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Abstract

Glucuronidation represents a major drug metabolizing reaction catalysed by a superfamily of
UDP-glucuronosyltransferases (UGT). UGT-isoenzymes are located in the endoplasmatic
reticulum. These proteins catalyze the conjugation of lipophilic exobiotic and endobiotic

compounds, which leads to the excretion of hydrophilic glucuronides via bile and urine.

Apart from hepatic glucuronidation, high rates of gastrointestinal glucuronidation have been
observed. The aim of this work was to characterize the expression of family 1 UGT's
(UGT1A) in liver, kidney and all parts of the rat gastrointestinal tract. The rat UDP-
glucuronosyltransferases (UGT1A) locus encodes up to 9 unique transferases that are transc-
ribed through selectiv exon sharing. UGT1A4 and UGT1A9 are pseudogenes. Little is known

about the expression and inducibility of specific UGT's in the rat gastrointestinal tract.

RT-PCR experiments were performed with primers specific for all known rat UGTIA
mRNAs-isoenzymes.The experiments show a complete expression pattern of rat UGT1A ge-
nes in different segments of the rat intestine. UGT1A1, UGT1A6 and UGT1A7 were expres-
sed in liver, kidney and in the whole gastrointestinal tract. UGT1AS mRNA transcripts were
exclusively detected in the liver, but not in kidney or in other parts of gastrointestinal tissue.
In contrast, UGT1A2 and UGT1A3 were not expressed in liver or kidney, but were found in
the intestine. These results demonstrate that , liver-specific™ as well as ,,intestinal-specific*
UGT-isoenzymes exist. For the first time, the RT-PCR experiments also demonstrate the ex-

pression of UGT1A9-mRNA.

Quantitative evaluation of RNA-levels by Northern blot revealed expression in gradients with
highest UGT1A-mRNA levels in duodenum and decreasing levels in small and large intestine.
UGT1A proteins are individually regulated in a tissue specific manner. Expression levels are
highest in duodenum and jejunum, which are characterized by a considerable surface area and
are therefore intensively exposed to food-borne toxins and potentially deleterious substances.

The most expression data could be confirmed on the protein-level by Western blots.



Induction experiments show that three of seven intact UDP-glucuronosyltransferases are in-
ducible by methylcholanthrene (MC). After induction with methylcholanthrene the rats dis-
played a strong induction of hepatic UGT1A6 and UGTIA7 mRNAs. In gastric tissue, and in
intestine the induction was, lower respectively. Effects of MC on UGT1A1 expression re-
vealed down-regulation in liver and highly variable effects in duodenum and stomach. The
induction experiments show a complex regulation of the UGT1A gene complexe by methyl-
cholanthrene. Hoever, induction by MC may be more complex and may involve mechanisms

other than the Ah-receptor pathway alone for the regulation of transcription.

This study demonstrates tissue specific expression and tissue specific induction pattern in rat
liver, kidney and in the gastrointestinal tract, which may represent the physiological basis of

tissue specific glucuronidation in rats.
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Zusammenfassung

Die UDP-Glukuronosyltransferasen sind eine Superfamilie mikrosomaler Proteine, die als
Phase-II Enzyme der Entgiftung eine entscheidende Rolle im Endobiotika- und Xenobiotika-
metabolismus spielen. Durch Konjugation einer Glukuronsiure an hydrophobe Substrate eli-
minieren die UGT's ein breites Spektrum an hydrophoben Toxinen, Karzinogenen und Arz-
neimitteln. Durch diese Glukuronidierung wird eine billidre- oder renale Ausscheidung der

nun hydrophileren Substanzen ermoglicht.

Viele Schadstoffe werden iiber die Nahrung aufgenommen und treten zuerst mit der Darm-
mukosa in Kontakt. Somit muf3 auch der Intestinaltrakt einen entscheidenen Beitrag zur Ent-
giftung des Organismus leisten. Da {iber die UGT1A-Proteine im Intestinaltrakt bisher wenig
bekannt ist, stellt diese Arbeit eine erste Grundlage zur Expression und Regulation der
UGT1A-Proteine in den einzelnen Darmabschnitten dar. Bisher sind in der Ratte neun ver-
schiedene UGT1A-Gene identifiziert worden, wobei es sich bei UGT1A4 und UGT1A9 um

Pseudogene handelt.

In den vorliegenden Untersuchungen sollte die Expression der UGT1A-Gene in der Leber, der
Niere und in allen Teilen des Gastrointestinaltrakts der Ratte genauer charakterisiert werden.
Es stellte sich heraus, da3 die Ratte im Gastrointestinaltrakt iiber ein komplexes Muster an
UGT's der Familiel verfiigt, die zum Teil hoher exprimiert sind als in der Leber. Diese Er-
gebnisse stehen im Widerspruch dazu, dal UGT's vor allem in der Leber, dem dominanten
Entgiftungsorgan, exprimiert sind. Mit Hilfe der RT-PCR konnten fiinf der sieben bisher be-
kannten intakten UGT1A-Transkripte im Darm der Ratte nachgewiesen werden. Es handelt
sich dabei um: UGT1A1, UGT1A2, UGT1A3, UGT1A6 und UGT1A7. Die UGT's zeigen
eine gewebsspezifische Expression, die von proximal nach distal ,,Gradienten* bilden. Die
hochste Expression der UGT1A-Isoenzyme wurde im Duodenum gefunden, wo physiologisch
eine besonders starke Belastung an Schadstoffen durch die grof3e Oberfliche dieses Organs
stattfindet. In der Leber konnte bisher UGT1A1 und UGT1A6 nachgewiesen werden. Die
Untersuchungen dieser Arbeit haben jedoch ergeben, dal zusétzlich die mRNA von UGT1AS,
UGT1A7 und UGTI1A9 exprimiert wird. Es konnten ,,Darm*“- sowie ,,Leber-spezifische*
UGT1A-Vertreter identifiziert werden. Die gefundenen Expressionsdaten wurden grofBtenteils
auf Proteinebene bestitigt. Das in der Ratte gefundene organspezifische Expressionsmuster

unterscheidet sich von denen des Menschen.



Inwieweit die Regulation des UGT1A-Genkomplexes der Ratte in der Leber und im Gastroin-
testinaltrakt auf ,,Verdnderungen von Umweltfaktoren reagiert, wurde anhand von Indukti-
onsversuchen untersucht. Zusammenfassend konnte festgestellt werden, da3 drei der sieben
intakten Glukuronosyltransferasen der Familiel durch Methylcholanthren (MC) induzierbar
waren. Die Induktion mit Dexamethason, Phenobarbital und Clofibrat war deutlich schwécher
ausgepriagt. UGT1A1L, UGT1A6 und UGT1A7 weisen gewebsspezifisch stark voneinander
abweichende Induktionsmuster auf. So konnte in der Leber fiir das UGT1A6 und UGT1A7
eine starke Induktion nach MC-Behandlung gezeigt werden, jedoch wurde im selben Organ

gleichzeitig die mRNA des UGT1A1 durch MC reduziert.

Insgesamt zeigen die Induktionsexperimente eine komplexe Regulation des UGTI1A-
Genkomplexes durch Methylcholanthren, die nicht nur durch einen Induktionsmechanismus
erkliart werden kann. Die Auswirkungen auf Niere und Magen, waren deutlich geringer aus-
geprégt als auf die Leber. Auch die Induktion im Gastrointestinaltrakt war erheblich schwi-
cher als in der Leber.

Die Ergebnisse zeigen eine konstitutive Expression des UGT1A-Genkomplexes, der im Ge-
gensatz zu den Phase-I Enzymen der Entgiftung (P450 Cytochrome) eine geringere Induzier-

barkeit aufweist.

Schliisselworter:
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1. Einleitung 1

1.1. Funktion und genetische Organisation der UDP-Glukuronosyltransferasen

Unser Korper ist einem steten Strom von Schadstoffen jeglicher Art aus Luft, Nahrung und
Medikamenten ausgesetzt. Um diese toxischen Substrate schnell und effizient zu entgiften, ist
der Korper mit Geweben ausgestattet, die diese Schadstoffe in weniger giftige, wasserldsliche

Substanzen umwandeln und so ihre Ausscheidung vorbereiten.

Die Superfamilie der Uridindiphosphat Glukuronosyltransferasen (UGT's) bilden eines der
bedeutsamsten zelluldren Detoxifikations- und Metabolisierungssysteme im Organismus
(Dutton et al. 1980). Die in der inneren Membran des endoplasmatischen Reticulums (ER)
lokalisierten UGT-Proteine katalysieren die Konjugation von hydrophoben Substraten mit
Glukuronsdure unter Verwendung von Hydroxyl- (-OH), Amino- (-NH,), Sulthydril- (-SH)
oder Carboxyl- (-COOH) gruppen (Bock, 1994). Aufgrund der Genstruktur der UGT's wird
angenommen, dal sich die aktive Doméne der UGT's in der luminalen Membran des en-
doplasmatischen Reticulums befindet (Iyanagi et al. 1986 und Jansen et al. 1992). Anhand der
Membrantopologie mufl davon ausgegangen werden, dal die UDP-Glukuronsédure im Cy-
toplasma synthetisiert und durch die Membran zur aktiven Seite transportiert wird. Hauser et
al. 1988, Vanstapel und Blanckaert, 1988 und Milla et al. 1992 konnten eindeutige Beweise

fiir einen Carrier der UDP-Glukuronsiure aufzeigen.

Die gebildeten Glukuronide sind polarer, besser wasserldslich, biologisch inaktiver und kon-
nen somit leichter iiber die Niere oder Galle eliminiert werden. UGT-Proteine entfalten ihre
katalytische Aktivitdt im Kontext komplementéirer Entgiftungsmechanismen (Tukey et al.
1990). Der zelluldre Entgiftungsmetabolismus kann in zwei Phasen unterteilt werden, wobei
die UGT's in der Phase-II der Entgiftung eine wesentliche Rolle spielen (Bock et al. 1987) (s.
Abb. 1). In der Phase-I fiihrt die oxidative Aktivierung der Substrate zu reaktiven zytotoxi-
schen Metaboliten, was tiberwiegend durch die Monoxigenase-Aktivitdt der Cytochrom P450
Proteine katalysiert wird (Guengerich, 1988 und Parke et al. 1991). Die Phase-II dagegen,
nutzt reaktive Oxidationsprodukte als Substrate fiir Konjugationsreaktionen, die dann schlie3-

lich zu ihrer Inaktivierung und wasserldslichen Eliminierung fithren (Bock et al. 1987).



Einleitung 2

NADPH UDP—.

Cytoplasma A
ER TRANSL.
Membran PROT.
ER Lumen v ubP

UDPGA + R-OH  ycr . UDP + R-O-Glukuronid

Abbildung 1: Zusammenspiel von oxidativer Aktivierung (Phase-I) und Konjugation (Phase-IT) am Beispiel

der Cytochrome P450 und UDP-Glukuronosyltransferasen.

P450 : Chytochrome P450, Red: NADPH-P450-Reduktase; S: Substrat, UDP-GA: Glukuronsdure, UGT: UDP-

Glukuronosyltransferasen, Transl. Prot.: Translokationsprotein, ER: endoplasmatisches Reticulum

UGT-Proteine sind nicht nur fiir die Umsetzung endobiotischer Substrate verantwortlich, son-
dern sie metabolisieren auch ein weites Spektrum exobiotischer und pharmakologischer Mo-
lekiile (Tephly et al. 1990). Dazu zdhlen unter anderem Karzinogene wie zum Beispiel primi-

re Amine, Benzpyrene und andere polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK),



Einleitung 3

sowie Steroidhormone, nicht steroidale Antiphlogistika und Psychopharmaka (Ebner et al.
1993, Green et al. 1996, Kim et al. 1997 und Mojarrabi et al. 1996).

Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dal viele Schadstoffe und Arzneimittel wie Phenole,
Amine oder carboxylhaltige Substanzen unter Umgehung der Phase-I direkt konjugiert wer-
den konnen. In Anbetracht des breiten Spektrums von Zielsubstanzen, die durch Glukuroni-
dierung aus dem Organismus eliminiert werden, war zu erwarten, da3 die Superfamilie der

Glukuronosyltransferasen einer komplexen Regulation unterliegen muB.

Trotz ihrer immensen Bedeutung fiir die Entgiftung ist der Wissensstand der Glukurono-
syltransferasen bis heute immer noch liickenhaft. Ein wesentlicher Grund hierfiir lag an tech-
nischen Schwierigkeiten, die die Entwicklung dieses Forschungsgebiets insgesamt verzogert
haben. Bei den Glukuronosyltransferasen handelt es sich um instabile Membranproteine, die
nur in Gegenwart von Phospholipiden aktiv sind (Dutton et al. 1980 und Tephly et al. 1990).
Dabei scheint aulerdem entscheidend zu sein, um welche Art von Phospholipid es sich han-
delt. So konnten Zakim et al. 1988 zeigen, daB3 negativ geladene Phospholipide inhibitorische
Wirkung ausiiben, wohingegen sich neutrale oder positiv geladene Phospholipide als Aktiva-

toren auszeichnen.

Problematisch war bereits die Reinigung von einzelnen Glukuronosyltransferasen, da die Pra-
parate hdufig mit Verunreinigungen durch eng verwandte UGT's behaftet waren und so das
gemessene Substratspektrum der vermeintlich reinen Enzympréparation verfélschen konnten
(Tephly et al. 1990). Aufgrund des 100 %-igen Homologiegrades des C-terminalen Endes war
es auBBerdem nicht moglich monospezifische Antiseren herzustellen (Burchell et al. 1991 und

Ritter et al. 1992 ).

Die Anwendung neuer gentechnischer Methoden in den letzten Jahren, fiihrte schlieBlich zum
Aufschwung dieses Forschungszweiges. Das aufwendige Reinigen der Glukuronosyltransfe-
rasen wurde durch die Expression in Zellinien wie COS1 und V79 ersetzt, die ein Messen der
Substratspektren in ungereinigten Zellextrakten erlauben (Lamp et al. 1994 und Ebner et al.
1993). Weiterhin ist es gelungen, durch heterologe Expression divergenter UGT-Sequenzen
erste monospezifische Sonden fiir Western Blot-Analysen und Immunhistochemie bereitzu-
stellen (Ouzzine et al. 1994). Inzwischen sind etwa 20 UGT-Isoformen bei Nagetieren und

beim Menschen kloniert (Emi et al. 1995).
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Auf Sequenzvergleich basierend werden bei der Ratte und beim Menschen die Glukurono-
syltransferasen in Familie 1 (UGT1A) und Familie 2 (UGT2) unterschieden (Burchell et al.
1991 und Mackenzie et al. 1997). Der UGT1A-Genort der Ratte umfalB3t etwa 120 kb und bil-
det einen Genkomplex, wie es bereits fiir das humane Genom beschrieben wurde (Ritter et al.
1992, Bosma et al. 1992 und Emi et al. 1995). Die Besonderheit in der Bildung individueller
UGT1A-Transkripte besteht darin, dal der UGT1A-Genort durch eine Serie verschiedener
Exon 1- Kassetten am 5'-Ende charakterisiert ist und dal diese durch selektive Transkription
mit 4 konstanten Exons (Exon 2-5) am 3'-Ende kombiniert werden kénnen (Emi et al. 1995).
Die Anzahl der Exons 1 ist speziesspezifisch. Auf diese Weise konnen potentiell bei der Ratte
9 und beim Menschen 12 divergente UGT1A-Proteine kodiert werden. In der Ratte wurden
UGT1A4 und UGT1A9 als Pseudogene identifiziert, wobei in beiden Sequenzen jeweils ein
Stop-Codon gefunden werden konnte (Iyanagi, 1991). Beim Menschen wurden drei Pseudo-

gene identifiziert. Es handelt sich dabei um UGT1A2, UGT1A11 und UGT1A12.

Die UDP-Glukuronosyltransferasen: Familie 1

Exons 1 Exons 2-5
[
1A9 1A8 1A7 1A6 1A5 1A4 1A3 1A2 1A1 1/ 28 53

Oo— = @ —— M variabler
BT ———

uGTiAe B——  — ——ividiE konstanter
D\/mw C-Terminus
-\/mw

UGT 1A3
UGT 1A2

UGT1A1 ll—___vibivE

Abbildung 2: Die Organisation des UGT1A-Genkomplexes ermdglicht eine exakte Expression der einzelnen
UGT1A-Isoformen. Die individuellen UGT1A-Transkripte entstehen durch differentielles Splicing divergenter

Exons 1 an gemeinsame Exons 2-5.
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Die Expression der UGT1A-Proteine wird iiber die Transkription der divergenten Exon 1 re-
guliert, die voneinander unabhéngige Promotorbereiche besitzen, was zu Unterschieden in der
Gewebsspezifitit, der Expressionshohe und Induzierbarkeit der einzelnen Glukuronosyltrans-
ferasen fiihrt. Die Induzierbarkeit einzelner Glukuronosyltransferasen der Familiel durch Me-
thylcholanthren, Dexamethason, Phenobarbital oder Clofibrat ist teilweise schon von Haenni-
nen et al. 1968 auf Aktivititsebene und von Emi et al. 1995 auf mRNA-Ebene beschrieben

worden.

Die UGT2B Genprodukte sind dagegen auf separaten Genen kodiert (Burchell et al. 1991 und
Burchell et al. 1994). UGT1A-Proteine zeigen weniger als 50 % Sequenzhomologie zu
UGT2B-Proteinen. So wurden UGT's der Unterfamilie 2A im Nasenepithel gefunden, wo sie
fiir eine rasche Beseitigung von Geruchsstoffen sorgen und somit fiir die zeitliche Auflosung
der Geruchswahrnehmung unentbehrlich sind (Lazard et al. 1991). Die Enzyme der Unterfa-
milie 2B sind dagegen in vielen Geweben vorhanden und setzen hauptsichlich Steroide, Gal-

lensdure und gréBere Substrate um (Burchell et al. 1994).

Trotz der enormen Fortschritte der letzten Jahre ist es bisher nur gelungen einen Bruchteil der
vorhandenen Glukuronosyltransferasen zu klonieren. Deshalb sind fiir die Umsetzung zahlrei-
cher Medikamente und Giftstoffe die verantwortlichen Isoenzyme noch nicht identifiziert
worden. In verschiedenen Patientenkollektiven haben Messungen der Aktivitit der Glukuro-
nosyltransferasen ergeben, da3 grofe individuelle Unterschiede bestehen (Matern et al. 1984
und Tephly et al. 1990). Diese Arbeiten deuten auf die Exsistenz von Polymorphismen huma-
ner UGT1A-Proteine hin. Untersucht wurden bisher Polymorphismen allerdings nur beim
humanen UGTI1A1, der Bilirubintransferase, wobei Defekte dieser UGT1A-Isoform in der
enzymatischen Aktivitdt mit verschiedenen Krankheitsbildern assoziiert sind. Ein mutations-
bedingter Totalausfall der Bilirubintransferase fiihrt zum Verlust des einzig effektiven Elimi-
nationsweges fiir das Himabbauprodukt Bilirubin und damit zu den fatalen Folgen des Ker-
nikterus. Diese Stoffwechselerkrankung wird als Crigler-Najjar-Syndrom Typ-I bezeichnet
(Chowdhury et al. 1994, Ritter et al. 1992, Ritter et al. 1993, Moghrabi et al. 1993 und Seppen
et al. 1994). Durch die extrem hohe Bilirubinkonzentration im Blut und die damit verbundene
Toxizitdt haben diese Patienten leider nur eine sehr geringe Lebenserwartung. Anders dage-
gen verhilt es sich beim Crigler-Najjar-Syndrom Typ-II, wo die Bilirubintransferase noch
eine geringe Restaktivitdt beibehilt. Bei dieser Erkrankung fiihrt der therapeutische Einsatz

von Phenobarbital zu einer erhohten Aktivitit der Bilirubintransferase und somit zu einer Re-



Einleitung 6

duktion des Bilirubinspiegels im Blut (Black et al. 1970 und Burchell et al. 1994). Das Gil-
bert-Syndrom, auch Morbus-Meulengracht genannt, zeichnet sich ebenfalls durch eine unkon-
jugierte Hyperbilirubindmie aus, wobei die Bilirubintransferase in ihrer Aktivitit aber nur
wenig reduziert ist. Im Gegensatz zum Crigler-Najjar-Syndrom wird das Gilbert-Syndrom
dominant vererbt. Aono et al. 1995 vermuten, dal die Dominanz auf Dimerenbildung von
Glukuronosyltransferasen zuriickzufiihren ist, wodurch wenig aktive UGT-Molekiile auch die
Aktivitét intakter Schwestermolekiile beeintrachtigen. Das Gilbert-Syndrom ist bei 5-7 % der
Bevolkerung nachweisbar, wobei bevorzugt Ménner betroffen sind. Es handelt sich hierbei
um eine harmlose Stoffwechselerkrankung, die zwar lebenslang beibehalten wird, jedoch
nicht behandlungsbediirftig ist und bei der die Patienten eine normale Lebenserwartung besit-

zen.

Es ist anzunehmen, dal Polymorphismen nicht nur auf das lebensnotwendige UGT1A1 be-
schriankt sind, sondern aufgrund des geringen Selektionsdrucks bei anderen UGT's noch héu-
figer zu finden sind. Wahrscheinlich werden wie beim Gilbert-Syndrom die mit diesen UGT s
verkniipften Méngel im UGT-Muster dominant vererbt. Das Fehlen einzelner Glukurono-
syltransferasen konnte eine toxische Wirkung bestimmter Medikamente und Schadstoffe in
den betroffenen Patienten verstidrken. Erste Hinweise fiir solche Zusammenhinge liegen be-
reits im Tiermodell vor. So zeichnet sich die UGT1A-defiziente Gunn Ratte durch eine Hy-
perbilirubindmie aus und wird daher als Tiermodell und fiir Gentherapiestudien eingesetzt
(Iyanagi et al. 1989, EIAwady et al. 1990, Sato et al. 1990 und Iyanagi 1991). Gunn Ratten
zeigen eine reduzierte Glukuronidierung von Benzpyrenmetaboliten bei erhdhter oxidativer
Aktivierung und resultierender Zytotoxizitét, Protein- sowie DNA-Bindung (Hu et al. 1992).
So konnte eine erhohte Sterblichkeit der Foten bei der Gabe des Teratogen/Carcinogen

Benz(o)pyren wihrend der Schwangerschaft verzeichnet werden ( Hu et al. 1992).

AuBerdem sind bereits fiir die Entgiftungsenzyme der Phase-I, die P450 Cytochrome, zahlrei-
che Polymorphismen beschrieben worden. So tritt ein vollstandiger Ausfall des P450 2D6 mit
einer Haufigkeit von 10% in der Bevdlkerung auf (Gough et al. 1990).
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1.2. UDP-Glukuronosyltransferasen und ihre Rolle in der Karzinogenese

Die UDP-Glukuronosyltransferasen spielen auch eine wichtige Rolle in der chemischen Kar-
zinogenese durch die Eliminierung nukleophiler karzinogener Metabolite wie Phenole,
Quinole oder polyzyklische aromatische Hydrocarbone. Sie verhindern eine weitere Oxidati-
on zu Elektrophilen, so daB eine Reaktion mit DNA, RNA oder Protein gar nicht erst stattfin-
den kann. Die Glukuronidierung durch UGT's und die damit verbundene renale- oder billidre
Exkretion stellt einen stabilen Mechanismus dar, um potentielle Karzinogene zu inaktivieren

(Bock, 1991).

Eine grofle Anzahl exogener und endogener lipophiler Substrate werden durch Phase-1 Enzy-
me in nukleophile- und elektrophile Metabolite umgewandelt. Es konnte gezeigt werden, dal3
Interaktionen dieser Metabolite mit zelluliren Makromolekiilen in der Lage sind, Zytotoxizi-
tdt zu initileren und somit einen entscheidenen Beitrag zur Entstehung eines karzinogenen
Prozesses zu leisten (Miller et al. 1981). An dieser Stelle wird deutlich, welche Bedeutung
den Phase-II Enzymen zukommt. So ist das Gleichgewicht zwischen Phase-I und Phase-II
Enzymen dafiir verantwortlich, ob Detoxifikation oder eine Akkumulierung toxischer Meta-

bolite in der Zelle stattfindet.

In diesem Zusammenhang ist es jedoch wichtig zu erwédhnen, dal3 nicht alle Konjugate die
gleiche Reaktivitit aufweisen. Schwefelsdure- oder Essigsdureester sind erheblich reaktiver
als vergleichbare Komponenten und stellen somit potentielle Karzinogene dar (Miller et al.
1986). So konnte fiir den Schwefelsdureester des N-Hydroxy-2-Aminofluoren gezeigt wer-
den, daB3 er an die DNA bindet und in der Lage ist, Protoonkogene wie c-Ha-ras zu aktivieren

(Miller et al. 1986 und Wieseman et al. 1986).

Immer mehr Hinweise sprechen fiir eine Unterscheidung der letzten zwei Stadien in der Kar-
zinogenese. Findet eine Aktivierung von Protoonkogenen statt, wird dies als Initiation be-
zeichnet, wohingegen ein zytotoxischer Zellschaden, der das regenerative Wachstum von to-

xin-resistenten Zellen stimuliert, als Tumor Férderung angesehen wird.

Bei der unvollstindigen Verbrennung organischer Materie werden polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe gebildet, die iiber die Atemluft, Tabakrauch und zubereitete Nahrung in

den Organismus gelangen. Von besonderer biologischer bedeutung als Karzinogene und Mu-



Einleitung 8

tagene sind Benzpyren (Osborne et al. 1987) und heterozyklische aromatische Amine (Adams
et al. 1983 und Hoffmann et al. 1991). Es konnte gezeigt werden, dal bei der normalen Zube-
reitung von Fleisch PAK gebildet werden (Sugimura, 1985 und Felton et al. 1991), die auch
in Zigarettenrauch (Manabe et al. 1991), Bier und Wein (Manabe et al. 1993) vorkommen und
als starke Mutagene fungieren (Tanata et al. 1985 und Ohgaki et al. 1991). In Tiermodellen,
Zellkulturen und am Menschen konnte gezeigt werden, dal3 zellulire PAK-Exposition zur
starken Induktion von Cytochrom P450 1A1- und weniger P450 1A2-Expression fiihrt, was
eine erhohte Aktivierung von Karzinogenen zur Folge hat (Guengerich et al. 1988). Die
transkriptionelle Regulation dieses Effektes wird hauptséchlich durch das xenobiotic respon-
sive element (XRE) sowie den aromatic hydrocarbon receptor (Ah-R) vermittelt (Whitlock et
al. 1996). Proteine des Phase-II Metabolismus, insbesondere UGT's, eliminieren in der Folge
aktivierte Karzinogene durch Konjugationsreaktionen. In Ratten und Méusen ist die UGT-
Regulation ebenfalls unter XRE-Kontrolle und somit ihre Induktion parallel zur Phase-I In-

duktion (Lamp et al. 1994 und Emi et al. 1996).

Zusammengenommen ergibt sich ein akutes karzinogenetisches Risiko potentiell immer dann,
wenn der Phase-I Metabolismus in der Zelle iiberwiegt und nicht durch Phase-II Protektion
eliminiert wird (Bock , 1991).

Es wird angenommen, daf3 in bis zu 70 % aller malignen Tumoren chemische Karzinogenese
und Mutagene, vor allem PAK, kausal beteiligt sind (Kadlubar et al. 1991). Auf diesem Hin-
tergrund erfiillen zelluldre Detoxifikations- und Metabolisierungsproteine eine Schliisselfunk-

tion der chemischen Karzinogenese.

1.3. Bedeutung extrahepatischer UDP-Glukuronosyltransferasen

Bisher hat sich die Erforschung und Charakterisierung der Glukuronosyltransferasen fast aus-
schlieBlich auf die Leber konzentriert. Bemerkenswert ist jedoch die Erkenntnis, daB3 die
UGT1A-Expression nicht nur in der Leber, dem grof3ten Metabolisierungsorgan, nachweisbar
ist, sondern auch in extrahepatischen epithelialen Geweben wie Magen und Intestinaltrakt
(Aitio, 1974; Aitio et al. 1980 und Dutton, 1980) einer prézisen, gewebstypischen, differen-
tiellen Regulation unterliegt. Diese Gewebe sind als anatomische Oberfldchenepithelien in
entscheidenem Malle auf zelluldre Entgiftungs- und Metabolisierungsvorgénge angewiesen.

Speziell die durch Verbrennungsgase, Tabakrauch und gebratene Nahrung aufgenommenen
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polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe {iben zytotoxische und genotoxische Effek-
te aus, fiir die bereits auch eine kausale Beziechung zum Magen- und anderen Karzinomen
festgestellt werden konnte (Thorgeirsson et al. 1994 und LaVeccia et al. 1995). Welche zellu-
laren Proteine eine Zytoprotektion dieser Gewebe vermitteln, ist im Detail bisher noch nicht

untersucht worden.

Uber die Verteilung und Zusammensetzung der Glukuronosyltransferasen in den verschiede-
nen Epithelien des Gastrointestinaltrakts ist bisher nur wenig bekannt, obwohl diese die erste
chemische Barriere bilden. Es ist bekannt, da3 die Metabolisierungsaktivitit im Darm erheb-
lich geringer ausfillt, als in der Leber. Die enzymatische Aktivitit der Glukuronosyltransfera-
sen auf Protein bezogen, liegt im Duodenum fiir die meisten Substrate bei etwa 30% (Haenni-
nen et al. 1968 und Chowdhury et al. 1985). Fiir einige Substrate wie Salicylamide, Ethinyl-
Estradiol oder Morphine konnte nach oraler- oder intraduodenaler Gabe eine Metabolisierung
im Intestinaltrakt bis hin zu 60 % erreicht werden (Koster et al. 1983). Fiir einzelne Substrate
werden sogar die in der Leber gemessenen Aktivitdten iibertroffen (Haenninen et al. 1968).
Die Aktivitdten nehmen in der Regel von proximal zu distal ab und werden im Colon stark
reduziert (Koster et al. 1985). Histologisch werden UGT's in den Epithelzellen der Mucosa
nachgewiesen, wobei die Konzentration entlang der Krypt-Villus-Achse kontinuierlich zu-
nimmt. Die stirkste Reaktion bei Induktionsversuchen konnte im Bereich der Krypten festge-
stellt werden (Dubey et al. 1988). Leider sind die meisten Studien mit den iiblichen “Breit-
bandsubstraten” durchgefiihrt worden, die von mehreren UGT's gleichzeitig umgesetzt wer-
den. So sind in der Ratte an der Umsetzung des 1-Naphthols drei- und von Estradiol mindes-
tens zwei verschiedene UGT1A-Proteine beteiligt (Tephly et al. 1990). Werden solche Sub-
strate zur Messung der Regulation der Glukuronosyltransferasen eingesetzt, so wird experi-
mentell fiir die Reaktion nur der Mittelwert fiir mehrere UGT1A-Proteine auf bestimmte

Stimmuli gebildet und somit viele vorhandene Effekte verdeckt.

Aufgrund der Organisation des UGT1A-Genortes (Owens et al. 1995), der physiologischen
Aktivitdt von UGT1A-Proteinen und die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse zur gewebs-
spezifischen Expression, scheinen die Glukuronosyltransferasen der Familiel vielverspre-

chende Kandidaten der zelluldren Protektion und Entgiftung im Gastrointestinaltrakt zu sein.

1.4. Ziele der Arbeit
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Ziel dieser Arbeit war eine genaue Charakterisierung aller bisher bekannten UGTI1A-
Isoenzyme der Ratte in den einzelnen gastrointestinalen Abschnitten. Dabei sollte nicht nur
das Expressionsmuster, sondern auch die Expressionshohe untersucht werden. Durch die Her-
stellung monospezifischer Antikdrper sollten die gefundenen mRNA-Transkripte auf Pro-
teinebene tberpriift werden und dazu verwendet werden, eine genauere Lokalisierung der

UGT s in den einzelnen Geweben zu erhalten.

Dariiber hinaus sollte festgestellt werden, in welcher Weise ,.klassische Enzyminduktoren®
regulatorischen Einfluf auf die Expression der UGT1A-Isoenzyme in den einzelnen unter-
suchten gastrointestinalen Abschnitten ausiiben. Untersuchungen zur Glukuronidierung soll-
ten erste Hinweise auf die Effektivitdt der gastrointestinalen Barriere geben, Schadstoffe zu

entgiften.
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2.1. Material

2.1.1. Versuchstiere, Eukaryontische Zellen, Bakterienstimme

2.1.1.1. Versuchstiere

Fiir alle Versuche wurden weibliche Wistar Ratten verwendet. Die Tiere stammten aus dem
zentralen Tierlabor der Medizinischen Hochschule Hannover und wurden im Alter von 8 -12
Wochen mit einem Gewicht von 200-300g fiir die Versuche eingesetzt. Die Tiere wurden bei
22°C in einer sich abwechselnden 12-stiindigen Hell-Dunkelphase gehalten und erndhrten

sich durch eine Haltungsdiét der Firma Altromin GmbH (Lage).

2.1.1.2. Eukaryontische Zellen

Bei der C6-BU-1 Zellinie handelt es sich um eine Gehirntumorzellinie eines Wistar-Furth
Stammes der Ratte, die 1971 durch eine Nitrosourea-Induktion etabliert wurde und freundli-
cherweise aus der Abteilung Neurochirurgie der Medizinischen Hochschule Hannover zur
Verfligung gestellt wurde. Diese Zellinie zeigte keine Expression der Glukuronosyltransfera-
sen und wurde als Negativkontrolle verwendet.

Die C6-BU-1-Zellen wurden in RPMI 1640-Medium (Gibco) mit 10% FCS (Gibco), 100
U/ml Penicillin/Streptomycin (Seromed); 0,1 U/ml Insulin (Sigma) und 2 mM L-Glutamin im
Brutschrank mit 5% CO, bei 37°C kultiviert.

2.1.1.3. Bakterienstimme

Bei den TOP10-Zellen handelt es sich um einen E.coli-Stamm, der mit dem pCR 2.1-Vector-
Kit der Firma Invitrogen mitgeliefert worden ist. Diese Zellen zeichnen sich durch eine hohe
Transfektionseffizienz aus und bendtigen kein IPTG zur Induktion.

Zur Transformation und Herstellung groer Mengen des humanen UGT1A1-Proteins wurden

kompetente DH50-FIQ-Zellen verwendet.
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2.1.2. DNA

2.1.2.1. Plasmide

Als Klonierungsvektoren wurden folgende Plasmide verwendet:

pBR322-GAPDH: Das Plasmid enthielt ein 1,2 kb groes GAPDH-cDNA Fragment, das
mit dem Restriktionsenzym Pstl herausgeschnitten werden konnte und als Sonde fiir den
Northern Blot verwendet wurde. pBR322 ist ein ,,Jow copy* Plasmid und trégt eine Tetra-
cyclin-Resistenz (Sutcliffe, J.G. 1979).

pCR2.1.: Dieser Vector stammte aus dem TOPO TA-Cloning-Kit (Invitrogen). Der line-
arisierte Vektor besitzt an den 5°- Enden ein einzelnes Desoxythymidin (T) als Uberhang.
Diese Voraussetzung erlaubt eine effektive Ligation von PCR-Produkt und Vektor. Das
eingefiigte PCR-Produkt wird im Vektor auf beiden Seiten von EcoRI-Schnittstellen flan-
kiert. Ferner enthélt der pCR-Vektor den /ac-Promotor und das lacZo. —Fragment fiir
blau/weiB3-Screening, ein Kanamycin- und Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion. Auf3er-
dem sind Bindungsstellen fiir den M13-Reverse Primer, den M13-Forward Primer und
den T7-Promotor vorhanden.

pQE-30: die pQE-Plasmide gehdren zur Familie der pDS Plasmide (Bujard et al.; 1987)
und wurden hergestellt aus den Plasmiden pDS56/RBSII und pDS781/RBSII-DHFRS
(Stiiber et al.; 1990). pQE-30 ist ein bakterieller Expressionsvector, der durch IPTG indu-
ziert wird. Er besitzt eine Ampicillin-Resistenz, ein ,,6x His-tag* zur Aufreinigung und

zeichnet sich durch einen hohen Expressionslevel aus.

2.1.2.2. Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide die fiir die PCR eingesetzt wurden, sind von der Firma Gibco oder

MWG synthetisiert worden.

2.1.3. Chemikalien und Radiochemikalien

2.1.3.1. Chemikalien

Acrylamid-/Bisacrylamid Roth, Karlsruhe
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Agarose (Elektrophoresis Grade)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampuwa-Wasser

Antibiotika

3-Mercaptoethanol

Bactoagar

Bacto Hefe Extrakt

Bacto Pepton

Bromphenolblau

Clofibrat

Chlorophorm

Coomassie Brillant Blue G250
Cornoil

Dexamethason

Dithiotreitol (DTT)

dNTP's

Formaldehyd

Formamid

Freund's Adjuvant (complete and incomplete)

EDTA

Essigsdure
Ethanol
Ethidiumbromid
Glycerol

Glycin

Harnstoff

IPTG

Isopropanol
Lysozym
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Methanol
Methylcholanthren

Gibco BRL, Paisley
Serva, Heidelberg
Fresenius, Bad Homburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Paisley
Gibco BRL, Paisley
Gibco BRL, Paisley
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
J.T. Baker, Deventer
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merk, Darmstadt
Promega, Mannheim
Appligene, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer
J.T. Baker, Deventer
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Applichem, Darmstadt
ICN, Aurora
Appligene, Heidelberg
J.T. Baker, Deventer
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer

Sigma, Deisenhofen
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MOPS

Natriumacid

NaOH

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumlaurylsulfat (SDS)
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Oligo (dT30)

PBS

Phenobarbital

Phenol

Proteinase K

Fotales Kélberserum (FCS)
Salzsdure

Sypro-Orange

Tris

Triton X-100

Tween 20

X-Gal

Xylenxyanol

2.1.3.2. Radiochemikalien

[*°S] dATP 1000 Ci/mmol
[0-2P] dCTP 6000 Ci/mmol

Uridine-Diphoshat-Glucuronic-Acid
[Glucuronyl-U-"*C] 338 mCi/mmol

ICN, Aurora

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Pharmacia, Uppsala
Gibco BRL, Paisley
Desitin, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Paisley
Riedel-de-Héen, Seelze
Biorad, Miinchen
Applichem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Amersham, Braunschweig

Amersham, Braunschweig

ICN, Aurora
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2.1.4. Molekulargewichtsmarker

2.1.4.1. DNA-Marker

1 kb-Leiter (Gibco)

100 bp-Leiter (Gibco)

DNA ,low-less ladder zur Mengen-Bestimmung (Gibco)

2.1.4.2. Protein-Marker

Prestained SDS-PAGE-Standards, Low-Range (Biorad)
MW (daltons)

Phosphorylase B 112,0

Bovine serum albumin 84,0

Ovalbumin 53,2

Carbonic anhydrase 34,9

Soybean trypsin inhibitor 28,7

Lysozym 20,5
2.1.5. Enzyme
Restriktionsendonukleasen Biolabs, New England
DNase I ; RNase-free Pharmacia, Uppsala
MMLV-Reverse Transcriptase Gibco BRL, Paisley
RNasin Promega, Mannheim
Sequenase Amersham, Braunschweig
Taq DNA-Polymerase Gibco BRL, Paisley

T4-DNA-Ligase Invitrogen, Leek
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2.1.6. Antikorper

Fluorescin (DTAF)-conjugated AffiniPure Goat-Anti-Rabbit IgG, F(ab")2 Fragment spezific

(Dianova).

Goat-Anti-rabbit-alkalische Phosphatase Antikorper (Dianova)

Anti-fluorescin, horseradish peroxidase-linked whole antibody (from sheep) (Dianova)

2.1.7. Kommerzielle Kits

ECL-Detection Kit
RNeasy Total RNA Kit
Rediprime-Labelling Kit
PCR-Purification Kit

2.1.8. Sonstige Materialien

3MM Filterpapier

Filmkassetten

Rontgenfilme

Screen mit Kassette fiir Phosphoimager
Zentrifugenrohrchen, steril (5+10 ml)
Zellkulturflaschen

Kulturplatten

Hybond N+Membran fiir Northern Blot
Membran fiir Western Blot

Plastikfolie

Amersham, Braunschweig
Qiagen, Hilden
Amersham, Braunschweig

Qiagen, Hilden

Whatman, Meckenheim
Kodak, Frankfurt a. M.
Kodak, Frankfurt a. M.
Fuji, Raytest, Straubenhardt
Sarstedt, Niimbrecht
Greiner, Niirtingen

Greiner, Niirtingen
Amersham, Braunschweig
Millipore, Bedford

Jiirgens, Gehrden
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2.2. Methoden:

2.2.1. Klonierungstechniken

2.2.1.1.Vermehrung von transformierten Bakterien

Ein Bakterienstamm, der einem Glycerolstock oder einem gepickten Klon einer Selektionsa-
garplatte entstammte, wurde als Vorkultur (2-5 ml LB-Medium mit dem entsprechenden An-
tibiotikum) iiber Nacht bei 37°C und 225 Upm im Schiittler inkubiert. Die Kultur wurde 1:10
mit frischem Medium verdiinnt und weitere 6-8 Stunden bei 37°C und 225Upm geschiittelt.
AnschlieBend wurde eine neue 1:10 Verdiinnung mit frischem LB-Medium angesetzt und
tiber Nacht wie oben beschrieben kultiviert.

Fir DNA-Minipriparationen wurden 1,5ml einer Ubernachtkultur benétigt, fiir DNA-
Maxiprédparationen entweder 200ml bei Plasmiden mit hoher Replikationsrate (high-copy-
plasmids; z.B. pQE) oder 500ml bei Plasmiden mit niedriger Replikationsrate (low-copy-
plasmids; z.B. pBR).

LB-Medium Antibiotika
10 g Bacto-Pepton Ampicillin =~ 100 pg/ml
5 g Bacto-Hefe-Extrakt Kanamycin 10 pg/ml
10 g NacCl Tetracyclin 10 ug/ml

X ml dH,O auf 1Liter auffiillen

2.2.1.2. Anlegen eines Glycerolstocks

Um transformierte Bakterien auf Dauer lagern zu kdnnen, wurde ein Glycerolstock angelegt.
Dazu wurden 600pul einer Ubernachtkultur (Selektions-LB-Medium) mit 600ul 50 %-igem
Glycerol gemischt und bei —80°C gelagert.
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2.2.1.3. Plasmidisolation

2.2.1.3.1. Maxipriparation

GroBle Mengen hochreiner Plasmid-DNA wurde durch alkalische Lyse der Bakterien gewon-
nen (Birnboim et al., 1979). Die Isolierung erfolgte mit dem Maxi-Plasmid-Kit der Firma
Qiagen. 200ml Zellsuspension einer Ubernachtkultur wurde fiir 15min (Beckmannzentrifuge,
bei 10000g, 4°C) zentrifugiert. Das Medium wurde nun vollstindig abgenommen und die
Zellen in 10ml Puffer] suspendiert. Nach Zugabe von 10ml Puffer2 wurden die Zellen alka-
lisch lysiert und bei RT fiir Smin inkubiert. AnschlieBend wurden 10ml Puffer3 zugegeben,
vorsichtig geschiittelt und 20min auf Eis gestellt. Es folgte eine Zenrifugation (Beckmann-
zentrifuge) fiir 30min, 4°C bei 20000g. Die im Uberstand freigesetzte Plasmid-DNA wurde
iiber einen Anionenaustauscher durch 2x Waschen mit QC-Puffer aufgereinigt. Es folgten
eine Elution (QF-Puffer) und eine Fillung mit 0,7 Vol. Isopropanol. Erneut wurde nun bei
4°C und 15000g fiir 30min zentrifugiert (Beckmannzentrifuge) und das Pellet mit 70 %-igen
Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde in TE-Puffer aufgenommen und bei —80°C gela-
gert. Die Ausbeute an Plasmid-DNA lag zwischen 50-500 pg.

Pufferl Puffer2
50 mM  Tris-HCI, pH 8,0 0,2 M NaOH
10 mM EDTA 1 % SDS

0,4 pg/ml RNase

Puffer3 TE-Puffer
2,5 M KAcetat pH 4,8 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8.0

Die Bestimmung der Plasmidkonzentration erfolgte im Spektralphotometer (Pharmacia Ultro-
spec 3000). Es konnten 50pul einer gereinigten DNA-Verdiinnung in einer Quarzkiivette ge-

messen werden. Die Definition zur Berechnung der DNA-Konzentration ist:
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Asovon 1 = 50 pg/ml (spezifischer DNA-Faktor)

Unter Bildung des Quotienten E, nm / E, nm wurde die Reinheit der DNA-L&sungen be-

stimmt. Dieser Wert sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2.1.3.2. Minipriparation

Mit dieser Methode wurden kleine Mengen neuklonierter Plasmid-DNA aus transformierten
Bakterienzellen isoliert, um damit anschlieBend im Restriktionsverdau oder mittels Sequen-
zierung die Klonierung zu liberpriifen.

1,5ml einer Ubernachtkultur (s. 2.2.1.1.) wurde in ein EppendorfreaktionsgefiB gefiillt und
Imin. bei 10000g zentrifugiert (Tischzentrifuge; Eppendorf), um die Bakterien zu pelletieren.
Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 250ul STET-Puffer, mit 10ul Lysozym
(10mg/ml) versetzt, resuspendiert und 40 sek. bei 95°C erhitzt. AnschlieBend wurde der An-
satz 20min. bei 4°C und 10000g zentrifugiert. Nun wurde das Pellet mit einer sterilen Pipet-
tenspitze entfernt, um den Uberstand mit 250ul Isopropanol zu fillen. Dann wurde das Pellet
erneut bei 4°C und 10000g, 10min. zentrifugiert und zweimal mit je 250ul 70 %-igem Etha-
nol gewaschen. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet bei Raumtemperatur etwa
15min. getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde im Anschlul3 daran in 30ul TE-Puffer (pH
8,0) aufgenommen und 15min. bei 65°C inkubiert. Die Miniprap-DNA konnte bei —20°C ge-

lagert werden.

STET-Puffer
100 mM NaCl
10 mM  Tris-Puffer, pH 8,0
1 mM EDTA
5 % Triton X-100
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2.2.1.4. Restriktionsverdau der Plasmide

DNA-Fragmente werden aus Plasmiden durch Restriktionsenzyme an genau definierten Stel-

len herausgeschnitten.

Restriktionsansatz ad 20ul

1-2  pg Plasmid
10 U Restriktionsenzym A und/oder B

1 ul 10x Restriktionspuffer, entsprechend den Restriktionsenzymen
X ul dH,O auf 20ul auffiillen
Y= 20ul

Der Restriktionsansatz wurde fiir 1-2 Stunden bei der entsprechenden Temperatur im Heiz-
block inkubiert. Zum Inaktivieren der jeweiligen Restriktionsenzyme wurde der gesamte An-

satz nochmals fiir 10min. bei 65°C im Heizblock (Eppendorf) inkubiert.

2.2.1.5. Isolation und Reinigung der DNA-Fragmente

Im Anschlul an einen Restriktionsverdau wurde das zu isolierende DNA-Fragment e-
lektrophoretisch in einem 1-2 %-igen Agarose-TAE-Gel von den iibrigen Banden getrennt.
Die DNA-Banden wurden mit Ethidiumbromid angefarbt. Die GroB3e der Fragmente wurde
durch Vergleich mit den Standardbanden eines 100 bp DNA- oder 1 kb DNA-Groéenmarkers
ermittelt. AnschlieBend wurden die jeweiligen Fragmente aus dem Gel geschnitten und mit
einem Agarose-Gel-Extraktions-Kit der Firma Qiagen aufgereinigt. Die Agarose wurde dabei
aufgelost, und die DNA lagerte sich an die Glaspartikel (Qiaex II Silicagel Particles). Nach
dem Waschen mit Puffern verschiedener Salzkonzentrationen wurde die DNA mit TE-Puffer

von den Glaspartikeln eluiert und bei -20°C gelagert.

TAE-Puffer (50 x), ad 1000ml
242 g Tris-Base

57,1 ml Essigsdure

37,2 g Na,EDTA*2H,0
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2.2.1.6. Bestimmung der DNA-Fragmente

Das gereinigte Fragment wurde neben unterschiedlichen Konzentrationen des 1 kb DNA-
GroBenmarkers (Gibco) oder des ,low less ladder” (Gibco) in einem 1-2 %-igen ethidi-
umbromidgefarbten Agarose-Gel aufgetrennt. Durch optischen Vergleich der Fragmentban-
den mit den GroBBenmarkern, wurde die DNA-Menge abgeschitzt, wobei die 1016pb-Bande

des 1 kb Grofenmarkers so verdiinnt wurde, daf3 sie 1/10 der Gesamtkonzentration entsprach.

2.2.1.7. Ligation von PCR-Produkten in den pCR 2.1.-Vektor und Kolonieselektion

Die Ligation spezifischer PCR-Amplifikate wurde mit Hilfe des TA-Cloning-Kits der Firma
Invitrogen durchgefiihrt. Der TA-Cloning-Kit macht die direkte Insertion eines PCR-
Produktes in einen Plasmidvektor moglich.

Die Taqg-Polymerase besitzt eine Matrizen-unabhidngige Aktivitdt, wodurch ein einzelnes De-
soxyadenosin (A) an die 3'- Enden des PCR-Produkts angehéngt wird. Der linearisierte Vek-
tor in diesem Kit hat an den 5°- Enden ein einzelnes Desoxythymidin (T) als Uberhang. Diese
Voraussetzung erlaubt eine effektive Ligation von PCR-Produkt und Vektor. Das eingefiigte
PCR-Produkt wird im Vektor auf beiden Seiten von EcoRI-Schnittstellen flankiert. Ferner
enthilt der pCR-Vektor den /ac-Promotor und das lacZo —Fragment fiir blau/weil3-Screening,
ein Kanamycin- und Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion. Auflerdem sind Bindungsstellen
fiir den M13-Reverse Primer, den M13-Forward Primer und den T7-Promotor vorhanden.

Fiir die Ligation sollte immer ein frisches PCR-Produkt verwendet werden, da sonst bei lan-

gerer Lagerung das iiberhdangende Desoxyadenosin (A) abgespalten werden konnte.

Ligationsansatz
1-2ul  PCR-Amplifikat (10ng/ul)
2ul  Vector pCR 2.1.

Iul  10x Ligationspuffer
Iul  T4-DNA-Ligase
S5ul  dH,0

Y = 10ul
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Das zur Klonierung verwendete Plasmid weist neben einem Ampicillin-Resistenzgen ein
Lac'Z-Gen auf, das einen Teil der B-Galactosidase, den Peptidanteil, codiert. E.coli-Stamme,
denen das chromosomale LacZ™ —Gen fehlt, konnen B-Galaktosidase nur bilden, wenn sie ein
Plasmid tragen, das den fehlenden LacZ" -Teil des Gens enthélt. Beim Klonieren wird das
LacZ -Gen, das den Polylinker enthilt, inaktiviert. Auf ampicillinhaltigem Agar werden die
Transformanten auf B-Galaktosidase-Aktivitit ausgemustert, wobei das Lactoseanalogon X-
Gal durch die synthetisierte B-Galaktosidase der nicht rekombinierten Klone zu einem dun-
kelblauen Reaktionsprodukt abgebaut wird. Die blauen Kolonien enthalten das Ursprungs-
plasmid und die weilen Kolonien dagegen ein rekombinantes Plasmid. Letztere werden mit
einer sterilen Pipettenspitze abgenommen und zur Kultivierung {iber Nacht in Sml LB-Amp-

Medium iiberimpft.

2.2.1.8. Transformation

Der gesamte Ligationsansatz wurde mit 100ul auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen (E.coli
TOT10) vorsichtig vermischt und 30min auf Eis belassen. Die Zellen wurden dann fiir 30
Sekunden einem Hitzschock unterzogen und anschlieBend fiir 2min. auf Eis abgekiihlt. Da-
nach konnte dem Ansatz 250ul SOC-Medium hinzugefiigt werden, das vorher auf 37°C tem-
periert worden war. Im Anschluf3 daran wurden die Zellen fiir 1 Stunde unter leichtem Schiit-
teln bei 37°C inkubiert. Die Ausplattierung von jeweils 100ul des Transformationsansatzes
erfolgte auf LB-Amp-Agar-Platten, denen vorher 40ul X-Gal (40mg/ml in Dimethylforma-
mid) zugesetzt wurden. Die Platten wurden tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.2.1.9. Sequenzierung

Die Nukleotidsequenz der klonierten Fragmente wird mittels des modifizierten Verfahrens
von Sanger et. al., 1977 mit Hilfe des Sequenase Version 2.0. DNA Sequencing Kit der Firma
Amersham ermittelt. Bei dieser Methode wird eine in vitro DNA-Synthese durch die T7-
DNA-Polymerase (Sequenase) nach Initiierung durch einen spezifischen komplementéiren
Sequenzprimer durchgefiihrt. Wéahrend der DNA-Synthese wird **S o—ATP in den neusynthe-
tisierten Strang eingebaut. Die Termination der DNA-Synthese erfolgt durch Zusatz spezifi-
scher Di-Desoxynukleotide (ddNTP's), die einen Abbruch der Kettenverlingerung bewirken.
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Da der Einbau der ddNTP's mit statistischer Wahrscheinlichkeit erfolgt, ist nach Abschluf3
der Reaktion praktisch in jeder Position der DNA-Sequenz ein Kettenabbruch erfolgt. An-
schlieBend werden die Fragmente unter denaturierenden Bedingungen entsprechend ihrer

Lénge in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und autoradiographisch sichtbar gemacht.

Denaturierung

3-5ug DNA wurden in 8ul H,O aufgenommen und mit 2ul 2 M NaOH fiir 10min. bei Raum-
temperatur inkubiert. 100ng M13-Primer wurden in 7ul H,O gel6st und zu dem Ansatz pipet-
tiert. Nach der Neutralisation mit 3ul 3 M Natriumacetatlosung (pH 4,8) wurde die DNA
durch Zusatz von 75 %-igem Ethanol iiber Nacht bei —20°C prézipitiert. Die gefdllte DNA
wurde 30min. bei 4°C und 10000g abzentrifugiert, einmal mit 70 %-igem Ethanol gewaschen

und anschlieBend 15min. getrocknet.

Sequenzreaktion
Die DNA wurde in 10ul 1x Sequenasepuffer aufgenommen. Dazu wurde bei Raumtemperatur

6ul eines Labelling-Mixes (Amersham) pipettiert.

6ul Labelling-Mix
Iul 0,1 MDTT
Iul S o-ATP

2ul  verdiinnter Labelling-Mix (1x)

2ul  verdiinnte Sequenase (1:8)

Termination

In einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 2,5ul des entsprechenden Terminations-Mixes (ddG,
ddA, ddC, ddT) vorgelegt.

Nach Zugabe des Labelling-Mixes zur DNA fand eine Inkubation fiir Smin. bei RT statt.
Dann wurden 3,5l dieses Markierungsansatzes zum Terminations-Mix pipettiert. Der Ansatz
wurde 10min. bei 37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeitspanne konnten alle begonnenen
Extentionen zu Ende, d.h. bis zum Einbau eines Didesoxynukleotids, ablaufen. Durch Zugabe
von 4ul Stop-Mix wurden die Reaktionen beendet. Der Stop-Mix enthélt als Marker Brom-

phenolblau und Xylenxyanol, die wiahrend des Gellaufes als Orientierung dienen.
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Polyacrylamid-Gelelktrophorese

Die Reaktionsansdtze wurden 3min. bei 95°C erhitzt und dann sofort auf Eis gekiihlt. An-
schlieBend wurden die DNA-Fragmente in einem denaturierenden Polyacrylamidgel (Dicke:
0,4mm) bei 80W ca. 3 Stunden in einer vertikalen Elektrophoresekammer aufgetrennt. Als
Laufpuffer befanden sich im oberen Reservoir 500ml 0,5x TBE-Puffer, im unteren Reservoir
250ml 1x TBE-Puffer. Um eine bessere Auftrennung im unteren Bereich des Gels zu erhal-
ten, wurde kurz vor dem Auslaufen der Bromphenolblau-Lauffront in das untere Reservoir
75ml 3M Natriumacetatlosung hinzugefiigt. Die Natriumacetatldsung sowie die unterschiedli-
chen lonenstérken der beiden Laufpuffer bewirkten, dafl die Fragmente nicht so schnell aus

dem Gel auslaufen konnen und somit eine Sequenz von ca. 100-150 bp lesbar wurde.

8 %-1ges denaturierendes Polyacrylamidgel

15 ml 40 %-ige Acryl-/Bisacrylamidlosung

15 ml 5x TBE-Puffer

31,5 ¢ Harnstoff

X ml dH,O, um den Ansatz auf 75ml aufzufiillen
75 ul TEMED

375  pul 10 %-iges APS

TBE-Puffer (5x), ad 1000ml

540¢g Tris-Base
275¢ Borsdure
20 ml 0,5M EDTA pH 8,0

x ml dH,O, um den Ansatz auf 1000ml aufzufiillen
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Fixierung des Gels
Das Polyacrylamidgel wurde mit einer Losung aus 10 % Methanol und 10 % Essigsdure
10min. fixiert, dann auf zwei Whatman-Papiere tiberfiihrt, um schlieBlich 2 Stunden auf ei-

nem Geltrockner bei 80°C getrocknet zu werden.

Autoradiographie
In einer Rontgenkassette wurde ein Autoradiographiefilm (Kodak) auf dem getrockneten Gel

tiber Nacht bei Raumtemperatur exponiert.

2.2.2. Quantitativer Nachweis der Proteine durch Antikorper

2.2.2.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die Proteine wurden bei der Probenvorbereitung in SDS-Probenpuffer denaturiert und in Po-
lyanionen tiberfiihrt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch Gelelektrophorese in dena-
turierenden SDS-Gelen aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte. Sie wurden als
Proteinbanden dargestellt. Die molekulare GroBe der Proteine wurde im direkten Vergleich

mit einem kalibrierten Molekulargewichtsstandard bestimmt (Laemmli et al., 1970).

20ug Protein wurde mit dH,O auf 20-40ul Gesamtvolumen aufgefiillt, mit 3 x SDS-
Auftragspuffer versetzt und Smin. bei 95°C denaturiert. Die Ansétze sowie Sul denaturierter
Molekulargewichtsstandard wurden auf ein 10%-iges SDS-Gel aufgetragen. Die Polymerisa-
tion wurde jeweils bei Raumtemperatur in Gegenwart von Ammoniumperoxidisulfat (APS)
und N,N,N,N-Tetrametylethylendiamin (TEMED) durchgefiihrt. Die Auftrennung der Protei-
ne erfolgte bei 60V im SDS-Laufpuffer und bei konstanten 130V im Trenngel bis die Bro-

mophenol-Blue-Lauffront den unteren Gelrand erreicht hatte.

10 %-iges Trenngel, ad 30ml 5 %-iges Sammelgel, ad Sml
10 ml 30 % Acrylamid 0,85 ml 30 % Acrylamid
7,5 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 0,625 ml 1 M Tris-HCI, pH 6,8

12,2 ml dH,O 3,47 mldH,O
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300 pl 10 %-iges APS-Lsg. 50 pl 10 %-iges APS-Lsg.
30 ul TEMED 5 ul TEMED

10 x SDS-Laufpuffer, ad 1 Liter 3x SDS-Page-Auftragspuffer, ad 10ml
30,3 g Tris Base (250 mM) 1,5 ml 1 M Tris, pH 6,8 (150 mM)
144 g Glycine (1,92 M) 3 ml 20 %-ige SDS-Lsg. (6%)
10 g SDS (1 %) 150 upl 1 MDTT (15 mM)

3 ml 100 %-iges Glycerol (30%)
0,025 g Bromphenol-Blau (0,25%)

2.2.2.2. Western Blot

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine werden unter elektrischer Spannung aus
dem Gel auf eine Nylon-Membran transferiert und kovalent gebunden. Diese Methode wurde
von Burnette et al., 1981 entwickelt. Der Proteintransfer findet im nassen Milieu statt. Die
Proteine konnen dann mit spezifischen, gegen sie gerichteten primiren Antikérpern, an die
wiederum sekundire Alkalische-Phosphatase- oder horseradish-peroxidase-gekoppelte-
Antikorper anlagern. Der horseradish-peroxidase-gekoppelte-Antikorper kann in einer Licht
emittierenden Reaktion auf einem Rontgenfilm nachgewiesen werden. (ECL-Western-Blot
Analysis-System -Enhanced Chemilumineszens, Amersham). Beim alkalische-Phosphatase-

gekoppelten-Antikorper findet der Nachweis anhand einer Farbreaktion statt.

Die Proteine wurden mit Hilfe eines SDS-Polyacrylamidgels elektrophoretisch aufgetrennt
und in einer Standard-NaBblotkammer auf eine Nylon-Membran transferiert. Das Gel zeigte
zur Kathodenseite, die Membran zur Anodenseite (Maniatis et al., 1989). Der Proteintransfer
im Transferpuffer wurde bei Raumtemperatur und konstanten 600mA {iiber 3 Stunden durch-
geflihrt. AnschlieBend wurde der Blot etwa 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 5% Mager-
milchpulver (Sigma) in Waschpuffer gegen unspezifische Bindungen abgesittigt. Es folgte
eine einstlindige Inkubation auf dem Schiittler mit dem spezifischen primiren Antikérper im
Waschpuffer. Danach wurde der Blot mit Waschpuffer intensiv gewaschen und erneut fiir 1

Stunde mit einem 1: 10000 verdiinnten sekundiren Antikorper schiittelnd inkubiert.
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Alkalische-Phosphatase-gekoppelter-Antikérper: Der Blot wurde erneut mehrmals gewa-

schen, wobei das letzte zweimalige waschen mit Alkaline-Phosphatase-Puffer fiir jeweils
Smin. erfolgte. AnschlieBend wurde das Substrat der alkalischen Phosphatase 5-Brom-4-
chlor-3-indolylphosphat (BCIP oder auch X-Phosphat genannt), das zusammen mit Nitro-
Blau-Tetrazoliumchlorid (NBT) einen unldslichen blaugriinen Niederschlag an den Orten der
Enzymaktivitit ergibt, im Verhiltnis 2:1 in 10ml Alkaline-Phosphatase-Puffer zugegeben.
Nachdem die Banden gut sichtbar waren, wurde die Reaktion mit dH,O abgestoppt.

Horseradish-peroxidase-gekoppelter-Antikérper: Dieser sekundire Antikorper konnte in der

ECL-Detektionslosung (Amersham) in einer Licht emittierenden Reaktion auf einem Ront-

genfilm nachgewiesen werden.

Transferpuffer, pH 8.3; ad 5000ml Alkaline-Phosphatase-Puffer, ad 50ml
14,5 g Glycine (39 mM ) 0,3 g NaCl (100 mM)
29 g Tris-HCL (48 mM) 0,05 g MgCl,(5 mM)
1,85 g SDS (0,037 %) 0,61 g Tris-HCL, pH 9,5
1000 ml Methanol (20 % ) (100 mM)
Waschpuffer (TBS-Tween), pH 7.6; ad 5000 ml NBT
12,1 g Tris-HCL (20 mM) 0,5 g NBT
40 g NaCl (137 mM) 10 ml 70 %Dimethylformamid
19 ml 1 M HCL
5 ml Tween 20 (0,1 %) BCIP
0,5 g BCIP

10 ml 100 % Dimethylforamid
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2.2.2.3. Proteinfirbung in SDS-Gelen

2.2.2.3.1. Gelfirbung mit Coomassie-Brillant-Blue G250

Die im Polyacrylamidgel durch Elektrophorese aufgetrennten Proteine wurden durch den Pro-
teinfarbstoff Coomassie-Brillant-Blue G250 sichtbar gemacht. Die Farbtiefe der entstandenen
Proteinbanden ist der aufgetragenen Proteinmenge ungefahr proportional. Die Nachweisgren-
ze liegt im Bereich von 0,1-2 pg Protein pro Bande. Dadurch lassen sich die Proteinmengen
quantitativ optisch gut abschétzen. Eine Ladungskontrolle der aufgetragenen Proteinmenge ist
so moglich.

Die SDS-Gele wurden nach der Elektrophorese in Coomassie blue-Losung gefarbt (Meyer u.
Lamberts et al., 1965).

Die Farbelosung diente gleichzeitig dem Fixieren der Proteine. Wihrend des Farbevorgangs
wurde die Schale auf dem Schiittler leicht bewegt. Gefarbt wurden die Gele mindestens eine
Stunde. AnschlieBend wurden die Gele bis zum Erreichen eines klaren Hintergrundes in Ent-

farbelosung gelegt. Um die Entfiarbung zu beschleunigen, wurde die Entfirbelosung gewech-

selt.

Fiarbeldsung fiir Coomassie, ad 100ml Entfiarbe-Losung, ad 100ml
15 ml Essigsdure 15 ml Essigsdure
40 ml Methanol 40 ml Methanol
45 ml dH,O 45 ml dH,O

0,2 g Coomassie-Farbstoff

2.2.2.3.2. Sypro-Orange Firbung

Die Essigsdure in der Coomassie-Féarbelosung sorgt fiir eine Fixierung der Proteine im Gel
und verhindert somit ein anschlieBendes Blotten auf eine Membran oder ein Eluieren der Pro-
teine. Aus diesem Grund wurden Proteine, die anschlieffend eluiert werden sollten, in einer
Sypro-Orange-Losung der Firma Biorad unter Verwendung von UV-Licht (302nm) im Gel
sichtbar gemacht. Dabei wurde das SDS-Gel fiir 30min in 0,05% SDS, 7,5% Essigsdure und
100ul Sypro-Orange geférbt.
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2.2.2.4. Mikrosomenpraparation

Etwa 200mg Gewebe wurde in fliissigem Stickstoff zerkleinert und in einen Dounce- Homo-
genisator mit 1ml eiskalten Pufferl iiberfiihrt. Das Gewebe wurde homogenisiert und an-
schlieend einer Zentrifugation (Beckman J2-21; Rotor JA 21; 10000g bei 4°C und 5 min.)
zur Entfernung der Zellkerne und der Mitochondrien unterzogen. Der Uberstand wurde ge-
sammelt, das Pellet erneut in 500ml kalten Puffer] aufgenommen und abzentrifugiert. Beide
Uberstéinde wurden dann durch eine Ultrazentrifugation (Beckman Minifuge; Rotor TL100;
45000rpm fiir 1 Stunde bei 4°C) in ein mikrosomales Pellet und einem Uberstand aus 16sli-
chen Proteinen aufgetrennt. Das Pellet wurde in 200ul kaltem Pufferl resuspendiert und die
Proteinmenge nach Bradford (s.2.2.2.5.) bestimmt. Die Lagerung der Proben fand bei
-80°C statt.

Pufferl
50 mM  Tris-HCL; pH 7,4
10 mM  MgCl,

2.2.2.5. Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradfordassay)

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford et al., 1976 bestimmt. Zuerst wurde eine 1:5
Vorverdiinnung des Biorad-Dye-Reagent-Concentrate mit dH,O hergestellt. Anschlieend
wurde das verdiinnte Protein dazugegeben und sofort gemischt. Die Blaufiarbung der Proben
wurde bei 595 nm im Spektralphotometer (Pharmacia) gemessen und iiber eine Eichreihe
wurde mit BSA (Img/ml) die Proteinkonzentration bestimmt. Da die Reaktion nur innerhalb
eines begrenzten Konzentrationsbereiches liniar verlduft, mufliten die Verdiinnungen so ge-

wihlt werden, daf3 die Proteinkonzentrationen innerhalb dieses Bereiches lagen.

2.2.2.6. Affinititsaufreinigung mikrosomaler Proteine

Um Kreuzreaktionen der Anti-UGT 1A-Antikdrper mit UGT's der Familie 2 zu vermeiden,
wurden vor dem Western-Blot die UGT's durch eine Immunprézipitation gereinigt. 2mg Mi-

krosomen wurden in RIPA-Puffer lysiert und mit Sul des Antikorpers versetzt, der spezifisch
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fisch den C-Terminus und somit alle UGT 1A-Proteine erkennt. Der entstandene Antigen-
Antikorper-Komplex wurde an 50ul Protein A (BioRad) gebunden. Die nicht gebundenen
Proteine wurden durch 4 maliges Waschen der Protein A-Agarose-Partikel mit RIPA-Puffer
entfernt. Zum Entfernen der Detergenzien und des NaCl wurde ein fiinfter Waschgang mit
50mM Tris-HCI, pH 6,8 durchgefiihrt und die Agarosepartikel im Probenpuffer (jedoch ohne
Reduktionsmittel) fiir Smin. aufgekocht. Durch den Verzicht auf ein Reduktionsmittel werden
die Disulfidbriicken der Antikdrper nicht reduziert, so dafl diese ein Molekulargewicht von
150kD aufweisen und mit der Detektion der UGT's im Western-Blot bei 55kD nicht interfe-
rieren. Nach dem Denaturieren der Proben wurden diese in der SDS-Gelelektrophorese aufge-
trennt und mit dem spezifischen Antikoérper im Exonl der UGT s im Western-Blot mit dem

ECL-System nachgewiesen.

RIPA-Puffer
50 mM  Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
0,1 % SDS
1 % Nonidet P-40
0,5 %  Natriumdesoxycholat
1 mM  PMSF

2.2.2.7. Immunfluoreszenz

Kleine Gewebestiicke der unter 2.2.3.1. entnommenen Organe wurden in Tissue-Tec einge-
legt und im fliissigen Sticksoff schockgefroren. Mit Hilfe des Mikrotoms wurden aus diesen
Blocken Sum dicke Gefrierschnitte hergestellt. Die Seren aus 2.2.7. wurden 1:40, 1:80 und
1:160 mit PBS vorverdiinnt. Die Gefrierschnitte wurden fiir 40-45 Minuten mit diesem
1.Antikorper (monospezifische Antikorper aus den Seren) in einer feuchten und dunklen
Kammer inkubiert. Nach griindlichem Waschen werden die Schnitte mit dem 2.Antikorper
(Goat-Anti-Rabbit-IgG DTAF-markiert, 1:100 verdiinnt in PBS) fiir eine weitere Stunde bei

Raumtemperatur in der feuchten und dunklen Kammer inkubiert.
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Die in PBS gewaschenen Schnitte wurden in ein Glycerol/H,0O-Gemisch (1:9) eingedeckt und

unter dem Fluoreszensmikroskop ausgewertet.

2.2.3. Gewinnung der RNA aus Gewebe

2.2.3.1. Induktionsversuche

Sdmtliche Induktionsversuche wurden an 8-12 Wochen alten weiblichen Wistar Ratten mit
einem Gewicht von 200-300g durchgefiihrt. Verwendet wurden 4 klassische Enzymindukto-
ren fiir P450-Cytochrome, die alle in 24-stiindigen Abstinden intraperitoneal (i.p.) injiziert
wurden. Nach der letzten Injektion muflten die Tiere 12 Stunden hungern und wurden dann
durch einen Kehlschnitt getdtet. AnschlieBend wurden die bendtigten Organe entnommen, der
gesamte Gastro-intestinaltrakt griindlich mit physiolgischer Kochsalzlosung (0,9% NaCl) ge-
spiilt und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Aufarbeitung wurden die Or-

gane bei -80°C gelagert.

Enzyminduktoren:

Methylcholanthren (MC) :  40mg/kg MC geldst in Iml Cornoil iiber 3 Tage
Dexamethason (Dex) :  80mg/kg Dex gelost in 1,8ml NaCl 0,9% iiber 3 Tage
Phenobarbital (PB) : 80mg/kg PB gelost in 0,5ml NaCl 0,9% iiber 4 Tage
Clofibrate (CL) : 300mg/kg CL gelost in 0,7ml Cornoil iiber 7 Tage

Das Methylcholanthren mufte vor der Injektion 30-40 min. bei 42°C im Heizblock in Cornoil
gelost werden. Die Kontrolltiere wurden dementsprechend nur mit Cornoil oder 0,9 %-iger

physiologischer Kochsalzlosung behandelt.

2.2.3.2. Extraktion von RNA

Sdmtliche RNA-Priparationen wurden mit dem RNA-Midi-Kit der Firma Qiagen durchge-
fiihrt. Dazu wurden bis maximal 250 mg gefrorenes Gewebe in B-Mercaptoethanol versetz-
tem GITC-Puffer (Guanidinium-Isothiocyanat, Qiagen) mit einem Ultraturrax homogenisiert.

Im Anschlufl daran wurde nicht geldstes Material durch eine Zentrifugation [bei 4°C und
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3000g, 25 Minuten (Beckman GS-614R)] entfernt. Das Lysat wurde mit 70 %-igem Ethanol
versetzt, auf die Sdulenmatrix aufgegeben und diesmal 10 Minuten (bei 3000g und Raumtem-
peratur) zentrifugiert. Die gebundene RNA wurde durch mehrere Waschschritte von Konta-
minationen befreit und anschlieBend zweimal mit je 250ul DEPC-Wasser eluiert. Die Aus-
beuten an RNA waren abhingig vom aufgeschlossenen Material und schwankten zwischen
250pug/mg aus Lebergewebe und nur 25pg/mg Gewebe vom Oesophagus. Die Gesamt-
RNA wurde bei 260nm im Spektralphotometer (Pharmacia) quantifiziert. Die Verhiltnisse
OD,s/ODy, lagen stets zwischen 1,8 und 2,0. Zusitzlich wurde die Qualitdt der RNA in ei-

nem 1 %-igem, ethidiumbromidgefarbten Agarosegel tiberpriift.

Definition der Berechnung der RNA-Konzentration:
Ay von 1 = 40pg/ml (spezifischer RNA-Faktor)
A, * Verdiinnungsfaktor * spez. RNA-Faktor = x pg/ml RNA

Unter Bildung des Quotienten E, nm / E, nm wurde die Reinheit der RNA-Ldsungen be-

stimmt. Dieser Wert sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2.4. PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR = polymerase chain reaction) werden aus geringsten
Mengen DNA in vitro definierte Abschnitte exponentiell vermehrt (Saiki et al., 1988; Mullis
and Faloona 1987). Die hierzu verwendete hitzestabile Tag-DNA-Polymerase stammt aus
dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus. Sie synthetisiert, wenn ein kurzer Doppel-
strang vorhanden ist, einen neuen DNA-Strang komplementir zum alten einzelstrdngigen
Matrizen-Strang, wobei ihr Temperaturoptimum bei 72°C liegt. Aullerdem wird sie bei 95°C

nicht denaturiert.

Fiir die zyklische Amplifikation von definierten DNA-Abschnitten bendtigt man sequenzspe-
zifische Oligonukleotide, die zu jeweils einem Abschnitt der beiden Stringe der Matrizen
DNA (,,Template*) komplementir sind. Diese ,, sense‘- und ,,antisense‘“-Primer schlie3en die

zu amplifizierende DNA-Sequenz ein und sollten moglichst 20-30 Nukleotide lang sein.
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AulBlerdem sollten die als Primer verwendeten Oligonukleotide ein ausgewogenes G/C- zu
A/T-Verhiltnis und eine dhnliche Schmelztemperatur aufweisen. Zur Abschitzung der T,, in

einer 1 M Na'-Losung kann folgende Formel benutzt werden (Thein and Wallace 1986). :

T. = [ 4x (Anzahl der G + C Basen) + 2x (Anzahl der A + T Basen)] °C

Zusétzlich zum DNA-, Template® (Matrize), der Taq-DNA-Polymerase und den Primern
werden fiir die PCR noch Desoxynukleotid-5'-triphosphate (ANTP's) und ein Mg*" -haltiger
Puffer bendtigt. Ein PCR-Zyklus unterteilt sich in folgende drei Reaktionsabschnitte:

1. Die doppelstrangige DNA wird bei 95°C aufgeschmolzen, und es entstehen Einzelstringe.

(Denaturierung).

2. Die Primer hybridisieren mit dem jeweiligen komplementidren Strang (Annealing). Dies
geschieht nach der Denaturierung durch schnelles Abkiihlen auf eine ausgewahlte Temperatur
von 45-72°C. Die tatsdchliche Annaeling-Temperatur sollte dabei ca. 4-5°C unter der errech-

neten Schmelztemperatur (T,,) der Primer liegen.

3. Es folgt nun die Synthese der komplementiren DNA-Stringe durch die Tag-DNA-
Polymerase bei 72°C (Elongation). Die Linge der Elongationszeit richtet sich nach der Gro-
Be der zu amplifizierenden DNA-Fragmente (30s.-5Smin.). Dieser Zyklus wird im allgemeinen
25-40 mal wiederholt, worauf dann ein letzter Elongationsschritt von 7-10 min. folgt.

Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten PCR's wurden in einem Robocycler der Firma Stratage-
ne durchgefiihrt. Dieses Gerét besitzt einzelne Blocke und einen Temperaturgradienten, der es
moglich machte, alle UGT1A-Primer trotz unterschiedlicher Annealingtemperaturen gleich-

zeitig in einem Lauf zu testen.

2.2.4.1. Auswahl der Primer fiir die PCR zur Unterscheidung der UGT 1A-Isoenzyme

Zur Auswahl der Primer wurde ein Alignment der DNA-Sequenzen der verschiedenen E-
xonsl des UGT1A-Genkomplexes durchgefiihrt. Die einzelnen Primer wurden stets in den
variablen Regionen der Exonsl so ausgewihlt, daB3 die Sequenzhomologie zwischen den ein-

zelnen Exonsl so gering war, da3 eine Unterscheidung der jeweiligen Isoenzyme eindeutig



Material und Methoden 34

moglich war. Alle fiir die PCR verwendeten Primer, mit den dazugehorigen Annealingtempe-

raturen, der UGT1A-Proteine sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Primer zur Unterscheidung der UGT 1A-Isoenzyme

UGT Sequenz Annealing | Transkriptgrofie
1A1-8F 5'tggtgtgccggagetcatgtteg 3 60°C 375 bp
1A1-381R 5agacagcagcatactggagtccc 3°
1A2-13F 5'ttgtgtgcaccecttcgaggacte 3° 61°C 316 bp
1A2-328R 5'agaaagtcttcacaaaatgttgtgg 3°
1A3-303F 5 attttctctgaagttagttctacag 3° 58°C 388 bp
1A3-690R 5'tctcgccagagagecataattaac 3°
1A4-285F 5’ gaatgaattttctgtgatgatgttc 3° 59°C 382 bp
1A4-666R 5 gaaaggcgtcggacactgageg 3°
1AS5-11F S"atgtgaccctgcaaggattagetg 3° 64°C 309 bp
1A5-318R 5'tgtcttcacatagttgectgtttca 3°
1A6-21F 5'tgctcgacttcetgeaggcttte 3° 62°C 318 bp
1A6-338R 5'ttectgtactctettagaggageca 3°
1A7-186F 5 cagttggcagctgggaaaacca 3° 63°C 169 bp
1A7-354R 5 gaagaaaccctgggcagggcta 3
1A8-191F 5 ggcacatgggaaagtcgttga 3° 56°C 153 bp
1A8-3344R 5 cctttgectgaatgcettcag 3°
1A9-487F S5cttccatcagtcatcttagcaaaa 3 57°C 176 bp
1A9-662R 5" gagcaaaatgcacgttcttcaaaa 3°
GAPDH-F586 5 accacagtccatgccatcac 3° 55°C 452 bp
GAPDH-R1037 5 tccaccacccetgttgetgta 3

2.2.4.2. Herstellung genomischer DNA

Etwa 1g Lebergewebe einer weiblichen Wistar Ratte wurde in fliissigem Stickstoff zermor-
sert mit einem Verdauungs-Puffer versetzt (1,2ml pro 100mg/Gewebe) und iiber Nacht ver-

daut. Es folgte eine Extraktion der DNA mit 25:24:1 Phenol/Chlorophorm/Isoamylalkohol.
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Die wissrige Phase wurde nun mit 1/2 vol. 7,5 M Ammoniumacetat und 2 Vol. 100 %-igem
Ethanol prazipitiert. Nach einer anschlieBenden Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge, 1700g
fiir 2min.) wurde das Pellet mit 70 %-igem Ethanol gewaschen. Die DNA wurde dann in TE-
Puffer aufgenommen und mehrere Stunden bei Raumtemperatur vorsichtig geschwenkt, damit

sie vollstandig in Losung geht.

Verdauungspuffer
100 mM NaCl
10 mM  Tris-HCI, pH 8
25 mM  EDTA, pH 8
0,5 % SDS

0,1 mg/ml Proteinase K (Stammlosung 10mg/ml)

2.2.4.3. DNase-Verdau

Um DNA-Kontaminationen der RNA-Prdparationen vollstindig zu beseitigen und somit

falsch positiven Signalen vorzubeugen, wurde zuerst ein DNase-Verdau durchgefiihrt.

Ansatz, ad 25pl

I ng Gesamt RNA

Sul first-strand-Puffer 5x (50mM Tris, pH 8,3; 75SmM KCI, 3mM MgCl,)
1 ul  DNasel (10 U/ul)

x ul  ddH,O auf 25ul auffiillen

Der Verdau wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschlu3 daran wurde 2,5ul 25mM
EDTA dazupipettiert und die DNasel 10 Minuten bei 65°C inaktiviert.
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2.2.4.4. Reverse Transkription (RT)-Reaktion

Der gesamte Ansatz aus dem DNase-Verdau wurde in die Reverse Transkription (RT) einge-
setzt. Fiir die RT-Reaktion wurde oligo-dT30 als Primer und die Reverse Transkriptase des

Moloney-Méuseleukdmievirus (MMLV-Supercsript RT) gewihlt.

Reaktionsansatz, ad 50ul
27,5 ul DNase-Verdau-Mix
2,5 ul oligo dT30 (110ng/ul)
5 ul first-strand-Puffer 5x
5 ul DTT (0,1 M)
2 ul dNTP's (5 mM)
1 ul RNasin
1 ul MMLYV Supercript RT (200 U/ul)
6 ul ddH,0
Y. =50ul

Zur Synthese des Erststrangs wurde der RT-Ansatz fiir 30min. bei 42°C inkubiert. Die Rever-
se Transkriptase wurde durch Erhitzen auf 95°C denaturiert. AnschlieBend wurde der gesamte
Ansatz sofort auf Eis gestellt. Die so entstandene cDNA wurde in die nun folgende PCR ein-
gesetzt. Als Kontrolle fiir eine positive RT-Reaktion wurde eine PCR-Reaktion mit Primern
durchgefiihrt, die Glycerinaldehyd-3-Phophat-Dehydrogenase (GAPDH) erkennen. Hierzu
wurden Primer verwendet, die eine Teilsequenz erkennen, die auf DNA-Ebene durch Introns
unterbrochen ist. Nur bei erfolgreicher RT-Reaktion wird das typische GAPDH-Signal von
452 bp sichtbar.

2.2.4.5. PCR-Reaktion zur Erkennung der UGT 1A-Isoenzyme

In den nachfolgenden PCR-Reaktionen wurden jeweils 1/10 Vol. des RT-Produktes amplifi-
ziert. Der Reaktionsansatz betrug 50ul.
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Reaktionsansatz
4,0 ul 10x Puffer (20mM Tris-HCI, ph 8.4 ; 50mM KCI)
1,5 ul MgCl, (50mM)
2,0 ul dNTP's (5mM)
1,0 ul Primer 5° (20uM - 50uM)
1,0 ul Primer 3* (20uM - 50uM)
5,0 pul RT-Probe
0,5 pul Taq-DNA-Polymerase (5 U/ul)
35 ul ddH,0O
Y. = 50ul

Um eine hohe Reproduzierbarkeit und Sensitivitidt der Methode zu gewéhrleisten, wurde fiir
jedes Primerpaar ein zusdtzlicher Ansatz mit 2pug genomischer DNA angesetzt, die alle intak-
ten Exons 1 enthielt. Bei einer erfolgreichen PCR reichte die Sensitivitit aus, um aus der ge-
nomischen DNA die Einzelkopien der Exons1 herauf zu amplifizieren. Somit wurde die PCR
mit jedem Primerpaar durch eine positive PCR-Kontrolle iiberpriift und falsch negative Er-
gebnisse ausgeschlossen.

In jedem PCR-Lauf, der im Robocycler durchgefiihrt wurde, befanden sich nicht nur die zu
testenden Proben, sondern jeweils auch eine Positiv- und Negativ-Kontrolle jedes einzelnen
Primerpaars. Zusétzlich wurde jede PCR-Reaktion zweifach kontrolliert. Das Programm sah

wie folgt aus:

Zeit Temperatur Zyklen
3 min 94°C Ix Denaturierung
1 min. 94°C Denaturierung
1 min. 55-66°C 35x Annealing
2 min. 72°C Elongation
7 min. 72°C 1x Zusétzliche Elongation
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2.2.5. Northern Blot

Die zu untersuchende RNA wurde unter denaturierenden Bedingungen in einem Formalde-
hyd-Agarose-Gel entsprechend ihres Molekulargewichts elektrophoretisch aufgetrennt, mit
Hilfe der Blotting-Technik auf eine geeignete Trigermembran transferiert und dort immobili-
siert. Nach Hybridisierung der Tragermembran mit radioaktiv markierter DNA, die der ge-
suchten RNA komplementir ist, kann die RNA durch Autoradiographie der Tragermembran
sichtbar gemacht werden. Mit Hilfe dieses Verfahrens 148t sich die Grée der RNA und auch

ihre Menge bestimmen.

2.2.5.1. RNA-Gelelektrophorese

Fiir die Auftrennung der RNA wurde ein 1,2 %-iges Agarose/1x MOPS-Gel verwendet. Am
Anschlul daran wurde das Gel in 1x MOPS-Laufpuffer bei 100-140 Volt elektrophoretisch
aufgetrennt. Jeweils 30ug Gesamt-RNA wurden vor dem Auftragen in das Agarosegel mit 1/5
Vol. RNA-Ladepuffer versetzt und 10 Minuten bei 65°C inkubiert.

Um RNasen zu inaktivieren, wurde die Gelkammer und jedes weitere Zubehor vor Gebrauch,

in 0,1M NaOH gelegt und dann gut mit ddH,O abgespiilt.

10x MOPS-Puffer, pH 7.0; ad 1000ml 5x Ladepuffer, ad 10ml
41,8 g MOPS (0,2 M) 16 ul Bromphenolblau-Lsg.
6,8 g Natriumacetat (50 mM) 80 ul 500 mM EDTA, pH 8
2 ml 0,5MEDTA, pH 8 (0,01 M) 100 pl  EtBr (Stock 10mg/ml)

720 pl  37% Formaldehyd
2000 ul  100% Glycerol
3084 ul  Formamid

4000 pl - 10x MOPS



Material und Methoden 39

2.2.5.2. SSC-Kapillar-Blot

Mit Hilfe eines Kapillarblots wurde die RNA tiiber Nacht auf Hybond N+Nylonmembran (A-
mersham) transferiert. Die Hybond N+ Nylonmembran wurde kurz in ddH,O (Fresenius) und
dann in 10x SSC-Puffer geschwenkt. Der Kapillarblot wurde wie folgt durchgefiihrt: Uber
eine mit 10x SSC-Puffer gefiillte Plastikschale wurde eine Glasscheibe gelegt. Ein Streifen
Whatmanpapier wurde auf identische Breite des Gels zugeschnitten, mit 10x SSC angefeuch-
tet und so iiber die Glasscheibe gelegt, daB3 beide Enden in den Puffer tauchten. Auf diesen
Streifen wurde nun das Gel gelegt und luftblasenfrei mit der Nylonmembran bedeckt. Die
Vermeidung von Luftblasen war unbedingt notwendig, da sonst an dieser Stelle kein Transfer
der RNA stattfand. Drei Lagen mit Puffer durchtrankten Whatmanpapiers wurden auf die Ny-
lonmembran aufgelegt, der Blot mit Zellstofftiichern bedeckt und {iber Nacht mit einem Ge-
wicht von etwa 1 Kilogramm beschwert. Am néchsten Morgen konnte der Filter vorsichtig
abgenommen und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet werden. Zur Fixierung der
RNA wurde die Membran etwa 1 Minute lang in einem UV-Stratalinker (Stratagene) be-
strahlt, kurz in 2x SSC-Puffer geschwenkt und fiir die nun folgende Hybridisierung einge-

setzt.

2.2.5.3. Markierung von DNA-Sonden mit [0~ P] dCTP
(Feinberg und Vogelstein, 1983 und 1984)

Die radioaktive Markierung der DNA-Sonde erfolgte mit dem Rediprime-DNA-Labelling-
System der Firma Amersham. Hexamere Oligonukleotide unterschiedlicher, zufélliger Nukle-
otidsequenzen (,,Random Primer*) wurden zur DNA hinzugegeben, die sich an die komple-
mentdren Sequenzen denaturierter Einzelstrang-DNA anlagern. Die Polymerase I (Klenow-
Fragment) fiillt die Bereiche zwischen den Random-Primern mit Nukleotiden auf. Bei der
Reaktion wurde radioaktiv markiertes [0-32P] dCTP verwendet. Es entstehen DNA-
Doppelstriange.

25-40ng cDNA wurden in 45ul H,O bidest. aufgenommen und fiir 5 Minuten bei 95°C dena-
turiert. AnschlieBend wurde diese Losung in das Roéhrchen mit dem Labelling-Mix pipettiert
und mit 5pl [a-32P] dCTP versetzt. Nach der einstiindigen Inkubation bei 37°C wurde die
DNA-Sonde iiber eine Nick-Spin-Colums (Pharmacia) aufgereinigt, und es folgte eine Be-

stimmung der spezifischen Aktivitit im B-Counter. Das Gesamtvolumen zur Hybridisierung
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betrug 5ml und fiir den Northern Blot wurden jeweils 2 x 10° cpm/ml zum Hybridisieren ein-

gesetzt.

2.2.5.4. Hybridisierung eines Northern Blots

Fiir die Hybridisierung stand ein Hybridisierungsofen (Appligene) mit sich drehenden Hybri-
disierungsrohren zur Verfiigung. Diese Vorrichtung bot den Vorteil, dal wihrend der Hybidi-
sierung nur wenig Hybridisierungspuffer gebraucht wurde. Zur Priahybridisierung wurde die
Nylonmembran in eine Hybridisierungsrohre iiberfiihrt und bei 65°C mit Sml Churchlésung
ca.l Stunde vorhybridisiert. Die unter 2.2.5.3. hergestellte radioaktiv markierte Sonde wurde
dann denaturiert in die Hybridisierungsrohre dazugegeben und nach Church et al., 1984 {iber
Nacht bei 65°C hybridisiert. Die Blots wurden fiinfmal bei 65°C mit Church-Waschldsung fiir
jeweils 1 Stunde gewaschen und in Plastikfolie (Jiirgens) eingeschweif3t. Die Detektion und

Quantifizierung der Signale wurde mit einem Fuji Bas 1000 Reader (Raytest) vorgenommen.

Church-Lésung Church-Waschlésung
500 mM NaPO4, pH 7,2 500 mM NaPO4, pH 7,2
I mM EDTA, pH 8 20 % SDS-Lsg.
7 % SDS-Lsg.

10x SSC-Puffer, pH 7.0
15 M NacCl
0,15 M Natriumcitrat

2.2.5.5. Entfernung (,,strippen*) der radioaktiven Probe von der Membran

Um auf einem Filter mehrere Hybrdisierungen durchfiihren zu kénnen, mulite zuvor die ra-
dioaktive, gebundene DNA vom Filter entfernt werden. Hierzu wurde der Filter dreimal fiir
20 Minuten in heifler 0,1 %-iger SDS-Ldsung gewaschen. Ob nun die radioaktive DNA voll-

stindig entfernt war und die Bindungsstellen wieder frei fiir eine neue Hybridisierung waren,
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konnte mit Hilfe des Handdetektors fiir beta-Strahlung (Berthold) festgestellt werden. Als

zusidtzliche Kontrolle diente eine Exposition am Phosphoimager iiber Nacht.

2.2.5.6. Auswahl der Sonden zur Erkennung der UGT 1A-Proteine

Die Sonden fiir die Northern Blots wurden ebenfalls in den hochvariablen Regionen des
UGT1A-Genkomplexes gelegt, um Kreuzreaktivitit zu vermeiden. Dabei wurde insbesondere
darauf geachtet, da3 die Sequenzhomologie zum néchsten Vertreter des UGT 1A-Isoenzyms
auf Nukleotidebene stets geringer als 60% war.

Zur Herstellung isoenzym-spezifischer Sonden fiir die Northern Blots wurden aus genomi-
scher Rattenleber-DNA mit Hilfe der PCR spezifische DNA-Sequenzabschnitte amplifiziert.
Die entsprechenden Primer mit den dazugehorigen Annealingtemperaturen sind in Tabelle 2
aufgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden direkt mit dem TA-Cloning-Kit (Invitrogen) kloniert
und die Identitét des Inserts wurde durch Sequenzanalyse {iberpriift. AnschlieBend wurde eine
DNA-Maxi-Préiparation (s. 2.2.1.2.1.) durchgefiihrt, um immer ausreichend Material zur Ver-
fligung zu haben.

Table 2: Sondenherstellung zur Erkennung der UGT 1A-Proteine im Northern Blot

UGT Sequenz Annealing | Transkriptgrofie

1A1-7F 5'tggtetgccggagcetcatgttcg 3° 59°C 146 bp
1A1-153R 5 ctgctgaataactccgagceatactc 3°
1A2-255F 5 ggaagaatatcagcgggaaatactgggce 3° 55°C 105 bp
1A2-360R 5 gagctgcacaagaatttgcgtagagatcg 3°
1A3-260F 5 ggcaccacttgetgggccacctte 3° 62°C 159 bp
1A3-419R 5 gagttcaggctctggatcagagetg 3°
1A5-F286 5" gtggtctttgaaacaggceaactatgtg 3° 64°C 126 bp
1A5-R412 5" gatgctggagcagggacccattgtg 3°
1A6-F141 5" cctcagtgaacgeggacacgac 3 62°C 197 bp
1A6-R338 5ttcctgtactetettagaggageca 3°
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1A7-186F 5'cagttggcagcetgggaaaacca 3° 63°C 169 bp
1A7-354R 5" gaagaaaccctgggcagggcta 3°
1A8-191F 5 ggcacatgggaaagtcgttga 3° 56°C 153 bp
1A8-3344R 5 cctttgectgaatgcettcag 3°
1A9-F487 5 cttccatcagtcatcttagcaaaa 3° 57°C 176 bp
1A9-R662 5" gagcaaaatgcacgttcttcaaaa 3"
C-Terminus-1427F 5"cgcccacgacctcacctggtac 3° 58°C 184 bp
C-Terminus-1611R 5 cttetecttcacttectgecactte 3°

2.2.5.7. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase)

Fiir die aufgetragene Menge an RNA wurde als weiteres Kontrollgen Glycerinaldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase, ein Enzym der Glykolyse, verwendet (Fort et al., 1985). Da die
GAPDH-Expression in verschiedenen Organen nicht konstant ist, wurde bei einigen Northern
Blots zum RNA-Abgleich die 28S-Banden der RNA-Gel verwendet. Die RNA-Gele wurden

mit einem Gel-Doc 1000 Video Gel Dokumentationssystem (Biorad) quantifiziert.

2.2.6. Herstellung monospezifischer Antikorper

2.2.6.1. Reinugung des C-Terminus aus ,,inclusion bodies*

Zur Herstellung groBBer Mengen an humanen UGT1A1-Protein wurden DH5-FIQ-Zellen ver-
wendet. Diese waren zuvor mit dem Plasmid pQE30-UGT1-C transfiziert worden, einem in-
duzierbaren Induktionsvektor. Das pQE30-UGT1-C Plasmid enthélt eine cDNA, die fiir den
C-Terminus des humanen UGT1A1 kodiert. Die Expression dieser cDNA kann durch IPTG
induziert werden und fiihrt zur Bildung des C-Terminus des UGT1A1 als Hauptprotein. Euka-
ryontische rekombinante Proteine, die in E-coli exprimiert werden, neigen durch eine hohe
Expressionsrate oft zur Bildung unloslicher, nicht kristalliner Aggregate, die im Cytoplasma
vorliegen und nicht von einer Membran umgeben sind. Diese EinschluBkdérperchen werden
zum Beispiel vom humanen Insulin oder von rHu-IFN-y (Thornton et al., 1983) gebildet. Die

Reinigung von rekombinanten Proteinen aus diesen ,,Inclusion bodies* erfordert die Denatu-




Material und Methoden 43

rierung des in ihnen gebundenen Proteins. Zur Denaturierung werden chaotrope Reagenzien
wie Harnstoff oder Guanidiumchlorid eingesetzt.

In dieser Arbeit wurde der C-Terminus (C5), der fiir alle UGT1A-Proteine konstant ist, liber
Inclusion bodies aufgereinigt. Die priparative Proteinaufreinigung erfolgte aus einer 1 1 LB-
Ampicillin-Kultur. Nach der Inokulation im Verhiltnis 1/100 mit einer frischen Ubernacht-
kultur wurde 3 Stunden bei 37°C im Schiittler bei 225Upm inkubiert. Die OD, gemessen bei
600nm, erreichte einen Wert von 0,6-0,7, was einer Kultur in der spiten log-Phase des
Wachstums entspricht. AnschlieBend wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1mM
IPTG induziert. Nach einer weiteren Induktion von 3,5 Stunden wurden die Bakterien ab-
zentrifugiert (25min. 4000rpm bei 4°C). Der Uberstand wurde verworfen, und das Pellet in
20ml PBS gewaschen. Das Pellet wurde nun in kaltem 8 M Harnstoff-Puffer resuspendiert
und in einem Eisbad einer Ultraschall-Lyse unterzogen (Schallgerdt Labsonic 2000; Braun).
Beschallt wurde in 6 Intervallen von jeweils 20s., die durch 20s. Pause unterbrochen waren.
Die Schalleistung betrug alternierend 90 und 240 Watt. Die Proben wurden erneut abzentrifu-
giert (15min. 10000rpm bei 4°C) und der Uberstand verworfen. Die im Pellet befindlichen

Inclusion bodies wurden bei -20°C gelagert.

Harnstoff-Puffer, pH 7.0
8 M Harnstoff
50 mM  Natriumphosphat

2.2.6.1.1. Reinigung des Proteins durch priparative Gelelktrophorese

Die Protein-Elution wurde in dem Elektro-Eluter Modell 422 der Firma Biorad durchgefiirt.
Das Pellet mit den Inclusion bodies (s.2.2.6.1.) wurde in Probenpuffer (s.2.2.2.1.) aufgenom-
men und in einem 11 %-iges SDS-Gel aufgetrennt. Danach wurde das Gel mit Sypro-Orange
gefarbt (s.2.2.2.3.2.) und die 30 kD Bande des C-Terminus des UGT1A1 unter UV-Licht he-
rausgeschnitten. Die herausgeschnittenen Gelfragmente wurden in Elutionsglasrohrchen mit
Fritte und Membranfiltern iiberfiihrt. Die Membranfilter waren zuvor 1 Stunde lang bei 60°C
in Elutionspuffer eingeweicht worden. Das rekombinante Protein wurde bei 8-10 mA pro

Rohrchen tiber Nacht eluiert. Das Eluat wurde bei -20°C gelagert.
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Elutionspuffer
25 mM  Tris base

192 mM Glycin
0,1 % SDS

2.2.6.1.2. Ultrafiltration mit Amicon-Zentrifugenroéhrchen

Um das Volumen der Probe nach der Elution weiter zu verkleinern, wurde eine Ultrafiltration
durchgefiihrt. Eingesetzt wurden Centricon-10 Zentrifugenrohrchen (Amicon) mit einer Aus-
schluBgrenze von einem Molekulargewicht von 10 kD. Zentrifugiert wurde bei 3000g. Das
Probenauftragsvolumen betrug maximal 2ml. Die Probenkonzentration wurde maximal um

den Faktor 10 erhoht, wodurch die Proben konzentriert genug zur Immunisierung waren.

2.2.6.2. Herstellung von Peptidantikorpern

Sequenzen von 13 Aminosduren Linge aus den variablen Bereichen des UGTI1A-
Genkomplexes wurden zur Herstellung monospezifischer Antikorper ausgewéhlt und durch
die Firma Nano Tools synthetisiert. Zur Immunisierung von Kaninchen wurden die Peptide
mit einem zusétzlichen Cystein versehen und anhand dieses Cysteins an Keyhole Limpet He-
mocyanin (KLH) gekoppelt. Als Reagenz zur Kopplung der Peptide an KLH diente Maleini-

midobenzoyl-N-hydroxysuccinimid.

2.2.7. Immunisierung von Kaninchen

Fiir jeden monospezifischen Antikorper wurden jeweils zwei Kaninchen (Chinchilla White)
nach dem folgenden Injektionsschema immunisiert. Alle Injektionen erfolgten subcutan, und

vor Beginn der Immunisierung wurde allen Tieren Sml Nullserum entnommen.
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Tag 0 14 28 38 56 66 80
Injektion 1 2. 3. 4.
Blutentnahme 2ml 2 ml 2ml Entblutet

1. Injektion:

2.- 4. Injektion:

Eluat (Img C5-Protein) + Complete Freund'sches Adjuvants (FA)

je 250pg Peptid an KLH gekoppelt + Complete FA

Eluat (1mg C5-Protein) + Incomplete FA
je 250ug Peptid an KLH gekoppelt + Incomplete FA

In regelmiafigen Abstinden wurden die AntikOrpertiter im Western-Blot getestet. Die Tiere

wurden am 80. Tag, durch eine in Narkose durchgefiihrte Herzpunktion, vollstindig entblutet.

Das Blut wurde anschlieend abzentrifugiert und das Serum bei -20°C gelagert.

2.2.8. Aktivitiatstest

Die Substrate wurden in Methanol oder DMSO geldst und in einer Endkonzentration von

100uM in die Assays eingesetzt. Die enzymatische Aktivitdt wurde mit mikrosomalem Prote-

in gemessen. Die Testansitze enthielten '*C-markierte UDP-Glucuronsiure, das jeweilige

Substrat sowie Phosphatidylcholin. Die Reaktion wurde 60min. bei 37°C durchgefiihrt, und

das Protein durch Zugabe von Ethanol prézipitiert. Die prézipitierten Bestandteile wurden

durch eine Zentrifugation entfernt. Die Glukuronidhaltigen Uberstinde wurden lyophilisiert,

als methanolische Losungen auf Kieselgelplatten aufgetragen und in einer Diinnschichtchro-

motographie mit einem n-Butanol/Aceton/Essigsdure/Wasser-Gemisch (35:35:20:20%) aufge-

trennt. Die Detektion und Quantifizierung der "*C-markierten Glucuronide erfolgt mittels ei-

nes Phosphoimagers.
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3.1. Charakterisierung des Expressionsmusters der UGT1A-Isoformen

mittels RT-PCR

Die Expression der neun verschiedenen Exonl der Ratte ist gewebsspezifisch reguliert. Bishe-
rige Untersuchungen der UDP-Glukuronosyltransferasen wurden hauptsichlich in der Leber,
dem Hauptentgiftungsorgan vorgenommen. Nur wenige Arbeiten beschéftigten sich mit dem
Darm, dessen Aufgabe auch darin besteht, schadliche Substanzen zu eliminieren. Bei diesen
Untersuchungen wurde jedoch meist keine Unterscheidung innerhalb der einzelnen Darmab-

schnitte vorgenommen, sondern hiufig der gesamte Darm zur Analyse eingesetzt.

Aus diesem Grund, wurde das Expressionsmuster der UGT1A-Isoenzyme in den einzelnen
Darmabschnitten auf RNA-Ebene genauer charakterisiert und eine RT-PCR etabliert. Dazu
wurde die Methode so eingestellt, daf} sie mit der hchst moglichen Sensitivitit die exprimier-
ten UGT1A-Isoenzyme nicht nur unterscheidet, sondern auch vollstindig erfafit. Wie unter
2.2.4.1. beschrieben, wurde zur Auswahl der Primer ein Alignment der DNA-Sequenzen der
verschiedenen Exonl des UGTI1A-Genkomplexes durchgefiihrt. Die Primer wurden aus den
hypervariablen Regionen der UGT1A-Gene ausgewihlt. Aufgrund der Sequenzhomologie,
die zum nichst verwandten UGT1A-Gen auf Nukleotidebene stets kleiner als 70% war, konn-
ten die UGTI1A-Isoenzyme in den einzelnen Darmabschnitten eindeutig erkannt und unter-

schieden werden.

Um zu zeigen, daf} alle neun ausgewihlten Primerpaare auch ein positives Signal ergeben,
wurde als Template 2ug genomische DNA aus der Leber der Ratte in die PCR eingesetzt. Die
genomische DNA enthilt alle Exonl der UGT1A-Gene als Einzelkopie. Somit stellt die ge-
nomische DNA ein ideales Template zum Nachweis der Sensitivitidt der PCR dar. Abbildung
3 zeigt die neun Positivkontrollen. Die PCR war sensitiv genug, um die Einzelkopien der E-

xonl zu isolieren.
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Abb.3: Dargestellt ist eine PCR mit den neun

p— __---- Positivkontrollen. Als Template wurden 2ug ge-

., — — nomische DNA, isoliert aus der Leber der Ratte,
-

eingesetzt. Als Marker wurde eine 100bp-Leiter

verwendet.

A6 A7 AB8A9 M A1 A2 A3 A4 A5

Nun wurde die RNA aus Leber, Niere, Magen und den verschiedenen Darmabschnitten (Oe-
sophagus, Duodenum, Jejunum, Ileum, Caecum, Colon und Rectum) isoliert und mittels RT-
PCR vergleichend untersucht. Bei jeder RNA-Extraktion konnen Kontaminationen, zum Bei-
spiel durch genomische DNA auftreten, die dann wiederum in der PCR zu falsch positiven
Signalen fithren. Um daher falsch positive Ergebnisse auszuschlieen, wurden zu Beginn alle
verwendeten RNA-Proben einem DNase-Verdau unterzogen. Im Anschluf3 daran wurde eine
reverse Transkription, jedoch ohne die Reverse Transkriptase, mit anschlieBender PCR wie
unter 2.2.4.5. beschrieben durchgefiihrt. Nach Auftrag in ein 2 %-iges ethidiumbromid-
gefdrbtes Agarosegel, zeigte sich durch die Abwesenheit kontaminierender DNA ein komplett

negatives Ergebnis (s. Abb.4).

Abb.4: Dargestellt sind die neun Negativ-
kontrollen. Alle RNA-Proben wurden einem DNa-

se-Verdau unterzogen. Die Reverse Transkription

B
: wurde ohne die Reverse Transkriptase durchge-
- fithrt und anschlieend in die PCR eingesetzt. Als

A6 A7 A8 A9 M A1 A2 A3 A4 A5 Marker diente eine 100bp-Leiter.

Fiir jede zu testende RNA wurde ein DNase-Verdau und eine Reverse Transkription (RT) mit
und ohne Reverse Transkriptase und anschlieBender PCR durchgefiihrt. Da die verwendete
PCR-Maschine (Robocycler) iiber einen Temperaturgradienten verfiigt, konnten alle neun
Primerpaare trotz unterschiedlicher Annealing Temperaturen parallel in einem Lauf getestet
werden. Zusitzlich lief zu jeder RNA-Probe eine PCR mit genomischer DNA als Positiv-

Kontrolle.
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Als Kontrolle fiir die RT-Reaktion wurden Primer zur Detektion von GAPDH eingesetzt. Die
GAPDH-Primer erkennen eine Teilsequenz, die auf DNA-Ebene durch Introns unterbrochen
ist, und nur bei einer erfolgreichen RT-Reaktion ein Signal von 452 bp geben. Alle RT-PCR's

wurden als drei unabhéngige Versuche durchgefiihrt.

In der Leber wurde ein komplexes Muster in der UGT1A-Expression festgestellt (s. Abb.5)
Die Bilirubintransferase UGT1A1, die Paranitrophenoltransferase UGT1A6 und UGT1A7
zeigten sehr starke Signale. Etwas schwicher wurde das UGT1AS exprimiert und als sehr
schwache Banden konnten UGT1A2 und UGT1AS detektiert werden. Uberraschenderweise
konnte auBBerdem die mRNA des Pseudogens UGT1A9 in der RT-PCR nachgewiesen werden.

Abb.5: Dargestellt ist das UGT1A- Ex-

Leber ! !- pressionsmuster der Leber anhand einer

- -_"- _: RT-PCR. Als GroBenmarker diente eine
e —_ - 100bp-Leiter.

A6 A7TA8A9 M Al A2 A3 A4 A5SM GAPDH

Das UGT1A-Expressionsmuster der Niere stellte im Gegensatz zur Leber eine geringere
Komplexitit dar. Zwar wurden auch hier starke Signale bei UGT1A1, UGT1A6 und UGT1A7
sowie die mRNA des Pseudogen UGT1A9 gefunden, doch im Vergleich zur Leber fehlte die
Expression von UGT1AS und UGT1AS.

Abb.6: Dargestellt ist das UGTIA-
Expressionsmuster der Niere anhand einer

RT-PCR. Als Marker wurde eine 100bp-

Niere

lll‘-

il

Leiter verwendet.

A6 A7 A8 A9 M A1 A2 A3 A4 A5 M GAPDH

Bei der Betrachtung aller Abschnitte des Gastrointestinaltraktes (s. Abb.7) der Ratte wurden
drei Hauptvertreter gefunden. Es handelte sich hierbei um UGT1A1, UGT1A6 und UGT1A7,

die selben Vertreter, die auch in den Organen Leber und Niere exprimiert wurden. Zusitzlich



Ergebnisse

49

konnte jedoch im Gastrointestinaltrakt auch das UGT1A2 und UGT1A3 nachgewiesen wer-

den. UGT1A2 war im Oesophagus nicht exprimiert, trat erstmals im Magen dazu und zeich-

nete sich im gesamten Diinndarm durch ein starkes Signal aus. Nach distal (ab Caecum) wur-

de das Signal schwécher. UGT1A3 war nur im Duodenum und Jejunum exprimiert.

QOesophagus

.-

| —

—
--

A6 ATA8 A9 M Al A2 A3 A4 A5S M GAPDH

Magen
- L
. — ol -
- — -

A6 ATA8 A9 M Al A2 A3 A4 A5 M GAPDH

Duodenum

.- L

A6 A7 A8 A9IM A1 A2 A3 A4 A5S M GAPDH

Jejunum

IIIF

A6 A7 A8 A9 M Al A2 A3 A4 A5 M GAPDH

Ileum

. L

A6 ATA8A9 M Al A2 -A3 A4 A5SM GAPDH

Caecum

L L

A6ATASA9 M Al A2 A3 A4 A5M GAPDH

g -

A6 A7TA8A9 M Al A2 A3 A4 A5 M GAPDH

Rectum

lIIF

A6 A7A8A9 M Al A2 A3 A4 A5 M GAPDH

Abb.7: Dargestellt ist das mRNA-Expressionsmuster der neun UGT1A-Isoenzyme aller gastrointestinalen

Abschnitte unter Verwendung einer RT-PCR. Als Groflenmarker diente eine 100bp-Leiter.
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Es konnte gezeigt werden, da3 die gastrointestinale Barriere {iber eine komplexe Ausstattung
an UGT1A-Isoenzyme auf RNA-Ebene verfiigt, die zur Entgiftung eingesetzt werden konnen.
Die Frage nach der Expressionshohe wurde anhand von Northern Blot-Analysen weiter unter-

sucht.

3.2. Quantifizierung des Expressionsmusters der UGT1A-Isoenzyme

Das bisher gefundene Expressionsmuster der Glukuronosyltransferasen (UGT's) wurde mit-
tels RT-PCR erfafit. Da alle PCR's mit 35 Zyklen durchgefiihrt wurden, befand sich die Pro-
duktmenge der meisten UGT s nicht in der exponentiellen- sondern immer in der Séttigungs-
phase. Somit konnte keine quantitative Aussage getroffen werden. Um die Expressionshohe
der einzelnen UGT1A-Isoenzyme zu quantifizieren, wurden Northern Blot Analysen durchge-
fiihrt.

Fiir alle UGT1A-Isoenzyme, die in der RT-PCR ein positives Signal ergaben, wurden, wie
unter 2.2.5.6. beschrieben, DNA-Sonden fiir die Northern Blots hergestellt. Um Kreuzreakti-
vitdt zu vermeiden, wurden die isoenzym-spezifischen Sonden, &hnlich wie bei der PCR, in
den hochvariablen Regionen der Exonl der UGT1A-Gene gelegt. AuBerdem wurde darauf
geachtet, da3 die Sonden in etwa alle die gleiche Lange besalen. Dabei war die Sequenzho-
mologie zum néchsten Vertreter des UGT1A-Isoenzyms auf Nukleotidebene stets geringer als
60%. Zusitzlich wurde eine DNA-Sonde hergestellt, die mit einer Lange von 184bp den kon-
stanten C-Terminus erkennt und somit in der Lage war, alle UGT1A-Transkripte zu detektie-

rén.

Jede einzelne Sonde wurde durch Restriktionsverdau und Sequenz-Analyse komplett auf ihre
Richtigkeit hin tberpriift. Alle Sonden standen nun als Plasmid-DNA zur Verfiigung und
durch eine PCR mit den jeweiligen spezifischen Primern, die auch zum Klonieren verwendet
wurden, konnten die DNA-Sonden jederzeit und in ausreichender Menge amplifiziert werden.
Nach einer Aufreinigung und einer quantitativen Abschitzung im Gel, mit Hilfe eines Mole-
kulargewichtsmarkers, konnten die DNA-Sonden zur Hybridisierung im Northern Blot einge-

setzt werden.

Die Lage der Sonden ist in Abbildung 8 dargestellt.
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Exon 1
f |
1 858
7 153
ﬁ
255 360 1A2
ﬁ
260 419 1A3
! ' 1A5
286 411
I f
141 338 1A6
186 354 1A7 1A9
] ]
487 662

Abb. 8:

In Abbildung 8 ist die Lage der einzelnen Sonden schematisch dargestellt. Die Zahlen geben die Nukleotidposi-
tion der kodierenden RNA-Sequenz des jeweiligen Isoenzyms an. Die C-terminale Sonde (hier im Schema nicht

dargestellt) liegt komplett im C-Terminus des Proteins mit der Position 1427-1611.

Zur Markierung der spezifischen DNA-Sonden wurde [OL-BZP] dCTP mit einer Aktivitidt von

6000 Ci/mmol eingesetzt. Dies entspricht der doppelten Menge an [OL-BZP] dCTP, die norma-
lerweise standardméBig verwendet wird. Diese hohere spezifische Aktivitdt der Sonde fiihrte
zu einer Signalverstirkung.

In Abblidung 9 bis 14 sind Northern Blots mit den Expressionsmustern von UGTI1Al,
UGT1A2, UGT1A3, UGT1A6, UGT1A7 und dem C-Terminus dargestellt. Da die Expressi-
onshohe von GAPDH ebenso wie die Expressionshéhe von B-Actin zwischen den verschiede-
nen Geweben stark variiert, wurde zum Abgleich der Blots die RNA-Menge der 28S Banden
der RNA-Gele verwendet. Die RNA-Gele wurden mit einem Gel-Doc 1000 Video Gel Do-
kumentationssystem (Biorad) quantifiziert und sind ebenfalls in Abbildung 9-14 mit darge-

stellt.
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Unter Verwendung des Phosphoimagers wurden die Signale der Northern Blots quantifiziert.

In der Grafik neben den Northern Blots sind die quantifizierten Signale prozentual dargestellt.

3.2.1. Expression der UGT1A-Isoenzyme

Um eine Vorstellung von der Gesamtexpression aller UGT1A-Isoenzyme im Gastrointestinal-
trakt zu erhalten, wurde ein Northern Blot mit dem C-Terminus als Sonde angefertigt. Uberra-
schend fiel zuerst auf, dal die UGT1A-Isoenzyme in den proximalen Abschnitten des Diinn-
und des Dickdarms genauso hoch exprimiert waren wie in der Leber (s. Abb.9). Sowohl im
Diinn- als auch im Dickdarm fand eine Abnahme der UGT1A-Isoenzyme von proximal nach
distal statt. Die Abnahme der Expression verlief im Diinndarm sowie im Dickdarm in Form
eines Gradienten. Im Oesophagus waren die UGT's nur schwach exprimiert, und auch die
Gesamtmenge der UGT's im Magen stellte sich ebenfalls gering dar. Erstaunlicherweise ent-

hielt auch die Niere nur wenig UGT1A-Transkripte.

C-Terminus :

B C-Terminus

25%
28S
18S 20%

Oes Ma Du JelIle Cae Co Re Le Ni Cé6 5%

ey |

5% 1

Oes Ma Du Je Ile Cae Co Re Le Ni Cé6

0%

1

PP TeYee e - f & f @y@ e | VR | g ¢

GAPDH

Abb. 9:
Figur A zeigt oben das RNA-Gel, das zur Standardisierung der Blots auf gleiche RNA-Menge diente. Pro Organ
wurden 30pg Total-RNA aufgetragen. C6 steht fiir die RNA der C6-BU-1 Zellinie (Gehirntumorzellinie der

Ratte), die keine UGT"s der Familiel exprimiert und als Negativkontrolle verwendet wurde. Die mittlere Memb-
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ran wurde mit der C-terminalen- und die untere Membranen mit einer GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert. In
Figur B sind die Signale der einzelnen Organe prozentual zur Summe aller Signale nach RNA-Abgleich darge-
stellt. Oes - Oesophagus, Ma - Magen, Du - Duodenum, Je - Jejunum, Ile - [leum, Cae - Caccum, Co - Colon,
Re - Rectum, Le - Leber, Ni - Niere.

3.2.2. Expression des UGT1A1

Die Expression des UGT1A1 zeigte ein dhnliches Muster wie es bereits fiir die gesamte UGT
Familiel beschrieben wurde (s. Abb.10). Auch hier bildeten sich im Diinn- und Dickdarm
Gradienten, die von proximal nach distal abfielen. Eine Ausnahme zeigte die Leber, wo die

Expression am hochsten war. Im Oesophagus, Magen, Rectum und Niere war die mRNA-

Expression ebenfalls arm an UGT1A1.

UGTI1A1l:
A B UGTI1A1
0%
28S
18S 2%
0%
Oes Ma Du JelIle Cae Co Re Le Ni Cé6 —
15%
- ——w W 1o
QOes Ma Du Je Ile Cae Co Re Le Ni Cé6 5% |
0% ’_‘ ﬂ

D -

ff ff‘f FId I

GAPDH

Abb. 10:

Figur A zeigt oben das RNA-Gel, das zur Standardisierung der Blots auf gleiche RNA-Menge diente. Pro Organ
wurden 30pg Total-RNA aufgetragen. C6 steht fiir die RNA der C6-BU-1 Zellinie (Gehirntumorzellinie der
Ratte), die keine UGT's der Familiel exprimiert und als Negativkontrolle verwendet wurde. Die mittlere Memb-
ran wurde mit der UGT1A1- und die untere Membranen mit einer GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert. In Figur
B sind die Signale der einzelnen Organe prozentual zur Summe aller Signale nach RNA-Abgleich dargestellt.
QOes - Oesophagus, Ma - Magen, Du - Duodenum, Je - Jejunum, Ile - Ileum, Cae - Caecum, Co - Colon, Re -

Rectum, Le - Leber, Ni - Niere.
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3.2.3. Expression des UGT1A2

Die Ergebnisse der RT-PCR zeigten eine gewebsspezifische Expression des UGT1A2. Kein
Signal im Oesophagus und eine sehr schwache Expression in Leber und Niere standen einer
starken Expression im Diinndarm, die ab dem Caecum wieder schwicher wurde, gegeniiber.
Bei den Northern Blot-Analysen war UGT1A2 jedoch nur im Magen und Diinndarm detek-
tierbar. In allen anderen Organen lag die Expression unter der Detektionsgrenze (s. Abb.11).
Im Diinndarm bildete sich deutlich ein Gradient, wobei die mRNA-Expression vom Duode-

num zum Ileum hin deutlich geringer wurde.

UGT1A2:

A B UGT1A2

70%

28S

188

50%

Oes Ma Du Je Ile Cae Co Re Le Ni C6 0%

. ‘ ih 20% |

Oes Ma DuJe Ile Cae Co Re Le Ni Cé6
10% |

“"-------— 0% 4

PRV TRV

GAPDH

Abb. 11:

Figur A zeigt oben das RNA-Gel, das zur Standardisierung der Blots auf gleiche RNA-Menge diente. Pro Organ
wurden 30pg Total-RNA aufgetragen. C6 steht fiir die RNA der C6-BU-1 Zellinie (Gehirntumorzellinie der
Ratte), die keine UGT's der Familiel exprimiert und als Negativkontrolle verwendet wurde. Die mittlere Memb-
ran wurde mit der UGT1A2- und die untere Membranen mit einer GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert. In Figur
B sind die Signale der einzelnen Organe prozentual zur Summe aller Signale nach RNA-Abgleich dargestellt.
QOes - Oesophagus, Ma - Magen, Du - Duodenum, Je - Jejunum, Ile - Ileum, Cae - Caecum, Co - Colon, Re -

Rectum, Le - Leber, Ni - Niere.

¢
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3.2.4. Expression des UGT1A3

Die mRNA des UGT1A3 war in der RT-PCR nur im Duodenum und Jejunum gefunden wor-
den. Im Northern Blot waren die Banden im Duodenum und Jejunum nur sehr schwach zu

detektieren (s. Abb.12). Alle anderen getesteten Organe waren negativ fiir UGT1A3.

UGT1A3:

A B UGTI1A3

50% -
28S
18S

Oes Ma Du Je Ile Cae Co Re Le Ni Cé6

Oes Ma Du Je Ile Cae Co Re Le Ni Cé6

0%

WP P - — - - — fﬁﬁ féy& @é f® (ﬁp‘;-éyé\ Vég} &

GAPDH

Abb. 12:

Figur A zeigt oben das RNA-Gel, das zur Standardisierung der Blots auf gleiche RNA-Menge diente. Pro Organ
wurden 30pg Total-RNA aufgetragen. C6 steht fiir die RNA der C6-BU-1 Zellinie (Gehirntumorzellinie der
Ratte), die keine UGT's der Familiel exprimiert und als Negativkontrolle verwendet wurde. Die mittlere Memb-
ran wurde mit der UGT1A3- und die untere Membranen mit einer GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert. In Figur
B sind die Signale der einzelnen Organe prozentual zur Summe aller Signale nach RNA-Abgleich dargestellt.
QOes - Oesophagus, Ma - Magen, Du - Duodenum, Je - Jejunum, Ile - Ileum, Cae - Caecum, Co - Colon, Re -

Rectum, Le - Leber, Ni - Niere.
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3.2.5. Expression des UGT1A6

Das UGT1A6 war im Gastrointestinaltrakt das am hdchsten exprimierte Isoenzym der
UGT1A-Proteine (s. Abb.13). UGT1A6 war sowohl in der Leber als auch in der Niere hoch
exprimiert. Erstaunlich war jedoch die hohe Expression des UGT1A6 im Magen, die mit der
Expression der Leber vergleichbar war. Im Gastrointestinaltrakt waren auch hier wieder deut-
lich Gradienten zu erkennen. Im Verlauf des Diinndarms nahm die Expression des UGT1A6
wie bei den anderen UGT1A-Isoenzymen von proximal nach distal ab. Im Dickdarm war je-
doch zum ersten Mal eine gegenldufige Tendenz zu erkennen. Hier nahm die mRNA-
Expression vom Caecum zum Colon leicht zu, und iiberraschenderweise zeichnete sich das

Rectum durch eine sehr starke UGT1A6-Expression aus.

UGT1AG6:
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Abb. 13:

Figur A zeigt oben das RNA-Gel, das zur Standardisierung der Blots auf gleiche RNA-Menge diente. Pro Organ
wurden 30pg Total-RNA aufgetragen. C6 steht fiir die RNA der C6-BU-1 Zellinie (Gehirntumorzellinie der
Ratte), die keine UGT"s der Familiel exprimiert und als Negativkontrolle verwendet wurde. Die mittlere Memb-
ran wurde mit der UGT1A6- und die untere Membranen mit einer GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert. In Figur
B sind die Signale der einzelnen Organe prozentual zur Summe aller Signale nach RNA-Abgleich dargestellt.
QOes - Oesophagus, Ma - Magen, Du - Duodenum, Je - Jejunum, Ile - Ileum, Cae - Caecum, Co - Colon, Re -

Rectum, Le - Leber, Ni - Niere.
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3.2.6. Expression des UGT1A7

Ahnlich wie das UGT1A2 zeichnete sich auch das UGT1A7 durch eine sehr geringe Expres-
sion in Leber und Niere aus, wo die mRNA-Expression an der Detektionsgrenze lag. Wieder
exprimierten Oesophagus und Magen dieses UGT-Isoenzym nur schwach. Das Expressions-
muster des UGTIA7 ist jedoch im Gastrointestinaltrakt vergleichbar mit dem bereits be-
schriebenen Expressionsmuster von UGT1A1 und dem C-Terminus. Im Gastrointestinaltrakt
bildet sich ein deutlicher Gradient aus, der im Duodenum die hochste Expression zeigte und
anschliefend von proximal nach distal sowohl im Diinn- als auch im Dickdarm abfiel (s.

Abb.14).

UGT1A7:
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Abb. 14:

Figur A zeigt oben das RNA-Gel, das zur Standardisierung der Blots auf gleiche RNA-Menge diente. Pro Organ
wurden 30pg Total-RNA aufgetragen. C6 steht fiir die RNA der C6-BU-1 Zellinie (Gehirntumorzellinie der
Ratte), die keine UGT's der Familiel exprimiert und als Negativkontrolle verwendet wurde. Die mittlere Memb-
ran wurde mit der UGT1A6- und die untere Membranen mit einer GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert. In Figur
B sind die Signale der einzelnen Organe prozentual zur Summe aller Signale nach RNA-Abgleich dargestellt.
QOes - Oesophagus, Ma - Magen, Du - Duodenum, Je - Jejunum, Ile - Ileum, Cae - Caecum, Co - Colon, Re -

Rectum, Le - Leber, Ni - Niere.
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3.2.7. Expression des UGT1AS, UGT1A8 und UGT1A9

UGT1AS und UGT1AS, die in der RT-PCR der Leber ein positives Signal zeigten, wurden im
Northern Blot getestet, waren jedoch nicht detektierbar. Die mRNA des Pseudogens UGT1A9
konnte jedoch wie in der RT-PCR in der Leber anhand eines Northern Blots detektiert wer-

den.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, da die UGTI1A-Isoenzyme im Gastrointesti-
naltrakt eine komplexe gewebsspezifische Regulation aufweisen und hoch exprimiert waren.
Mit Hilfe der RT-PCR konnten fiinf der sieben bisher bekannten UGT1A-Transkripte im
Darm der Ratte nachgewiesen werden: UGT1Al1, UGT1A2, UGT1A3, UGTIA6 und
UGTI1A7. Die hochste Expression der UGT1A-Isoenzyme wurde im Duodenum gefunden.

Im Diinndarm sowie im Dickdarm trat fiir fast alle untersuchten UGT1A-Isoenzym eine
mRNA-Expression auf, die von proximal nach distal abfiel. Einzige Ausnahme bildete hierbei
das UGT1A®6, das im Dickdarm einen aufsteigenden mRNA-Gradienten zeigte. Die gefunde-
nen Expressionswerte im gastrointestinalen Trakt der Ratte lagen iiberraschenderweise in ei-
nigen Fallen iiber den mRNA-Mengen der Leber und iibertrafen die Expressionshdhe der Nie-

re bei weitem. Das am stiarksten exprimierte UGT war das UGT1A6.

In der Leber konnte bisher UGT1IA1 und UGT1A6 (Emi et al., 1995) nachgewiesen werden.
Die Untersuchungen dieser Arbeit haben jedoch ergeben, daBl zusidtzlich die mRNA von
UGTI1AS, UGT1A7 und UGT1A9 exprimiert wird. Leber und Niere zeigen ein dhnliches Ex-
pressionsmuster, jedoch kein UGT1A2 und UGT1A3.

3.3. Induktionsversuche

Neben der gewebsspezifischen Regulation der Glukuronosyltransferasen war fiir das aktuell
vorhandene Muster an Entgiftungsenzymen auch die Induzierbarkeit von groBler Bedeutung.
Die Enzyme der Phase-I, die P450 Cytochrome werden durch Enzyminduktoren wie Methyl-
cholanthren (MC), Dexamethason (Dex), Phenobarbital (PB) und Clofibrat (CF) stark regu-
liert. Dariiber hinaus ist bekannt, da3 Induktoren vom Phenobarbital- und Methylcholanthren-
Typ auch Enzyme der Phase-I1 (Glucuronosyltransferasen, Glutathion-S-Transferasen) indu-

zieren konnen. In wieweit die UGT1A-Isoenzyme in den einzelnen Abschnitten des Gastroin-
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testinaltrakts reguliert werden, sollte anhand von Induktionsversuchen néher untersucht wer-
den. Dazu wurden Versuche mit mehrtidgiger Behandlung mit den genannten Induktoren, wie

unter 2.2.3.1. beschrieben, durchgefiihrt.

Um die Frage zu kldren, ob die verwendeten Induktoren eine Neuinduktion oder auch Reduk-
tion von UGT1A-Isoenzymen bewirken und somit zu einem verdnderten Expressionsmuster
fiihren, wurden alle induzierten Organe erneut mit der etablierten RT-PCR getestet.

Erstaunlicherweise stellte sich fiir alle vier untersuchten Induktoren keine Anderung im Ex-
pressionsmuster dar. Um nun das Induktionsverhalten der UGT s in Bezug auf ihre Expressi-
onshohe quantitativ analysieren zu konnen, wurden auch hier Northern Blot-Analysen ange-

fertigt.

3.3.1. Induktion mit Methylcholanthren

Methylcholanthren wurde in einer Dosis von 40mg/kg iiber 3 Tage i.p. verabreicht. Nachdem
die Organe entnommen und gespiilt wurden, konnte die isolierte RNA fiir Northern Blot-

Analysen eingesetzt werden.

3.3.1.1. UGT1A7 nach Methylcholanthren-Behandlung

UGT1A7 war von allen Organen in der Leber am stirksten induzierbar. Konstitutiv ist diese
Glukuronosyltransferase nur sehr schwach exprimiert, konnte aber durch Methylcholanthren
(MC) iiber das 100-fache induziert werden. Abbildung 15. zeigt ein Northern Blot nach MC-
Behandlung mit einer iiber 130-fachen Induktion der mRNA in der Leber.

Im Magen konnte das UGT1A7 um das 3-fache induziert werden (s. Abb.15), wobei die Nie-
re keine Induktion aufwies. Demgegentiber stellte sich der Gastrointestinaltrakt nur mit einer

mafBigen Induktion dar, die im Ileum mit Faktor 2,5 am hochsten war (s. Abb.16).
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Leber UGT1A7 nach MC Magen UGT1A7 nach MC
Ut MC Dex PB CF C6 Ut MC Dex PB CF C6
GAPDH GAPDH

Abb. 15:

Dargestellt sind Northern Blot-Analysen von Leber und Magen nach MC-Behandlung. Es wurden jeweils 30ug
Total-RNA/Lane aufgetragen. Die Membranen wurden mit UGT1A7- und GAPDH-cDNA- Sonden hybridisiert.
Die mRNA der Leber zeigt eine iiber 130-fache Induktion. Die mRNA des Magens ist unter MC-Behandlung um
den Faktor 3 erhoht.

UGT1A7 nach MC-Behandlung

Induktionsfaktor

130

. Z ~ Abb. 16:

zeigt die jeweiligen Induktionsfaktoren

der UGT1A7-mRNA nach MC-Induktion
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6

des Gastrointestinaltrakts sowie der Leber

und Niere. Dargestellt sind die Mittelwer-
2 T te von jeweils drei Tieren.
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3.3.1.2. UGT1A6 nach Methylcholanthren-Behandlung

UGT1A6 zeichnete sich schon durch eine hohe konstitutive mRNA-Expression in der Leber
aus, konnte aber nach MC-Induktion immer noch um das 20-fache induziert werden (s. Abb.
17). Im Gegensatz zum UGT1A7 war die mRNA des UGT1AG6 in der Niere um Faktor 4 er-
hoht. Auch im Magen wurde eine 4-fache Induktion festgestellt (s. Abb.18). Die Induktion

des UGT1A6 im Gastrointestinaltrakt war vergleichbar mit dem Induktionsmuster des
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UGT1A7. Abb.19 zeigt deutlich, dall auch dort nur eine geringe Induktion um den Faktor 2

gefunden wurde.

Leber UGT1A6 nach MC Abb. 17:

—*- Dargestellt ist ein Northern Blot der Leber nach MC-

Behandlung, wobei die UGT1A6-mRNA um das 20-fache

Ut MC Dex PB CF C6

induziert wurde. Es wurden jeweils 30pg Total-RNA aufge-
m tragen und die Membran wurde mit einer UGT1A6- und

GAPDH GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert.
Niere UGT1A6 nach MC Magen UGT1A6 nach MC
Ut MC Dex PB CF Cé6 Ut MC Dex PB CF Cé6

GAPDH GAPDH

Abb. 18:

Dargestellt sind Northern Blot-Analysen von Niere und Magen nach MC-Behandlung. Es wurden jeweils 30ug
total RNA/Lane aufgetragen. Die Membranen wurden mit UGT1A6- und GAPDH-cDNA-Sonden hybridisiert.
Beide Organe zeigen eine Induktion der UGT1A6-mRNA um den Faktor 4.

UGT1A6 nach MC-Behandlung

Induktionsfaktor

24
——
10 Abb. 19:
8 4 Abbildung 19 zeigt die jeweiligen Induk-
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3.3.1.3. UGT1A1 nach Methylcholanthren-Behandlung

Das bisher entstandene Expressionsmuster von UGT1A6 und UGT1A7 wurde durch das
UGT-Isoenzym1A1l noch komplexer. Einer hohen Induzierbarkeit von UGT1A6 und
UGTI1A7 in der Leber steht im krassen Gegensatz einer Reduktion des UGT1A1 im selben
Organ gegeniiber. Der Northern Blot in Abbildung 20 zeigt deutlich eine Reduktion um den
Faktor 2,5 des UGT1A1 in der Leber. An dieser Stelle sei angemerkt, daf es sich bei diesem
Versuch um den selben RNA-Blot handelte, der zuvor eine hohe Induktion von UGT1A6 und
UGTI1A7 zeigte. Die Niere zeigte wie das UGT1A7 keine Induktion durch die Behandlung
mit MC.

Leber UGT1A1 nach MC

Abb. 20:
- - o

Dargestellt ist ein Northern Blot der Leber nach MC-
Ut MC Dex PB CF C6 Behandlung, wobei die UGT1A1-mRNA um den Faktor 2,5

“ﬂﬁﬁq reduziert wurde. Es wurden jeweils 30pug Total-RNA aufge-

tragen und die Membran wurde mit einer UGT1A1- und
GAPDH GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert.

Der Magen sowie das Duodenum wiesen bei der Betrachtung des UGT1A1 eine Besonderheit
auf. In beiden Organen war eine gro3e Variabilitdt im Induktionsverhalten der getesteten Tie-
re zu erkennen, die nicht durch einen Fehler in der Methode erklirt werden konnte. Abbil-
dung 21 zeigt 2 Northern Blots, die im Magen eine iiber 15-fache und im Duodenum eine 10-
fache Induktion des UGT1A1 darstellen. Aus Abbildung 22 ist nun deutlich zu erkennen, daf3
es sich bei den hohen Induktionsfaktoren jedes mal um das selbe Tier handelte. In den restli-
chen Organen des Gastrointestinaltrakts wurde im Jejunum, Ileum und Colon eine leichte In-

duzierbarkeit registriert.
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Magen UGT1A1 nach MC Duodenum UGT1A1 nach MC

- -

Ut MC Dex PB CF Cé6 Ut MC Dex PB CF Cé6
> - - -
GAPDH GAPDH

Abb. 21:

Dargestellt sind Northern Blot-Analysen von Magen und Duodenum nach MC-Behandlung. Es wurden jeweils
30ug Total-RNA/Lane aufgetragen. Die Membranen wurden mit UGT1A1- und GAPDH-cDNA-Sonden hybri-
disiert. Die mRNA des Magens zeigt eine 15-fache Induktion. Die mRNA des Duodenums ist unter MC-

Behandlung um den Faktor 10 erhdht.

UGT1A1 nach MC-Behandlung

Induktionsfaktor
(o]
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Abb. 22:

Abbildung 22 zeigt die jeweiligen Induktionsfaktoren der UGT1A1-mRNA nach MC-Induktion des Gastroin-

testinaltrakts sowie der Leber und Niere. Dargestellt sind die Einzelwerte von jeweils drei Tieren.
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3.3.1.4. UGT1A9 nach Methylcholanthren-Behandlung

Die mRNA des Pseudogens UGT1A9 konnte in der Leber mit der RT-PCR sowie im Nor-
thern Blot detektiert werden. Um so iiberraschender war der Befund, da3 die mRNA dieses
Pseudogens durch Methylcholanthren induziert werden konnte. Der Northern Blot in Abbil-
dung 23 zeigt deutlich eine Induktion um den Faktor 2.,4.

Leber UGT1A9 nach MC

Abb. 23:
”" s S — Dargestellt ist ein Northern Blot der Leber nach MC-
Ut MC Dex PB CF C6 Behandlung, wobei die UGT1A9-mRNA um den Faktor 2,4

induziert wurde. Es wurden jeweils 30pg Total-RNA aufge-

m.q tragen, und die Membran wurde mit einer UGT1A9- und

GAPDH GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, da3 drei der sieben aktiven Glukuronosyltrans-
ferasen der Familiel durch Methylcholanthren induzierbar waren. UGT1A1, UGT1A6 und
UGT1A7 wiesen jedoch gewebsspezifisch stark voneinander abweichende Induktionsmuster
auf. In der Leber konnte fir UGTIA6 und UGTIA7 eine starke Induktion nach MC-
Behandlung gezeigt werden. Erstaunlich war jedoch das Ergebnis, da3 im selben Organ die
mRNA des UGT1A1 durch Methylcholanthren reduziert wurde. Somit wurde eine komplexe
Regulation der UGT1A-Isoenzyme durch Methylcholanthren gefunden, die nicht nur durch
einen Regulationsmechanismus erklédrt werden kann. Zusédtzlich konnte die mRNA des Pseu-
dogens UGT1A9 durch Methylcholanthren induziert werden.

Die Auswirkungen auf den Magen und die Niere waren deutlich geringer ausgeprigt. In der
Niere konnte nur UGT1A6 durch Methylcholanthren induziert werden und im Magen war
eine 3/4-fache Induzierbarkeit von UGT1A1, UGT1A6 und UGT1A7 durch MC-Behandlung
nachweisbar. Insgesamt war die Induzierbarkeit im Gastrointestinaltrakt erheblich schwécher,

als in der Leber.
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3.4. Induzierbarkeit von Dexamethason, Phenobarbital und Clofibrat

3.4.1. Induzierbarkeit des UGT1A6

Uninduziert war UGT1A6 in der Niere sowie im Gastrointestinaltrakt der am stirksten expri-
mierte Vertreter. Nach Induktionsversuchen mit Dexamethason, Phenobarbital und Clofibrat
zeigten nur drei der zehn getesteten Organe eine UGT1A6-mRNA-Erhdhung. Dabei verur-
sachte Phenobarbital eine dreifache Induktion in der Leber, und durch Dexamethason konnte
im Rectum die UGT1A6-mRNA um den Faktor 3,5 gesteigert werden. Im Colon wurde
UGT1AG6 nicht nur durch Dexamethason, sondern auch durch Phenobarbital und Clofibrat im
gleichen Malle um das 3-fache induziert.

Die Induktionen sind in den Abbildungen 24 und 25 anhand von Northern Blots dargestellt.
Alle drei Induktoren wiesen im Gastrointestinaltrakt nur im Jejunum, Ileum und Caecum eine

leichte Induktion der mRNA des UGT1A6 auf.

Leber UGT1A6 nach PB Rectum UGT1A6 nach Dex
Ut MC Dex PB CF C6 Ut MC Dex PB CF C6
SPTEIES wswwew®
GAPDH GAPDH

Abb. 24:

Dargestellt sind Northern Blot-Analysen der Leber nach Phenobarbital- und Rectum nach Dexamethason-
Behandlung. Es wurden jeweils 30pg Total-RNA/Lane aufgetragen. Die Membranen wurden mit UGT1A6- und
GAPDH-cDNA-Sonden hybridisiert. Die mRNA der Leber zeigt eine 3-fache Induktion, und das Rectum ist

unter Dexamethason-Behandlung um den Faktor 3,5 erhdht.

Colon UGT1A6 nach Dex + PB + CF

Abb. 25:
- ‘m Dargestellt ist ein Northern Blot des Colons nach Dexa-
Ut MC Dex PB CF C6 methason-, Phenobarbital- und Clofibrat-Behandlung, wo-
== = ﬂ bei die UGTIA6-mRNA bei allen drei Induktoren um den
! l .‘ I I s Faktor 3 induziert wurde. Es wurden jeweils 30ug Total-
GAPDH

RNA aufgetragen und die Membran wurde mit einer

UGT1A6- und GAPDH-cDNA-Sonde hybridisiert.
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3.4.2. Induzierbarkeit des UGT1A1

Auch die Bilirubintransferase, das UGT1A1, lieB weder in Leber und Niere noch im Magen
Effekte durch die drei verschiedenen Induktoren erkennen. Vom Gastrointestinaltrakt zeigte
nur der Diinndarm (Duodenum bis Ileum) eine leichte Induktion durch Dexamethason, Phe-
nobarbital und Clofibrat. Hierbei wurde die Expression der mRNA des UGTI1A1 bei allen

drei Induktoren immer auf das Doppelte induziert.

3.4.3. Induzierbarkeit des UGT1A7

Das UGT1A?7 ist die Glukuronosyltransferase, die durch die drei eingesetzten Induktoren am
wenigsten in den untersuchten Organen induziert wurde. Nur im Ileum konnten Phenobarbital
und Clofibrat die UGTIA7-mRNA um das Doppelte erhohen, und im Rectum wurde dieses
Isoenzym um den gleichen Faktor durch Dexamethason induziert. Alle anderen Organe wie
Leber, Niere, Magen, Duodenum, Jejunum, Caecum und Colon zeigten weder durch Dexa-
methason oder Phenobarbital noch Clofibrat Effekte in der Expression im Vergleich zur nicht

induzierten mRNA des jeweiligen Organs.

AbschlieBend konnte festgestellt werden, da3 Induktoren die dafiir bekannt sind, Enzyme der
Phase-I stark zu regulieren, wie Dexamethason, Phenobarbital und Clofibrat, im Gegensatz zu
Methylcholanthren nur geringe Effekte auf die Familiel der Glukuronosyltransferasen der
Leber, Niere und des Gastrointestinaltrakts ausiiben. Einzige Ausnahme dabei zeigte die
mRNA des UGT1AS6, die in der Leber durch Phenobarbital eine dreifache Induktion aufwies

und durch Dexamethason in Colon und Rectum um das Dreifache gesteigert wurde.

Im gesamten Gastrointestinaltrakt wurde unter Dexamethason-, Phenobarbital- und Clofibrat-
Behandlung nur Induktionsfaktoren zwischen 1 (nicht induziert) und 3 gemessen, wobei der

iiberwiegende Teil eine Induktion um den Faktor 2 aufwies.
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3.5. Herstellung und Charakterisierung von Antikorpern

Nachdem das Expressionsmuster fiir die Leber, die Niere und den gesamten Gastrointesti-
naltrakt im nicht induzierten und induzierten Zustand auf RNA-Ebene erstellt und quantifi-
ziert wurde, stellte sich nun die Frage, ob sich die entstandenen mRNA-Transkripte auch auf
der Proteinebene wiederfinden lassen. Dazu sollten Antikorper hergestellt werden, die in der
Lage sind, alle Glukuronosyltransferasen der Familiel zu erkennen und wenn mdoglich auch

dariiber hinaus einzelne UGT1A-Isoenzyme zu unterscheiden.

3.5.1. Herstellung eines Antikorpers gegen den C-Terminus des UGT 1A1

Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Herstellung eines monospezifischen Antikorpers gegen
UDP-Glukuronosyltransferasen der Familiel (UGT1A). Da selbst bei hochspezifischen Auto-
antiseren gegen UGT1A-Proteine nie vollstindig ausgeschlossen werden konnte, dafl noch
andere Proteine im Bereich von 50-60 kD erkannt werden, sollte ein Antikorper hergestellt
werden, der alle UGT1A-Proteine erkennt. Zu diesem Zweck wurde der C-Terminus der hu-

manen Bilirubintransferase (UGT1A1) in E.coli exprimiert (s. Abb.26).

N C
I |
5‘_> 4_ 3‘
PCR-Amplifikation des

konstanten C-Terminus

| | Abb. 26:
Uber eine PCR-Amplifikation

wurde der C-Terminus des hu-
manen UGT1A1 in den Vektor
pQE-30 kloniert und anschlie-

Bend in E.coli transformiert.
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In E.coli exprimiertes UGT1A1 neigt, wie andere in E.coli klonierte eukaryontische Proteine,
zur Ausbildung unléslicher, nicht kristalliner Strukturen, sogenannter ,,Inclusion bodies*. Die
Reinigung von Proteinen aus ,,Inclusion bodies* hat den Nachteil, dall sie mit einem Denatu-
rierungsschritt verbunden ist, der einen erheblichen Ausbeuteverlust bewirkt. Zur Denaturie-

rung wurde, wie unter 2.2.6.1. beschrieben, 8 M Harnstoff eingesetzt.

Die ,,Inclusion bodies®, die vor allem aus denaturiertem C-terminalen UGT1A1 bestanden,
wurden von den l6slichen bakteriellen Bestandteilen getrennt. In einem zweiten Schritt wurde
das rekombinante Protein in einem SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und tiber die E-
lektro-Elution weiter aufgereinigt. Abbildung 27 zeigt die einzelnen Schritte von der Indukti-
on der transformierten E.Coli durch IPTG bis zum gereinigten Eluat. Das aufgereinigte Eluat
konnte nach einer Volumenkonzentrierung durch Amicon-Zentrifugenréhrchen zur Immuni-
sierung im Kaninchen verwendet werden. Die gewonnenen Antiseren wurden in der Immun-

fluoreszenz sowie im Western Blot eingesetzt.
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Abb. 27:

Dargestellt ist ein Coomassie Blue gefdrbtes SDS-Gel. 1= E.Coli mit pQE-30 uninduziert; 2 = E.Coli mit pQE-
30 induziert mit IPTG; 3 = Pellet mit Inclusion bodies nach Ultraschall, 4 = Uberstand; 5 = Eluat
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Die Immunfluoreszenz ist neben der Western Blot-Analyse eine weitere Mdglichkeit, UDP-
Glukuronosyltransferasen der Familiel auf Proteinebene darzustellen, wobei die Immunfluo-
reszenz noch einen nidheren Hinweis auf die Lokalisation im Gewebe geben kann. Zu diesem
Zweck wurden nun humane Gefrierschnitte mit dem hergestellten Antikdrper versetzt und die

UGT s mit Hilfe eines DTAF-konjugierten Antikorpers detektiert.

Wie aus Abbildung 28 zu ersehen ist, zeigten die Immunfluoreszenzen in Leber, Niere und
im Duodenum ein positives Signal mit dem hergestellten monospezifischen Antikorper. Die
Leber zeigte eine gleichmifBige positive homogene Verteilung. In der Niere befand sich die
grofite Konzentration der UGT''s in den proximalen Tubuli, wohingegen die Glomeruli nega-
tiv waren. Im Duodenum wurden hauptsichlich die Epithelzellen der Mucosa angeférbt, wo-

bei eine Konzentrationszunahme entlang der Krypt-Villusachse beobachtet werden konnte.

Im Vergleich dazu konnten in Western Blot-Analysen der Leber sowie im Gastrointesti-

naltrakt trotz geringer Serumverdiinnung nur sehr schwache Signale dedektiert werden.
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Abb. 28:

Dargestellt ist A ein Gefrierschnitt der Leber, B der
Niere und C des Duodenums in einer Immunfluores-
zenz mit einem Antikdrper gegen den C-Terminus der
UGT1A-Proteine mit einem DTAF-konjugierten Anti-
korper (griin) angefarbt. Die Leber zeigt eine gleich-
méfige positve (leuchtend griine) Farbung. In B sind
die proximalen Tubuli der Niere angefarbt und im
Duodenum C sind die Epithelzellen der Mucosa positiv
(leuchtend griin) angefarbt, wobei die Konzentration

von den Krypten zu den Villi hin zunimmt.
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3.5.2. Herstellung monospezifischer Peptidantikorper

Um spezifische Antikorper zur Erkennung der UGT1A-Isoenzyme in der Ratte herzustellen,
wurden nun kurze Peptide iiber ein zusitzliches Cystein an KLH (Keyhole limpet hemocya-
nin) gekoppelt und dieses Konjugat zur Immunisierung im Kaninchen eingesetzt. Die Peptide
sind bereits von Ikushiro et al. 1995 erfolgreich verwendet worden, und in Tabelle 3 sind ihre
Sequenzen und Positionen aufgelistet. Die ausgewihlten Sequenzen entstammen auch hierbei
der hypervariablen Region des UGT1A-Genkomplexes. Die Sequenzhomologie der UGT1A-
Isoenzyme untereinander war dabei so gering, da3 auf der Ebene der Primérstruktur nicht mit

Kreuzreaktionen zu rechnen war.

Tabelle 3:
Isoenzym Position Sequenz
UGT]1 (C-Terminus) 516-529 GKGRVKKSHKSKTH
UGT1Al 136-149 AEFMASLEQSHFDA
UGT1A2 112-125 TMASIKKFFDLY AN
UGT1A6 81-94 YNLEELRTRYRSFG

Nach dem Immunisierungsprotokoll, wie unter 2.2.7. beschrieben, wurden die Peptidantikor-
per UGT1A1, UGT1A2, UGT1A6 und UGT1 (C-Terminus) hergestellt. Fiir 3 der 4 Konjuga-
te wurden Antiseren erhalten, die stark mit den UGT1A-Proteinen reagierten. In Western
Blot-Analysen wurde von jedem Organ (alle gastrointestinalen Abschnitte sowie Leber und
Niere) 10ug mikrosomales Protein eingesetzt. In Abbildung 29 ist ein Western Blot darge-
stellt, der mit dem monospezifisch hergestellten UGT1-C-Terminus-Antikoérper behandelt
wurde und somit alle UGT1A-Proteine erkennt. Der Blot zeigt deutlich, da8 nicht nur in der
Leber, sondern auch im gesamten Gastrointestinaltrakt UGT1A-Proteine vorhanden sind.
Somit bestétigt dieses Ergebnis das Expressionsmuster, das auf RNA-Ebene bereits gefunden

wurde.
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MW UGT1-C-Terminus
100 - Abb. 29:
80 - Dargestellt ist ein Western Blot mit 10pg

s it o I —— Mikrosomen pro Orga.n. Als Antikorper
50 - wurde der monospezifisch hergestellte
UGT1-C-Terminus-Antikdrper verwendet
(1:500). Zur Detektion wurde als 2. AK
30 - ein Goat-anti-rabbit alkalische Phosphata-
20 - se (1:1250) eingesetzt.
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Anschlieend sollte nun untersucht werden, ob auch die isoenzymspezifisch hergestellten
Antikorper im Western Blot zu detektieren waren. Um dabei Kreuzreaktivititen mit den
UGT's der Familie 2 (UGT2) auszuschlieen, wurde zunédchst der Antikdrper gegen den C-
Terminus der UGT1A-Proteine eingesetzt, um die hergestellten monospezifischen Antikdrper
durch Immunprézipitation zu isolieren. Das immunprézipitierte Protein wurde unter nicht re-
duzierenden Bedingungen in der SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und zur Western Blot
Analyse verwendet. Anhand dieser Methode war es mdglich, die Proteine des UGT1A1 und
UGT1A6 zu detektieren. In Abbildung 30 und 31 sind zwei Western Blots dargestellt, die
unter der beschriebenen Methode hergestellt und mit dem ECL-System entwickelt wurden.
Die Antikorper erkennen die Proteinbanden mit einem Molekulargewicht um 55 kD, was der
typischen molekularen Grofe der UGT1A-Proteine entspricht.

In allen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes sowie der Leber und Niere wurden starke Si-
gnale fiir die Proteine UGT1A1 und UGT1AG6 verzeichnet. Auch diese Ergebnisse korrelieren

mit den gefundenen Northern Blot Signalen.

UGTI1A1
MW
100 - —
p— Abb. 30:
80 - ’ Dargestellt ist ein Western Blot, mit 10pg
50 - ‘ "#_-—ﬂ Mikrosomen pro Organ, entwickelt mit
dem  ECL-System  nach  Immun-
—t prazipitation. Als Antikorper wurde der
monospezifisch hergestellte UGTIAI-
30 -
Antikdrper in einer Verdiinnung von
20- = 2 o~ (1:500) verwendet.

Oes Duo Jej Ile Cae Rec Col Leb Nie Ma
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UGT1A6
MW
100 - p—— | Abb. 31:
80 - Dargestellt ist ein Western Blot, mit 10pg

Mikrosomen pro Organ, entwickelt mit
50 - w dem  ECL-System nach  Immun-
prézipitation. Als Antikdrper wurde der
monospezifisch hergestellte UGT1A6-
30 -

Antikdrper in einer Verdiinnung von

20 - (1:170) verwendet.
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3.6. Untersuchung der Glukuronosyltransferasen (UGT1A)-Aktivitat

Die Glukuronidierung durch Glukuronosyltransferasen stellt einen wichtigen Mechanismus
zur Eliminierung toxischer Substanzen dar. Nachdem nun das Expressionsmuster der
UGT1A-Proteine vorlag, stellte sich als nachstes die Frage, wie effektiv die gastrointestinale
Barriere Schadstoffe zu entgiften vermag und in wieweit das bisher gefundene Expressions-
und Induktionsmuster mit der Glukuronidierungsaktivitit der UGTI1A-Proteine iiberei-
neinstimmt. Zu diesem Zweck wurde die Aktivitdt der UGT1A-Proteine durch einen Aktivi-
tidtsassay ermittelt. In diesem Test wird '*C-markierte UDP-Glukuronséure und Testsubstrat in
Gegenwart von UGT1A-Protein inkubiert. Dies fiithrt zur Bildung '*C-markierter Glukuroni-
de, die wiederum diinnschichtchromatographisch aufgetrennt werden, um anschlieBend unter

Verwendung des Phosphoimagers detektiert werden zu kdnnen.

Bei den Untersuchungen wurde als Testsubstrat Paranitrophenol eingesetzt. Dieses phenoli-
sche Substrat ist ein ,.klassischer Vertreter fiir die Glukuronidierung der UGT1A-Proteine in
der Leber. Mikrosomen aus den Organen Magen, Duodenum, Colon, Leber und Niere wurden
uninduziert und nach Methylcholanthren-Behandlung, wie unter 2.2.2.4. beschrieben, isoliert
und in den Aktivitdtstest eingesetzt. Dabei wurden jeweils pro Organ nichtinduzierte- und
methylcholanthreninduzierte Mikrosomen nebeneinander auf die Diinnschichtchromato-
graphieplatte aufgetragen.

Abbildung 32 zeigt die Autoradiographie der untersuchten Mikrosomen, die mit Hilfe des

Phosphoimagers ausgewertet wurden.
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Abb. 32: Dargestellt sind die '*C-markierten PNP-Glukuronide nach der Auftrennung auf einer Diinnschicht-

chromatographieplatte. Es wurden jeweils 50ug Protein/Lane aus den Mikrosomen von Magen, Duodenum,
Colon, Leber und Niere mit und ohne MC-Behandlung aufgetragen und nach 3 Tagen Exposition im Phos-

phoimager ausgewertet. Die mit *markierten Organe wurden mit Methylcholanthren behandelt.

Zunéchst fiel auf, daB3 die UGT1-Aktivitdt im Magen, Duodenum, der Leber und Niere nach
Methylcholanthren-Behandlung eindeutig erhdht war. Im Magen und in der Niere war die
Glukuronidierung um das 3-fache angestiegen, im Duodenum um das 12-fache und in der
Leber konnte sogar die Aktivitdit um den Faktor 21 durch Methylcholanthren gesteigert wer-
den (s. Abb. 33). Erstaunlicherweise war im Colon nach MC-Behandlung eine Reduktion der

UGT1A-Aktivitit zu beobachten.

UGT1-AKktivitat mit p-Nitrophenol
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ADbb. 33: Dargestellt sind die am Phosphoimager ausgewerteten '*C-markierten PNP-Glukuronide aus Magen,

Duodenum, Colon, Leber und Niere mit- und ohne MC-Behandlung. Die mit *markierten Organe wurden mit

Methylcholanthren behandelt.
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Im Vergleich zwischen dem uninduzierten RNA-Expressionsmuster aller UGT1A-Isoenzyme
und den Mikrosomen der uninduzierten Organe fallt auf, daB3 das Aktivitdtsmuster nicht mit
dem gefundenen RNA-Muster {iibereinstimmt. Im RNA-Expressionsmuster waren die
UGT1A-Isoenzyme im Magen am schwiéchsten exprimiert, dann folgte das Colon. Duodenum
und Leber stellten die am hochsten exprimierten Vertreter der UGT's dar. Auf Aktivitétsebe-
ne sind die Unterschiede zwischen den nichtinduzierten untersuchten Organen wesentlich
geringer. Hierbei zeigte das Duodenum die geringste Aktivitat, unmittelbar gefolgt vom Ma-
gen. Colon und Leber zeigten uninduziert die gleiche Aktivitdt, und die Niere war das Organ

mit der hochsten Glukuronidierung (s. Abb. 33).
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Beim Aufschlu3 der Nahrung im Gastrointestinaltrakt werden neben den Nihr- und Aufbau-
stoffen auch zahlreiche schéddliche Substanzen freigesetzt. Der Organismus ist gezwungen,
diese Stoffe mdglichst schnell und effizient zu entgiften, bevor sie ihr toxisches Potential ent-
falten konnen. Dies geschieht einerseits in der gastrointestinalen Mukosa im Rahmen des

,First Pass Metabolismus® und andererseits in der Leber, dem Hauptentgiftungsorgan.

Die UDP-Glukuronosyltransferasen (UGT s) bilden eines der wichtigsten Stoffwechsel- und
Entgiftungssysteme im Organismus (Dutton, 1980). Bisherige Arbeiten haben sich hauptséch-
lich damit beschiftigt, das Expressionsmuster der Glukuronosyltransferasen in der Leber zu
untersuchen. Es ist bekannt, da auch im Darm die Glukuronidierung von endogenen und
exogenen Substanzen eine wichtige Rolle spielt (Aitio et al. 1980).

Bei den bisherigen Untersuchungen wurde jedoch meist keine Unterscheidung innerhalb der
einzelnen Darmabschnitte vorgenommen, sondern hdufig der gesamte Darm zur Analyse ein-

gesetzt.

Die im Verlauf dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente sollten zeigen, wie das Expressi-
onsmuster aller bisher bekannten UGT1A-Isoenzyme in den einzelnen gastrointestinalen Ab-
schnitten verlduft. Um Aussagen iiber die Expressionshéhe treffen zu konnen, wurden die
einzelnen UGT1A-Isoenzyme anhand von Northern Blot-Analysen quantifiziert.

Dariiber hinaus sollte festgestellt werden, in welcher Weise ,klassische Enzyminduktoren®
regulatorischen EinfluB auf die Expression in den untersuchten Organen ausiiben. Mit ver-
schiedenen monospezifischen Antikoérpern, die im Kaninchen hergestellt wurden, sollte {iber-
prift werden, ob sich die gefundenen mRNA-Transkripte auf der Proteinebene bestitigen
lassen. Hierzu wurden einerseits Western Blot-Analysen durchgefiihrt und andererseits sollte
die indirekte Immunfluoreszenz zusitzliche Informationen iiber die Lokalisierung in den ver-
schiedenen Geweben aufzeigen.

Erste Aktivitdtsassays mit den Mikrosomen der getesteten Organe sollten einen Hinweis auf
die Effektivitdt der gastrointestinalen Barriere geben, Schadstoffe durch Glukuronidierung zu
entgiften. Dazu wurde das Expressions- und Induktionsmuster mit der Glukuronidierungsak-
tivitdt der UGT1A-Proteine verglichen. Um den direkten Vergleich zu den Literaturdaten zu
haben, wurden die Glukuronosyltransferasen der Familiel in der Leber und Niere stets mit-

charakterisiert.
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4.1. Expression der UGT1A-Isoenzyme im Gastrointestinaltrakt der Leber und Niere

Bisher sind die Sequenzen von neun verschiedenen Isoenzymen der Glukuronosyltransferasen
der Familiel (UGT1A) in der Ratte bekannt (Emi et. al. 1995). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, daB3 die UGT1A-Isoenzyme im Gastrointestinaltrakt der Ratte eine

komplexe gewebsspezifische Regulation aufweisen und dariiberhinaus hoch exprimiert waren.

Fiir die Ratte ist bereits beschrieben worden, dal3 in der Leber das UGT1A1 und das UGT1A6
exprimiert sind (Emi et al. 1995). Weiterhin konnten Emi et al. 1995 die mRNA des UGT1A7
nachweisen, jedoch erst nach Induktion der Leber mit Methylcholanthren.

Die Ergebnisse der RT-PCR und sogar die Ergebnisse der Northern Blot-Analysen lassen
jedoch deutlich erkennen, da3 die verwendete Methodik dieser Arbeit eine hohere Sensitivitit
gegentiber der in der Literatur beschriebenen Ergebnisse besitzt. So konnte die Expression
von UGT1A1 und UGT1A6 in der Leber bestétigt werden, doch dariiber hinaus konnte au-
Berdem gezeigt werden, daf3 entgegen fritherer Daten auch signifikante Mengen an UGT1A7-

mRNA in der uninduzierten Leber exprimiert sind.

Zusétzlich konnte erstmalig nachgewiesen werden, da3 geringe Mengen an UGT1AS5-mRNA
und UGT1A8-mRNA konstitutiv in der Leber exprimiert werden. UGT1AS ist ausschlieBlich
nur in der Leber gefunden worden und scheint somit ,,.Leber-spezifisch® zu sein. Sogar die
mRNA des Pseudogens UGT1A9 (Iyanagi, T., 1991) konnte mit Hilfe der RT-PCR nachge-
wiesen werden. Somit ist das Expressionsmuster der UGT1A-Isoenzyme in der Leber kom-

plexer als bisher angenommen.

In der Niere konnte das bisher gefundene Expressionsmuster auf mRNA-Ebene bestitigt wer-
den. Dieses Organ besitzt ebenso wie die Leber UGT1A1, UGT1A6 und UGT1A7. Auch in
diesem Organ konnten aufgrund der hoheren Sensitivitidt der Methode geringe Mengen des
Isoenzyms UGT1A9 nachgewiesen werden. Dies ist nicht verwunderlich, da auch die Niere
als Exkretionsorgan Entgiftungsfunktionen tibernehmen mufl. Die Hauptaufgaben der Niere
bestehen aus der Filtration der meisten relativ kleinen Molekiile aus dem Blutplasma zur Bil-
dung eines Ultrafiltrats und der selektiven Riickresorption des groBten Teils des Wassers und
anderer Molekiile aus dem Filtrat, so da3 nur iiberschiissige und Abfallprodukte zur Aus-
scheidung {ibrig bleiben. Letztendlich ist die Niere auch fiir die Sekretion einiger zur Aus-

scheidung bestimmter Stoffe, die direkt aus dem Blut in das Filtrat abgegeben werden, ver-
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antwortlich. Durch diese Funktionen, steht die Niere mit vielen toxischen Stoffwechselabfall-

produkten in direktem Kontakt, die sie aus dem Organismus eliminieren muf.

Bei bisherigen Untersuchungen, in denen keine Unterteilung der einzelnen Darmabschnitte
vorgenommen worden sind, konnten Emi et al. 1995 und Grove et al. 1997 im Darm der Ratte

UGT1A1, UGT1A6 und UGT1A7 unter Verwendung einer RT-PCR nachweisen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten fiinf der bisher bekannten intakten UGT1A-Transkripte
in den einzelnen gastrointestinalen Abschnitten der Ratte nachweisen. Dabei konnte die Ex-
pression von UGTI1A1l, UGT1A6 und UGTI1A7 in der RT-PCR sowie in Northern Blot-
Analysen bestétigt werden, doch dariiberhinaus konnte erstmals auch die mRNA-Expression
von UGT1A2 und UGT1A3 in den untersuchten Darmabschnitten gezeigt werden. Auch diese

Befunde unterstreichen erneut die hohere Sensitivitiat der verwendeten Methoden.

Bei der Betrachtung des Expressionsmusters im Gastrointestinaltrakt fiel zundchst auf, dafl
beginnend vom Oesophagus und Magen, {iber den Diinndarm bis hin zum Rectum durchge-
hend drei Hauptvertreter gefunden wurden. Es handelt sich hierbei um UGT1A1, UGT1A6
und UGT1A7, die selben Vertreter, die auch in Leber und Niere exprimiert wurden. Da diese
drei Isoenzyme in allen untersuchten Organen vertreten sind, miissen sie eine wichtige Rolle
im Organismus spielen.

Welche besondere physiologische Relevanz dem UGT1A1, der Bilirubintransferase, in der
Leber zukommt, wird deutlich am Beispiel des Crigler-Najjar-Syndrom Typ-I (Chowdhury et
al. 1994, Ritter et al. 1992, Moghrabi et al. 1993 und Seppen et al. 1994). In dieser Stoff-
wechselerkrankung fiihrt der mutationsbedingte Totalausfall der UGT1A1-Isoform zum Ver-
lust des einzig effektiven Eliminationsweges fiir das Himabbauprodukt Bilirubin und damit
zu den fatalen Folgen des Kernikterus. Da bisher keine Langzeittherapie entwickelt werden

konnte, stellt die Lebertransplantation die einzige Moglichkeit der Therapie dar.

Die UGT1A- defiziente Gunn Ratte zeichnet sich ebenfalls durch eine Hyperbilirubindmie aus
und wird daher als Tiermodell und fiir Gentherapiestudien eingesetzt (Iyanagi et al. 1989,
EIAwady et al. 1990 und Iyanagi 1991).

Verschiedene Transplantationsversuche wurden durchgefiihrt, um festzustellen, welche Be-
deutung dem Vorhandensein extrahepatischer UGT1A-Proteine im Stoffwechsel zukommt. In

fritheren Experimenten konnten Chowdhury et al. 1978 zeigen, dall durch die Transplantation
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einer normalen Niere aus einer Wistar Ratte in eine homozygote Gunn Ratte die unkonjugier-
te Bilirubin-Konzentration im Serum rasch abfiel und Bilirubin-Glukuronide iiber die Galle
eliminiert wurden.

Leider waren diese Ergebnisse nicht auf den Menschen iibertragbar, da sich herausstellte, daf3
in der humanen Niere kein UGT1A1 vorhanden ist und somit auch keine Konjugation des
toxischen Bilirubins in der Niere stattfinden kann.

Diese Befunde gaben einen ersten Hinweis darauf, dal zwar die Funktion und genetische Or-
ganisation der UDP-Glukuronosyltransferasen im Tiermodell und im Menschen vergleichbar
sind, jedoch die Regulation, die unter anderem zu einer unterschiedlichen gewebsspezifischen

Expression flihrt, nicht in allen Fillen von der Ratte auf den Menschen tlibertragbar ist.

Neuere Untersuchungen, in denen unterschiedlich lange Segmente des Jejunums aus gesunden
Wistar Ratten in UGT1A-defiziente Gunn Ratten transplantiert wurden, zeigten ebenfalls den
gewiinschten Effekt (Jaffe et al. 1996). Zunéchst erreichte die Bilirubinkonzentration im Se-
rum jedoch nicht den Normalwert. Aus weiteren Experimenten kristallisierte sich heraus, daf3
je langer das transplantierte Jejunumsegment war, desto geringer wurde die Bilirubinkonzent-
ration im Serum. AbschlieBende Untersuchungen machten deutlich, daf eine Diinndarmtrans-
plantation mit einer zusétzlichen Phenobarbital-Behandlung der Hyperbilirubindmie entge-
genwirkt und so ein normaler Bilirubinspiegel im Serum erreicht wird. So lange noch keine
Moglichkeit besteht, dieses defekte Gen zu ersetzen, bleibt die Lebertransplantation als einzi-
ge Alternative. Zum jetzigen Zeitpunkt ist die Lebertransplantation auf einem hdéheren Ent-
wicklungsgrad als die Darmtransplantation. Jedoch werden auf dem Gebiet der Darmtrans-
plantation enorme und schnelle Fortschritte gemacht, so daf} sie vielleicht in der Zukunft eine

weitere Alternative zur Lebertransplantation darstellt.

Die im Gastrointestinaltrakt neu gefundenen konstitutiv exprimierten UGT1A2 und UGT1A3
sind weder in der Leber noch in der Niere exprimiert. UGT1A2 war im Oesophagus nicht
exprimiert, trat erstmals im Magen dazu und war bis zum Rectum auf mRNA-Ebene detek-
tierbar. UGT1A3 war hingegen nur im Diinndarm exprimiert. Diese beiden UGTI1A-
Isoenzyme stellen somit ,,Darm-spezifische® Glukuronosyltransferasen der Familiel dar. Die
komplexeste Ausstattung an UGT1A-Isoenzymen war im Duodenum und Jejunum gefunden
worden. Das Auftreten spezifischer UGT1A-Vertreter, die nur im Intestinaltrakt oder nur in
der Leber exprimiert sind, spricht fiir eine Arbeitsteilung zwischen der Leber als Hauptentgif-

tungsorgan und dem Darm.
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Anhand der Northern Blot-Analysen konnte iiber das Expressionsmuster hinaus nun die Ex-
pressionshohe der UGT1A-Isoenzyme in den einzelnen untersuchten Abschnitten gezeigt
werden. Bisher sind die Ergebnisse dieser Arbeit die einzigen, die die Expression aller Gluku-
ronosyltransferasen der Familiel auf molekularer Ebene unter Verwendung einer RT-PCR

und Northern Blot-Analysen im Gastrointestinaltrakt darstellen.

Bei der Betrachtung der einzelnen UGT1A-Isoenzyme auf molekularer Ebene fiel zunéchst
auf, daB3 sich im Diinn- sowie im Dickdarm Gradienten ausbildeten, die von proximal nach
distal abfielen. Einzige Ausnahme bildete hierbei das UGT1A6, wo die mRNA-Expression im
Diinndarm zunichst abfiel, jedoch im Dickdarm einen aufsteigenden mRNA-Gradienten zeig-
te. Schon in fritheren in vitro Untersuchungen der Glukuronosyltransferasen in der Mukosa
des Gastrointestinaltrakts konnten Hartiala et al. 1964 und Hénninen et al. 1968 zeigen, daf3
sich in der intestinalen Glukuronidierungsaktivitdt von oral zu aboral ein Gradient ausbildet,

wobei die hochste Glukuronidierungsaktivitit im Duodenum zu finden war.

Mit einem spezifisch hergestellten Antikorper, der in der Lage war, alle UGT1A-Proteine zu
erkennen, konnte anhand der Immunfluoreszenz im Duodenum ein weiterer Gradient entlang
der Krypt-Villus-Achse gezeigt werden. Hierbei war deutlich eine Konzentrationszunahme
der Glukuronosyltransferasen der gesamten Familiel von der Krypte zu den Villi hin zu er-
kennen. Auch dieses Ergebnis stimmt mit den bisher gefundenen Literaturdaten {iberein
(Chowdhury et al. 1985). Weitere Untersuchungen konnten zeigen, da3 sich die Glukurono-
syltransferasen ausschlieBlich im endoplasmatischen Reticulum (ER) und in der Kernmemb-
ran befinden. In allen anderen Organellen waren die Glukuronosyltransferasen nicht detek-
tierbar (Chowdhury et al. 1985).

Da die Epithelzellen der Mukosa im Darm eine erste Barriere gegen viele toxische Substanzen
darstellen, ist es physiologisch sehr sinnvoll, da} die hochste Konzentration an Entgiftungs-

enzymen an der Stelle auftritt, wo der erste Kontakt mit den Schadstoffen stattfindet.

Uberraschend war auch der Befund, daB die mRNA-Mengen der meisten UGT1A-Isoenzyme
im Gastrointestinaltrakt der Ratte iiber den mRNA-Mengen der Leber lagen und auch die Ex-
pressionshohe der Niere bei weitem tlibertrafen. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch da-
zu, daBl die Glukuronosyltransferasen vor allem in der Leber, dem dominanten Entgiftungsor-
gan exprimiert sind. Nur die Bilirubintransferase, das UGT1A1, war konstitutiv in der Leber

im Vergleich zu allen anderen Organen am hochsten exprimiert.
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Hohe Expressionsraten der UGT1A-Isoenzyme wurden im Diinndarm gefunden. Der Diinn-
darm gliedert sich in drei Abschnitte: Duodenum (Zwolffingerdarm), Jejunum und Ileum. Er
ist die Hauptresorptionsstitte fiir verdaute Nahrungsprodukte aus dem Magen-Darm-Kanal.
Verdauung und Resorption werden durch die enorme Oberfliche des Diinndarms sehr gefor-
dert. Diese kommt aufgrund von vier Baumerkmalen zustande. Durch die groBe Lénge, der
Ringfalten von Schleimhaut und Submukosa (Plicae circulares, frither Kerckring-Falten ge-
nannt), die im Jejunum besonders héufig sind, sowie die extrem zahlreichen Schleimhautzot-
ten (fingerartige Vorstiilpungen) und Schleimhautkrypten (Einstiilpungen zwischen den Basen
der Zotten, frither auch Lieberkiihn-Krypten genannt) und dem ausgedehnten Mikrovillibesatz
jeder einzelnen Darmoberflachenzelle, kommt dem Diinndarm eine wichtige physiologische
Rolle zu.

Passend zu den Besonderheiten dieses Organs zeigen auch die Ergebnisse sehr deutlich, dal3
die hochste Expression der UGT1A-Isoenzyme im Duodenum gefunden wurde, wo physiolo-
gisch eine besonders starke Belastung an Schadstoffen durch eine grole Oberfliche dieses
Organs stattfindet. Dariiberhinaus ist der Diinndarm nicht nur durch eine hohe Expression
gekennzeichnet, sondern er stellt auch das komplexeste Muster an UGT1A-Isoenzymen ver-

glichen zu den anderen untersuchten Darmabschnitten dar.

Der Magen zeichnete sich durch eine mittlere und der Oesophagus durch eine geringe Expres-
sionshohe aus. Der Oesophagus ist ein kréftiger Muskelschlauch, der die aufgenommene Nah-
rung oder Medikamente reflexartig vom Rachen zum Magen befordert. Da sich die Substan-
zen normalerweise nie ldnger als fiir wenige Sekunden im Oesophagus authalten und ein
RiickfluB3 aus dem Magen durch einen physiologischen VerschluBmechanismus am Oesopha-
gus-Magen-Ubergang verhindert wird, war auch zu erwarten, da3 die Expression in diesem
Organ gering ist. Im Magen hingegen verbleiben die Substanzen fiir mehrere Stunden, um
dort weiter mechanisch und chemisch zerkleinert zu werden. Hier findet also der erste ldngere
Kontakt statt und daher sind im Magen Entgiftungsenzyme wie zum Beispiel Glukurono-
syltransferasen sinnvoll und notwendig, um die ersten freiwerdenden toxischen Bestandteile
fiir den Organismus unschidlich zu machen. Die gefundenen Ergebnisse stimmen auch mit
der vorherrschenden Anatomie iiberein. So @ndert die Scheimhaut an der Grenze vom Oe-
sophagus zum Magen abrupt ihren Charakter. Aus der schiitzenden Schleimhaut mit mehr-
schichtigem Plattenepithel wird eine driisenreiche Schleimhaut mit einschichtigem Séulene-
pithel. Die in der Ratte gefundenen organspezifischen Expressionsmuster unterscheiden sich

erheblich von denen des Menschen.
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Fiir den Menschen ist bisher auf molekularer Ebene ein vollstindiges Expressionsmuster fiir
die Leber, die Galle, den Magen (Strassburg et al. 1997) und das Colon (Strassburg et al.
1998) anhand einer Duplex-RT-PCR erstellt worden. Beiden Systemen gemeinsam ist eine
komplexe Ausstattung an Glukuronosyltransferasen der Familiel in der Leber und den extra-
hepatischen Organen. Wie in der Ratte, zeigten sich auch im humanen System gemeinsame
Vertreter der UGT1A-Isoenzyme, die in der Leber, im Magen, sowie in der Galle und im Co-
lon auftraten. Hierbei handelt es sich um UGT1A3 und UGT1AG6 (Strassburg et al. 1998).
Beim Menschen ist das UGTI1AS8 ausschlieBlich im Colon nachweisbar. Das humane
UGT1A10 ist im Magen, der Galle und im Colon nachweisbar, jedoch nicht in der Leber
(Strassburg et al. 1998). Diese Befunde lassen darauf schlieen, daB auch beim Menschen
UGT1A-Isoformen auftreten, die spezifisch nur fiir den Darm oder die Leber sind und die
Hypothese der Arbeitsteilung unterstiitzen. Im Gegensatz zur Ratte zeigte sich das
komplexeste Muster mit sieben verschiedenen UGT1A-Vertretern im Colon des Menschen.

Leber und Galle waren jeweils durch fiinf, der Magen nur durch vier Vertreter charakterisiert.

Die Multigenfamilie der Glukuronosyltransferasen hat sich ebenso wie die grole Familie der
P450-Cytochrome im Laufe der Evolution an das immer gréer werdene Substratspektrum
durch Divergenz angepalt. Die Regulation der Glukuronosyltransferasen fiihrt zu einer ge-
websspezifischen Expression. Diese Genregulation der einzelnen UGT1A-Isoformen scheint
angepalit zu sein an das jeweilige zu glukuronidierende Substratspektrum.

In der medikamentdsen Therapie stellt die Magen- und Colonmukosa die hdufigste und erste
Kontaktstelle dar. Die zelluldire Metabolisierung dieser Schleimhdute hat groen Einfluf3 auf
die Effiziens und Absorption von Medikamenten. So kdnnte sich das humane Colon im Laufe
der Zeit an das medikamentdse Spektrum durch eine grofle Komplexitit angepalit haben. Die
hochste Expression wurde beim Menschen in der Leber gefunden. Die extrahepatischen Or-
gane, wie der Magen, die Galle und das Colon zeigten im Vergleich untereinander keine sig-

nifikanten Unterschiede hinsichtlich ihrer mRNA-Expression (Strassburg et al. 1998).

Unter Verwendung der hergestellten monospezifischen Antikdrper im Kaninchen, konnte das
gefundene mRNA-Muster der Glukuronosyltransferasen der Familiel auf Proteinebene grof3-
tenteils bestitigt werden. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie der Glukuronosyltransfera-
sen war es bisher nicht gelungen UGT1A-isoformspezifische Antikdrper herzustellen
(Coughtrie et al. 1987 und Ikushiro et al. 1995). Dies hatte zur Folge, daB3 die Charakterisie-

rung und Identifikation der UGT-Expression nur begrenzt méglich war.
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Es ist bekannt, da3 Patienten mit chronischer Hepatitis D vermehrt zur Bildung von Autoanti-
korpern neigen. 13 % dieser Patienten bilden Autoantikdrper gegen Glukuronosylltransfera-
sen der Familiel (Crivelli et al. 1983 und Strassburg et al. 1996). Da selbst bei hochspezifi-
schen Autoantiseren dieser Patienten nicht vollstdndig ausgeschlossen werden kann, daf3 nur
eine Spezifitit gegen UGT1A-Proteine vorliegt und nicht doch noch andere Proteine im Be-
reich von 50 kDa- 60 kDa erkannt werden, schienen diese Patientenseren ungeeignet fiir eine
ndhere Charakterisierung der UGT1A-Proteine auf Proteinebene zu sein.

Die Sequenzhomologie des UGT1A-Locus zwischen Mensch und Ratte betridgt 86,7 % (O-
wens et al. 1995). Bezogen auf den Carboxyterminalen Teil der UGT1A-Isoformen ist die
Sequenzhomologie sogar liber 90 % (Ritter et al. 1992). Da das Konstrukt des humanen
UGTI1AL bereits zur Verfiigung stand und aufgrund der hohen Sequenzhomologie beider Ar-
ten, wurde zunéchst ein Antikorper gegen den C-Terminus der humanen Bilirubintransferase
(UGT1A1) hergestellt, der in der Lage war, alle UGT1A-Proteine zu erkennen. Mit Hilfe die-
ses Antikorpers konnte anhand von indirekten Immunfluoreszenzen die Lokalisation der Glu-

kuronosyltransferasen der Familiel in verschiedenen Geweben gezeigt werden.

In der gesamten Leber war eine homogene Verteilung der Glukuronosyltransferasen zu er-
kennen, wobei hauptsidchlich die Hepatozyten positiv angefarbt waren. Eine der wichtigsten
Aufgaben der Leber besteht in der Entgiftung von Stoffwechselabbauprodukten, die ihr iiber
das Blut zugefiihrt werden. Die Leberldappchen sind dabei anatomisch so aufgebaut, daf3 der
Kontakt zwischen den Leberzellen und dem strémenden Blut am groften ist. Somit werden
die Entgiftungsenzyme hauptsédchlich in den Hepatozyten benotigt, wo der direkte Kontakt

mit toxischen Schadstoffen stattfindet.

In der Niere wurde die grofite Konzentration der UGT1A-Proteine in den Epithelzellen der
proximalen Tubuli gefunden. Die Glomeruli waren eindeutig negativ. Die stark gewundenen
Nierenkanélchen (Tubulis renalis) gliedern sich in vier histologisch-physiologische Hauptab-
schnitte, die verschiedene Aufgaben erfiillen. So umfafit das proximale Tubuluskonvult den
langsten und am stirksten gewundenen Teil des Nierenkandlchens und bildet die Hauptmasse
der Nierenrinde. Hier werden etwa 75 % aller Ionen und des Wassers riickresorbiert.

Daraus 14t sich schlieBen, da3 der Kontakt mit den zur Ausscheidung bestimmten Schadstof-
fen am Ort der Riickresorption im proximalen Tubuluskonvult stattfindet und deshalb an die-
ser Stelle eine Ausstattung an Entgiftungsenzymen unentbehrlich ist. Da die meisten toxi-

schen Substanzen schon in der Leber glukuronidiert werden, um iiber die Niere ausgeschieden



Diskussion 84

zu werden, ist die Dominanz der Niere als Entgiftungsorgan geringer anzusehen als das der
Leber. Dies wiirde auch erkldren, warum das gefundene Expressionsmuster und die Expressi-
onshdhe der einzelnen UGT1A-Isoformen in der Niere geringer und weniger komplex ausfie-

len, als in der Leber.

Auch im Darm sind die UGT1A-Proteine in den Epithelzellen der Mukosa lokalisiert, wobei
deutlich eine Konzentrationszunahme entlang der Krypt-Villusachse zu erkennen war. Mit
Ausnahme der meisten Lipide gelangen alle resorbierten Nahrungsstoffe mit dem vendsen
Blut aus dem Diinndarm iiber die Pfortader (Vena portae) direkt zur Leber, bevor sie in den
allgemeinen Kreislauf eintreten. An dieser Stelle wird erneut die besondere Stellung der Leber
als Hauptengiftungsorgan des Korpers deutlich. Andererseits unterstreicht es jedoch auch die
wichtige Bedeutung des Diinndarms als erste Barriere der oralen Aufnahme. Anhand dieser
physiologischen Gegebenheiten lieBe sich auch erklédren, warum die hochsten Expressionen

einzelner UGT1A-Isoformen in der Leber und vor allem im Diinndarm gefunden wurden.

Auch der Befund von typisch ,,.Darm-spezifischen*- (UGT1A2 und UGT1A3) und ,,Leber-
spezifischen“- (UGT1AS) Glukuronosyltransferasen konnte eine komplementéire Ergdnzung
darstellen, um ein moglichst breites Spektrum an Substanzen zu eliminieren und somit eine
optimale Entgiftung zu gewihrleisten. Die drei Hauptvertreter UGT1A1, UGT1A6 und
UGTI1A7, die im gesamten Gastrointestinaltrakt, sowie der Leber und Niere konstitutiv ex-

primiert sind, konnten eine sogenannte ,,Grundausstattung* der Phase-I1 Entgiftung darstellen.

Auch im humanen System wurden UGT1A-Vertreter gefunden, die in der Leber, im Magen,
in der Galle und im Colon exprimiert sind. Es handelt sich hierbei um UGT1A3 und wie in
der Ratte um das UGT1A6 (Strassburg et al. 1998).

Nach der Immunhistochemischen Betrachtung konnten trotz geringer Verdiinnungen des An-

tikorpers im Western Blot nur sehr schwache Signale detektiert werden.

Um mit einer anderen Methode spezifische Antikdrper zur Erkennung der einzelnen UGT1A-
Proteine herzustellen, wurden nun kurze Peptide verwendet (Ikushiro et al. 1995). Die Se-
quenzen der Peptide stammen aus der hypervariablen Region des UGT1A-Genkomplexes, so
dal3 auf der Ebene der Primérstruktur nicht mit Kreuzreaktionen zu rechnen war. Da die syn-
thetisierten Peptide nur Haptene darstellen, die allein nicht immunogen sind, wurden die Pep-

tide liber ein zusitzliches Cystein an KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) gekoppelt. Das
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Konjugat bietet nicht nur den Vorteil nun vom Immunsystem erkannt zu werden, sondern
aufgrund der Artenfremdheit ist auch eine stirkere und spezifischere Immunantwort zu erwar-
ten. Nach dieser Methode wurde, neben anderen Antikdrpern, erneut ein monospezifischer
Antikorper hergestellt, der den C-Terminus und somit alle Glukuronosyltransferasen der Fa-
miliel erkennt. Dieser Antikorper war nun in der Lage im Western Blot starke Signale fiir alle
untersuchten Organe zu detektieren.

Erstmals ist es gelungen, mit den hergestellten isoenzymspezifischen Antikérpern, UGT1A1
und UGT1AG6 auf Proteinebene nachzuweisen. In allen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts
sowie der Leber und Niere konnten starke Signale flir beide Glukuronosyltransferasen gezeigt
werden. Um sicher zu gehen, dal die isospezifischen Antikoérper nicht mit den Glukurono-
syltranferasen der Familie 2 kreuzreagieren, wurde zundchst der C-terminale Antikorper ein-
gesetzt, um die gebundenen Proteine durch Immunprézipitation zu isolieren. Trotz der vor-
weggeschalteten Immunprézipitation bleibt jedoch noch die Frage nach der Spezifitit der An-
tikorper innerhalb der Familiel, offen. So konnte die Klonierung N-terminaler Sequenzen der
UGT1A-Isoformen den Nachweis erbringen, daf3 die hergestellten Antikorper tatsédchlich mo-

nospezifisch ausgerichtet sind und nicht untereinander kreuzreagieren.

4.2. Induktionsverhalten der Glukuronosyltransferasen der Familie 1

Aufgrund der Anatomie des Gastrointestinaltrakts liegt es nahe, da3 die intestinalen Gewebe
eine raffinierte Kontrolle der Entgiftung bendtigen und dall daher die Ausstattung an Entgif-
tungsenzymen nicht nur spezifisch fiir jedes Organ ist, sondern auch von proximal zu distal
variiert.

Um weitere Einblicke in die Regulation der Glukuronosyltransferasen zu bekommen, wurden
Induktionsversuche durchgefiihrt. Fiir die Phase-I Enzyme der Entgiftung, die P450 Cytoch-
rome, ist bereits bekannt, da3 sie durch Induktoren wie Methylcholanthren (MC), Dexametha-
son (Dex), Phenobarbital und Clofibrat stark reguliert werden (Harada et al. 1981, Yabusaki
et al. 1984a, Yabusaki et al. 1984b, Emi et al. 1988, Raval et al. 1990 und Whitlock et al.
1996).

Aus der Familiel der Glukuronosyltransferasen wurden von Emi et al. 1995 bereits das
UGT1A6 und das UGTIA7 der Ratte als polyzyklische Hydrocarbone (PAH)-induzierbare
Gene der Leber identifiziert. Weiterfilhrende Untersuchungen fiir das UGT1A6 der Ratte
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wurden von Miinzel et al. 1994 durchgefiihrt, wobei die Induzierbarkeit des UGT1A6 durch
TCDD (2,3,7,8,-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin) in hepatischen und extrahepatischen Geweben
untersucht wurde. Die Untersuchung auf Aktivititsebene wurde anhand von 6-
Hydroxychrysen durchgefiihrt, das vorwiegend von UGT1A6 umgesetzt wird (Bock et al.
1992 und Bock et al. 1993). Es konnte gezeigt werden, dal3 die Induzierbarkeit in der Leber
(10-fach) weitaus besser als in den extrahepatischen Geweben (2-fach) ausfiel. Dariiber hin-
aus stimmten die Messungen im Northern Blot auf RNA-Ebene gut mit den Aktivititsdaten
iberein. Anhand dieser Befunde konnte dargelegt werden, da3 die Regulation der Induktion
durch TCDD, einem Induzenten des PAH-Typs, in hepatischen und extrahepatischen Gewe-
ben bereits auf der RNA-Ebene mef3bar ist und daB3 spéter greifende Regulationsmechanismen
zumindest fiir das UGT1AG6 der Ratte eine untergeordnete Rolle spielen. Leider wurde in die-

sen Untersuchungen der Gastrointestinaltrakt nicht mit einbezogen.

Die Ergebnisse der Methylcholanthren-Induktion dieser Arbeit weisen fir das UGTI1Al,
UGT1A6 und das UGT1A7 gewebsspezifisch stark voneinander abweichende Induktionsmus-
ter auf. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB3 eine komplexe Regulation durch Methylcho-
lanthren in Abhédngigkeit vom regulierten Gen und vom Gewebe stattfindet. Die hochste In-
duzierbarkeit war fiir das UGT1A6 und UGT1A7 in der Leber gefunden worden. Die Aus-
wirkungen auf Niere und Magen waren deutlich geringer ausgeprigt im Vergleich zur Leber.
Auch die Induzierbarkeit im Gastrointestinaltrakt fiel erheblich schwécher aus als in der Le-
ber. So stehen einer iiber 100-fachen Induktion des UGTI1A7 nach Methylcholanthren-
Behandlung in der Leber Induktionsfaktoren von vier im Magen und der Niere sowie drei im
Gastrointestinaltrakt gegeniiber. Die Ergebnisse zeigen eine konstitutive Expression des
UGT1A-Genkomplexes, die im Gegensatz zu den Phase-I-Enzymen der Entgiftung (P450-

Cytochrome) nur eine geringe Induzierbarkeit aufweisen.

Erstaunlich war auch der Befund des UGT1A1 in der Leber. So wurden in diesem Organ fiir
das UGT1A6 und UGT1A7 nach Methylcholanthren-Behandlung hohe Induktionsfaktoren
gefunden. Fiir die mRNA des UGT1A1 konnte nach Induktion jedoch im selben Organ eine
3-fache Reduktion nachgewiesen werden. Somit wurde eine komplexe Regulation des
UGT1A-Genkomplexes durch Methylcholanthren gefunden, die nicht nur alleine durch einen
Regulationsmechanismus erklirt werden kann. Ahnliche Phiinomene wurden auch beim Ein-
flu des Schilddriisenhormons L-T3 (3,3",5 triiodo-L-thyronin) auf die mRNA-Expression der

Glukuronosyltransferasen beobachtet. In Versuchen mit L-T3 stellten Masmoudi et al. 1996
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1996 fest, dal es die mRNA-Expression von UGT1A6 erhoht, gleichzeitig aber dasselbe
Hormon die mRNA-Expression von UGT1A1 reduziert.

Die Expression der individuellen UGT1A-Isoenzyme muf3 unterschiedlichen Kontrollmecha-
nismen unterliegen. Es ist bekannt, dal spezifische nukleare Rezeptoren dabei eine wichtige
Rolle spielen.

So beginnt der Mechanismus der Methylcholanthren- oder anderer polyzyklischer Hydrocar-
bone (PAH)-vermittelten Induktion der UDP-Glukuronosyltransferasen mit der Bindung des
Induktors an den Arylhydrocarbon-Rezeptor (Ah-Rezeptor). Der Ah-Rezeptor wird darauthin
in Abhéingigkeit des ARNT-Proteins (Ah receptor nuclear translocator) in den Zellkern trans-
portiert, um dort als Ah-Rezeptor-ARNT-Komplex an sogenannte ,,Xenobiotic Responsiv
Elements® (XRE) am Promotor zu binden. XRE-Elemente wurden zum Beispiel in den Pro-
motorregionen der Cytochrom 1A-Gene sowie dem UGT1A6 des Menschen und der Ratte
gefunden (Miinzel et al. 1998 und Emi et al. 1996). Inzwischen hdufen sich jedoch die Hin-
weise darauf, dafl dieses einfache Modell die PAH-vermittelte Induktion nur sehr unvollstin-
dig beschreibt. Beim Ah-Rezeptor handelt es sich um ein Phosphoprotein. /n vitro Behand-
lung von Cytosol oder von induzierten Kernextrakten mit alkalischer Phosphatase verhindert
die Bindung des Ah-Rezeptors an die XRE-Elemente, was bereits auf eine wichtige Rolle der
Phosphorylierung hindeutet. So konnten Chen et al. 1996 weiterhin zeigen, daf} bestimmte
Modulatoren der Aktivitit der Proteinase C die transkriptionale Induktion des Cytochrom
P450 1A1 durch Methylcholanthren beeinflussen. Da weder die Translokation des Ah-
Rezeptors in den Zellkern noch seine Bindung an die XRE-Elemente durch die Modulierung
der Aktivitdt der Proteinase C beeinflult werden, wurde eine Wirkung der Proteinase C iiber
weitere DNA-Elemente vorgeschlagen. Dies wire zum Beispiel das AP-1 (activator protein)
Element (Chen et al. 1996). Tatsdchlich wurden AP-1 Elemente in der Promotorregion eines
anderen PAH-induzierbaren Enzyms gefunden, ndmlich dem Cytochrom P450 1A2 (Quattro-
chi et al. 1994).

Untersuchungen fiir das Cytochrom P450 2A8 von Tohkin et al. 1996 machten ebenfalls deut-
lich, daBB der Phosphorylierungsstatus eine wichtige Rolle bei der Methylcholanthren-
Induktion spielt und weisen auf ein Mitwirken von c-Jun und c-Fos in der MC-abhéngigen
Signaltransduktionskette hin. Es wurde gezeigt, da die Hemmung der Serin-Threonin
Phosphoproteinphosphatasen-1 und -2A ebenfalls zu einer Potenzierung der MC-abhéngigen

Induktion fiithren kann. Der Mechanismus scheint die Induktion von c-Jun und c-Fos zu indu-
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zieren und eine AP-1 abhédngige Transkription einzuleiten. Abbildung 34 soll den dargestell-

ten Mechanismus noch einmal verdeutlichen.
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Abb. 34: Dargestellt ist der Signaltransduktionsweg des Methylcholanthrens iiber die Bindung an den Ah-

Rezeptor bis zur Aktivierung der Transkription.

Enan et al. 1994 gibt erste Hinweise auf verschiedene Aktivierungsmechanismen. In Versu-
chen mit TCDD konnte er zeigen, dall die Induktion auf zwei verschiedenen Wegen ablauft.
TCDD wirkt wie Methylcholanthren {iber die Bindung an den Ah-Rezeptor, der dann iiber die
Translokation in den Zellkern als Ah-Rezeptor-ARNT-Komplex an XRE-Elemente bindet
und somit die Transkription aktiviert. Fiir die zweite Mdglichkeit der Aktivierung scheint nur
der Ah-Rezeptor allein notwendig zu sein. Dann bewirkt jedoch die Bindung des TCDD an
den Ah-Rezeptor eine Protein-Kinase-Aktivierung, die ohne Translokation des Ah-Rezeptors
in den Nukleulus und ohne Bindung an XRE-Elemente die Aktivierung der Transkription zur
Folge hat.
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In spéteren Versuchen konnte Masmoudi et al. 1997 zeigen, dall das UGT1A6 in der Leber
der Ratte auf transkriptionaler Ebene von dem Schilddriisenhormon L-T3 reguliert wird. Auch
er postuliert unterschiedliche Mechanismen der Aktivierung. Methylcholanthren und L-T3
induzieren die mRNA des UGT1A6, wobei Methylcholanthren den bereits beschriebenen
konventionellen Signaltransduktionsweg beschreitet. L-T3 hingegen bendtigt eine de novo
Proteinsynthese eines Faktors, der unbedingt zur Stimulierung der UGT1A6-Gentranskription
benotigt wird. Nach Guéraud et al. 1997 iiben auch Wachstumshormone Einflu} auf die diffe-

rentielle Regulation des UGT1A-Genkomplexes auf posttranskriptionaler Ebene aus.

Diese Versuche zeigen, daf3 bisher die Induktion durch Methylcholanthren, andere PAH's und
Hormone noch unvollstindig verstanden ist und dal3 eine genauere Charakterisierung der be-
teiligten Mechanismen zum Verstdndnis der Gewebsspezifitit der Induktionsvorgénge beitra-

gen kann.

In dieser Arbeit konnte zwar gezeigt werden, dal Methylcholanthren in der Lage ist, die
mRNA-Expression einzelner UGT1A-Isoenzyme im Gastrointestinaltrakt der Ratte zu indu-
zieren, doch fallen die Induktionsfaktoren im Vergleich zur Leber deutlich geringer aus. Da
anhand der gefundenen Ergebnisse in der Literatur bereits fiir die Leber verschiedene Indukti-
onsmechanismen bestehen miissen, bleibt die Frage nach den Mechanismen der Signaltrans-
duktion im Darm aber weiterhin offen. In diesem Zusammenhang konnte die Verfiigbarkeit
der Komponenten der PAH-abhdngigen Signaltransduktion einen limitierenden Faktor
darstellen. Wenn zum Beispiel Ah-Rezeptor und ARNT-Protein nicht in ausreichender Menge
in den Darm- und Magenzellen exprimiert sind, hdtte dies eine verminderte Induktion zur
Folge. Eine erste Bestdtigung dieser Therorie ist schon bei den P450 Cytochromen gefunden
worden. In Untersuchungen zur Induktion von Cytochrom P450 1A1 mit 3-Naphthoflavone
(BNF) konnte Zhang et al.1997 zeigen, dal die Induzierbarkeit vom Duodenum zum Ileum

abnimmt und daf} dieser Befund mit der Abnahme des Ah-Rezeptors korreliert.

Es ist bisher auch noch nicht geklart worden, ob Ah-Rezeptor-ARNT-Komplexe nach Induk-
tion liberhaupt in der Mukosa des Darms und des Magens in den Nukleulus transportiert wer-
den und féhig sind, an XRE-Elemente des Promotors zu binden. Mit welcher Effektivitét die
Bindung an das XRE-Element stattfindet und ob die Bindung des Ah-Rezeptor-ARNT-
Komplexes an das XRE-Element und die Induktion mit der Bindung korreliert, wire weiter-

hin klarungsbediirftig. Dariiberhinaus kénnte der Einflu3 von Aktivatoren und Inhibitoren der
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Proteinkinase C sowie Inhibitoren der Serin-Threonin Phosphoprotein-Phosphatasen weitere
Hinweise auf die Regulation der Induktion geben.

Es ist bekannt, daf3 ,,Okadaic Acid®, eine Polyither-Fettsdure, die Induktion durch Methylcho-
lanthren fiir das Cytochrom P450 2A8 potenzieren kann (Tohkin et al. 1996). Es wire daher
sehr interessant zu priifen, inwieweit Okadaic Acid bzw. Phorbolester die Translokation des
Ah-Rezeptors in den Zellkern beeinflussen oder ob sie dort iiber die AP-1 Bindungsstelle Ah-

Rezeptor unabhingig titig werden.

Bei Induktionsversuchen kann auch die Kinetik von grofler Bedeutung sein. In Versuchen zur
Regulation des Cytochroms P450 1A1 im Diinndarm und in der Leber der Ratte, konnte fest-
gestellt werden, dafl nach Induktion mit B-Naphthoflavone (BNF) die hochste Expression an
mRNA in beiden Organen bereits nach sechs Stunden erreicht war und eine starke Abnahme
der mRNA bis zu 12 Stunden nach Induktion zu beobachten war (Zhang et al.1997). Um zu
{iberpriifen, ob eine Anderung der Induktionsfaktoren auch bei den UGT1A-Isoenzymen nach
6 Stunden im Vergleich zu 24 Stunden stattfindet, wurden exemplarisch der Magen, das Duo-
denum, das Ileum, das Colon und die Leber nach 6 Stunden Methylcholanthren-Induktion
untersucht. Fiir die untersuchten Organe konnte im Vergleich zum Cytochrom P450 1Al je-
doch kein signifikanter Unterschied fiir die UGT1A-Isoenzyme zwischen den beiden Zeit-

punkten festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

4.3. Expression und Induktion des UGT1A1 und des UGT1A9

Zwei Organe wiesen bei der Betrachtung des UGT1Al eine Besonderheit auf. Der Magen
sowie das Duodenum zeigten eine grofle Variabilitdt im Induktionsverhalten der getesteten
Tiere, wobei jedesmal dasselbe Tier mit sehr hohen Induktionsfaktoren nach Methylcho-
lanthren-Behandlung herausfiel. Da die Ergebnisse nicht auf einem Fehler in der Methodik
zuriickzufiihren sind, konnte dies ein Heinweis auf einen bestehenden Polymorphismus des

UGTI1AL1 sein, wie er bereits fiir einzelne P450-Cytochrome bekannt ist (Gough et al. 1990).

Bereits in der RT-PCR sowie im Northern Blot konnte erstmals die Expression des Pseudo-
gens UGT1A9 in der Leber nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis 148t den Schlufl zu, daf3
die Regulation zur Bildung der mRNA dieses Gens noch intakt ist. Um so iiberraschender war

der Befund, daB3 auch eine Induktion des UGT1A9 durch Methylcholanthren in der Leber zu
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beobachten war. Emi et al. 1995 konnte zeigen, dal3 die typischen XRE-Elemente in der Pro-
motor-Region des UGT1A9 fehlen. Wie bereits diskutiert wurde, schlie8t das Fehlen soge-
nannter XRE-Elemente eine Induktion nicht unbedingt aus. Geniigend Hinweise untermauern
die Existenz anderer Aktivierungsmechanismen, die unabhéngig von XRE-Elementen abzu-
laufen scheinen. Es bestiinde jedoch auch die Mdglichkeit, da3 die in den Northern Blot-
Analysen verwendete Sonde zur Detektion des UGT1A9 mit einem bisher noch unbekannten
UGT1A-Isoenzym kreuzreagiert und somit die Induktionsergebnisse nicht das UGT1A9 be-
trifft, sondern eine neue Glukuronosyltransferase der UGT1A-Proteine. Die bisher bekannten
unterschiedlichen UGT1A-Gene liegen alle hintereinander und bilden nur einen Genkomplex
im Vergleich zu den UGT2-Genen, die auf Einzelgenen lokalisiert sind (s. Abb. 35). Die
»letzte® Glukuronosyltransferase in dieser Reihe ist das UGT1A9. Die sich davor befindliche
Sequenz ,,stromaufwirts* zum 5'-Ende ist noch nicht bekannt. Es wire also durchaus mdg-
lich, daf} sich stromaufwarts noch weitere UGT1A-Isoformen befinden, die bisher noch nicht

entdeckt wurden.

UGT1A-Genkomplex

Exons 1 Exons 2-5

? ? 1A9 1A8 1A7 1A6 1A5 1A4 1A3 1A2 1A1

Abb. 35: Dargestellt ist die Organisation des UGT1A-Genkomplexes mit den bisher bekannten- und eventuell

noch nicht entdeckten Isoenzymen.
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4.4. Glukuronidierungsaktivitit der UGT1A-Proteine

Da der Gastrointestinaltrakt ebenso wie die Leber {iber eine komplexe Ausstattung an Gluku-
ronosyltransferasen verfiigt, stellt auch der Darm ein aktives Organ zur extrahepatischen Glu-
kuronidierung dar. Um festzustellen, wie effektiv jedoch die gastrointestinale Barriere Schad-
stoffe entgiften zu vermag, sollten erste Aktivititsassays Hinweise zur Glukuronidierung ge-
ben. Dabei sollte die Frage gekldrt werden, ob das gefundene Expressions- und Induktions-

muster der UGT1A-Proteine mit der Glukuronidierungsaktivitit iibereinstimmt.

Paranitrophenol gehort zur Gruppe der phenolischen Substrate und stellt einen klassischen
Vertreter fiir die Glukuronidierung des UGT1A6 dar. Zwar konnten Mackenzie et al. 1990
beweisen, daf} allein der N-Terminus von 298-Aminoséuren ausreichend fiir die Substratspe-
zifitét ist. Trotzdem besteht jedoch die Moglichkeit, dal ein Substrat von mehreren Glukuro-
nosyltransferasen umgesetzt werden kann. Es findet also eine allgemeine ,,Substrat-
Uberlappung® bei der Glukuronidierung statt. Es fiel zunichst auf, daB die UGT1A-Aktivitit
mit dem gefundenen RNA-Expressionsmuster nicht {ibereinstimmte. Auch dann nicht, wenn
davon ausgegangen wird, dafl Paranitrophenol hauptsichlich von UGT1A6 umgesetzt wird.
Die hochste mRNA-Expression wurde im Duodenum gefunden, wohingegen die Mikrosomen

des Duodenums uninduziert die schwéchste Aktivitét zeigen.

Nach Methylcholanthren-Behandlung war die UGT1A-Aktivitét, bis auf das Colon, in allen
untersuchten Organen erhdht. Aus fritheren Untersuchungen geht hervor, dall die Entgiftungs-
aktivitdt im Intestinaltrakt erheblich geringer ist als in der Leber (Vainio et al. 1980 und Aitio
et al. 1980). Den Erwartungen entsprechend war auch in der Leber mit Abstand die hdchste
Aktivitdt zu beobachten. Gefolgt von der Leber zeigten die Mikrosomen des Duodenums nach
Methylcholanthren-Induktion immerhin noch eine Aktivititssteigerung um das 12-fache. Ab-
sorptions-Studien mit Salicylamiden oder Morphinen haben ergeben, dal bezogen auf den
gesamten Intestinaltrakt, allein im Duodenum bis zu 60% metabolisiert wird (Koster et al.
1982) und daf} nach Induktion mit 1-Naphthol oder Morphinen vom Duodenum zu den pro-
ximalen Darmabschnitten eine Aktivititsabnahme stattfindet (Koster et al. 1985). In Untersu-
chungen zur Glukuronidierung der Gallensidure konnten im Colon nur noch 30 % der Aktivi-
tdt des Duodenum gefunden werden (Matern et al. 1984). Im Colon ist nach Methylcho-
lanthren-Induktion fiir Paranitrophenol nicht nur eine drastische Abnahme der UGTI1A-

Aktivitdt zu erkennen, sondern sogar eine Reduktion.
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Dieser Befund ist jedoch auch beim Menschen beobachtet worden. Humane Mikrosomen des
Colons zeigen eine fast 100-fach schwéchere Aktivitdt in der Umsetzung von phenolischen
Substraten und auch dieses Ergebnis stand im Widerspruch zu den gefundenen Daten auf

mRNA-und Protein-Ebene (Strassburg et al. 1999).

Um die Aktivitdt der UGT1A-Proteine besser charakterisieren zu konnen, sind weitere Unter-
suchungen mit verschiedenen Substanzgruppen, wie zum Beispiel Flavone, Steroide, polyzyk-
lische Aromaten und Karzinogene notwendig. Im humanen Bereich sind erst kiirzlich Aktivi-
tits-Untersuchungen an Mikrosomen der Leber und des Colons mit einem breiten Substrat-

spektrum durchgefiihrt worden (Strassburg et al. 1999).

Die bisher gefundenen Ergebnisse lassen den Schlul zu, dafl die Glukuronidierungsaktivitit
der UGT1A-Proteine entweder durch die Expression individueller Isoformen mit unterschied-
licher katalytischer Aktivitdt oder durch Organ-spezifische Modulatoren nach der Genexpres-
sion reguliert wird. So wéren posttranskriptionale Modifizierungen denkbar, die in der Muko-
sa des Darms Konformationsdnderungen der Glukuronosyltransferasen verursachen und somit
unmittelbar Einfluf3 auf ihre Aktivitdt nehmen konnten. Langkettige Fettsduren besitzen die
Féhigkeit, die Funktion der UGT's zu inhibieren (Zhong et al. 1991). In neueren Untersu-
chungen konnte genauer festgestellt werden, daB UGT-Proteine in der Lage sind, an Acyl-
Coenzym-A gebundene langkettige Fettsduren zu binden. Diese Bindung hat wiederum eine
Konformationsédnderung zur Folge und fiihrt letztendlich zur Inhibierung der UGT-Aktivitit
(Yamashita et al. 1997).

Ferner wird die Funktion der Glukuronosyltransferasen stark von der Lipidzusammensetzung
der Membran und vom Lipidmetabolismus beeinfluflt, der sich im Colon physiologisch we-
sentlich vom Lipidmetabolismus der Leber unterscheidet. Ein zusdtzlicher Ansatzpunkt kénn-
te die Prozessierung der UGT-Proteine sein. Durch ihre Lokalisation in der inneren Membran
des endoplasmatischen Reticulums (ER) sind die UGT-Proteine posttranslationalen Modifika-
tionen ausgesetzt. Unterschiede in der Glykosylierung konnten konformationsabhéngig unter-
schiedliche UGT-Proteine hervorbringen, die auf Grund dessen verschiedene katalytische

Aktivitdten aufweisen (Singh et al. 1982).
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