderlichen
Sequenz deren Wirksamkeit modulieren. Die Einbeziehung von Sequenzen, bei denen von
einer in diesem Sinne "ARE-ahnlichen" Wirkung ausgegangen wird ( ltoh K. et al., 1997 )
erlaubt eine etwas weniger konservierte Konsensus-Sequenz ( vgl. 3.3.1.1 ), die als Grund-
lage fUr eine Analyse der regulatorischen Sequenzen der menschlichen UGT1A6 herangezo-
gen wurde.

4.2.1 "Potentielle" ARE-dhnliche Motive
der regulatorischen Sequenz der UGT1A6

Das UGT1AG6-Strukturgen wird, gemeinsam mit den anderen aufgrund der phylogenetischen
Verh, Itnisse der UGT1-Familie zugeordneten Isoformen, im Rahmen eines ca. 200 kb
groden Genlokus auf dem Chromosom 2 codiert ( Gong Q.H. et al., 2001 ; Tukey R.H.,
Strassburg C.P., 2001 ). Die einzigartige Gen-Organisation der UGT1A-Familie bedingt, daa
mehrere Abschnitte - mit jeweils einem eigenst, ndigen Promotor und einem eigenen Exon 1
- mit den gemeinsamen Exons 2 bis 5 zu einem funktionellen UGT-Transkript "verspleiat"
und so die in den Exons 1 codierten, unterschiedlichen Substratspezifit, ten unabh, ngig



84 4 Diskussion

reguliert werden k” nnen (vgl. 1.2.1 ). Ungef, hr 3 kb der 5'-terminalen Region des Promotors
der UGT1A6 waren bereits sequenziert worden ( Me nzel P.A. et al., 1998 ; Ritter J.K. et al.,
1992 ) und standen fe r Reportergen-Analysen zur Verfe gung.

Eine Suche nach der ermittelten ARE-Konsensus-Sequenz ergab innerhalb dieses Bereichs
vier ARE-, hnliche Elemente, die im weiteren als ARE1', ARE2', ARE3' und ARE5' bezeichnet
wurden. Beim ARE4' handelt es sich um ein Motiv, in dem die beiden Elemente der Kon-
sensus-Sequenz, die Basenabfolge 'TGAC' und die sogenannte 'GC-Box', nicht durch drei,
sondern nur durch zwei Nukleotide voneinander getrennt sind. Es besitzt eine gewisse AP-1-
Zhnlichkeit ( nach 'Transfac'-Datenbank, vgl. Abb. 32, 100% $ bereinstimmung bez. glich
Kernsequenz und ca. 90% beze glich flankierender Sequenz ) und befindet sich in unmittel-
barer Nachbarschaft zu einem als funktional nachgewiesenen "Xenobiotic Responsive Ele-
ment' ( XRE ; Menzel P.A. et al., 1996 ).

Interessanterweise konnten zus, tzliche ARE-, hnliche Sequenzen ( entsprechend der Kon-
sensus-Sequenz nach Itoh. K. et al., 1997 ) erst in der weiter entfernten Umgebung des
UGT1A6 Promotors gefunden werden, -6500 bp in 5'-terminaler Richtung sowie +1800 bp
und +5500 bp in 3'-terminaler Richtung.

4.2.2 Transkriptionelle Regulation der UGT1A6 durch den
Antioxidantientyp-Induktor TBHQ

Zur n, heren Untersuchung einer « ber die verfe gbare regulatorische Sequenz stattfindenden
transkriptionellen Kontrolle sollte diese mit Hilfe des Dual-Luciferase-Reportergensystems
n, her untersucht werden. Dieses System verwendet als Bezug zur Transkriptions-Effizienz
einen Vektor, der mit Hilfe eines Thymidinkinase-Promotors die konstitutive Expression des
Reportergens Renilla-Luciferase vermittelt - die zu untersuchende regulatorische Sequenz
kontrolliert dahingegen auf einem zweiten Konstrukt die Expression der Firefly-Luciferase
(vgl. 2.6, 2.8 ). Es konnte gezeigt werden, daa bei identischer transkriptioneller Kontrolle
beider Reportergene durch den Thymidinkinase-Promotor diese ein nicht durch TBHQ beein-
fluabares Verh, Itnis an Enzym-Aktivit, ten exprimieren ( vgl. 3.3.2.1 ) - wenn sich jedoch die
Firefly-Luciferase unter der Kontrolle der regulatorischen Sequenz der UGT1A6 befindet,
sich diese durch TBHQ induzieren |, at. Die Beteiligung transkriptioneller Regulationsme-
chanismen bei der Induktion der UGT1A6 durch TBHQ war damit hachgewiesen. Der dabei
erhaltene Induktionsfaktor belief sich dabei auf etwa 2 und war damit mit dem Induktionsfak-
tor vergleichbar, der sich bei der Messung der Enzym-Aktivit, ten ergab.

4.2.3 Deletions-Analyse der regulatorischen Sequenz der UGT1A6

Eine weitere Eingrenzung von Bereichen mit funktionellen Transkriptions-Elementen konnte
mit Hilfe einer Deletions-Analyse erfolgen ( vgl. 3.3.2.3).

Hohe basale Expression wurde schon durch die unmittelbare Umgebung des Promotors ver-
mittelt ( ca. 80% der maximalen basalen Expression, Abb. 26 ). Eine weitere, signifikante
Zunahme der basalen Expression war mit dem Bereich der regulatorischen Sequenz der
UGT1A6 verbunden, der das in vorangegangenen Untersuchungen bereits als funktionell
nachgewiesene "Xenobiotic Responsive Element' ( Me nzel P.A. et al., 1996 ) und das ARE4'
enthielt.

Eine sukzessive Abnahme der Induzierbarkeit von 2,08 auf 1,44 war in der Reihe der Trans-
gene UGT1A6Luc-2981, -2330, -1806, -1550 und -1449 zu beobachten. Das ARE-, hnliche
Motiv ARES' war dabei in einem Bereich enthalten, dessen Deletion zu dem signifikantesten
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Verlust an Induzierbarkeit fe hrte, das ARE4' in einer Region, deren Verlust mit einer maa-
geblichen Abnahme an basaler und induzierter Reportergen-Aktivit, t verbunden war.

Auch im Zuge weiterer Deletionen in der Reihe der Transgene UGT1A6Luc-1449 bis
UGT1A6Luc-225 nahm die Induzierbarkeit vorwiegend in Regionen ab, die ARE-, hnliche
Motive enthielten. Die Abnahme von 1,41 auf 1,32 vom Transgen UGT1A6Luc-765 auf das
Transgen UGT1A6Luc-434 k" nnte auf die Motive ARE3' und AREZ2' zure ckzufs hren sein. Die
verbliebene Induzierbarkeit des Konstrukts UGT1A6Luc-225, in das die unmittelbare Umge-
bung des Promotors der UGT1A6 einkloniert war, k" nnte vom enthaltenen ARE-, hnlichen
Motiv ARE1' hervorgerufen worden sein.

4.2.4 Vermittlung der Induzierbarkeit auf einen 'artifiziellen
Promotor' durch regulatorische Sequenzen der UGT1A6

Ein maageblicher Anteil der Induktion durch TBHQ wurde damit von Bereichen der regula-
torischen Sequenz der UGT1A6 vermittelt, die die ARE-, hnlichen Motive ARE5' und ARE4'
enthielten. Diese beiden Bereiche wurden deshalb jeweils vor einen ‘artifiziellen Promotor'
einkloniert und die Auswirkung auf die Expression eines 3'-terminal befindlichen Reporter-
gens, der Firefly-Luciferase, untersucht ( vgl. 3.3.2.4 ). Mit beiden Konstrukten konnte eine -
wenn auch sehr moderate - Induktion durch TBHQ beobachtet werden, mit Induktionsfak-
toren von 1,11 /i 0,07 im Falle des ARE4'-TkLuc-Konstrukts und 1,15 fi 0,03 im Falle des
ARES5'-TkLuc-Konstrukts. Die Effekte in Verbindung mit dem ARES5'-Motiv waren statistisch
signifikant (p < 0,05).

Aufgrund der Eigenschaften der eingesetzten artifiziellen Promotor-Sequenz mua davon
ausgegangen werden, dad auch starke funktionelle Transkriptions-Elemente nur moderate
Aktivierungen der Reportergen-Aktivit, t hervorrufen. Im Gegensatz zum 'minimalen Promo-
tor' des Thymidinkinase-Gens des Herpes Simplex Virus ( L, nge ca. 80 bp ), der fer diesen
Zweck in Verbindungen mit Untersuchungen zur transkriptionellen Regulation durch mono-
funktionale Induktoren eingesetzt wurde ( Venugopal R., Jaiswal A.K., 1996 ; Mulcahy R.T. et
al., 1997 ; Venugopal R., Jaiswal A.K., 1998 ; ), handelt es sich im vorliegenden Fall um die
vollst, ndige regulatorische Sequenz des Thymidinkinase-Gens ( ca. 800 bp ). Diese vermit-
telt eine konstitutive Expression und bewirkt so eine erheblich geringere Sensitivit, t gegen-
* ber der Anwesenheit von 'Enhancern’ und/oder 'Silencern’. Da& trotzdem eine Induktion
durch TBHQ nachgewiesen werden konnte, macht eine entsprechende funktionelle Rolle der
einklonierten regulatorischen Sequenzen um so wahrscheinlicher.

Insgesamt gesehen ist es denkbar, dad mehrere schwach wirkende ARE-, hnliche Transkrip-
tions-Elemente synergistisch kooperieren, um die UGT1A6-Expression an eine Exposition
gegene ber Substanzen anzupassen, die elektrophilen und/oder oxidativen Stred hervorru-
fen. Das Zusammenwirken sich wiederholender Transkriptionselemente ist bei der Regula-
tion Fremdstoff-metabolisierender Enzyme h,, ufig zu beobachten. So befinden sich z.B. beim
Gen der Cytochrom-P450-Isoform 1A1 des Menschen in der regulatorischen Sequenz ins-
gesamt acht XREs ( Kubota M. et al., 1991 ), die funktionell kooperieren ( Kress S. et al.,
1998).

'Enhancer’ und 'Silencer' wirken grunds, tzlich im Sinne von Modulen, d.h. die Wirkung meh-
rerer solcher Einheiten setzt sich aus deren Einzelwirkungen zusammen. Positiv regu-
lierende 'Enhancer' k” nnen die negative Kontrolle von 'Silencern' teilweise oder vollst, ndig
kompensieren oder gar umkehren ( Gaub M.P. et al., 1987 ). Die kooperative Wirkung von
‘Silencern’ und induzierbaren 'Enhancern’ im regulatorischen Bereich der UGT1A6 zwischen
Nukleotid -1550 und -2330 k”nnte das beobachtete Verhalten in der Deletions-Analyse,
gleichbleibende oder gar abnehmende Reportergen-Aktivit, ten bei gleichzeitig zunehmender
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Induzierbarkeit unter Einbeziehung weiterer 5'-terminaler Sequenzen ( vgl. 3.3.2.3 ) erklaren.
In der regulatorischen Sequenz der UGT1A6 wurde in vorangegangenen Untersuchungen
bereits ein mdglicher poly(dCdA)-Silencer bei Position -2220 sequenziert ( vgl. Abb. 32 ;
Brick M., 1994 ).

4.3 Eigenschaften der ARE-dhnlichen Motive der
regulatorischen Sequenz der UGT1A6

4.3.1 Sequenz-spezifische Bindung von nuklearen Proteinen
an die ARE-ahnlichen Motive

Um die Eigenschaften der gefundenen ARE-&hnlichen Motive mit dem des "stark transakii-
vierenden" ARE der menschlichen NQO1 ( NQO1-ARE ) zu vergleichen, wurde im folgenden
die Bindung nuklearer Proteine an diese Sequenzen mit Hilfe einer Gelshift-Analyse
untersucht.

Die ARE-ahnlichen Motive ARE1', ARE2', ARE3' und ARE5' der UGT1A6 fiihrten, Uberein-
stimmend mit dem NQO1-ARE-Oligonukleotid, zu einer vorherrschenden Bindung bei der
Laufweite B2 ( vgl. 3.4.1, Abb. 27 ). Eine weitergehende Ubereinstimmung mit der als Refe-
renz eingesetzten NQO1-ARE-Sonde weist das Motiv ARES' auf. Mit beiden Oligonukleoti-
den lassen sich héhermolekulare Komplexe bei der Laufweite B3 nachweisen, wobei es sich
ebenfalls in beiden Fallen um mindestens zwei verschiedenartige Bindungen mit geringfligig
unterschiedlichen Mobilitaten handeln dirfte. Das ARE4'-Oligonukleotid fihrt zu der stark-
sten beobachtbaren Bindung, allerdings in einem - relativ niedermolekularen Komplexen ent-
sprechenden - Laufweiten-Bereich ( B1 ), in dem sich mit den anderen Sonden keine Bin-
dungen nachwiesen lieBen.

Die Komplexe der markierten Oligonukleotid-Sonden mit nuklearen Proteinen bildeten sich in
Anwesenheit des standardmaBig im UberschuB zugesetzten poly(dldC)-Oligonukleotids. Die
Sonden konnten aber durch einen UberschuB an unmarkiertem Oligonukleotid mit der
Basenabfolge der jeweiligen Sonde verdrangt werden ( Abb. 27, '+' ), womit eine Sequenz-
spezifische Bindung nachgewiesen war.

Eine ndhere Untersuchung der Kompetition mit unmarkierten Oligonukleotiden in Verbindung
mit den Motiven NQO1-ARE und ARE5' ( vgl. 3.4.1, Abb. 28 ) zeigte, daB auch ein zusatzlich
zum poly(dldC)-Oligonukleotid zugegebenes 33-mer die Bindung nuklearer Proteine nicht
beeintrachtigen konnte. Die Beobachtung, daB die unmarkierte Sequenz des ARE5' nur par-
tiell imstande war, die NQO1-ARE-Sonde aus ihren Komplexen ( bei Laufweite B2 ) zu ver-
drangen, steht in Ubereinstimmung mit der Auffassung, daB es sich bei den in der regulatori-
schen Sequenz der UGT1A6 gefundenen ARE-ahnlichen Motiven um Transkriptions-Ele-
mente handelt, die durch eine teilweise Abweichung von der - fir eine Bindung spezifischer
Transkriptions-Faktoren optimalen - Basenabfolge ein moderateres Transaktivierungs-
Potential besitzen.

Der Umstand, daB die in der Gelshift-Analyse mit den ARE-ahnlichen Motiven ARE1', AREZ2',
ARES3' und insbesondere ARES' zu beobachtenden, Sequenz-spezifischen Bandenmuster
eine deutliche Ubereinstimmung mit dem der NQO1-Oligonukleotidsonde erkennen lassen,
deutet wiederum darauf hin, daB diese Motive mit denselben spezifischen Transkriptions-
Faktoren interagieren.
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Es besteht im « brigen eine gewisse Zhnlichkeit der hier im Caco-2/TC7 erhaltenen Muster
mit denjenigen, die in Verbindung mit verschiedensten ARE-Sequenzen in HepG2-Zellkul-
turen erhalten wurden ( Wasserman W., Fahl W.E., 1997b ).

4.3.2 Wirkung des TBHQ auf die Bindung von nukle, ren Proteinen
an die ARE-, hnlichen Motive

Im weiteren wurde die Bindung an die ARE-, hnlichen Motive der UGT1A6 und das ARE der
menschlichen NQO1 mit nukle, ren Extrakten TBHQ-behandelter und unbehandelter Ca-
c0-2/TC7-Zellkulturen untersucht. Die Sequenzen des ARE1', ARE2', ARE3' und ARES' wie-
sen, wieder in §bereinstimmung mit der NQOZ1-ARE-Oligonukleotidsonde, eine leicht
erh” hte Bindung ( bei der Laufweite B2 ) mit nukle, ren Extrakten behandelter Zellen auf,
wobei eine maximale Induktion an Bindungsintensit, t beim ARES' zu beobachten war ( Fak-
tor 1,8, Abb. 29 ). Die Bindung nukle, rer Proteine an das ARE4' wurde dahingegen von der
Behandlung mit TBHQ kaum beeinfluét.

Es wird angenommen, dad an der ARE-vermittelten Regulation der Genexpression der
Transkriptions-Faktor Nrf2 eine zentrale Rolle bei der Weiterleitung der Signale monofunk-
tionaler Induktoren einnimmt. So waren die mRNA-Spiegel nahezu aller untersuchten GST-
Isoformen und der NQO1 bei Nrf2-(-/-)-'knockout'-M,, usen im Gegensatz zu heterozygoten
Tieren deutlich weniger induzierbar ( Itoh K. et al., 1997 ). Es konnte auderdem nachge-
wiesen werden, dad ein an der Signal-Weiterleitung beteiligter Mechanismus darin besteht,
daa der «ber den Bindungspartner Keapl mit dem Cytoskelett assoziierte Transkriptions-
Faktor Nrf2 freigesetzt wird und daraufhin in den Nukleus transloziert ( Itoh K. et al., 1999 ).
In § bereinstimmung mit diesen Befunden k" nnte die in der Gelshift-Analyse nachgewiesene
verst, rkte Bindung nukle, rer Proteine an die Oligonukleotid-Sonden nach einer Behandlung
mit TBHQ Folge einer erh” hten Verfe gbarkeit des Transkriptions-Faktors Nrf2 im nukle, ren
Kompartiment sein.

Die verst, rkte Bindung nukle, rer Proteine an die Oligonukleotid-Sonden k” nnte auch durch
eine ver, nderte Bindungsaffinit, t der entsprechenden Transkriptions-Faktoren hervorgerufen
werden.

4.4 Charakterisierung der an das ARE5'-Motiv
bindenden Transkriptionsfaktoren

Insgesamt ergaben sich insbesondere fer das ARES5'-Motiv der regulatorischen Sequenz der
UGT1A6 eine Reihe von Hinweisen, daa es sich dabei um ein funktionelles ARE-, hnliches
Transkriptions-Element handelt : 1.) Die Deletion des Bereichs der regulatorischen
Sequenz, der das ARES' enthielt, ist mit einem deutlichen Verlust an Induzierbarkeit verbun-
den ( Abb. 25C, Induktionsfaktor 1,85 bei UGT1A6-2330, 1,56 bei -1806 ). 2.) Dieser regu-
latorische Bereich der UGT1A6 vermittelte einem artifiziellen Promotor (dem Thymidin-
kinase-Promotor ), der aufgrund seiner Eigenschaften nur m, &ig sensitiv auf die Anwesen-
heit von regulatorischen Elementen reagiert, eine statistisch signifikante TBHQ-Induzierbar-
keit (Abb. 26 ). 3.) Die Menge und Mobilit, t der Komplexe, die sich aus der Bindung von
nukle, ren Proteinen an das NQO1-ARE und das ARE5' ergaben, entsprachen sich weitge-
hend (Abb. 27 ). 4.) Die Mengen-Verh, Itnisse dieser Komplexe reagieren in gleicher Art
und Weise auf eine Behandlung mit TBHQ ( Abb. 29).
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Aus diesem Grunde sollten die an das ARES5'-Motiv bindenden nukle, ren Proteine mit Hilfe
spezifischer Antik” rper gegen Transkriptions-Faktoren n, her charakterisiert werden.

Untersuchungen zum Mechanismus der transkriptionellen Aktivierung der GSTA1/2 der
Nager und der NQO1 der Ratte und des Menschen durch monofunktionale Induktoren wie-
sen verschiedene Transkriptions-Faktoren der Leucin-Zipper-Protein-Familie als Bindungs-
partner der ARE-Sequenzen aus ( vgl. 1.4.3 ; Venugopal R., Jaiswal A.K., 1996 ; Venugopal
R., Jaiswal A.K., 1998 ). Nukle,re Extrakte TBHQ-behandelter und unbehandelter
Caco-2/TC7-Zellkulturen wurden deshalb mit verschiedenen Antik” rpern gegen solche Pro-
teine ( Nrfl, Nrf2, cJun, JunB, JunD, cFos, Fral, Fra2, Maf ) vorbehandelt und einer Gelshift-
Analyse unterzogen.

Bei einer verh, Itnism, aig niedrigen Elektrophorese-Temperatur von 10¢C wurde die Bildung
der h” hermolekularen Komplexe bei Laufweite B3 durch Antik” rper gegen Nrfl und Nrf2 ver-
hindert, nicht aber durch Antik” rper gegen cJun, JunB, JunD, cFos, Fral und Fra2 ( vgl. 3.5,
Abb. 30 ). Eine n, here Untersuchung wies eine Dosis-abh, ngige Kompetition zwischen Nrf2-
Antik” rper und der ARES'-Gelshift-Sonde um nukle, re Proteine nach, die mit zunehmender
Antik” rper-Konzentration zun, chst selektiv Komplexe bei der Laufweite B3 und schliealich
auch Bindungen im Laufweiten-Bereich B2 verhinderte ( vgl. 3.5, Abb. 31 ). Antik” rper gegen
Nrfl und Maf lieden dagegen nur eine gleichm, aig geringerwerdende Intensit, t der Banden
erkennen, ohne daa sich dabei die Intensit, ts-Verh,, Itnisse , nderten. Zus, tzlich erscheinen
in Verbindung mit hohen Konzentrationen an Nrf2-Antik” rper zwei neue Komplexe, einer zwi-
schen den Laufweiten B2 und B1 und ein zweiter bei deutlich gr” aerer Laufweite als B1.

Eine gleichm, &ige bei allen Banden stattfindende Abnahme der Intensit, t k” nnte Folge einer
unspezifischen Wechselwirkung durch hohe Antik” rper-Konzentrationen sein. Im Falle der zu
beobachtenden selektiven Verdr, ngung der Gelshift-Sonde von bestimmten Komplexen in
Verbindung mit dem Nrf2-Antik” rper mua es sich dahingegen um spezifische Wechselwir-
kungen handeln.

Nrfl scheint diesen Ergebnissen zufolge eher nicht an den spezifischen Bindungen des
ARES5'-Motivs mit nukle, ren Proteinen beteiligt zu sein. Daa bei relativ niedrigen Elektro-
phorese-Temperaturen Wechselwirkungen mit dem Nrf1-Antik” rper zu beobachten waren,
k” nnte Folge einer geringeren Selektivit, t des Antik” rpers bei diesen Bedingungen sein.

Die Befunde der Dosis-abh, ngigen, selektiven Kompetition mit dem Nrf2-Antik” rper spre-
chen jedoch dafer, daa dieser Transkriptionsfaktor an diesen Komplexen beteiligt ist. Das
Auftreten zus, tzlicher Banden k” nnte man - in § bereinstimmung dazu - damit erkl, ren, daa
aufgrund einer weitgehenden Maskierung des Transkriptions-Faktors Nrf2 durch hohe Anti-
k” rper-Konzentrationen Bindungsstellen am ARES5'-Motiv der Gelshift-Sonde frei we rden.
Diese Bindungsstellen k” nnten neue Komplexe binden, nun auch solche mit deutlich gerin-
gerer Affinit,t zur Sequenz des ARE5'-Motivs. Eventuell k” nnten die zus, tzlichen Banden
auch durch "Rumpfkomplexe" hervorgerufen worden sein, denen zwar der Transkriptions-
Faktor Nrf2 fehlt, die aber immer noch zu einer Sequenz-spezifischen Bindung von DNA-
Moleke len f, hig sind.

4.5 Bedeutung der Ergebnisse

Die Zhnlichkeit der Sequenzen und die Eigenschaften der untersuchten AREs weisen darauf
hin, da& die Induktion der menschlichen UGT1A6 durch TBHQ ( unter anderem ) « ber einen
"ARE-, hnlichen" Mechanismus abl, uft. Eine Einteilung ARE-gesteuerter Gene in verschie-
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dene Klassen - abh, ngig vom Grad der Induzierbarkeit - wurde bereits vorgeschlagen und
mit dem Maé der $ bereinstimmung zu einer Konsensus-Sequenz in Verbindung gebracht
(Wasserman W., Fahl W.E., 1998a ). In diesem Sinne k” nnte die menschliche UGT1A6 - mit
ihrer signifikanten, wenn auch nur moderaten Induzierbarkeit durch TBHQ - in eine untere
Induktions-Klasse geh” ren.

Auch die Induzierbarkeit der menschlichen UGT1A6-Genexpression durch Ah-Rezeptor-
Liganden ist im Caco-2/TC7 Zellmodell nur moderat ( Me nzel P.A. et al., 1998 ). Insgesamt
scheint bei der UGT1AG6 eine "inverse" Beziehung zwischen konstitutiver und induzierbarer
Expression vorzuliegen. So kann z.B. im Lebergewebe der Ratte eine niedrige basale
Expression der UGT1A6 deutlich durch TCDD, einen Prototyp der Ah-Rezeptorliganden,
induziert, im Hodengewebe dahigegen eine hohe konstitutive Expression durch eine TCDD-
Behandlung nicht weiter erh” ht werden ( Me nzel P.A. et al., 1994 ; Me nzel P.A. et al., 1996 ).
Die basale Expression der menschlichen UGT1AG6 in der Caco-2/TC7-Zellinie ist bereits rela-
tiv hoch, die moderate Induzierbarkeit durch TBHQ ste nde also in § bereinstimmung mit die-
sem Modell.

Auch wenn die Induzierbarkeit der menschlichen UGT1A6 durch TBHQ nur moderat ausf, llt,
besteht Grund zur Annahme, daa dies in Verbindung mit den GSTs und der NQO1 zur Ver-
minderung der Toxizit, t von chinoiden Substanzen beitr, gt. Chinoide Verbindungen k” nnen
als Katalysator fer toxische Redoxzyklen wirken. Die Glucuronidierung dieser Substanzen
beseitigt deren katalytische Eigenschaft - im Gegensatz zur 2-Elektronen-Reduktion durch
die Chinonreduktase und der Glutathionylierung durch Glutathion-S-Transferasen - effizient
und dauerhaft. Die Annahme eines protektiven Effekts der Nrf2-abh, ngigen Induktion
Fremdstoff-metabolisierender Enzyme unterstetzend, sind Nrf2(-/-)-'knockout'-M,, use, die
eine beeintr, chtigte Induzierbarkeit unter anderem auch der UGT1A6 aufweisen ( Ramos-
Gomez M. et al., 2001 ), insbesondere gegene ber den toxischen Wirkungen von Paracet-
amol empfindlich ( Enomoto A. et al., 2001 ). Dessen toxische Wirkung entsteht durch einen
chinoiden Metaboliten des Paracetamols, der zu oxidativem Stred fe hrt.

Auf eine Induzierbarkeit der menschlichen UGTs auch in vivo hinweisend, konnte eine signifi-
kant erh” hte Ausscheidung von Paracetamol-Glucuronid bei Personen nachgewiesen wer-
den, die viel Kohlgemese und Rosenkohl zu sich genommen hatten ( Pantuck E.J. et al.,
1984 ) - Geme se-Sorten, die zum Teil betr, chtliche Mengen an monofunktionalen Induktoren
enthalten. Die UGT1AG6 ist an der Konjugation von Paracetamol beteiligt ( Bock K.W. et al.,
1993).

Auderdem stehen Phase-lI-Enzyme des Fremdstoffmetabolismus im allgemeinen und die
UGTs im besonderen h, ufig in direkter Konkurrenz zu giftenden Reaktionen, z.B. solchen,
die Pr, kanzerogene in Kanzerogene metabolisieren ( Bock K.W., 1991 ). Insofern k” nnen
auch nur moderate Induktionen z.B. der UGT-AKktivit, t zu einer wesentlich geringeren toxi-
schen Wirksamkeit von Pr, kanzerogenen fe hren.

Sich der beschriebenen Induktions-Mechanismen bedienende Vorsorgemaanahmen gegen
Krebs, Chemopr, vention genannt, ziehen in je ngster Zeit groaes Interesse auf sich ( Stoner
G.D. et al,, 1997 ; Kensler TW., 1997 ). Es gibt Anzeichen dafer, daa insbesondere in be-
stimmten Nahrungsmitteln ( z.B. Cruciferen ) enthaltene monofunktionale Induktoren helfen
k” nnen, die Entstehung von Colon-Krebs zu vermeiden.

Weitere Arbeiten sind notwendig, um den vorgeschlagenen, ARE-vermittelten Mechanismus
der Induktion der UGT1A6 durch TBHQ zu beweisen. Reportergen-Analysen der isolierten,
ARE-, hnlichen Motive in Verbindung mit dem minimalen Promotor der Thymidinkinase ( vgl.
Venugopal R., Jaiswal A.K., 1996 ; Venugopal R., Jaiswal A.K. 1998 ) we rden einen sensiti-
ven Nachweis der Funktionalit, t der Transkriptions-Elemente erm” glichen. 'Orts-gerichtete’
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Mutagenesen k”nnten in einem weiteren Schritt das Ausma& der Beteiligung einzelner
Motive an der Gesamtwirkung der regulatorischen Sequenz der UGT1A6 ki, ren.

Das Caco-2-Zellmodell de rfte ein geeignetes Modell sein, um den postulierten Mechanismus
weiter zu untersuchen.

4.6 Zusammenfassung

Die UDP-Glucuronosyltransferasen ( UGT ) sind wichtige Enzyme der Phase-Il des Fremd-
stoffmetabolismus. Sie werden sowohl von genetischen als auch von Umweltfaktoren regu-
liert. Ke rzlich konnte gezeigt werden, daa eine UGT-Isoform, die UGT1A6 des Menschen, in
Caco-2-Zellen durch 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin ( TCDD ) «ber den 'Aryl hydrocar-
bon'-Rezeptor ( Ah-Rezeptor ) und durch tert-Butylhydrochinon ( TBHQ ) induziert werden
kann. TBHQ wurde in Nagern als Prototyp eines neuen Induktions-Mechanismus charak-
terisiert, der durch eine Vielzahl von elektrophilen und prooxidativen Stoffen, den sogenann-
ten 'monofunktionalen Induktoren' oder auch 'Induktoren vom Antioxidantien-Typ', ausgel” st
wird. Es wird davon ausgegangen, daa in subtoxischen Dosen exponierte Zellen protektive
Enzyme induzieren, wodurch sie gegen die Toxizit, t dieser Stoffe resistent werden. Bei zwei
monofunktional induzierbaren Phase-ll-Enzymen, der NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktase
(NQO1) und der Glutathion-S-Transferase A1/2 ( GST A1/2 ), wurde nachgewiesen, daé die
transkriptionelle Aktivierung der Gene e«ber 'Antioxidant Response Elements' ( ARE ) im
regulatorischen Bereich dieser Gene erfolgt. Durch Experimente mit 'knockout'-M, usen
wurde auaerdem gezeigt, daa bei der Aktivierung des ARE der Leucin-Zipper-Transkriptions-
Faktor Nrf2 beteiligt ist und da& die UGT1A6 bei diesen Tieren nicht mehr induziert werden
kann.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher am Beispiel der menschlichen UGT1A6 untersucht
werden, inwieweit UGT-Isoformen durch monofunktionale Induktoren e ber einen , hnlichen
ARE-Mechanismus induziert werden. Es wurden folgende Ergebnisse erzielt :

1.) Durch Transfektions-Studien mit Reportergen-Konstrukten wurde gezeigt, dad 2 von
mehreren ARE-, hnlichen Dom, nen ( ARE') in der regulatorischen 5'-Region, die ARE4' und
ARES5' genannt wurden, im Bereich der h” chsten Induktion durch TBHQ liegen.

2.) Gel-Retardations-Analysen mit Oligomeren der beiden ARE-, hnlichen Elemente ARE4'
und ARES' zeigten selektive Bindungen mit nukle, ren Proteinen, wobei die konstitutiv vorlie-
gende Bindung nach TBHQ-Behandlung der Caco-2-Zellen moderat verst, rkt wurde.

3.) Vorinkubation der Kernproteine mit Antik” rpern gegen das ‘Leucin-Zipper-Protein' Nrf2
verringerte die Bindung der Komplexe an das ARE5'-Oligomer.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dad a) die Induktion der menschlichen
UGT1A6 durch monofunktionale Induktoren « ber einen ARE-, hnlichen Mechanismus verl, uft
und dad b) die eingesetzte Caco-2/TC7 Zellinie ein geeignetes Modellsystem darstellt, um
den diesem Induktortyp zugrundeliegenden Mechanismus weiter aufzukl, ren.
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5 Anhang

Konsensus-Sequenzen weiterer Transkriptions-Elemente

Neben den 'Antioxidant Response' Elementen kann eine Reihe weiterer Transkriptions-Ele-
mente an der Regulation der Genexpression in Abhangigkeit von oxidativem Stref3 beteiligt
sein ( vgl. 1.4, Abb. 32B ). Die Suche in einer Transkriptionsfaktor-Datenbank ( 'http://trans-
fac.gbf.de/' ; Quandt K. et al., 1995 ; Wingender E. et al., 2000 ) sollte diesbeziiglich
potentiell relevante Bindungs-Elemente identifizieren.

Ein mogliches "kombiniertes" Bindungs-Element fur Transkriptions-Faktoren der Jun-, Fos-,
und NF-E2-Subfamilien, die eine zentrale Rolle bei der Vermittlung von Signalen monofunk-
tionaler Induktoren einnehmen, findet sich bei Postition -2440. Nahe der TATAA-Box des
UGT1A6-Promotors ( Postition ca. -200 ) existiert auBerdem eine Konsensussequenz des
'Serum Response Factor', die im c-Jun-Gen fur die transkriptionelle Aktivierung durch reak-
tive Sauerstoffspezies mitverantwortlich ist. Ebenfalls einen Beitrag zur transkriptionellen
Aktivierung durch oxidativen StreB leisten kdnnten die potentiellen NFkB ( +520, -3080 ),
CREBP/c-Jun- (-370) und C/EBPb- ( -2820 ) Bindungsstellen.

Abb. 32 : Potentielle Transkriptions-Elemente im Bereich des UGT1A6-Promotors. A) : Aufreihung
der Transkriptions-Elemente « ber der - relativ zum Startcodon nummerierten - Sequenz ( Owens I.S.
et al, 2000 ). Die Kernsequenz ist durch die der Orientierung entsprechenden Zeichen '>' oder '<' her-
vorgehoben, die Umgebung der Kernsequenz durch das Zeichen '-'. ARE-, hliche Motive sind grau
hinterlegt. Aufgenommen wurden nur solche Elemente, die ¢ berdurchschnittliche $ bereinstimmung
aufweisen und deren Bedeutung in den Bereichen Stre4-, Fremdstoff-, Stoffwechsel- und Gewebe-
abh, ngiger Regulation zumindest ansatzweise bekannt ist. Unter der Sequenz fer die Konstrukt-
Erstellung wichtige Schnittstellen von Restriktions-Endonukleasen ( vgl. 2.6 ) und die zur Einfs hrung
solcher Schnittstellen verwendeten PCR-Primer. Erkennungs-Sequenzen sind durch >, '<','/', \" und "-'
hervorgehoben, nach dem Schnitt entstehende 5'-§ berh,, nge mit '>', 3'-§ berh,, nge mit '<', 'blunt end'-
Schnitte mit '/\', weitere Basen mit '-'

B) : Strukturabh, ngige Klassifizierung und Bedeutung der an die gefundenen Transkriptions-Elemente
bindenden Faktoren.

A

------ >>>> NFkB Sa>>>>- - ---- AP2
-3100 gtaggtgcctggaatttccttcgaaagaacccaagattttcctttatttccatgcttggaggaacccacaggeccctaaaagggattctcacttcatctc

-3000 accattttggaccttcctcaagatctgggcccagageattctgacttctgcagecccacct cacagect at caaat agattaaattgetcctgeatctta
>GCATG ACagat ct gggcccagagcat tctgacttc>
- >>>>-
-<<<<-- CREB e <<<<<<<-- TATA ------ S>>>- - - - -
-2900 tgt cacat atgtctttgtaacttggtgagcet aatctgtagtggattcattgacatgtagttatgtttttat agccat ttcataaaatattcataaattca

< OCT1
-2800 atgtttgccattttagtattctagattcagcaaatttcttattttaagtctcaaacattttgcaggtcctttgaaatcttgeaggt gggtcctggetcca

< ARNT
-2700 ttacttatgggtcgtaggtcatacaagggt ctgaaagagttagcaccttagaagcaaacct ctccatagggtccacgtttccagaccttcctattcccaa
-2600 catgaaattaccttcatgcacatctttgggtctctcctctattcaaaatgccagctatcctccatttactttttgggaaatctgctcttgeccaacagaga
-<<<<<<<- AP1 C

->>>>>>>- AP1 C

SN SREBPL S >>>>.---. NFE2
2500 tttgttttatcttaggatctacttctttcaccceact ggaat at gt cccaagect gagt catt cagect geageaat cect gagaaaaaaaaaaaat cgg

----- <<<<-- SREBP1
- 2400 cctttgcctggacactcaagtgatacctgaggacaccttgactcctacagcaccaaccagggcag;;{:ctg%gti:tccagcggagctactctttagggatc
-2IV-- 8t

e CREB
<<<<--- CREB e e e
-2300 gtcattatgacgaacagacatgccagattcctctggctagtgtccagtgcagacatacacacacacacacatacacacacacacacacacacacaccatt

< PDCDA
-2200 cttagtacagt caaagct cacaggagaaagaaaaat gttttctaataccttcttaatttgcaagaaggt gttaggaattcaagggat ggt at gcat agt g

------------ <<<<------ OLF
-2100 atgttagtttcatttcttcagctccttcctccaactcatgttctgtagggacttctgggact aagaacaggacccacat at gagcaacaggattttcaga
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-2000 gcaaggct gt ggt t ggaagggct cagaccaacgt ccacagcagagt ggaggt ct agt at aaagaat gt gaagt t t gt agcat ct ct t gat cccgetattc

- <<---<<<<- ARE5
-1900 ctacatgcttgcttaagecattcttcctctagatgaactgttctttgaaggaaacctgectaatgtctgcect gct caagaaggt ggacct gagetctgtt

-<LLL-
----- <<<<---- SP1
-1800 c%gt f tgcaaccttcctggagtcttattgctat ct agat gaact caaagcaagat gct gccgeccccat gact tt gat cat t gt aaget gccaat cct ct
< Sac
P OCT1
- =>5>>>>>>---- (OCT1

-1700 tgggaggct gct cccaget t ggact gaget gagt ctt cgeat gect t gaacaat gaatttgeat cct ggtt at gt t ccccat gggggecagecct gt cct

---------- >>>
- 1600 tggagtggcccctctaatcatgttgctcaggcttcttctcccttcctgggccccagaacacctccggtgccaaacttgtgggtgggaacaggaactcgcg

- <<LLL- Ap
>>-- - AHRARNT
>.--- AHR ->>>>-->>- ARE4'
-1500 tgccagccaggt gt gcat gact aget ct gggcaagt ct gt t ct agt aat t caaggt accaX(S:t %tlgact gggacagcct agt tt ct acacaggt ct t gct
- >>>>- p

------ <LLLnm - - SP1 s S e = — - - KLL&A -
-1400 ctgggaccgecct cagcagt gt ggt t agcaggcagggecagt gt gaccct ccettt ct gggect cagt t gagaaacct gaaget caggagaggagt cact

< AP1
-1300 cccct ggcagat gggt ggct gggccagaagcagat accagget ttct gact cct gct ct aggat t ct caccacgt act ggct agact t at actt ct caaa

-1200 tcttaatttcctaaaggcaagtaacagtttgaatgttgttatattgtgatgtataataagaaatatatgtttgtctttgtttcctggacacagetcctga

------- >>>>----- ARNT S S S
-1100 aaccat aagt ggt gggagcgat aaacgt gaacaaagaat cttttgtt att caaaacagat ccct tt cgat cacacct aagt t t at gt aaaggagat gt aa

< BARBI E
-1000 agt ct ct aaggat gagggct agt t gccagggaacaaaaccct t gcgat t agagggaagaaaggagagagagat t gaagat t gat t t gat caccgat gggc

-900 aacaat ctaat caat cat gcct act at gt at ggaagcct acat aaaaact cagaagggcagggt t cagagagcet tt caggt t gct gaaggt gt ggagggt

--<<<<---- SOX5
\---<<<<---- SRY
- 800 ggggcacccagagatggcagatggggctccatg;;ccatacccccatatcttgttctttgtactttttcctctggctattcatccgtattgtttgcaatat

-700 cctttgtaataaaccaaacct agt aaataaactgttttcttcagttctgtgagccattctagcaaatgattgact ccaagaaagagggt gt gt gaacct ¢

- <<---<<<<- ARE3'

-------- <<<<--- NF1
-600 tgatttttgccaagtcagacagaagtt gt gggtaacctggggacctactacttgcaattggtgtctgaagt gagggcagt cttgtaggact gagecectta
.- --<<<<-- AP4
-<<L---k<- ARE2 e SO>>. e e eaaaa AP4

-500 acctgtggggt ccgt get aact cagaat t cagt t cagaat ggaat t gaat t gt aggat accca?izt gg})gt f ?gagaat aggt ccgt gt gcaagaaaaat
--T\--"Pvu

- -<<<<-- CREBP1CJUN
------- <<<<--- CREB e >>>>e e NF1
-400 tcccgcacat cat ggacat aacagacaacgt caat gat gaggaat ccagcaagt t cgggat agagaat t ggcagggggt cct caggggt ct ct ccaagt ¢

=>>3>---3>>-

-300 atcttcaaagtgttgctataacttttcagagagggagaagcagactt gt ggagct gaagagaaacacccagaagct caggt gaaﬁgft gacacggccat a
--> >-- Bpu
< AREI'

-<<<<-- SRF B R HNFL e TATA_BOX
-200 gttggttcatattaaccatgtgattaaaatggttaaatattaatttgggttcttacatatcaaagggtaaaattcagagcaagggagaggt agacaggac

-100 ctgtgaaaagcagt ggttagtttagggaaaat acct aggageect gt gattt ggagagt gaaaactctttattaccgttgttactttaactctttccagg
<ggat cCt cgggacact aaacctctcacttt CgaAala_liat g?} ?gc<
- >>>>- I N

1 atggcctgectccttegetcatttcagagaatttctgcaggggttttcttcttageacttt ggggeat ggtt gt aggt gacaaget get ggt ggt cectc

----------- >>>>---- ER
101 aggacggaagccact ggct t agt at gaaggat at agt t gaggt t ct cagt gaccggggt cat gagat t gt agt ggt ggt gcct gaagttaatttgetttt

----------- >>>>---- ER
201 gaaagaat ccaaat act acacaagaaaaat ct at ccagt gccgt at gaccaagaagagct gaagaaccgt t accaat cat t t ggaaacaat cact t t gct

301 gagcgatcattcctaact gct cct cagacagagt acaggaat aacat gattgttattggect gt actt cat caact gccagagect cct gcaggacaggg

----- <<<<-- SREBP1
401 acaccctgaacttctttaaggagagcaagtttgatgctcttttcacagacccagecttaccct gt ggggt gat cct gget gagt atttgggect accatc

S>>>- - NFkB
------ >>>> NFkB65
501 tgtgtacctcttcaggggttttccgtgttccctggagcatacattcagcagaagcccagaccct gt gtcctacattcccaggt gectacacaaagttttca

601 gaccacatgactttttcccaacgagtggccaacttccttgttaatttgttggageectatctattttattgtctgttttcaaagtatgaagaactcgeat
- -<<<<-- AP4

>>>>--- APA KKK OCT1
701 cagct gt cct caagagagat gt ggat at aat cacct t at at cagaaggt ct ct gttt ggct gt t aagat at gacttt gt gct't gaat at cct aggccggt

801 catgcccaacatggtcttcattggaggtatcaactgtaagaagaggaaagacttgtctcagg”\ﬁ_gtgggtttaﬂtcttttggactgccttgtttcttc
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B
Faktor
= = Ele-
uper- - up- .
P Klasse Familie S Name Beschreibung ment
Klasse familie
basische |[bZip : basische Dom, ne gefolgt [AP-1(-like) |NF-E2 |Nrf2, ECH, Cnc siehe Einleitung
Doméne |von Leucin-Zipper ( wiederholte (Cap'nCollar)
( basische |Leucin-Reste auf einer Seite einer NF-E2 NFE2
DNA-bin- |alpha-Helix vermitteln fo r DNA-
dende Bindung notwendige Dimerisie- Nrfl NRF1
Doméne ) |rung) Maf v-Maf, c-Maf, MafB,
MafK, MafG
Fos v-Fos, FosB, Fra-1, AP1
Fra-2
Jun c-Jun (v-Jun, JunB, CREBP1
JunD ) -CJUN
CRE- CRE-BP nicht cAMP-abh,, ngig ;
BP/ATF aktiviert durch verschie-["cREBP
dene Strea-Faktoren
CREB CREB |CREB CAMP-resonsive bin- CREB
ding protein ; im Darm
expr., Leber schwach
C/EBP-like [C/EBPb |C/EBPb Akutphasen-Regulation | CEBPB
bHLH : basiche Dom, ne gefolgt |bHLH+PAS [AhR AhR Fremdstoff-abh, ngige AHR-
von HeI_ix-LoopHinx-Motiv (zwei Arnt Arnt Regulation ARNT
durch eine Schleife verbundene, ARNT
otentiell amphipathische alpha-
P o e S A B [oHLH-only” [0 [OIf spezifisch f+ 1 olfaktori- | OLF
dung notwendige Dimerisierung ) sche Neuronen
bHLH-Zip : nacheinander basi- ubiquit,re  |SREBP [SREBP1 Sterol-abhangige Regu-| SREBP1
sche Dom, ne, HLH-Motiv, Leucin- |bHLH-Zip lation
Zipper AP-4  |AP-4 interagiert mit AP-1, AP-4
NF-1
NF-1 NF-1 aktivierende Interaktion | NF-1
mit TATA, AP-1, AP-4 ;
event. Leber-spezifisch
AP-2 AP-2 Gewebe-spezifische AP-2
Regulation der
menschlichen NQO1
Zink-koor- |Cys4-Zinkfinger ( pro Rezeptor 2 |Steroid-Hor- |Ostro-  |ER hormonelle Regulation ER
dinierte Zinkfinger : je 4 durch Zink koor-  [mon-Rezep- [gen-
DNA-Bin- |dinierte Cyteine, zwei alpha-Heli- |toren Rezep-
dungs- ces zwischen je 2 Cysteinen, eine toren
Doméne |vermittelt DNA-Bindung, andere
Dimerisierung )
Cys2His2-Zinkfinger ( Zinkfinger |Ubiquitare |Spl Spl in Interaktion mit SP1
aus 2 Cysteinen und 2 Histidinen ; |Cys2His2- Enhancern zusétzlich
Struktur aus einer alpha-Helix Zinkfinger aktivierend. Ubiquitar
einerseits, 2 antiparallelen beta-
Strangen andererseits )
Helix- Hom” o-Dom,, ne nur Hom” o- [HNF-1 [HNF-1 Aktivator in einigen HNF-1
Turn-Helix Dom, ne Darm-spezifischen Pro-
motoren
POU- Oct in der UGT2B7 Promo- OCT
Dom, ne tor-Funktion
beta scaf- |Rel-Homolgy-Region ( DNA-Bin- |Rel/ancyrin NFkB Aktivit, t u.a. reguliert NFkB
fold Fac- |dung durch Loops zweier beta- durch reaktive Sauer-
tors with  |Faa-Strukturen ) stoffspezies
minor MADS-Box ( DNA-Bindung durch |Responders SRF induziert fe r Bildung SRF
groove  |'Cojled-Coil-Struktur' zweier to external des Pr, initiations-Kom-
contacts  |gipha-Helices ) signals plexes optimale Konfor-
mation. Oxidative-
Strea-Signale vermit-
telnder Enhancer des c-
Jun-Gens
HMG ( High mobility group-like SOX SRY geschlechts-spezifische| SRY
proteins ; 'L'-f” rmige Gestalt aus SOX-5 Transkriptions-Kontrol- SOX
drei alpha-Helices, knickt DNA um le ; im Hoden stark ex-
mehr als 909) primiert
n.a. Phenobarbital-Indukt. BARBIE
poly(dCdA)-Silencer PDCDA
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