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ZUSAMMENFASSUNG 
 
Der Gastrointestinaltrakt des Menschen repr�sentiert, neben der Haut und der Lunge, eine 

der Eintrittspforten f�r Xenobiotika. Dabei spielt der D�nndarm bei Entgiftungsprozessen 

eine wichtige Rolle, denn dieser ist mit einer Reihe von Phase I und Phase II Fremdstoff-

metabolisierenden Enzymen (XMEs) (Cytochrom P450 abh�ngige Monooxygenasen [CYP], 

Sulfotransferasen [SULTs], UDP-Glucuronosyltransferasen [UGTs], etc.) sowie 

Transportproteinen der ABC (ATP-binding cassette)-Superfamilie ausgestattet. Die 

Enzymsysteme und ABC-Transportproteine sind teilweise induzierbar, was zu einer 

beschleunigten Metabolisierung und Ausscheidung von Fremdstoffen aus dem K�rper f�hrt. 

Viele sekund�re Pflanzeninhaltsstoffe verm�gen die XMEs zu induzieren, woraus man die 

sogenannten chemopr�ventiven Effekte dieser Verbindungen bez�glich der Entstehung von 

bestimmten Krebserkrankungen ableiten kann. In der vorliegenden Arbeit wurde an der 

humanen Colon Adenokarzinom Zelllinie Caco-2 als Modell f�r den humanen D�nndarm der 

Einfluss von verschiedenen sekund�ren Pflanzeninhaltsstoffen (z. B. Flavonoide, Indole, 
phenolische Verbindungen) auf die Metabolisierung und den Transport von Benzo[a]pyren 

(BP), einem bekannten pro-karzinogenen Nahrungsmittelkontaminanten, untersucht. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der ABC-Halbtransporter, BCRP 

(Breast cancer resistance protein), jedoch nicht MRP2 (Multidrug resistance-associated 

protein 2) am Transport von BP-3-sulfat und BP-3-glucuronid in Caco-2-Zellen beteiligt ist. 

Die Resultate zeigen weiterhin, dass die Expression von BCRP mit gr��ter 

Wahrscheinlichkeit �ber Aryl Hydrocarbon Rezeptor (AhR)-abh�ngige Signalwege verl�uft. 

Das BCRP-Protein ist sowohl durch Fremdstoffe (bekannte AhR-Agonisten, wie z. B. 2,3,7,8- 
Tetrachlordibenzo-p-dioxin, Benzo[a]pyren, Benzo[k]fluoranthen) als auch durch einige 

sekund�re Pflanzeninhaltsstoffe (z. B. Quercetin, Dibenzoylmethan, Silymarin) induzierbar 

und funktionell exprimiert, was aus dem vermehrten Transport von BP-3-sulfat zum apikalen 

Kompartment des Transwell™-Systems abgeleitet werden konnte. W�hrend eine 

Behandlung mit verschiedenen sek. Pflanzeninhaltsstoffen auf die Aktivit�t und Expression 

der Phase II-Enzyme keinen (SULTs) oder nur einen moderaten (UGTs) Einfluss hatte, so 

konnte durch die Induktion von Phase I-Enzymen (CYP1A1 und 1B1) ein erheblicher Anstieg 
von Phase II-Metaboliten des BP (BP-1- und BP-3-sulfat) im Medium von Caco-2-Zellen 

beobachtet werden, was auch in einem verst�rkten apikalen Transport dieser Metabolite 

resultierte. Aus diesen Ergebnissen kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass 

nat�rliche Nahrungsbestandteile einen Einfluss auf die Komponenten der biochemischen 

Barriere des Darmes haben (z. B. CYP1A1, UGTs und BCRP), was zu einer verminderten 

Aufnahme und beschleunigten Entgiftung von potenten karzinogenen 

Nahrungsmittelbestandteilen wie BP f�hren kann.  
SCHLAGWORTE: Caco-2, Fremdstoff-metabolisierende Enzyme, Flavonoide, BCRP 
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ABSTRACT 
 
The human gastrointestinal tract represents, apart from skin and lung, one portal of entry for 

xenobiotics. The small intestine plays an important role in the body`s detoxification process, 

since it is equipped with several phase I and phase II xenobiotics metabolizing enzymes 

(XMEs) (cytochrome P450 dependent monooxygenases [CYP], sulfotransferases [SULTs], 

UDP-glucuronosyltransferases [UGTs], etc.) as well as with transport proteins of the ABC 

(ATP-binding cassette) superfamily. Both enzymes and transport proteins are partly 

inducible, which results in an accelerated metabolism and excretion of xenobiotics from the 

body. The so-called chemopreventive effects of some non-nutritive constituents of plant-

derived food can be related to the capability of these compounds to induce XMEs. In the 

present study, the human colon adenocarcinoma cell line Caco-2 was used as a model for 

the human small intestine to investigate the effects of non-nutritive plant-derived compounds 

(e. g. flavonoids, dietary indoles, polyphenolic compounds) on the metabolism and transport 
of the pro-carcinogenic food-contaminant benzo[a]pyrene (BP).  

The results of the present study show that in Caco-2 cells the ABC half-transporter BCRP 

(breast cancer resistance protein), but not MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2) 

is involved in the transport of both phase II metabolites of BP, BP-3-sulfate and BP-3-

glucuronide. The results further show that the expression of BCRP is most likely regulated 

via aryl hydrocarbon receptor (AhR)-dependent pathways. BCRP-protein was inducible by 
some xenobiotics (established AhR-agonists, e. g. 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin, 

benzo[a]pyrene, benzo[k]fluoranthene) and some food-derived compounds (e. g. quercetin, 

dibenzoylmethane, silymarin) and functionally expressed, as could be shown by the 

increased transport of BP-3-sulfate to the apical compartment of the Transwell™-system.  

While treatment with several food-derived compounds had no (SULTs) or only a moderate 

(UGTs) effect on the activity and expression of these enzymes, the induction of phase I 

enzymes (CYP1A1 and 1B1) resulted in a pronounced increase in the amount of phase II 

metabolites of BP (BP-1- and BP-3-sulfate) in the media of Caco-2 cells. There was also an 

increased amount of these metabolites transported to the apical compartment of the 

Transwell™-system observable.  

It can be concluded from the results presented here that naturally occurring compounds 

which are pesent in our daily diet can modulate the components (e. g. CYP1A1, UGTs and 

BCRP) of the biochemical barrier of the intestine. This may restrict the absorption and 

accelerate the detoxification of potential food-associated carcinogens such as 

benzo[a]pyrene. 

 
KEYWORDS: Caco-2, xenobiotics metabolizing enzymes, flavonoids, BCRP
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1. EINF�HRUNG 
 
Der Gastrointestinaltrakt des Menschen kommt t�glich mit einer Vielzahl von Substanzen in 

Ber�hrung. Darunter befinden sich neben Nahrungsbestandteilen unter Umst�nden auch 

Arzneimittel und Schadstoffe, wie Pestizid-R�ckst�nde, Kontaminanten (PAK, PCBs, 

halogenierte Kohlenwasserstoffe) und potentiell toxische Stoffe biologischen Ursprungs 

(Xenobiotika). 
Benzo[a]pyren (BP), ein Lebensmittelkontaminant aus der Gruppe der polyzyklischen 

aromatischen Kohlenwasserstoffe besitzt ein hohes kanzerogenes Potential, was durch eine 
Reihe von tierexperimentellen Daten belegt werden konnte. Als PAK entsteht Benzo[a]pyren 

als Nebenprodukt unvollst�ndiger Verbrennung organischen Materials und ist daher in 

Abgasen (Verbrennungsmotoren, Industrie), Zigarettenrauch und Steinkohlenteer zu finden. 

In Lebensmitteln konnte BP insbesondere in gegrilltem Fleisch (bis zu 50 ppm), 

ger�ucherten Produkten und in geringeren Mengen auch in �len, Cerealien, Obst und 
Gem�se nachgewiesen werden (Lijinski, 1991, Kazerouni et al., 2001).  

Der menschliche K�rper ist mit einer Reihe von Schutzmechanismen ausger�stet, welche 

dazu beitragen, die Bioverf�gbarkeit von Schadstoffen und damit deren m�gliche 

Schadwirkung auf den K�rper zu reduzieren. Zu diesen Mechanismen geh�ren die Enzyme 

der Phase I (z. B. CYP1A1, CYP1B1, mikrosomale Epoxidhydrolasen) und Phase II 

(Sulfotransferasen, UDP-Glucuronosyltansferasen, Glutathion-S-Transferasen) des 

Biotransformations-prozesses sowie Transportproteine der ABC-Superfamilie (z. B. P-

Glycoprotein, MRPs, BCRP). W�hrend die Enzyme des Biotransformationsprozesses den 

lipophilen Schadstoff in hydrophilere und damit niereng�ngige Metaboliten umwandeln, 

vermitteln die ABC-Transportproteine deren Ausschleusung aus der Zelle.  

Obwohl die Leber als das wichtigste „Entgiftungsorgan“ des K�rpers angesehen wird, 

besch�ftigten sich in den letzten Jahren immer mehr Studien mit der Bedeutung des 

D�nndarms f�r den Detoxifikationsprozess von Xenobiotika. Seit den 70er Jahren ist 

bekannt, dass der D�nndarm durch seine Ausstattung mit Phase I und Phase II-Enzymen 

und ABC-Transportproteinen die F�higkeit besitzt, sowohl Arzneimittel als auch Fremdstoffe 
wie PAK (Rifkind et al., 1978) zu metabolisieren.  

Lipophile Schadstoffe, wie z. B. BP, k�nnen passiv die Zellmembranen durchdringen und 

durch Interaktion mit dem zytosolischen Transkriptionsfaktor AhR (Aryl hydrocarbon 

receptor) die Transkription sowohl von Phase I (CYP1A1 und 1B1) als auch von und Phase II 

(UGTs) Enzymen induzieren. Die ABC-Transportproteine sind durch verschiedene 

Verbindungen �ber unterschiedliche Mechanismen induzierbar, wobei der AhR zumindest 

bei der Regulation von P-Gp eine Rolle zu spielen scheint.  

Da auch PAK wie viele andere Xenobiotika ihren eigenen Metabolismus induzieren, bedeutet 

dies, dass durch eine Aufnahme von AhR-Agonisten die genannten 
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Entgiftungsmechanismen aktiviert werden und eine nachfolgende Aufnahme von strukturell 

verwandten Verbindungen deren beschleunigte Entgiftung erm�glichen. Die Vielzahl von 

heute bekannten AhR-Agonisten umfasst nicht nur eine Reihe von Schadstoffen (2,3,7,8-
Tetrachlordibenzo-p-dioxin [TCDD], polychlorierte Biphenyle [PCBs], PAK), sondern auch 

zahlreiche nat�rlich vorkommende Stoffe, wie Polyphenole (Flavonoide, Curcumin), Indol-

Derivate (Indol-3-carbinol, Indol-Essigs�ure) und Kondensationsprodukte dieser Indole 

(Indolo[3,2-b]carbazol, Diindolylmethan) [Denison et al., 2003]. W�hrend Flavonoide im 

Pflanzenreich weit verbreitet und daher in fast allen pflanzlichen Lebensmitteln zu finden sind 

(Obst, Gem�se, Getreide, S�fte, Wein), kommen die Indole wie Indol-3-carbinol (I3C) 

haupts�chlich in Brassicaceen vor. Das I3C entsteht zum Beispiel bei Verletzung des 

Pflanzengewebes (Zubereitung, Kauen) durch eine enzymatische Hydrolyse aus der 

Vorstufe Glucobrassicin. Im sauren Milieu des Magens bilden sich durch 

Kondensationsreaktionen Dimere und Trimere des I3C, welche z. T. eine sehr hohe AhR-
Affinit�t aufweisen (z. B. Indolo[3,2-b]carbazol). 

Zahlreiche Studien besch�ftigen sich mit den chemopr�ventiven Eigenschaften von 

sekund�ren Pflanzeninhaltsstoffen hinsichtlich der Entstehung von Krebs. 

Die Mechanismen, die diesen protektiven Eigenschaften zugrunde liegen, sind vielf�ltig. Eine 

wichtige Eigenschaft ist die Modulation von Xenobiotika-metabolisierenden Enzymen 

(XMEs). Die Induktion dieser Enzyme beschleunigt die Entgiftung von potentiell 

kanzerogenen Stoffen und verk�rzt so deren biologische Halbwertszeit im K�rper. Des 

weiteren besitzen insbesondere viele Flavonoide wie Quercetin und verwandte 

polyphenolische Verbindungen (Ellags�ure, Curcumin, Silymarin) antioxidative 

Eigenschaften, die sie bef�higen, reaktive Metaboliten (ROS, Epoxy-Verbindungen) zu 

inaktivieren, die mit der Bildung von DNA-Addukten und der Entstehung von malignen 

Ver�nderungen in Verbindung gebracht werden (Rice-Evans et al., 1996, Cos et al., 1998, 

B�hm et al., 1998). 

In dieser Studie wurde als Modell f�r die menschliche D�nndarmzelle die humane Colon 

Adenocarzinomzelle Caco-2 und deren Subklon TC7 verwendet. Diese Zelllinie hat sich als 
Modell zur Untersuchung von Biotransformation und Permeabilit�t etabliert (Meunier et al., 

1995), da sie nach vollst�ndiger Ausdifferenzierung alle morphologischen und 

biochemischen Charakteristika von D�nndarm-Enterozyten aufweist. Das in dieser Arbeit 

eingesetzte Transwell™-System hat sich als Instrument zur Untersuchung von 

Transportvorg�ngen bew�hrt. Die Zellen werden auf permeablen Polycarbonatmembranen 

kultiviert und formen so nach der Ausdifferenzierung wohl definierte apikale (luminale) und 
basolaterale (serosale) Dom�nen (Artursson und Karlsson, 1991, Pinto et al., 1983). In der 

vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welchen Einfluss bestimmte 

Nahrungsbestandteile (sek. Pflanzeninhaltsstoffe) auf die biochemische Barriere des 
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D�nndarms hinsichtlich der Metabolisierung und Entgiftung von Benzo[a]pyren haben. 

Hierbei wurden insbesondere die Effekte auf die Enzyme des Biotransformationsprozesses 

(Phase I: CYP1A1, CYP1B1; Phase II: SULTs, UGTs) und die Transportproteine der ABC-

Superfamilie (P-Gp, MRP2, BCRP) untersucht. 

 

 
1.2. Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) 

 
Die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK), zu denen �ber 200 

Verbindungen gez�hlt werden, entstehen bei der Verbrennung von organischem Material, 

was die ubiquit�re Verbreitung einiger Vertreter dieser Substanzklasse erkl�rt. 

Ausgangsprodukte k�nnen sowohl reine Kohlenwasserstoffe, oder auch andere organische 
Verbindungen wie Lipide, Kohlenhydrate, Peptide oder z.B. Nicotin sein (Halaby et al., 1971, 

Masuda et al., 1967). Nach dem bereits seit den 60er Jahren bekannten Mechanismus von 

Badger (Badger et al., 1962), verl�uft die Pyrosynthese von beispielsweise Benzo[a]pyren 

�ber C2 und C4 Radikale, welche durch Zyklisierung und Dehydrogenierung die 

kondensierte aromatische Ringstruktur bilden. Interessanterweise sind Mikroorganismen und 

auch Pflanzen in der Lage, PAK biosynthetisch herzustellen, denn die Bildung von z. B. 
Benzo[a]pyren konnte bei der Keimung von Getreide und Linsen beobachtet werden (Graef 

& Diehl, 1966, Knorr & Schrenk, 1968). Schwere PAK (z. B. Coronen, Benzo[g, h, i]perylen) 

k�nnen auch durch Kondensation von leichteren PAK (z. B. Phenanthren, Anthracen, Pyren) 
entstehen (Lang et al., 1963).  

PAK bilden sich bevorzugt im Temperaturbereich von 650-900�C (Badger et al., 1964), 

wobei eine unzureichende Versorgung der Flamme mit Sauerstoff deren Bildung f�rdert. Auf 

nat�rliche Weise, z. B. durch Waldbr�nde erzeugte PAK unterscheiden sich von denen aus 

anthropogenen Quellen (Feuerst�tten, Verbrennungsmotoren, Industrie) stammenden darin, 
dass Letztere nur geringen Anteilen aus alkylierten PAK bestehen (Blumer et al., 1975), was 

auf die h�heren Entstehungstemperaturen zur�ckgef�hrt wird. Andererseits enth�lt auch der 

Zigarettenrauch einen gewissen Anteil an alkylierten PAK, welche ihren Ursprung in 

bestimmten, in Tabak enthaltenen Naturstoffen (Indene, Isopren) haben.  

Es existieren zahlreiche Studien, die sich mit der menschlichen Exposition gegen�ber PAK, 
insbesondere �ber Nahrungsmittel, besch�ftigen (de Vos et al., 1990, Lijinski, 1991, Dennis 

et al., 1991, Kazerouni et al., 2001), denn interessanterweise wird der Gro�teil der PAK nicht 

�ber die Luft, sondern �ber die Nahrung aufgenommen. F�r das aus toxikologischer Sicht 

sehr bedeutsame Benzo[a]pyren wurde ermittelt, dass 97% der t�glich aufgenommenen 

Gesamtmenge mit der Nahrung in den K�rper gelangt (Hattemer-Frey und Travis, 1991). 

Dabei beg�nstigen einige Zubereitungsarten (Grillen �ber offener Flamme, Hei�r�uchern) 

aber auch die Beschaffenheit (z. B. hoher Fettgehalt oder hoher Kohlenhydratgehalt) der 
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Lebensmittel die Entstehung von PAK (Dennis et al., 1991). Die unzeitgem��e Trocknung 

von Oliventrestern mit Rauchgasen f�hrte in der Vergangenheit dazu, dass auch �le 

teilweise stark mit PAK belastet waren (Mitteilung vom bgvv, 2001). Die Belastung von Obst 

und Gem�se mit PAK ist im Vergleich zu gegrilltem Fleisch relativ gering und sehr 

unterschiedlich, je nach Anbauweise (N�he zu Industrie oder gro�en Verkehrswegen) und 

Standzeiten (z. B. lange Standzeiten f�r Gr�nkohl).  

 
1.2.1. Kanzerogenit�t 
Unter den PAK findet man einige Vertreter, die in der Literatur als mehr oder weniger starke 

Karzinogene beschrieben wurden. Dabei geh�ren zu den bekannten starken Karzinogenen 
z. B. Benzo[a]pyren, Benzo[c]phenanthren, Dibenzo[a,h]anthracen, Dibenzo[a,l]pyren und 

die alkylierten PAK 3-Methylcholanthren und 7,12-Dimethylbenz[a]anthracen. Schwache 

karzinogene Eigenschaften wurden f�r Benzo[b]fluoranthen, Benzo[k]fluoranthen und 

Chrysen berichtet. Als nicht kanzerogen wurden dagegen das Pyren, Benzo[e]pyren, 

Phenanthren, Anthracen und Coronen eingestuft, wobei erw�hnt werden sollte, dass in 

einigen Quellen die m�gliche Kanzerogenit�t von Pyren und Phenanthren diskutiert wird 
(International Agency for Research on Cancer (IARC) 1987). 

H3C

Benzo(a)pyren Benzo(k)fluoranthen

3-Methylcholanthren Dibenzo(a,l)pyren

Benzo(b)fluoranthen Phenanthren  
Abbildung 1: Strukturformeln einiger PAK, die in dieser Arbeit verwendet wurden  



 EINF�HRUNG  5 

Die PAK sind jedoch in unver�nderter Form keine Karzinogene, und wie viele andere Pro-

Karzinogene (z. B. Aflatoxin B1) bedarf es erst einer metabolischen Aktivierung dieser 

Verbindungen zum eigentlichen Karzinogen. Seit Mitte der 70er Jahre wurde bereits von den 
beiden Gruppen Conney und Jerina (Conney et al., 1982, Jerina et al., 1980) die Aktivierung 

des prototypischen Pro-Karzinogens BP intensiv untersucht. Wie in Abbildung 2 dargestellt, 

entstehen bei der enzymatischen Metabolisierung von BP durch k�rpereigene Enzyme 

zahlreiche Verbindungen, wie Phenole, Diole, Chinone und sehr reaktive Epoxy-Derivate 

(Aren-Oxide).  

Epoxide
4,5-
7,8-
9,10-

Phenole
1-       
3-
6-
7-
9-         

Dihydrodiole
4,5-
7,8-
9,10-

Konjugate
Glucuronide (3-)
Sulfate (1-, 3-)
GSH-

Diol-Epoxide
7,8-Diol-9,10-epoxide
9,10-Diol-7,8-epoxide

Chinone
1,6-
3,6-
6,12-

Hydroxy-Diole
9-OH-4,5-Diol
6-OH-7,8-Diol
1-(3-)OH-9,10-Diol

1
2

3

4

567

8

9
10

11

12

Benzo(a)pyren

(spontan)

Epoxidhydrolase

CYPs

CYPs
CYPs

SULT, UGT, GST

CYPs
SULT, UGT, GST

(und spontan)

Tetrole
7,8,9,10-

(untergeordnete Rolle)

(spontan)

Konjugate
GSH-

Konjugate
Glucuronide
Sulfate

 
Abbildung 2: Biotransformation von Benzo[a]pyren durch Phase I (CYPs, mikrosomale 

Epoxidhydrolasen) und Phase II (SULT, UGT, GST) Enzyme. (Die fett gedruckten Metabolite werden 

als Hauptabbauprodukte von Caco-2-Zellen produziert [1-,3-Sulfate, 3-Glucuronide und in geringerem 

Umfang auch 9,10-Diole]). (Quelle: IARC Monographs on the evaluation of the carcinogenic risk of 

chemicals to humans, part 1, Vol.32, December 1983, Seite 58; ver�ndert) 
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Bei bestimmten PAK werden co-karzinogene Eigenschaften diskutiert, da z. B. im 

Tierversuch die Verabreichung eines als nicht karzinogen eingestuften PAK die Tumor-

bildenden Eigenschaften eines bekannten Karzinogens f�rderten. Die Induktion von Phase I-

Enzymen (z. B. CYP1A1, CYP1B1) durch den nicht kanzerogenen Stoff und die dadurch 

vermehrte Umsetzung des verabreichten Pro-Karzinogens zu reaktiven Metaboliten k�nnte 

eine m�gliche Erkl�rung f�r dieses Ph�nomen sein. 

Zun�chst wurde das sogenannte K-Region-Epoxid, das 4,5-Epoxy-BP, als das eigentliche 

Karzinogen angesehen, da es sich auch im Ames-Test mit bestimmten Salmonella-St�mmen 

als mutagen erwiesen hatte (Gelboin et al., 1980). Es wurde jedoch beobachtet, dass das 

reaktive Epoxid umgehend zum inaktiven 4,5-Diol hydrolysiert wurde und damit als 
Karzinogen ausschied (Conney et al., 1982). Das sogenannte Bay-Region Epoxid (7,8-

Dihydroxy-9,10-epoxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyren, „BPDE“) von dem vier 

Stereoisomere existieren, hat sich letztendlich als das eigentliche Karzinogen herausgestellt 
(Conney et al., 1982, Gelboin et al., 1980).  

Da in der Literatur einige verwirrende Bezeichnungen existieren, soll hier kurz auf die 

Nomenklatur und die Entstehung der Bay-Region-Epoxide eingegangen werden (vgl. Abb. 

3). Die Einf�gung einer Epoxy-Funktion durch Cytochrom P450 abh�ngige Monooxygenasen 

l�sst den ersten Vorl�ufer des BPDE entstehen, das 7,8-Epoxy-7,8-dihydro-BP („BP-7,8-

epoxid“). Da die Epoxy-Gruppe von der Ringebene des BP entweder nach oben oder nach 
unten zeigen kann, entstehen zwei Enantiomere („Spiegelbildisomere“), deren 

unterschiedliche optische Aktivit�t durch den Zusatz (+) oder (-) gekennzeichnet wird. Die 
absolute Konfiguration der chiralen C-Atome nach IUPAC wird f�r die jeweilige Position mit R 

(rectus, rechts herum) oder S (sinister, links herum) angegeben (z. B. (+) (7R, 8S)- 7,8-

Epoxy-7,8-dihydro-BP). 

W�hrend bei normalen chemischen Reaktionen die Enantiomere im gleichen Verh�ltnis 
gebildet werden (Racemat), so entsteht bei enzymatischen Reaktionen ein Enantiomer 

bevorzugt (stereoselektive Reaktionen). Im Fall des oben genannten 7,8-Epoxids wurde die 

bevorzugte Umsetzung zum (+)-Enantiomer beobachtet (in Abb. 3 durch den Pfeil mit 

durchgezogener Linie verdeutlicht). Bei der folgenden Hydrolyse der Epoxy-Funktion durch 

die microsomale Epoxidhydrolase und der anschlie�enden erneuten Oxidation durch 

Cytochrom P450 Enzyme (z. B. CYP1A1 und CYP1B1), k�nnen jeweils wiederum zwei 

Enantiomere entstehen, je nachdem, ob sich die Substituenten an der Position 7 (-hydroxy) 
und Position 10 (epoxy-) auf der gleichen Seite der Ringebene (syn) oder auf 

unterschiedlichen Seiten (anti) befinden. Alle vier entstehenden (�) (syn/ anti) 7,8- Dihydroxy-

9,10-epoxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyren-Isomere sind toxisch f�r S�ugetierzellen, 

jedoch zeigt insbesondere das (+)-anti-BPDE die st�rkste Bindung an DNA und auch die 
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st�rkste Kanzerogenit�t in S�ugetier-Systemen (Buening et al., 1978), wobei das (-)anti-

Isomer wiederum in Mikroorganismen die st�rkste Mutagenit�t zeigt.  

Die Aktivierung von PAK nach der oben erl�uterten Bay-Region-Theorie wurde auch als 
Erkl�rung f�r die besondere Kanzerogenit�t von anderen PAK (Dibenzo[a,l]pyren, 7,12-

Dimethylbenz[a]anthracen [Luch et al., 1999] und Benzo[b]fluoranthen [Yang et al., 1988]) 

herangezogen. Mit dem Fehlen einer Bay-Region im Molek�l k�nnte auch die bisher nicht 

beobachtete (oder nicht eindeutig erwiesene) Kanzerogenit�t von Pyren, Phenanthren oder 

Anthracen erkl�rt werden. Andererseits sei darauf hingewiesen, dass das blo�e Fehlen einer 

formalen Bay-Region nicht bedeutet, dass diese Verbindung nicht kanzerogen ist. 

 

O O

OH OH

HO

O

OH

HO

HO

OO O

HO

OH

HO

OH

HO

OH

10
9
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(-) (7R, 8S)
(+) (7S, 8S)

7,8-dihydroxy-7,8-dihydro-B(a)P

CYPs

CYPs

7,8-epoxy-7,8-dihydro-B(a)P

(+) (anti) (-) (syn) (+) (syn) (-) (anti)

7,8-dihydroxy-9,10-epoxy-7,8,9,10-tetrahydro-B(a)P

CYPs

 
 
Abbildung 3: Entstehung der Bay-Region-Epoxide (BPDEs) des Benzo[a]pyrens (nach Dipple et al., 

1984; ver�ndert). 

 

Die besondere Reaktivt�t der Bay-Region-Epoxide (oder F�higkeit, sich sch�digend in 

Zellsystemen auszuwirken), wird folgenderma�en erkl�rt. Bei der Bildung von Bay-Region-

Epoxiden entstehen sehr reaktive Intermediate (Carbokationen), die normalerweise extrem 
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instabil sind. Durch die besondere Elektronendichteverteilung in bestimmten PAK, die sich 

aus der Molek�lorbital-Theorie ableiten l��t, sind die Carbokationen der Bay-Region-Epoxide 

besonders stabilisiert. Durch deren l�ngere Lebensdauer steigt daher auch die 

Wahrscheinlichkeit, mit sensitiven Makromolek�len der Zelle, wie z. B. der DNA, zu 

kovalenten Addukten zu reagieren. Des weiteren haben sich die Bay-Region-Epoxide als 

sehr resistent gegen�ber enzymatischen Detoxifikationsprozessen (Konjugationsreaktionen) 

herausgestellt, was vermutlich auf die sterische Hinderung des angreifenden Enzyms 
zur�ckzuf�hren ist (Hernandez et al., 1980). 

 

 
1.3. Aryl hydrocarbon Rezeptor (AhR) 
 

Der Ah-Rezeptor ist ein Ligand-aktivierter nukle�rer Transkriptionsfaktor, der aufgrund seiner 

molekularen Struktur zur sogenannten „PAS-Superfamilie“ gez�hlt wird. Dabei leitet sich die 
Bezeichnung „PAS“ von den Anfangsbuchstaben der weiteren Mitglieder ab: PER (Period 

(per) Gen, welches in der Fruchtfliege Drosophila f�r ein Protein kodiert, das in der 

Regulation des circadianen Rhythmus’ involviert ist), ARNT, (Aryl hydrocarbon nuclear 

translocator, der Heterodimerisationspartner des AhR) und SIM (das Drosophila Single-

minded Gen). Die PAS-Proteine wurden nicht nur in Tieren, sondern auch in Prokaryonten 

und Pflanzen gefunden, wo sie unter anderem als Licht- und Sauerstoff-Sensoren fungieren, 
weshalb sie vielfach auch als „Umweltsensoren“ („environmental sensors“) bezeichnet 

werden (Carlson und Perdew, 2002, Gu et al., 2000). Im Fall des AhR w�rde die Detektion 

einer chemischen Ver�nderung der direkten Umwelt des Organismus durch z. B. 

Kontamination mit PAK oder chlororganischen Verbindungen eine Adaption im 

biochemischen Sinne zur Folge haben. 

In h�heren Eukaryonten bietet die PAS-Dom�ne eine Oberfl�che f�r die Homodimerisation 

mit anderen PAS-Proteinen einerseits und f�r die heterotypische Interaktion mit zellul�ren 
Chaperonen (z. B. mit dem 90 kDa Hitze-Schock-Protein Hsp 90) andererseits (Perdew et 

al., 1988). Im AhR stellt die PAS-Dom�ne auch eine Oberfl�che f�r die Bindung des relativ 

kleinen Liganden 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) dar (Dolwick et al., 1993). AhR 

und ARNT besitzen N-terminal zur PAS-Dom�ne eine weitere strukturelle �hnlichkeit, die 
basic-helix-loop-helix-(bHLH)-Dom�ne, welche bei der Dimerisation mit anderen bHLH-PAS-

Proteinen eine Rolle spielt.  

Im Ligand-freien Zustand liegt der AhR als Multiprotein-Komplex im Zytosol vor. Es gibt 

jedoch auch Zelltypen, in denen der AhR �berwiegend im Kern zu finden ist, gew�hnlich ist 

der AhR jedoch ein zytosolisches Protein. Die beiden zellul�ren Chaperone Hsp90, die sich 

in diesem Multiprotein-Komplex befinden, haben die Aufgabe, die C-terminale H�lfte der 
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PAS-Dom�ne in einer f�r die Liganden-Bindung g�nstigen r�umlichen Konformation zu 
halten (Antonsson et al., 1995, Whitelaw et al., 1995). An dem Multiprotein-Komplex sind 

au�erdem noch zwei weitere Chaperone, das p23 (23 kDa Co-Chaperon) und das XAP2 („X-

associated protein 2“, auch ARA9 oder AIP genannt) beteiligt, wobei das XAP2 diesen 

Komplex durch Bindung an das Zytoskelett im Zytosol fixiert. Die Bindung eines Liganden 

bewirkt eine Konformations�nderung in diesem Proteinkomplex, so dass eine f�r die 

Wanderung in den Zellkern wichtige Dom�ne (nuclear localization sequence, NLS) frei 

zug�nglich wird und der Komplex in den Zellkern bef�rdert werden kann (Pollenz et al., 

1994).  

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Ligand-aktivierten Genexpression durch den Ah-

Rezeptor (90= Hsp90, 23= Co-Chaperon p23, XAP= X-associated protein 2, bindet den ligand-freien 

Rezeptor-Komplex an das Zytoskelett; ARNT= AhR nuclear translocator, DRE= dioxin response 

element im Promoter des Target Gens, 26S= 26S-Proteasomen) 

[Nach Denison und Nagy, 2003; ver�ndert] 

 

Im Zellkern kommt es nach Abspaltung der Hitzeschock-Proteine zur Heterodimerisation mit 

dem ARNT, wodurch dieser Ligand:AhR:ARNT-Komplex eine hohe Bindungsaffinit�t zu 
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bestimmten DNA-Sequenzen, den dioxin response elements (DRE oder XRE, xenobiotic 

response element) erh�lt. Diese Sequenzen befinden sich in der regulatorischen (Promoter) 

Region von AhR-regulierten Genen wie z. B. CYP1A1, das bekannteste Target-Gen des 

AhR. Ein Ligand-aktivierter Ah-Rezeptor, welcher nicht an ARNT und/ oder DNA gebunden 

werden konnte, wird aktiv aus dem Zellkern herausbef�rdert und durch enzymatische 

„Markierung“ im Zytosol mit Ubiquitin wird dieses Protein von bestimmten Proteasomen (26 

S Proteasomen) erkannt und abgebaut. 

Durch die Induktion vieler AhR-regulierter Gene, wie z. B. CYP1A1, wird gleichzeitig die 

Expression des AhR-Repressor-Proteins (AhRR) induziert, welches mit dem ARNT um die 

Bindung an den AhR konkurriert. Dies stellt eine autoregulatorische Schleife dar, welche eine 
�berstimulation der Expression verhindert (Gu et al., 2000). Der AhR selbst wird 

autoregulatorisch exprimiert, denn in seiner Promoter-Region konnten DREs identifiziert 

werden, an die der aktivierte AhR:ARNT-Komplex binden kann (Morel und Barouki, 1999).  

Es existieren in der Literatur zahlreiche Hinweise auf eine physiologische Rolle des AhR, 

neben seiner etablierten Funktion in der Regulation von Xenobiotika-metabolisierenden 

Enzymen. So zeigen AhR (-/-)-M�use eine St�rung in der Entwicklung der Leber, des 
kardiovaskul�ren Systems und des Immunsystems (Schmidt et al., 1996, Lahvis et al., 

2000). Dar�ber hinaus konnte eine direkte Interaktion des AhR mit der Kontrolle des 
Zellzyklus und der Differenzierung von Zellen beobachtet werden (Weiss et al., 1996, Nebert 

et al., 2000). Da viele der am Multiprotein-Komplex beteiligten Proteine Phosphoproteine 

sind, hat der Phosphorylierungsstatus von AhR, Hsp90, XAP2 und ARNT vermutlich einen 

entscheidenden Einfluss auf die Transaktivierung des AhR. Es wurde bereits gezeigt, dass z. 

B. die Aktivit�t von Tyrosin-Kinasen einen Einflu� auf die Signal-�bertragung durch den AhR 
hat (Gradin et al., 1994). Durch die Rekrutierung von gleichen Co-Faktoren bzw. 

Dimerisationspartnern (z. B. p300, HIF1β = ARNT) kann die AhR-vermittelte 

Signaltransduktion mit einer Reihe von anderen Rezeptor-vermittelten Zellantworten 
interagieren (Cross-talk; z. B. mit Estrogen-Rezeptor ER [Sheppard et al., 1998] und 

Glucocorticoid-Rezeptor GR [Harnish et al., 2000] unter bestimmten Bedingungen auch mit 

HIF-1 α, Hypoxia-inducible factor-1 α [Gu et al., 2000, Chan et al., 1999]). 

Der AhR besitzt eine relativ kleine „Liganden-Tasche“ (14 � x 12 � x 5 �), die insbesondere 

planare und lipophile Liganden aufnimmt, welche eine laterale elektronenreiche Gruppe  

(z. B. –Cl) besitzen. Als prototypischer Ligand ist daher TCDD bekannt, welcher die h�chste 
Affinit�t zum AhR besitzt (ca. 1 x 10-12 Mol, im picomol-Bereich). Weitere starke Liganden 

findet man in der Gruppe der halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffe (z. B. PCBs) 

und der PAK. In den letzten Jahren wurde jedoch auch eine Reihe von nat�rlich in 

pflanzlichen Lebensmitteln vorkommenden AhR-Liganden (Flavonoide, Indole, Polyphenole, 

etc. [Denison und Nagy, 2003]) identifiziert und dar�ber hinaus existieren auch schwache 
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endogene Liganden wie z. B. Abbauprodukte der Aminos�ure Tryptophan (Waliser et al., 

2002). 

 
1.4. Biotransformation 

 
Der Prozess der Biotransformation erm�glicht dem K�rper sowohl den Aufbau von 

k�rpereigenen (z.B. Steroidhormone, Cholesterin, Serotonin) als auch den Abbau von 

k�pereigenen (Endobiotika; z. B. Bilirubin, Steroidhormone) und k�rperfremden (Xenobiotika; 

z. B. Pharmaka, Kontaminanten, Pestizide) Stoffen. Nachfolgend soll nur der Abbau von 

Stoffen betrachtet werden: dieser Prozess wird oft auch als Detoxifikation bezeichnet.  

Der Biotransformationsprozess wird im allgemeinen in Phase I und Phase II unterteilt. Da die 

Lipophilie von Stoffen oft auch mit biologischer Aktivit�t und Toxizit�t einhergehen kann, hat 

der K�rper mit der Biotransformation einen Weg gefunden, Stoffe durch Umwandlung in 

hydrophile Metaboliten besser und schneller �ber Galle und Urin ausscheiden zu k�nnen 

und damit zu entgiften.  

Aufnahme, Biotransformation undAufnahme, Biotransformation und
Ausscheidung von FremdstoffenAusscheidung von Fremdstoffen

ABC
AufnahmeAufnahme

Fremdstoff

OxidationOxidation
CYP‘s O2

Umwandlungsprodukt

KonjugationKonjugation
Transferasen

PAPS
GSH
UDPGlcUA

Konjugate

Export ins Lumen
Aufnahme aus 

dem Lumen(passiv)

basolateral
(Blut)

ABC

apikal
(Lumen)

 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der Schritte der Biotransformation in einer polarisierten Zelle 

(z. B. in Enterozyten des B�rstensaumepithels) bestehend aus passiver Aufnahme eines lipophilen 

Schadstoffs (z. B. Benzo[a]pyren) durch die apikale Membran und nachfolgender Oxidation durch 

CYPs, Konjugation durch Phase II-Enzyme (Transferasen) und aktiven Export durch apikale ABC-

Transporter zur luminalen Seite des Organs. In Caco-2-Zellen wird immer auch ein gewisser Anteil der 

polaren Konjugate des BP zur basolateralen Seite der Zelle transportiert (gestrichelte Linie).  

(Nach K�nig et al., 1999b; ver�ndert). 
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Im ersten Schritt (Phase I) der Biotransformation erfolgt die Einf�hrung oder Freisetzung 

einer funktionellen Gruppe (meist –OH, aber auch –SH oder –NH2) in das Molek�l. Nach 
dieser „Funktionalisierungsreaktion“ bietet die eingef�gte nukleophile Gruppe einen 

Angriffspunkt f�r die nachfolgende Konjugation (Phase II) an einen hydrophilen Rest, wie z. 

B. Glucurons�ure und Sulfons�ure. Elektrophile Verbindungen (wie z. B. die Carbokationen, 

die bei der Umlagerung von Aren-Oxiden entstehen) k�nnen dagegen spontan oder auch 

enzymatisch katalysiert durch Glutathion-S-Transferasen (GSTs) an das Peptid Glutathion 

(GSH) konjugiert werden. Die gr��ere Hydrophilie des entstandenen Fremdstoff-Metaboliten 

bedingt jedoch, dass dieser die Zellmembranen nicht mehr passiv durchdringen kann; das 

Konjugat muss also durch ein Transportprotein (z. B. ABC-Transportprotein) aktiv aus der 
Zelle herausbef�rdert werden. Dieser 3. Schritt wird von einigen Autoren auch als „Phase III“ 

bezeichnet. Durch die Phase III wird das Molek�l zwar nicht mehr weiter transformiert, 

jedoch k�nnte man einen ABC-Transporter als eine Art Enzym betrachten, das statt einer 

chemischen Umwandlung einen vektoriellen Transport katalysiert.  

Zu den Enzymen der Phase I geh�ren in erster Linie die Cytochrom P450 abh�ngigen 

Monooxygenasen (CYPs), die mikrosomalen Epoxidhydrolasen und ferner die Flavin-

Monooxygenase (letztere spielt jedoch eine eher untergeordnete Rolle und katalysiert in 

erster Linie die Umsetzung von terti�ren Aminen zu N-Oxiden). Phase II Reaktionen werden 

durch Transferasen wie die Sulfotransferasen (SULT), Uridindiphosphat-

Glucuronosyltransferasen (UGTs) und die Glutathion-S-Transferasen (GSTs) katalysiert. Im 

folgenden Abschnitt soll auf die f�r die vorliegende Arbeit besonders relevanten Enzyme der 

Phase I (CYPs) und Phase II (SULTs und UGTs) eingegangen werden. 

 
1.4.1. Cytochrom P450  

Cytochrom P450 abh�ngige Monooxygenasen (CYPs) sind mit Ausnahme einiger l�slichen 

bakteriellen Formen, membrangebundene Enzyme des Endoplasmatischen Retikulums 

(ER). Die gro�e Anzahl von bislang identifizierten Formen (�ber 300) verdeutlicht deren 

wichtige Rolle im Zellstoffwechsel sowohl von Eukaryonten als auch von Prokaryonten. Die 

Nomenklatur der CYPs basiert auf dem Grad der Aminos�ure-Identit�t, wobei Enzyme mit 

einer Identit�t von > 40% zur gleichen Familie (z. B. 1, 2, 3) und mit einer Identit�t von > 55% 
zur gleichen Subfamilie (z. B. A, B, C) gez�hlt werden. Die Familien-Nummern unter 100 

kennzeichnen eukaryotische, diejenigen �ber 100, prokaryotische Formen. 
Wie aus der Bezeichnung „Monooxygenase“ schon hervorgeht, katalysieren die CYPs die 

Einf�hrung eines Sauerstoffatoms in das Substratmolek�l, wobei das zweite O-Atom des 

Sauerstoffdonors O2 zu Wasser reduziert wird. Die CYPs besitzen eine erstaunlich breite und 

teilweise �berlappende Substratspezifit�t, wodurch es auch nicht verwunderlich ist, dass sie 

durch eine ebenso gro�e Anzahl von Substraten induzierbar sind, wobei die Induktoren 
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h�ufig strukturelle �hnlichkeiten aufweisen. So sind z. B. CYP1A1, 1A2 und 1B1 durch 

planare, lipophile Verbindungen (TCDD, PAK, β-Naphthoflavon) �ber AhR-abh�ngige 

Mechanismen induzierbar, CYP3A4 �ber den Pregnan-X-Rezeptor (PXR) durch steroidale 

Verbindungen wie Dexamethason. Da z. B. CYP1A2 viele in Pflanzen vorkommende 

toxische Substanzen (z. B. Purine wie Coffein) metabolisieren kann, Fische diese Isoform 

jedoch nicht exprimieren, nimmt man an, dass CYP1A2 von Landlebewesen als zus�tzlichen 

Schutz gegen Pflanzentoxine entwickelt wurde.  

Die Expression von humanen CYPs erstreckt sich von den bekannten „Eintrittspforten“ f�r 

Xenobiotika und Pharmaka, Gastrointestinaltrakt (�sophagus, Magen, Duodenum bis zum 

Colon), Respirationstrakt (Nasal Mukosa, Lunge) �ber das wichtigste Entgiftungsorgan 

(Leber) bis zu biosynthetisch aktiven Geweben wie den Nebennieren, Ovarien und Plazenta. 
Die h�chsten CYP-Gehalte sind in der Leber zu finden (Lin et al., 1999), was die 

herausragende Rolle dieses Organs im First-Pass Metabolismus von aufgenommenen 

Substanzen unterstreicht. Der Beitrag anderer Organe (z. B. D�nndarm) an der Reduzierung 

der Bioverf�gbarkeit potentiell toxischer Nahrungsbestandteile wurde jedoch auch in den 
letzten Jahren erkannt und daher zum Gegenstand intensiver Forschungen (Lin et al. 1999). 

Paradoxerweise hat die katalytische Aktivit�t der CYPs nicht nur die Detoxifikation von 

Substanzen zur Folge, sondern viele an sich inerte chemische Verbindungen, wie PAK, 

werden erst durch die CYPs zum eigentlichen Karzinogen metabolisch aktiviert. F�r die 

Aktivierung von PAK sind in erster Linie CYP1A1 und 1B1 verantwortlich, w�hrend andere 

Pro-Karzinogene wie z. B. das Aflatoxin B1 durch CYP3A4 und CYP1B1 zum reaktiven 
Epoxy-Derivat umgesetzt werden (Kelly et al., 1997). Die Isoform CYP1B1 spielt bei der 

Kanzerogenese durch PAK eine besondere Rolle, da dieses Enzym mit hoher 
Regiospezifit�t das Bay-Region-Epoxid produziert (Shimada et al., 1999). Eine 

�berexpression von CYP 1B1 wurde in vielen maligne ver�nderten Geweben des Menschen 
beobachtet (z. B. Colon, Lunge, Brust [Murray et al. 1997, Gibson et al., 2003]) und das 

reduzierte Auftreten von PAK-induzierten Tumoren in Cyp1b1-defizienten M�usen 

unterstreicht die Bedeutung von CYP1B1 bei der Entstehung von Krebs (Buters et al., 2002). 

Interessanterweise wird CYP1A2 in einer Vielzahl von Organen exprimiert, darunter Leber, 

Lunge, �sophagus, Magen und Colon, im D�nndarm ist es jedoch nicht detektierbar (Ding 

und Kaminsky, 2003). 

 
1.4.2. Mikrosomale Epoxidhydrolase 
Die Mikrosomale Epoxidhydrolase befindet sich wie die CYPs in den Membranen des 

Endoplasmatischen Retikulums, wo sie die hydrolytische Spaltung von Epoxy-Derivaten der 

PAK katalysiert. Dabei setzt die Epoxidhydrolase ein racemisches Gemisch von 7,8-Epoxy-

BP stereoselektiv zum (-)-trans-7,8-Diol um, indem sie bevorzugt die Ring�ffnungsreaktion 
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an der Bindung zwischen C8 und dem Sauerstoffatom katalysiert. Eine Hydroxylgruppe wird 

dabei vorwiegend an Position C8 eingef�gt, was durch die Verwendung von 18O-markiertem 
Wasser als Co-Substrat best�tigt werden konnte (Yang et al., 1978). Die mikrosomale 

Epoxidhydrolase ist also als ein wichtiges Enzym an der Bildung des Vorl�ufers des Bay-

Region BP-Diol-epoxids (BPDE) beteiligt. 

 
1.4.3. Sulfotransferasen (SULTs) 
Die cytosolischen SULTs werden in verschiedenen menschlichen Geweben (Leber, Darm, 

Gehirn, Niere, Lunge) exprimiert und dort katalysieren sie den Transfer einer Sulfonat-

Gruppe vom Cofaktor 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat (PAPS) auf eine Hydroxygruppe 

des Akzeptormolek�ls, welches zu einem organischen Sulfat metabolisiert wird. Zur 
Regenerierung des Co-Faktors PAPS ben�tigt das Enzym PAPS-Synthetase (PAPSS) ATP 

und anorganisches Sulfat. Bei hohen Substratkonzentrationen ist vermutlich das Co-Substrat 
PAPS der limitierende Faktor der Reaktion. Sonoda et al. (2002) konnten zeigen, dass die 

PAPS-Synthetase durch Substrate der DHEA-Sulfotransferase PXR-abh�ngig induziert 

werden kann. Obwohl es sich bei Konjugationsreaktion durch Sulfotransferasen um eine O-

Sulfonierung handelt (es wird eine –SO3-Gruppe, keine –SO4-Gruppe eingef�gt), wird in der 

Literatur h�ufig die Bezeichnung „Sulfatierung“ verwendet, da aus dieser Reaktion ein Sulfat 

resultiert. 

Die Sulfatierung wird zwar im allgemeinen als Detoxifikationsreaktion eingeordnet, in 

bestimmten F�llen f�hrt jedoch diese Reaktion auch zu einer Aktivierung von mutagenen 

Verbindungen (Glatt, 1997, Glatt, 2000). Zu einer Bioaktivierung kommt es immer dann, 

wenn eine Sulfatierung instabile Sulfatester generiert, die dann zu reaktiven elektrophilen 

Verbindungen zerfallen. 

Bisher wurden wenigstens 44 verschiedene cytosolische Sulfotransferasen in S�ugetieren 

identifiziert, welche aufgrund ihrer Aminos�ure-Identit�ten in 5 verschiedene (ST) Familien 

(oder 2 verschiedene SULT-Familien) eingeteilt wurden. Im Menschen konnten 10 

verschiedene Gene f�r SULTs charakterisiert werden, dessen Proteinprodukte sich 

betr�chtlich in Substratspezifit�t und Expressionsraten in verschiedenen Geweben 

unterscheiden (Nagata und Yamazoe, 2000). Drei Isoformen der Phenol-Sulfatierungen 

katalysierenden humanen SULT1A Familie sind bisher bekannt. Nach ihrer unterschiedlichen 
thermischen Stabilit�t werden sie in die thermostabile TS/ Phenol-preferring (P) PST (ST1A2 

oder SULT1A2 und ST1A3 oder SULT1A1) und in die thermolabile (TL)/Monoamine-

preferring (M) PST (ST1A5 oder SULT1A3) unterteilt (Nagata und Yamazoe, 2000). 

In dieser Arbeit wird nachfolgend die aktuellere Bezeichnung f�r Sulfotransferasen, SULT, 

verwendet. 
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1.4.4. UDP-Glucuronosyltransferasen (UGTs) 
Die Konjugation von verschiedensten endogenen und exogenen Substraten an 

Glucurons�ure (wie z. B. wie Bilirubin, Gallens�uren, Steroiden, beziehungsweise 

Nahrungsinhaltsstoffen, Pharmaka und Xenobiotika) hat sich als eine hoch spezialisierte 

Funktion in h�heren Wirbeltieren entwickelt. Sie dient �berwiegend der Detoxifikation von 

Substanzen, obwohl die Glucuronidierung f�r einige Verbindungen auch eine biologische 

Aktivierung darstellen kann (z. B. Morphin-6-Glucuronid besitzt analgetische Wirkung). Die 

UDP-Glucuronosylransferasen (UGTs; [E.C. 2.4.1.17]) verwenden die an das Nucleotid 
Uridin-diphosphat (UDP) gebundene Glucurons�ure (UDPGlcUA; „aktivierte Glucurons�ure“) 

als Co-Substrat und �bertragen Glucurons�ure auf ein Akzeptormolek�l. Die entstehenden 

β-Glucuronidase-sensitiven β-D-Glucuronide („Glucuronide“) k�nnen nicht nur durch die 

Bindung an Hydroxyl-Gruppen („phenolische“ oder „alkoholische“), sondern auch durch eine 

glycosidische Bindung an Carboxyl-, Carbonyl-, SH- oder Amino-Gruppen entstehen. 

Die gro�e Bedeutung der Detoxifikation von endogenen Verbindungen wie Bilirubin durch die 

UGTs zeigt das Auftreten eines erblich bedingten Defekts in der regulatorischen Region der 

Bilirubin UGT (UGT1A), wodurch eine verminderte (oder abwesende) UGT-Aktivit�t 
entstehen kann. Diese beim Menschen als Crigler-Najjar I und II, bzw. Gilbert-Syndrom 

bekannte Erbkrankheit f�hrt im fr�hen S�uglingsalter zu unkonjugierter Hyperbilirubin�mie 

und kann z. B. im Fall der schwereren Crigler-Najjar I Form zur Akkumulation von Bilirubin in 

Nervenzellen und unbehandelt zum Tod innerhalb von Tagen f�hren (Tukey und Strassburg, 

2000). 

UGTs sind wie die CYPs membrangebundene Enzyme und sie befinden sich im 

Endoplasmatischen Retikulum von Zellen. Bisher konnten 15 humane UGT cDNAs 
identifiziert werden, wobei 8 Formen dem Gen UGT1A zugeordnet werden und UGT2 f�r 7 

verschiedene Proteine kodiert. Die Familie UGT1A besteht aus 9 Mitgliedern (UGT1A1, 1A3, 

1A4, 1A5, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9 und 1A10), welche teilweise �berlappende Substratspezifit�t 

aufweisen und in verschiedensten Organen (Speiser�hre, Magen, D�nndarm, Colon, Leber, 

Hirn) des menschlichen Organismus exprimiert werden (Tukey und Strassburg, 2000). 

Beispielweise besitzt UGT1A10 die geringste Substratspezifit�t und sie konnte in fast allen 

Organen, mit Ausnahme der Leber nachgewiesen werden. Im humanen Gastrointestinaltrakt 

konnten im �sophagus nur die Formen UGT1A7 bis 10 und im Colon fast alle 1A Isoformen 

(au�er UGT1A5) nachgewiesen werden. Interessanterweise exprimiert der D�nndarm nur 

sehr wenige Formen (UGT1A1, 1A4 und 1A8). Komplexe Phenole, wie z. B. das 3-Hydroxy-

benzo[a]pyren, werden bevorzugt von UGT1A6 umgesetzt, wobei Flavonoide und 
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Anthrachinone vorwiegend von UGT1A9, 1A1, 1A3 und 1A8 glucuronidiert werden, von 

UGT1A6 jedoch nicht (Tukey und Strassburg, 2000). 

 
1.4.5. ABC-Transporter 

 
Die Superfamilie der ATP-binding cassette (ABC) Proteine umfasst 51 verschiedene Gene 

und 7 Familien (von A bis G) [www.gene.ucl.ac.uk./nomenclature/genefamily/abc.htm, 

http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm], dessen Protein-Produkte den Transport einer 

Vielzahl von Substraten, wie z. B. Aminos�uren, Peptiden, Lipiden, Zuckern, Salzen und 

Xenobiotika vermittelt (Higgins, 1992). ABC-Transporter findet man nicht nur in Eukaryonten 

und h�heren Lebewesen wie S�ugetieren und dem Menschen, sondern auch in 

Prokaryonten, wo sie unter ATP-Hydrolyse den aktiven, unidirektionalen Transport ihrer 

Substrate durch Zellmembranen vermitteln (Klein et al, 1999).  

Die gr��te Zahl der bekannten ABC-Transport Proteine wird in der Plasmamembran von 

Zellen exprimiert (P-Gp, MRPs und BCRP), und in vielen polarisierten Zellen von Epithelien 

z. B. der Nieren, Leber, D�nndarm und Colon sind einige Vertreter dieser Familie 

vornehmlich in der apikalen (P-Gp, MRP2, BCRP) oder nur in der basolateralen (MRP1, 
MRP3, MRP4-6) Dom�ne dieser Zellen zu finden (Haimeur et al., 2004). Dies bedeutet, dass 

der Export ihrer Substrate einerseits zur Aufnahme dieser Substanzen ins Blut oder die 

Lymphe (basolaterale Transporter) oder zur Ausscheidung aus dem K�rper durch die 

Abgabe an Urin oder Faeces (apikale Formen) f�hren kann.  

Einige ABC-Transporter sind jedoch auch in intrazellul�ren Membranen, wie z. B. der 
Kernmembran (LRP; lung resistance associated protein) oder den Membranen von 

Peroxisomen (ABCD1) exprimiert. ABCD1 repr�sentiert in diesem Fall einen uptake-

Transporter, welcher die Aufnahme von langkettigen Fetts�uren in die Peroxisomen 
vermittelt (Mosser et al., 1993). 

Der Gro�teil der ABC Proteine verf�gt �ber eine �hnliche Organisationsstruktur, welche aus 

zwei auf der cytosolischen Seite befindlichen ATP-binding cassettes (ABC-Elementen oder 
„nucleotid binding domain“, NBD) und zwei transmembranen Dom�nen, welche entweder als 

eine fortlaufende Einheit oder als zwei separate Polypeptide, wie im Fall der Halb-

Transporter, bestehen. Von den meisten Transmembran-Dom�nen (TMD) wird 

angenommen, dass sie sich aus je 6 α-Helices zusammensetzen, es sind in der Literatur 

jedoch auch Beispiele von ABC Transportern mit nur 5 TMD bekannt. Es wird angenommen, 

dass die TMDs inklusive der dazugeh�rigen Schleifen („Loops“), welche die einzelnen 

Helices verbinden, einen gro�en Einfluss auf die Substratspezifit�t der Transporter haben 

(Higgins, 1992). Die Loops vieler ABC-Transporter tragen auf der exoplasmatischen Seite 

Ketten von Monosaccharid-Bausteinen, welche �ber N-glycosidische Bindungen mit dem 

Proteinanteil verk�pft sind. Diese Glycosylierung der ABC Proteine wird als wichtige 
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Voraussetzung f�r den Transport des Proteins innerhalb der Zelle zur Zellmembran und auch 

f�r den richtigen Einbau des Proteins in die Membran angesehen. Bei nicht-S�ugetier 
Expressionssystemen (z. B. ovarielle Zellen von Sodoptera frugiperda, „Sf9“-Zellen) bleibt 

diese Glycosylierung aus, weshalb das ABC-Protein dann eine etwas geringere Gr��e 

aufweist. Im folgenden Abschnitt soll auf einige wichtige Vertreter der ABC-Transport 

Proteine eingegangen werden. 

 

 
1.4.5.1. P-Glycoprotein (ABCB1) 
Die Familie der MDR Gene besteht aus zwei humanen Mitgliedern, MDR1 und MDR2 und 

drei Mitgliedern bei Nagetieren (mdr1, mdr2, mdr3) (Borst und Schinkel, 1997). Das Produkt 
des humanen MDR1 Gens, P-Glycoprotein (ABCB1), wurde als erstes multidrug resistance 

(MDR)-vermittelnde ATP-abh�ngige System von Juliano und Ling (1976) entdeckt.  

Die �berexpression von P-Gp nach chemotherapeutischer Behandlung verschiedener 

Krebsarten, welche bei fast 90% aller metastasierenden Tumoren (z. B. Brustkrebs) auftritt, 

(Gottesman und Pastan, 1993) unterstreicht dessen Bedeutung f�r das Ph�nomen des 

MDR-Ph�notyps.  

Als 150-170 kDa Protein wird es jedoch auch in vielen normalen humanen Geweben (Leber, 

Niere, Darm, Nebennieren) exprimiert und seine physiologische Rolle wurde daher vielfach 
diskutiert (Gottesman und Pastan, 1993, Ambudkar et al., 1999). Die Expression von P-Gp in 

Endothelzellen von Blutkapillaren des Hirns, der Placenta und der Nieren impliziert eine 

Beteiligung dieses Transporters an der Blut-Gewebe-Schranke dieser Gewebe. Durch den 
Einsatz von mdr1a knock-out M�usen konnten Schinkel et al. (1995) die Bedeutung von P-

Gp f�r den Transport von Pharmaka zwischen der Blut-Hirn Schranke belegen.  

Die sehr breite Substratspezifit�t von P-Gp umfasst in erster Linie hydrophobe Verbindungen 

mit einer molekularen Masse von 300-2000 kDa (Ford und Hait, 1990, Germann, 1996) wie 
z. B. Vinca Alkaloide (Vinblastin, Vincristin), Anthracycline (Daunorubicin, Doxorubicin), 

Epipodophyllotoxine (Etoposid), Antihypertensiva (Reserpin, Yohimbin), Antibiotica, 

(Actinomycin D), Immunosuppressiva (Cyclosporin A, FK 506) und Calcium Channel Blocker 
(Verapamil). Als apikal exprimierte Export-Pumpe (Thiebaut et al., 1987) schleust P-Gp diese 

Substanzen aus der Zelle heraus und h�lt somit die intrazellul�re Konzentration unter dem 

Level der Zytotoxizit�t. 
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1.4.5.2. Multidrug resistance-associated proteins (MRPs) 
Die im folgenden Abschnitt behandelten ABC-Transporter MRP1, MRP2 und MRP3 setzen 

sich alle abweichend von P-Gp aus 3 Transmembran Dom�nen zusammen, bestehend aus 

je 5 oder 6 α-Helices, sie enthalten jedoch ebenfalls zwei ABC-Elemente (NBDs).  

 

 
1.4.5.2.1. MRP1 (ABCC1) 
Das ABCC1 Gen Produkt MRP1 ist wie P-Gp auch an dem Ph�nomen der Multidrug 

Resistance beteiligt. Die Isolierung seiner cDNA gelang erstmals aus der 

multidrogenresistenten Lungenkrebs-Zelllinie, H69 AR, selektiert mit dem Topoisomerase II 

Hemmer Doxorubicin. Das vollst�ndig glycosylierte Protein besitzt eine Masse von 190 kDa 

und wird fast ubiquit�r in vielen menschlichen Geweben exprimiert, mit relativ hohen 

Expressionsraten in Niere, Lunge, Hirn und Testes. Die Expression in bestimmten Zelltypen 

(Bronchiales Epithel, im Choroid Plexus des Hirns und in bestimmten proliferierenden 

Zellschichten des Darms) deutet wiederum auf die m�gliche Schutzfunktion von MRP1 

gegen zytotoxische Substanzen hin. Im Gegensatz zu P-Gp ist MRP1 nur in der 

basolateralen Membran von polarisierten Zellen zu finden.  

Zu den Substraten von MRP1 geh�ren eine Vielzahl von Pharmaka (Irinotecan, Methotrexat, 

Vincristin, Daunorubicin), amphiphile Anionen, insbesondere Konjugate von lipophilen 

Verbindungen mit Glutathion, Glucurons�ure und Sulfat. Eines der ersten entdeckten MRP1-
Substrate war das Glutathionkonjugat des Cytokins Leukotrien C4 (Jedlitschky et al., 1994), 

und der Transport vieler Substrate (z. B. Vincristin) durch MRP1 erfordert die Anwesenheit 

von physiologischen Konzentrationen an freiem Glutathion (GSH), welches zusammen mit 
dem Substrat in einem Co-Transport aus der Zelle heraus bef�rdert wird (Haimeur et al., 

2004). MRP1 wurde auch als Transporter f�r konjugierte Karzinogene wie z. B. Aflatoxin B1 
(transportiert als GSH Konjugat) (Loe et al., 1997) und das in Tabakrauch vorkommende 

Nitrosamin 4-(methylnitrosoamino)-1-(3-pyridyl)-1-Butanon (NNK) (transportiert als O-
Glucuronid), identifiziert (Leslie et al., 2001). 

 

 
1.4.5.2.2. MRP2 (ABCC2) 
Ein weiterer bedeutender apikal exprimierter ABC-Transporter, MRP2, zeigt eine 

Substratspezifit�t, die stark mit MRP1 �berlappt, wobei die Affinit�ten beider Transporter zu 
bestimmten Verbindungen erhebliche Unterschiede aufweisen (K�nig et al., 1999b, Haimeur 

et al., 2004). 

Die cDNA der homologen Form der Ratte Mrp2, konnte bereits 1996 kloniert werden 

(Paulusma et al., 1997) und wurde zun�chst unter der Bezeichnung „canalicular Multispecific 
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Organic Anion Transporter“ (cMOAT) charakterisiert. Aus dieser Bezeichnung geht schon 

hervor, dass MRP2 vornehmlich amphiphile organische Anionen wie z. B. Sulfat-Konjugate 

transportiert; zu seinen Substraten geh�ren jedoch auch Konjugate lipophiler Endo- und 

Xenobiotika mit Glucurons�ure und Glutathion.  

Eine wichtige Rolle spielt MRP2 bei der Ausscheidung von Metaboliten des roten 

Blutfarbstoffs (Bilirubin) durch die Gallenfl�ssigkeit. Eine autosomal rezessiv vererbbare 

MRP2-Defizienz in den Hepatozyten, bekannt als Dubin-Johnson Syndrom, ist 

gekennzeichnet durch unkonjugierte Hyperbilirubin�mie, und diese wird verursacht durch 

den unzul�nglichen Abtransport von Glucuronid-Konjugaten des Bilirubins und anderen 
anionischen Konjugaten durch MRP2 in die Galle (Renes et al., 1999, Tsujii et al., 1999).  

Die Expression von MRP2 in den apikalen Dom�nen von polarisierten Zellen wie Leber, 

Niere, Lunge, Hirn, Darm und Placenta impliziert wiederum (wie bei MRP1 und P-Gp) eine 

Beteiligung von MRP2 an der Barriere-Funktion dieser Gewebe. Interessanterweise ist die 

Expressionrate von MRP2 in einigen Geweben nicht gleichf�rmig in diesen Zellen, denn bei 

der Untersuchung von Ratten-D�nndarm wurde z. B. festgestellt, dass die Gehalte an MRP2 

am h�chsten in den voll ausdifferenzierten Epithelzellen der Villus-Spitze sind, wohingegen 
in den Krypten kaum MRP2 detektiert werden konnte (Haimeur et al., 2004). Zahlreiche 

Studien unterstreichen die Bedeutung von MRP2 f�r die Reduzierung von Procarcinogenen 

im Gewebe von Organen, denn es wurden z. B. das heterozyklische aromatische Amin 2-
Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP) (Dietrich et al., 1999), das 

Schimmelpilzgift Ochratoxin A (Leier et al., 2000) und das GSH-Konjugat des potenten 

Karzinogens (+)-anti-7,8-dihydroxy-9,10-epoxy-7,8,9,10-tetrahydro-Benzo[a]pyren als MRP2-

Substrate identifiziert (Haimeur et al., 2004). Durch welchen ABC-Transporter die Sulfat- und 

Glucuronid-Konjugate des Benzo[a]pyren transportiert werden, war bisher unbekannt. 

 

 
1.4.5.2.3. MRP3 (ABCC3) 
MRP3 wird vor allem in D�nndarm, Placenta, Colon und Nebenniere exprimiert, in 

geringerem Umfang wurde dieser basolaterale ABC-Transporter auch in Leber und Niere 

detektiert. Trotz der relativ hohen Aminos�ure-Identit�t von 58% und 48% mit MRP1, 

beziehungsweise MRP2, scheint das Spektrum der von MRP3 transportierten Substrate 

begrenzter zu sein, obwohl es einige �berschneidungen gibt (z. B. Methotrexat). MRP3 

transportiert wie MRP1 und MRP2 endogene organische Anionen, jedoch scheinen 

Glucuronid-Konjugate aber auch Sulfat-Konjugate bevorzugt transportiert zu werden 
(Haimeur et al., 2004). Eine �berexpression von MRP3 konnte bei MRP2-defizienten 

Hepatozyten von Dubin-Johnson Patienten beobachtet werden (K�nig et al., 1999b). 
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1.4.5.3. BCRP (ABCG2) 
Eine mit Doxorubicin (Adriamycin) und Verapamil co-selektierte Brustkrebs-Zelllinie  

(MCF-7/AdrVp) war der Ausgangspunkt f�r die erste Klonierung des BCRP Gens durch 

Doyle et al. im Jahre 1998, daher entstand die Bezeichnung „Breast cancer resistance 

Protein“ (Doyle et al., 1998).  

Die Expression dieses 655 Aminos�uren umfassende und 70 kDa schweren Proteins 

beschr�nkt sich jedoch keinesfalls nur auf Brustkrebsgewebe.  

Hohe Expressionsraten von BCRP in humanem gesunden Gewebe finden sich insbesondere 

in der Plazenta, Niere, Colon, Leber und Hirn, wobei die hohen Gehalte in Hirn und Nieren 

anscheinend auf die darin vorkommenden Endothelzellen der zahlreichen Blutgef��e in 
diesen Organen zur�ckzuf�hren sind (Doyle et al., 1998, Maliepaard et al., 1999).  

F�r zahlreiche Zelllinien konnte bisher die Entwicklung eines Multidrug Resistance 

Ph�notyps nach der Behandlung mit verschiedenen anti-Krebs Chemotherapeutika 
(Doxorubicin [Doyle et al., 1998], Topotecan [Maliepaard et al., 1999]) berichtet werden. 

Diese Zellen zeigten jedoch keine �berexpression von MRP1 oder P-Gp, welche 

�blicherweise am MDR-Ph�nomen beteiligt sind. Wie MRP2, so wurde auch BCRP in den 

apikalen Dom�nen der polarisierten Zellen von Darm, Leber und Nieren lokalisiert, wo seine 

Aufgabe vermutlich ebenfalls im Export von potentiell toxischen endogen geformten oder 

exogen aufgenommenen Substanzen besteht.  

Die Bedeutung von BCRP im Schutz des K�rpers gegen mit der Nahrung aufgenommene 
Toxine konnte erst k�rzlich von Van Herwaarden und Mitarbeitern gezeigt werden. Wie auch 

schon von Dietrich et al. (2001) f�r MRP2 gezeigt, konnte diese Gruppe in vitro und in vivo 

eine erhebliche Beteiligung der murinen Form von BCRP (Bcrp1) am Transport von PhIP, 

einem starken, in erhitzten Fleischwaren vorkommenden Karzinogen, beobachten (Van 
Herwaarden et al., 2003).  

BCRP konnte auch in anderen Spezies (z. B. im Schwein) als Bestandteil der Blut-Hirn-
Schranke detektiert werden (Eisenbl�tter et al., 2002).  

Die Liste der bis heute bekannten BCRP-Substrate umfasst nicht nur Krebs-
Chemotherapeutika (Anthracycline, Camptothecin-Derivate, Indolocarbazole [Nakagawa et 

al., 2002, Komatani et al., 2001]), sondern auch strukturell sehr unterschiedliche 

Verbindungen wie Lipide (Cholesterin, Phosphatidylserin [Janvilisri et al., 2003, Woehlecke 

et al., 2002]), Anti-�strogene (Tamoxifen, Genistein, Daidzein) und nat�rliche Flavonoide 

(Quercetin, Silymarin, Genistein, Daidzein [Zhang et al, 2004, Cooray et al., 2004, Imai et al., 

2004]) oder synthetische Flavonoide (Flavopiridol [Robey et al., 2001]). In Tabelle 1 sind 

einige bekannte BCRP-Substrate beispielhaft aufgef�hrt, um deren strukturelle Vielfalt (bzw. 

auch �hnlichkeiten) darzustellen. 
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Tabelle 1: Strukturen einiger ausgew�hlter BCRP-Substrate 

 

Substrat Formel Referenz 
 
Camptothecin-
Derivate 
 
Irinotecan, 
SN-38, der aktive 
Metabolit von Irinotecan 
(7-Ethyl-10-
hydroxycamptothecin) 
und SN-38-Glucuronid 
(Topoisomerase I 
Hemmer) 

N
N

O

OOH
H3C

O
O

C2H5

C

O

NN

Irinotecan

 

N
N

O

OOH
H3C

O
O

C2H5

SN-38

H

 
 

Nakatomi et al., 2001 

 
 

 
Indolocarbazole 

 
NB-506, (ein 
Topoisomerase II 
Hemmer) N N

N

OH
OH

Glc

NH-CHO

H

NB-506  
 

 

Nakagawa et al., 2002 

 
Sulfasalazin (SSZ) 

 
(Antirheumatikum) N

NH N OH

COOH

S
O

O

N

                         Sulfasalazin
5-(4-(2-Pyridylsulfamoyl)phenylazo)salicylic acid

 
 
 
 

van der Heijden et al., 2004 
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Tabelle 1: (Fortsetzung) Strukturen einiger ausgew�hlter BCRP-Substrate 

 

 
Substrat Formel Referenz 
 

PhIP 
 
2-Amino-1-methyl-6-
phenylimidazo[4,5-
b]pyridin  

 
(heterozyklisches 
aromatisches Amin, starkes 
Karzinogen vorkommend in 
erhitzten Fleischwaren) 

 

CH3

H2N
N

N N

PhIP

2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo(4,5-b) pyridine  
 

Van Herwaarden et al. 2003 
 
 

 
Flavonoide 

 
z. B. Genistein, 
Quercetin, Daidzein, 
Biochanin A, Silymarin, 
Chrysin 
 

OHO

OH O

Chrysin  
OHO

OH O OH
Genistein  

Zhang et al., 2004 
Cooray et al., 2004 
Imai et al., 2004 

 
Sterole/ Steroide 

 
(Cholesterol, Estradiol, 
Progesteron, 
Testosteron) 
und Tamoxifen 
(Anti�strogen) 

O

H

HH
H

Cholesterol

 

CH3

ON
H3C

H3C

Tamoxifen

 

O

H

HH

OH

Testosteron

 

Janvilisri et al., 2003 

 
 

 
 

Die Bedeutung von BCRP in der chemotherapeutischen Behandlung von b�sartigen 

Tumoren wird aus der Vielzahl der Pharmaka deutlich, die von BCRP aus der Zelle 
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heraustransportiert werden k�nnen. Es wurden daher gro�e Anstrengungen unternommen, 

Substanzen zu identifizieren, die BCRP effektiv hemmen k�nnen, um das Ph�nomen der 

Multidrug Resistance zu umgehen. 
In dieser Arbeit wurde zur Hemmung von BCRP „Ko 143“ (Allen et al., 2002b und 2002c) 

verwendet, ein halbsynthetisches Derivat des Toxins Fumitremorgin C (FTC) aus dem Pilz 

Aspergillus fumigatus. Dieser Hemmer verbindet hohe Selektivit�t und hohe Affinit�t (EC90 

f�r Mitoxantron: ~ 25 nM; Allen et al., 2002c) und ist bis zu einer Konzentration von ca. 9 �M 

nicht cytotoxisch. 

 

N
N

H3CO

OCH3

OC

H

C

O

OCH3

OCH3CH3O

O

H3CO

Reserpin

N
N

NH

O
CH3O

O

O

O

Ko 143

H

 
Abbildung 6: BCRP-Hemmer, die in dieser Arbeit verwendet wurden: Reserpin (nat�rliches Alkaloid 

aus der Pflanze Rauwolfia serpentina) und das synthetische Derivat von Fumitremorgin C, Ko143 

 

BCRP wird vielfach auch als Halb-Transporter bezeichnet, da es nur eine Transmembran- 

Dom�ne und auch nur eine ATP-binding-cassette besitzt. Anders als bei den Transportern 

der MRP-Familie, folgt das ABC-Element dem N-terminalen Ende und daran schliessen sich 

die 6 membrandurchspannenden α-Helices an. Die exoplasmatische Schleife vor der letzten 
α-Helix wurde als stark N-glycosyliert beschrieben (Allen et al., 2002c). Die funktionelle 

Einheit von BCRP ist ein Homodimer, wobei beide Monomere vermutlich �ber eine Disulfid-
Br�cke miteinander verkn�pft sind (Kage et al., 2002).  

 
 
1.5. Die humane Colon-Adenokarzinom-Zelllinie Caco-2 
 

In dieser Arbeit wurde als Modell f�r das Epithel des D�nndarms die aus einem humanen 

Adenokarzinom des Colons stammende Zelllinie Caco-2 verwendet. Diese Zellen wachsen 

als epithelialer Monolayer und sie exprimieren nach vollst�ndiger Ausdifferenzierung (18-21 

Tage) eine Reihe von Phase I- (CYP1A1, 1A2, 1B1 und auch in geringem Umfang CYP3A4) 

und Phase II- (SULTs, UGT1A6, 1A1, 1A9) Enzymen, sowie ABC-Transportproteine (MRP2, 
MRP3, MRP1, BCRP) [Referenzen s. Abb. 7]. Werden diese Zellen auf permeablen 
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Eins�tzen (Transwell™-System) kultiviert, so bilden sie wohl definierte apikale und 
basolaterale Bereiche aus (Artursson und Karlsson, 1991, Pinto et al., 1983), und sie 

verf�gen �ber alle besonderen morphologischen (tight junctions, Desmosomen, Microvilli) 

und biochemischen Charakteristika (Brush-border Enzyme, wie die alkalische Phosphatase, 

Sucrase-Isomaltase) einer D�nndarmzelle. 
In Abbildung 7 ist der Aufbau einer Caco-2-Zelle schematisch dargestellt.  

CYPsCYPs

SULTsSULTs

UGTsUGTs

Tight junction

Apikale ABC-
Transporter:
BCRP
(Taipalensuu et al.,
2001)

MRP2 (Hirohashi
et al., 2000)

p-Glycoprotein
(Hunter et al.,
1993, Hirohashi et
al., 2000)

CYPs:
1A1 (Boulenc et al.,
1992)

1B1 (B�sen et al., 2002)

(3A4, 3A5, 3A7)
(Schmiedlin-Ren et al.,
1997)

SULTs:
1A1, 1A3,

(1C1, 1C2, 1E1,
2A1) Tamura et al.,
2001

UGTs:
1A3, 1A6, 1A9, 2B7
(M�nzel et al., 1996,
Sabolovic et al., 2000)

Basolaterale ABC-
Transporter:
MRP1, MRP3,

MRP5, MRP6 (Makhey et
al., 1998, Taipalensuu et
al., 2001)

Basolateral (Blut)

Apikal (Lumen)

 
Abbildung 7: Schematische Darstellung einer Caco-2-Zelle und deren exprimierte Phase I und Phase 
II-Enzyme (Auswahl) sowie apikal und basolateral lokalisierter ABC-Transporter 
 
Der Caco-2 Subklon TC7 wurde durch eine wiederholte Passagierung von Caco-2-Zellen 

(Passage >198) generiert, wodurch aus der inhomogenen Caco-2 Population die schneller 

wachsenden Zellen selektiert wurden. Die TC7-Zellen zeichnen sich durch ein schnelleres 

Wachstum (die Verdopplungszeit betr�gt nur ca. 20-14 Stunden; Caco-2-Zellen ben�tigen 

zur Verdoppelung 34-36 Stunden) eine schnellere Differenzierung (14 Tage statt 21 Tage) 
und einen h�heren Glucose-Konsum aus (Chantret et al., 1994). Im Gegensatz zu Caco-2-
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Zellen besitzen TC7-Zellen eine gr��ere UGT-Aktivit�t (M�nzel et al., 1996) und eine 

st�rkere Expression des Brush-border Markerenzyms Sucrase-Isomaltase, sowie eine 
st�rkere konstitutive Expression von CYP3A (Carri�re et al., 1994). 

 
 
1.6. Sekund�re Pflanzeninhaltsstoffe 

 
Der Prim�rstoffwechsel der Zelle umfasst alle Reaktionen, welche die Versorgung der Zelle 

mit Energie gew�hrleisten. Im sekund�ren Zellstoffwechsel werden Verbindungen, die auch 

als „Abfallprodukte“ des Prim�rstoffwechsels angesehen werden k�nnen, metabolisiert. Bei 

diesen Reaktionen werden z. B. wasser- und fettl�sliche Pigmente (Carotinoide, Betalaine, 

Anthocyane und andere Flavonoide) als Schutz vor ultravioletter Strahlung oder zum 

Anlocken von n�tzlichen Insekten (Anthocyane, verbreitet als Bl�tenfarbstoffe) hergestellt. 

Des weiteren entstehen auf diesem Wege z. B. die etherischen �le der als Gew�rzpflanzen 

bekannten Lamiaceen (Lippenbl�tler; wie Rosmarin, Oregano, Pfefferminze), welche in 

speziellen Zellen (Dr�senschuppen) gelagert werden und die Pflanze vor Fra�feinden 

sch�tzen sollen. Viele andere bitter schmeckende Substanzen, wie z. B. Alkaloide, 

Sesquiterpenlactone und die Glucosinolate erf�llen ebenso diesen Zweck, wobei 
beispielsweise das Tomatidin aus der Tomate ein Alkaloid mit zus�tzlicher fungizider 

Wirkung darstellt.  

Die positiven Effekte einer Ern�hrungsweise, die den Verzehr von viel Obst und Gem�se 

beinhaltet, sind seit langem bekannt. Seit der Entdeckung der vielf�ltigen positiven Effekte 

bez�glich der Entstehung vieler Krankheiten wie Herz-Kreislauferkrankungen, Diabetes und 
Krebs (Hertog et al., 1993, Knekt et al., 1997), sind die nicht-nutritiven Komponenten der 

pflanzlichen Lebensmittel in den Mittelpunkt wissenschaftlichen Interesses ger�ckt. Die 

Lebensmittelindustrie reagierte darauf prompt mit der Entwicklung zahlreicher neuer 

Produkte und Nahrungserg�nzungsmittel (Produkte mit „Bioflavonoiden“, Isoflavonoiden, 

Bonbons mit Echinacea- und Aronia-Extrakten).  

Im folgenden Abschnitt soll n�her auf die von dieser Arbeit ber�hrten Gruppen (Flavonoide, 
Indole und Oltipraz als bekanntes Chemoprotektivum) eingegangen werden. 

 

 
1.6.1. Flavonoide 
Die �ber 4000 verschiedene Verbindungen umfassende Stoffklasse der Flavonoide l��t sich 

in die Flavone, Flavanone, Flavanole, Flavonole und die Anthocyane einteilen. Alle 

Verbindungen besitzen eine gemeinsame Grundstruktur, bestehend aus 3 Ringsystemen. 

Die Ringe A und B sind in allen F�llen aromatisch und der Ring C stellt ein O-
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heterozyklisches System dar. Die Gruppe der Isoflavonoide (Genistein, Daidzein) tr�gt an C3 

(anstelle von C2) den B-Ring.  

Die Flavonoide werden im sekund�ren Zellstoffwechsel aus aktivierter Hydroxyzimts�ure 

aufgebaut und die unterschiedlichen Glycosylierungsmuster (jedoch vorwiegend mit Glucose 
an den Positionen 3, 5 und 7) erzeugt die gro�e Anzahl verschiedener Derivate (B�hm et al., 

1998). 

Flavonoide kommen in fast allen Teilen von Pflanzen vor, insbesondere jedoch in 

pigmentierten Fr�chten, Bl�ten sowie Bl�ttern und anderen gr�nen Teilen der Pflanze, 

jedoch auch in Samen. Interessanterweise haben die klimatischen Bedingungen, unter 

denen die Pflanze heranreift, einen besonderen Einfluss auf die Gehalte an Flavonoiden, 

was z. B. bei dem Vergleich der Gehalte an Quercetin in Gew�chshaus-Salat und Salat, 
welcher im Freilandbau kultiviert wurde, erkannt werden konnte (B�hm et al., 1998, Watzl 

und Rechkemmer, 2001). Dies l�sst sich sicher mit der Funktion der Flavonoide als 

nat�rlicher UV-Filter erkl�ren und auch durch die h�here assimilatorische Aktivit�t der 

Pflanze bei st�rkerer Sonneneinstrahlung.  

O

O
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B

B
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OH

O

OOH

HO

B
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OH

O

OOH

HO
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O
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Abbildung 8: Strukturen einiger Flavonoide, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
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Flavonole (Quercetin, Kaempferol, Myricetin) sind die mengenm��ig am h�ufigsten in 

europ�ischen Nahrungspflanzen vorkommenden Flavonoide, wobei Flavone (Apigenin, 

Luteolin, Diosmetin) speziell in Apiaceen (Fenchel, Petersilie, Sellerie, Pastinak) zu finden 
sind (B�hm et al., 1998). Eine reiche Quelle von Isoflavonoiden (Genistein, Daidzein) ist vor 

allem die Sojabohne und deren Produkte (Tofu, Miso, Natto), aber auch andere 

H�lsenfr�chte, wie Linsen und Kichererbsen enthalten nennenswerte Mengen an 

Isoflavonoiden. Genistein und Daidzein sind insbesondere durch ihre Eigenschaften bekannt, 
mit den �strogen-Rezeptoren (ER-α/ ER-β) in Wechselwirkung treten zu k�nnen (Cotoneo et 

al., 2002) und dadurch, je nach Vorhandensein von nat�rlichen ER-Liganden (�stradiol), 

entweder �strogen („Phytoestrogen“) oder anti-�strogen zu wirken, was bei der Entwicklung 

von Brustkrebs eine Rolle spielt.  
Genistein hat dar�ber hinaus durch seine Eigenschaft als Tyrosin Kinase-Inhibitor (Kim et al., 

1998a) Einfluss auf Signalleitungsketten, welche z. B. bei der Regulierung der 

Zellproliferation und Apoptose eine gro�e Rolle spielen.  

Chrysin ist eines der seltensten Flavone; sein Vorkommen beschr�nkt sich praktisch auf 

Honig.  

Viele Flavonoide sind bekannt f�r ihre modulatorischen Eigenschaften bez�glich Phase I- 

und Phase II-Enzymen und dar�ber hinaus k�nnen diese Verbindungen durch die Interaktion 

mit den Nucleotid-bindenden Dom�nen von z. B. P-Glycoprotein auch die aktiven 
Transportvorg�nge in der Zelle beeinflussen (Di Pietro et al., 2002). 

Unter den vielen heute bekannten positiven Auswirkungen von Flavonoiden auf die 

Gesundheit, die sich auf eine Vielzahl von biochemischen Effekten (z. B. antioxidative 

Eigenschaften) begr�nden, soll die vorliegende Arbeit insbesondere die modulatorischen 

Eigenschaften dieser Substanzen hinsichtlich der Komponenten der biochemischen Barriere 

(Phase I, Phase II-Enzyme und ABC-Transporter) beleuchten.  

 
1.6.2. Indole 
Die �berwiegend in Brassicaceen (Kohlgem�se wie Broccoli, Blumenkohl und auch 

Radieschen und Rettich) vorkommenden Glucosinolate werden bei der Verletzung der 

Pflanze (Kauen, Verarbeitung) durch Thioglucosidasen (Myrosinase) zu labilen 

Intermediaten umgesetzt, die dann wiederum zu Isothiocyanaten reagieren. Idole entstehen 

in diesem Prozess aus Indolyl-Glucosinolaten. Das Indol-3-carbinol ist ein solches 

Abbauprodukt und dessen Vorstufe, Glucobrassicin, kommt in Rosenkohl, Broccoli und 

anderen Kohlsorten vor. 

Indol-3-carbinol ist selbst ein schwacher Ah-Rezeptor Agonist (Miller 3rd, 1997) und es 

reagiert im sauren Milieu des Magens zu diversen dimeren (3,3’-Diindolylmethan, DIM; 
Indolo[3,2-b]carbazol, ICZ) und trimeren Kondensationsprodukten, welche z. T. eine ernorme 
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Affinit�t zum AhR aufweisen (Bjeldanes et al., 1991, Chen et al., 1996). Hierbei ist 

insbesondere das Indolo[3,2-b]carbazol hervorzuheben, welches neben dem Tryptophan-

Abbauprodukt 6-Formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ) zur Zeit als der st�rkste nat�rliche Ah 

Rezeptor Ligand angesehen wird (Bergander et al., 2003).  

Nachfolgend in Abbildung 9 sind die in dieser Studie verwendeten nat�rlichen Indol-Derivate 

dargestellt. 

N

OH

H

Indol-3-carbinol

S�urekatalysierte Kondensationsreaktionen

N

N

H

H

H
N N

H

Indolo(2,3-b)carbazol (ICZ) 3,3'-Diindolylmethan (DIM)  
Abbildung 9: Strukturen von I3C und der Kondensationsprodukte von I3C: ICZ und DIM. 

 
 
1.6.3. Oltipraz (4-Methyl-5-[2-pyrazinyl]-1,2-dithiol-3-thion) 

 
Oltipraz wurde urspr�nglich gegen den Bilharziose-Erreger Schistosoma haematobium 

entwickelt (Gentilini et al., 1980). Strukturell �hnelt (4-Methyl-5-[2-pyrazinyl]-1,2-dithiol-3-

thion) den nat�rlich in Brassicaceen vorkommenden 1,2-Dithiol-3-thionen.  

N

N
S S

S
CH3

Oltipraz  
 

Oltipraz wird als eines der vielversprechendsten chemoprotektiven Verbindungen betrachtet, 

denn es existieren zahlreiche tierexperimentelle Studien, welche die hemmende Wirkung von 
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Oltipraz gegen�ber chemisch induzierten (Azoxymethan, Nitrosamine, PAK) Tumoren in 
diversen Organen der Tiere belegen (Wattenberg et al.,1986, Rao et al., 1991, Benson et al., 

1993). Oltipraz erwies sich bei Ratten als effektiver Inhibitor von Aflatoxin B1-vermittelter 

Karzinogenese der Leber. Die Hauptursache f�r diese protektive Wirkung ist offensichtlich 

die Induktion von Phase II-Enzymen, wie z. B. die Glutathion-S-Transferase  
(Kensler et al., 1987, Davidson et al., 1990, Benson et al., 1993) und die UDP-

Glucuronosyltransferase (Auyeung et al., 2003). W�hrend die Induktion der Phase II-Enzyme 

UGT und GST haupts�chlich sowohl �ber den AhR, als auch �ber der Transkritionsfaktor 
Nrf2 verl�uft (Nguyen et al., 2003), welcher an ein ARE (Antioxidative Response Element) in 

der regulatorischen Region des jeweiligen Target Gens bindet, so kann Oltipraz auch �ber 

die Interaktion mit dem AhR die Transkription von Phase I-Enzymen (CYP1A1) induzieren 
(Le Ferrec et al., 2002).  

 

Nachfolgend sind die Strukturen einiger (z. T. aus Lebensmitteln stammenden) 

Verbindungen dargestellt, welche in dieser Arbeit als Modulatoren verwendet wurden. 

 

Verbindung Stoffklasse, Vorkommen 

O O

Dibenzoylmethan  

Benzophenon; nat�rlicher Inhaltsstoff 
der S��holzpflanze (Glycyrrhiza 

glabra); in der Kosmetikindustrie auch 

als UV-Schutz f�r z. B. Parf�ms 
verwendet; AhR-Agonist (MacDonald 

et al., 2001) 

Curcumin

O

HO

H3CO OCH3

OH

O

 

Polyphenolische Verbindung aus 
Gelbwurz (Curcuma longa), einem 

Bestandteil des Curry-Gew�rzes; 

besitzt antioxidative Eigenschaften 
und ist ein AhR-Agonist (Rinaldi et al., 

2002) 

OH

OH

CH3

CH3CH3

tert-Butyl-hydrochinon (TBHQ)  

Metabolit des synthetischen, 

phenolischen Antioxidants BHA; 

Modell-Induktor f�r ARE-abh�ngige 
Genregulation (Nguyen et al., 2003) 
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(Fortsetzung) 
 
Verbindung Stoffklasse, Vorkommen 

O

O

�-Naphthoflavon (5,6-Benzoflavon)  

Synthetisches Flavonoid; Modell-

Induktor f�r AhR-vermittelte 
Genregulation (Boulenc et al., 1992) 

 
1.7. Ziele der vorliegenden Arbeit: 
 
1. Untersuchung zu ABC-Transportern: Identifizierung des am Transport von BP-
Konjugaten (Sulfat- und Glucuronid-Konjugate) beteiligten Transportproteins 

Chemische Hemmung von ABC-Transportern: P-Gp und MRPs und BCRP und die 

Auswirkung auf den Transport von BP-sulfatkonjugaten (und BP-3-glucuronid) 
1. 1. Weitere Untersuchungen zu BCRP 

Auswirkung von sek. Pflanzeninhaltsstoffen und bekannten AhR-Agonisten auf die 

Expression von BCRP 

Untersuchung der AhR-Abh�ngigkeit der BCRP-Expression. 
 

2. Auswirkung auf den Metabolismus und Transport von BP-Sulfatkonjugaten, BP-1- und BP-

3-sulfat durch die Modulation von Phase I-Enzymen durch sek. Pflanzeninhaltsstoffe 

(Flavon, Indol-3-carbinol und weitere Flavonoide); Zeit- und Konzentrationsabh�ngigkeit der 

Effekte f�r einige ausgew�hlte Verbindungen  
3. Auswirkung auf den Metabolismus von BP-3-sulfat durch Modulation von Phase II-
Enzymen durch sek. Pflanzeninhaltsstoffe und AhR-Agonisten (Oltipraz, I3C, Flavon) 

 
3.1. Untersuchungen zu Sulfotransferasen (SULTs): 

Untersuchungen zur Substratspezifit�t von verschiedenen SULT-Isoformen an der 

Umsetzung von 1-Hydroxy- und 3-Hydroxy-BP zu BP-1- und BP-3-sulfat 

Einfluss der Differenzierung von Caco-2 und TC7-Zellen auf die Expression der 

verschiedenen Sulfotransferasen  
3.2. Untersuchungen zu UGTs: 

Einfluss von sek. Pflanzeninhaltsstoffen (z. B. 5,7-Dihydroxyflavonen) auf die Bildung 

von BP-3-glucuronid in TC7-Zellen
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2. MATERIAL UND METHODEN 
 
 
2.1. Material 
 
2.1.1. Chemikalien 
 
Die PAK Indeno[1,2,3-c,d]fluoranthen (INF), Benzo[k]fluoranthen, Dibenzo[a,l]pyren, das 

Gemisch verschiedener PAK (entsprechend der Zusammensetzung in Tabakrauch), sowie 

die Phase I-Metaboliten von BP, 1-Hydroxy- und 3-Hydroxy-BP wurden freundlicherweise 
vom Biochemischen Institut f�r Umweltcarcinogene, Prof. Dr. Gernot Grimmer Stiftung, 

Grosshansdorf zur Verf�gung gestellt. 

 
Produkt Bezugsquelle 
Acacetin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Aceton Sigma-Aldrich, Steinheim 
Acrylamid 30 (“Rotiphorese Gel 30”) Roth, Karlsruhe 
α-Naphthoflavon Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck, Darmstadt 
Apigenin Sigma-Aldrich, Steinheim 
BP (Benzo[a]pyren) Sigma-Aldrich, Steinheim 
β-Naphthoflavon Sigma-Aldrich, Steinheim 
Bicinchonins�ure-L�sung (BCA) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Bromphenolblau Applichem, �ber Omnilab 
Chloroform Sigma-Aldrich, Steinheim 
Chrysin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Curcumin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Cyclosporin A Sigma-Aldrich, Steinheim 
Daidzein Sigma-Aldrich, Steinheim 
DBM (Dibenzoylmethan)  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Roth, Karlsruhe 
DIM (3,3’-Diindolylmethan)  Calbiochem, Darmstadt 
di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat 
(Na2HPO4 x 2 H2O) 

Merck, Darmstadt 

Diosmetin Sigma-Aldrich, Steinheim 
DMSO Sigma-Aldrich, Steinheim 
DTT (Dithiothreitol) Applichem, �ber Omnilab 
EDTA (Ethylendiamintetraessigs�ure) Merck, Darmstadt 
Ethanol Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Steinheim 
Flavon Sigma-Aldrich, Steinheim 
Galangin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Genistein Sigma-Aldrich, Steinheim 
Glycin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Guanidinthiocyanat (GTC) Roth, Karlsruhe 
ICZ (Indolo[3,2-b]carbazol) Prof. Jan Bergmann, Karolinska 

Institut, Schweden 
Indol-3-carbinol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Isopimpinellin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Isopropanol Fluka, Steinheim 
Juglon (5-Hydroxy-1,4-naphthochinon) Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Produkt Bezugsquelle 
Kaempferol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt 
Ko 143 (BCRP-Hemmer) Prof. A. H. Schinkel, 

Krebsforschungsinstitut der Niederlande, 
Amsterdam 

Kupfer-(II)-sulfat Merck, Darmstadt 
Luteolin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Magermilchpulver (Skim milk powder) Fluka, Steinheim 
Mannitol Sigma-Aldrich, Steinheim 
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Methanol J.T. Baker, �ber Omnilab 
MG-132 (Carbobenzoxy-L-Leucyl-L-
Leucyl-L-Leucinal 

Calbiochem, Darmstadt 

Myricetin Sigma-Aldrich, Steinheim 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) 

Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumacetat Riedel-de-Ha�n, Seelze 
Natriumchlorid (NaCl) Applichem, �ber Omnilab 
Natriumlaurylsarcosin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Oltipraz McKesson Bioservices, San 

Francisco, CA, USA 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Sigma-Aldrich, Steinheim 
PD 98059 (2’-Amino-3’-methoxyflavon) 
 

Calbiochem, Darmstadt 

Quercetin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Reserpin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Resveratrol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Silibinin (=“Silymarin-Komplex“) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Silymarin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Sodiumdodecylsulfate (SDS) Roth, Karlsruhe 
TBHQ (tert-Butylhydrochinon) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Toluol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Triethylamin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tri-Natriumcitrat-2-hydrat Merck, Darmstadt 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
(Tris) 

Roth, Karlsruhe 

Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim 
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2.1.2. Zellkultur 
 
2.1.2.1. Zellkultur-Medien und -Zus�tze 
 
Produkt Bezugsquelle 
Dulbecco’s Modified Eagles Medium Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 
F�tales Rinderserum (FCS) PAA, C�lbe 
HEPES-Pufferl�sung, 1M Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 
MEM Non essential amino acids (100 x ) Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 
L-Glutamin (200 mM) Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 
Penicillin-Streptomycin-L�sung Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 
Trypsin-EDTA L�sung (10 x) Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 
 
 
2.1.2.2. Permanente Zelllinien 
 
Zelllinie Bezugsquelle 
Caco-2; humane Colon 
AdenokarzinomZelllinie 

European Collection of Cell Cultures 
(E.A.C.C., Porton, Down, UK) 

TC7, Subklon von Caco-2 European Collection of Cell Cultures 
(E.A.C.C., Porton, Down, UK) 

V79 (WT und SULT-transfizierte 
Formen); Lungenfibroblasten des 
Chinesischen Hamsters 

Freundlicherweise zur Verf�gung 
gestellt von Prof. H. Glatt, Deutsches 
Institut f�r Ern�hrungsforschung, 
Postdam (DIfE) 

HCT 116 (WT) humane Colon 
Karzinom Zelllinie 

European Collection of Cell Cultures 
(E.A.C.C., Porton, Down, UK) 

HTC116-NRI (NB-506-resistenter Klon; 
BCRP-�berexprimierend) 

Freudlicherweise zur Verf�gung 
gestellt von Dr. H. Komatani, Merck 
Research Laboratories, Ibaraki, Japan 

 
 
 
2.1.3. Materialien, Reagenzien und Antik�rper f�r Western Blot Analysen 
 
Produkt Bezugsquelle 
BXP-21, monoclonaler Antik�rper, 
Maus IgG2a; 250�g/ml 

Calbiochem, Darmstadt 

ECL advance™ Western Blotting 
detection kit 

Amersham Biosciences, Freiburg 

ECL™ detection kit Amersham Biosciences, Freiburg 
Horseradish-peroxidase (HRP) 
konjugierter anti-Maus Antik�rper 

Amersham Biosciences, Freiburg 

Hyperfilm™ ECL™ (18 x 24 cm) Amersham Biosciences, Freiburg 
Kodak x-ray Entwickler LX 24 Kodak, �ber BW Plus R�ntgen 

GmbH, Kamp-Lintfort 
Kodak x-ray Fixierer AL 4 Kodak, �ber BW Plus R�ntgen 

GmbH, Kamp-Lintfort 
Nitrocellulose Membran Hybond™-
ECL™ (70 mm x 80 mm) 

Amersham Biosciences, Freiburg 

Ponceau S (Konzentrat) Sigma-Aldrich, Steinheim 
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2.1.4. Materialien f�r Festphasenextraktion und HPLC-Analysen 
 
Produkt Bezugsquelle 
Bakerbond� Octadecyl C18 (40 �m) J.T. Baker, �ber Omnilab 
HPLC-vials Agilent Technologies, �ber Omnilab 
LiChrolut� Glass�ulen, 8 ml Merck, Darmstadt 
Mikroeinsatz (250 �l) f�r HPLC-vials CS-Chromatographieservice, 

Langerwehe 
PTFE-Fritten (f�r 8 ml S�ulen) J.T. Baker, �ber Omnilab 
 
 
 
2.1.5. Reagenzien und Enzyme f�r die Molekularbiologie 
 
Produkt Bezugsquelle 
Agarose Ultra-Pure™ Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 
Desoxy-(Nukleotid)-Triphosphat-
l�sungen (A, C, G, T) 100 mM (dNTP) 

Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 

Dithiothreitol (DTT) 0,1 M Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 
DNA-L�ngenstandard 100 BP Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 
Ethidiumbromid-L�sung (10 mg/ml) Sigma-Aldrich, Steinheim 
PCR-Puffer, 10 x Qiagen GmbH, Hilden 
Reverse-Transcriptase Puffer (5x) Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 
SuperScript™ II RNAse H Reverse 
Transcriptase 

Gibco™/ Invitrogen, Eggenstein 

Taq DNA Polymerase Qiagen GmbH, Hilden 
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2.1.6 Verwendete Puffer 
 
 
2.1.6.1. Probenvorbereitung: 
 
Zellernte 
 
PBS (Phosphate buffered saline), pH 6,8 
 
Stoff Menge/Liter 
NaCl 8,0 g 
KCl 0,2 g 
Na2HPO4 x 2 H2O 1,43 g 
KH2PO4 0,2 g 
 
 
Cytosolpr�paration (Western Blot Analyse der Sulfotransferasen) 
 
Cytosolpuffer, pH 7,4 
 
Stoff Molarit�t 
KH2PO4 0,1 M 
K2HPO4 x 3H2O 0,1 M 
KCl 0,1 M 
EGTA 1 �M 
 
DTT (0,1 �M) und PMSF (10 �M) frisch zuf�gen 
 
 
Pr�paration von Zelllysat und Membranpr�paration (BCRP-Western Blot) 
 
Tris-Mannitol-Puffer, pH 7,0 
 
Stoff Molarit�t 
Tris 2 mM 
Mannitol 50 mM 
 
10 �M PMSF frisch zuf�gen 
 
 
Probenpuffer (2-fach), pH 6,8  
 
Stoff Konzentration 
Tris-HCl 100 mM 
SDS 4 % (w/v) 
Glycerin 20 % (v/v) 
Bromphenolblau 0,2 % (w/v) 

 
DTT (1 mM) frisch zuf�gen 
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2.1.6.2. Western Blot  
 
Gel-Herstellung 
 
Trenngel: 10 % Acrylamid 
 
4,0 ml Acrylamid 30 
3,0 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8) 
4,8 ml H2O 
120 �l SDS (10% (w/v)) 
15 �l TEMED 
50 �l APS (10% (w/v)) 
 
Sammelgel: 5% Acrylamid 
 
0,5 ml Acrylamid 30 
1,5 ml Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCl, pH 6,8) 
3,38 ml H2O 
60 �l SDS (10 % (w/v)) 
12 �l TEMED 
48 �l APS (10 % (w/v)) 
 
 
Elektrophorese 

 
Elektrophorese-Puffer, pH 8,3 
 
Stoff Konzentration 
Tris 25 mM 
SDS 0,1 % (w/v)  
EDTA 1 mM  
Glycin 192 mM 
 
 
Puffer f�r Membranbehandlungen 

 
Blotpuffer (Transferpuffer), pH 8,3 
 
Stoff Konzentration 
Tris 25 mM 
Glycin 192 mM 
Methanol 20 % (v/v) 
Tris und Glycin in 800 ml Wasser l�sen und 200 ml MeOH zuf�gen 
 
Waschpuffer („PBS-T“) 
 
Stoff Konzentration 
Tween 20 0,07% (v/v) in PBS 
 
Blockpuffer  
 
Stoff Konzentration 
Milchpulver 3 % (w/v) in PBS-T 
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Puffer f�r Gelbehandlung 

 
Gel-F�rbung (Coomassie) 
 
Substanz Konzentration 
Coomassie-Blue 0,05 % (w/v) 
Eisessig 10 % (v/v) 
Isopropanol 25 % (v/v) 
 
 
Entf�rber I 
 
Substanz Konzentration 
Methanol 50 % (v/v) 
Essigs�ure 10 %(v/v) 
Wasser 40% (v/v) 
 
 
Entf�rber II 
 
Substanz Konzentration 
Methanol 10 % (v/v) 
Essigs�ure 5 % (v/v) 
Wasser 85% (v/v) 
 
 
Membranf�rbung 
 
Ponceau S Stockl�sung (10-fach) 
 
Stoff Konzentration 
Ponceau S 2 % (w/v) 
Trichloressigs�ure 30 % (w/v) 
Sulfosalicyls�ure 30 % (w/v) 
 
Vor Gebrauch 1:10 mit dest. Wasser verd�nnen 
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2.1.6.3. Puffer f�r molekularbiologische Methoden 
 
MOPS-Puffer, pH 7,0 
 
Stoff Konzentration 
3-(N-morpholino-)Propansulfon- 
s�ure 

20 mM 

Natriumacetat 5 mM 
EDTA 1 mM 
 
 
 
RNA-Probenpuffer 
 
 
Stoff Konzentration 
Formamid (deionisiert) 52 % (v/v) 
Formaldehyd (37%) 17 % (v/v) 
MOPS-Puffer 10 x 10 % (v/v) 
Bidest. Wasser 7 % (v/v) 
Glycerol 7 % (v/v) 
Bromphenolblau-L�sung (10% w/v) 6 % (v/v) 
Ethidiumbromid-L�sung (25 mg/ml) 1 % (v/v) 
 
Der Puffer wurde vor Gebrauch durch einen Membranfilter (0,2 �m) sterilfiltriert 
 
 
GTC-Puffer (4M) nach CHOMCZYNSKI u. SACCHI (1987) 
 
Stoff Konzentration 
Guanidithiocyanat (GTC) 4 M 
Natriumcitrat 25 mM 
2-Mercaptoethanol 0,1 M 
Natrium-Laurylsarcosin 5% (v/v) 
 
Der Puffer wurde vor Gebrauch durch einen Membranfilter (0,2 �m) sterilfiltriert 
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2.2. Methoden 
 
2.2.1. HPLC-Analytik von Benzo[a]pyren und Benzo[a]pyren-Metaboliten 

 
Die Bestimmung von BP und seinen Metaboliten in den Medium-Proben erfolgte nach einem 

Aufreinigungsschritt (Festphasen-Extraktion) mittels reversed-phase HPLC/DAD. Die HPLC-

Methode wurde in Zusammenarbeit mit dem Biochemischen Institut f�r Umweltcarcinogene, 
Prof. Dr. Gernot Grimmer Stiftung (Grosshansdorf) entwickelt (B�sen et al., 2002). Die 

quantitative Bestimmung von BP und BP-Metaboliten erfolgte �ber den internen Standard 
Indeno[1,2,3-cd]fluoranthen (INF), welcher vor der Probenaufarbeitung in der absoluten 

Menge von 0,6 �g zu jeder Probe zugegeben wurde. 

 
2.2.1.1. Probenaufarbeitung 

 
Die Festphasen-Extraktion der Mediumproben wurde unter der Verwendung von Glass�ulen 

durchgef�hrt, die mit je 0,5 g station�rer Phase (Bakerbond ODS C18, J.T. Baker) gef�llt 

wurden. Zur Aktivierung der station�ren Phase wurden mit Hilfe einer Spritze 2 x 5 ml 

Extraktionsmethanol (Methanol, 0,05% (v/v) Triethylamin) durch die S�ule gepresst, danach 

erfolgte die Konditionierung mit 2 x 5 ml Wasser/ Methanol (80 : 20 (v/v)). 

Nach der Konditionierung wurden die Proben aufgegeben und die wasserl�slichen Matrix-

Bestandteile durch Waschen mit 5 ml des Wasser-Methanol-Gemisches (80:20 (v/v) entfernt. 

Die lipophileren Analyten wurden daraufhin mit 30 ml Extraktionsmethanol eluiert, das Eluat 

in einem 100 ml Spitzkolben aufgefangen und mit 0,6 �g internem Standard (INF, 6 �g/ml in 

Toluol gel�st) versetzt. Der Methanolextrakt wurde dann am Rotationsverdampfer (40�C 

Wasserbadtemperatur) bis zur Trockene eingeengt, der R�ckstand mit 3 x 2 ml Methanol im 

Ultraschallbad von der Kolbenwandung gel�st und in einem 10 ml-Spitzkolben 

aufgenommen. Der Extrakt wurde wiederum am Rotationsverdampfer bis zur Trockene 

eingeengt und mit 200 �l Methanol in ein HPLC-insert (250 �l) �berf�hrt. Die Proben wurden 

zur Entfernung des L�sungsmittels �ber Nacht lichtgesch�tzt bei Raumtemperatur gelagert 

und in einem Endvolumen von 60 �l Methanol aufgenommen. Nach einer kurzen 

Behandlung mit Ultraschall (ca. 45 sec) wurden die aufgereinigten Proben zur 

Sedimentierung von ungel�sten Partikeln 5 min in eine Eppendorf-Tischzentrifuge 

zentrifugiert (5724 x g/ 4�C) und dann der HPLC-Analyse zugef�hrt. 
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2.2.1.2. HPLC-Analyse 
 
Chromatographische Bedingungen: 
 
Flie�mittel A Methanol 
Flie�mittel B Wasser 
Flussrate 0,4 ml/ min 
Injektionsvolumen 30 �l 
S�ulentemperatur 25 �C 
Analysendauer 110 min 
Equilibrierung 20 min 
Trenns�ule RP 18-Phase  
 
Gradient: 
 
Zeit [min] Flie�mittel A ; 

Methanol [%] 
Flie�mittel B; Wasser 
[%] 

0 20 80 
1 20 20 
10 40 60 
40 60 40 
70 100 0 
100 100 0 
110 20 80 
130 20 80 
 

 
Detektion  
 

Messwellenl�nge A: 275 nm (Bandbreite 50 nm) 

Messwellenl�nge B: 290 nm (Bandbreite 15 nm) 

Referenzwellenl�nge: 550 nm (Bandbreite 100 nm) 

 
Komponenten des HPLC-Systems: 
 
Modul Hersteller 
Bin�re Pumpe G 1312 A Agilent Technologies, Waldbronn 
Entgaser G 1322 A Agilent Technologies, Waldbronn 
Dioden Array Detektor G 1315A Agilent Technologies, Waldbronn 
S�ulenofen G 1316 A Agilent Technologies, Waldbronn 
Autosampler G 1313 A Agilent Technologies, Waldbronn 
Trenns�ule: Bakerbond PAH 16 plus; 
Partikelgr��e 5 �m, 250 mm L�nge, 3 mm 
i.D.) 

J. T. Baker, Griessheim 
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2.2.1.3. Auswertung 
 

Die Identifizierung der verschiedenen BP-Metaboliten erfolgte �ber den Vergleich von 

Retentionszeiten und UV-Spektren mit den in der Spektrenbibliothek dokumentierten 

Standardsubstanzen. 

Zur quantitativen Bestimmung der einzelnen BP-Metaboliten wurde die Peakfl�che des 

internen Standards INF zugrunde gelegt. Dabei wurde mit einem substanzspezifischen 

Umrechnungsfaktor der unterschiedlichen Signalintensit�ten zwischen INF und dem 

jeweiligen Metaboliten Rechnung getragen. 

Die Berechnung wurde mit Hilfe der folgenden Formel durchgef�hrt: 

 
Peakfl�che x substanzspez. Umrechnungsfaktor 

Substanzmenge [�g] = ---------------------------------------------------------------------- 
Peakfl�che INF/ zugegebene Menge INF [�g] 

 
 
Umrechnungsfaktoren einiger BP-Metaboliten 
 

Metabolit Umrechnungsfaktor 
BP-3-glucuronid 1,47 
BP-1-sulfate 1,13 
BP-3-sulfat 1,20 
BP-9,10-diol 0,80 
3-hydroxy-BP 0,94 
BP-3,6-chinon 3,15 
 

 
2.2.2. Zellkultur 

 
Allgemeine Vorbemerkung: zur Kultivierung aller Zelllinien wurde inaktiviertes (20 min 

Erhitzung bei 56�C) FCS verwendet. 

Die folgende Tabelle fasst die Aussaatdichte f�r verschiedene Formate (jeweils f�r Caco-2 

und TC7-Zellen) zusammen: 
Ausgangsformat Zur Aussaat von: Wachstumsfl�che pro Einheit 

(Well oder Flasche) 

12 wells (Transwell™-System) 4,71 cm� 

12 wells (6-well-Platte) 9 cm� 

12 wells (12-well-Platte) 3.9 cm� 

 

1 gr. (75 cm�) Kulturflasche 

(95% konfluent)  

10 kleinen Kulturflaschen 25 cm� 
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Caco-2 
Die humane Colon Adenokarzinomzelline Caco-2 wurde in Dulbecco`s Modified Eagles 

Medium (DMEM; high glucose), supplementiert mit 10% (v/v) FCS und 

Penicillin/Streptomycin (100 IU/ml bzw. 100 �g/ml) in einer Atmosph�re von 5% CO2 in Luft 

und einer Temperatur von 37�C kultiviert. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage in subkonfluentem 

Stadium (90-95%) gesplittet. Die Zellen wurden hierzu mit 10 ml PBS gewaschen und dann 

mit 2 ml einer Trypsin-EDTA-L�sung (0,2 % Trypsin) f�r 3-4 min bei 37�C inkubiert. 

Daraufhin wurden die Zellen mit 10 ml Kulturmedium vom Flaschenboden gesp�lt, 

resuspendiert und bei 150 x g f�r 5 min zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde 

resuspendiert und im Verh�ltnis 1 : 5 neu ausges�t. Das Kulturmedium wurde alle 2-3 Tage 

erneuert (bei Kultivierung im Transwell™-System: alle 2 Tage). 

 

TC7 
Der Caco-2 Subklon TC7 wurde in DMEM, supplementiert mit 20 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) 

MEM Nonessential amino acids (100 x), 3 % (v/v) HEPES-Pufferl�sung (1 M) und 

Penicillin/Streptomycin (100 IU/ml bzw. 100 �g/ml) in einer Atmosph�re von 5% CO2 in Luft 

und einer Temperatur von 37�C kultiviert. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage in subkonfluentem 

Stadium (90-95 %) gesplittet (1 : 5) und w�hrend der Kultivierung alle 2 Tage mit frischem 

Medium versorgt. Bei der Kultivierung der Zellen in Transwell™-Platten wurde das Medium 

t�glich gewechselt.  

 

V79 und HCT116  
Diese Zelllinien wurden im gleichen Medium kultiviert, wie die Caco-2-Zellen. Gesplittet 

wurden diese Zelllinien im Verh�ltnis 1:5 und das Medium wurde bei HCT116 Zellen im 

subkonfluenten Zustand alle 2-3 Tage, im konfluenten Zustand jeden Tag erneuert. 

Das Medium der V79-Zellen wurde alle 2 Tage durch frisches Medium ersetzt. 

 

Cryokonservierung 
Zur Cryokonservierung wurden die Zellen im subkonfluenten Stadium gesplittet und das 
Zellpellet in gek�hltem (4�C) Cryomedium (70% DMEM, 20 % FCS, 10 % DMSO)* 
resuspendiert. Die Zellen einer subkonfluenten Flasche Caco-2 wurden beispielsweise in  

5 ml Cryomedium aufgenommen und je 1 ml der Zellsuspension in ein Cryo-vial gef�llt. Die 

Zellen wurden dann schonend in einem Einfriercontainer (Nalgene) auf –80�C gek�hlt und 

zur l�ngerfristigen Lagerung bei –196�C unter fl�ssigem Stickstoff aufbewahrt. 

 
* z. B. 14 ml DMEM, 4 ml FCS, 2 ml DMSO 
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2.2.3. Einfluss von verschiedenen sekund�ren Pflanzeninhaltsstoffen und Oltipraz auf 
den Metabolismus von Benzo[a]pyren 
 
 
Allgemeine Vorbemerkung: die „Entnahme der Mediumproben“ w�hrend der 

Inkubationsversuche bezeichnete jeweils die Entnahme des gesamten Mediums der 

jeweiligen Inkubationseinheit. Die Proben wurden in Gef��en aus Glas (Reagenzgl�ser 

entsprechender Gr��e) aufgenommen und umgehend bei – 20 �C eingefroren und nicht 

l�nger als 2 Monate gelagert. 

 
2.2.3.1. Modulation von Phase I-Enzymen 
 
Caco-2-Zellen wurden in gelatinebeschichteten (1 % (w/v) in dest. Wasser) Glaspetrischalen 

(28 cm�) oder 6-well Platten nach Erreichen der Konfluenz 17-19 Tage lang kultiviert und 

anschlie�end f�r 48h mit verschiedenen Substanzen behandelt, welche aus der Literatur 

teilweise als AhR-Agonisten und/ oder CYP1A1-Induktoren bekannt sind. Darunter befanden 

sich z. B. Oltipraz, ein Derivat nat�rlich vorkommender 1,2-Dithiol-3-thione, des weiteren 

sekund�re Pflanzeninhaltsstoffe aus der Gruppe der Flavonoide, Indole, Furocumarine und 

einige Polyphenol-Derivate. Als Positivkontrolle wurden prototypische CYP1A1-Induktoren, 

wie β-Naphthoflavon und 3-Methylcholanthren eingesetzt. Als Kontrolle dienten Zellen, die 

nur mit dem L�sungsmittel (0,1 % DMSO (v/v)) behandelt wurden. Der Inkubationsversuch 

wurde gestartet, indem jeweils 4 ml (6-well Format) oder 5 ml (Petrischalen) Medium mit dem 

Substrat BP (10 �M) aufgegeben wurden. Nach 12h Inkubationsdauer wurde das Medium 

entnommen und bis zur weiteren Aufreinigung und HPLC-Analyse bei –20�C gelagert. 

 

In einem ersten Versuchsansatz wurden folgende Substanzen zur Behandlung eingesetzt: 

 
Substanz Konzentration Stoffklasse/ Bemerkung 

Oltipraz 50 �M Substituiertes 1,2-Dithiol-3-thion, AhR-
Agonist, (Le Ferrec et al., 2002); entwickelt 
gegen Bilharziose (Gentilini et al., 1980)  

Flavon 50 �M Unsubstituiertes Flavon (“parent compound” 
der Flavone); AhR-Agonist (Ashida et al., 
2000) 

Indol-3-carbinol 50 �M Indol-Derivat; Abbauprodukt von 
Glucobrassicin; schacher AhR-Agonist 
(Denison und Nagy, 2003) 

β-Naphthoflavon 50 �M Synthetisches Flavon; etablierter AhR-
Agonist (Boulenc et al., 1992) 
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In einem zweiten Versuchsansatz wurden folgende Substanzen getestet: 

 
Substanz Konzentration Stoffklasse/ Bemerkung [Vorkommen] 

3-MC 10 �M PAK, prototypischer CYP1A1-Induktor 
β-NF 50 �M s. o. 
Silymarin 25 �g/ml Isomerengemisch aus verschiedenen 

Flavonoiden (Silibinin, Silidianin und 
Silichristin), [aus den Fr�chten von Silybum 
marianum, Mariendistel]; wirkt hepatoprotektiv 

Silibinin 20 �M Bestandteil von Silymarin (s. o.) 
Diosmetin 50 �M Flavon (3’,5,7-trihydroxy-5’-methoxy-) 
Apigenin 50 �M Flavon (4’,5,7 -trihydroxy-) [Apiaceen] 
Acacetin 50 �M Flavon (5,7-dihydroxy-4’-methoxy-) [Apiaceen] 
Naringenin 50 �M Flavanon (4’,5,7 -trihydroxy-) [Zitrusfr�chte] 
Daidzein 50 �M Isoflavonoid (7,4’-dihydroxy-) [H�lsenf�rchte] 
Genistein 50 �M Isoflavonoid (5,7,4’-trihydroxy-) [H�lsenf�rchte] 
Galangin 50 �M Flavon (3,5,7-trihydroxy-) 
Isopimpinellin 50 �M Furocumarin [Apiaceen, Zitrusfr�chte] 
Dibenzoylmethan 50 �M Benzophenon; AhR-Agonist (MacDonald et al., 

2001) [Lakritz] 
 
 
Modulation von Phase I-Enzymen 

 
a. Untersuchung zur Zeit- und/ oder Konzentrationsabh�ngigkeit  
F�r drei ausgew�hlte Modellsubstanzen (Flavon, I3C) als Vertreter der Gruppe der 

Flavonoide, beziehungsweise der Indol-Derivate und Oltipraz als bekanntes anti-Krebs 

Chemoprotektivum, wurde die Konzentrations- und/ oder Zeitabh�ngigkeit hinsichtlich der 

beobachteten Effekte untersucht. Die Vorbehandlung der Zellen erfolgte mit Flavon (25 �M, 

50 �M und 100 �M) und Oltipraz (25 �M, 50 �M und 80 �M) f�r 48h, daraufhin schloss sich 

die Inkubation mit BP (10 �M) f�r 8, 12 und 24 Stunden an.  

In einem weiteren Versuchansatz wurde getestet, inwiefern sich die Effekte der 

Vorbehandlung der Zellen mit I3C (80 �M; 48h) auf eine l�ngere Inkubationszeit mit BP 

auswirkt. Dazu wurden die Caco-2-Zellen f�r 8, 12, 24 und 48 Stunden mit dem Substrat BP 

(10 �M) inkubiert. 

 
Modulation von Phase I-Enzymen 

 
b. Effekte auf die Bildung von Glucuronid-Konjugaten des BP 
Da die Bildung von Glucuronid-Konjugaten im menschlichen Darm ebenfalls ein wichtiger 

Weg der Detoxifikation ist, wurde der Einfluss von verschiedenen sek. Pflanzeninhaltsstoffen 

auf die Bildung von Glucurons�ure-konjugierten BP-Metaboliten untersucht. Hierf�r wurden 

TC7-Zellen verwendet, da dieser Subclon der Zelllinie Caco-2 eine gr��ere Aktivit�t der 
UGTs aufweist (M�nzel et al., 1996). Die TC7-Zellen wurden in gelatinebeschichteten 



 MATERIAL UND METHODEN  45 

Glaspetrischalen (28 cm�) f�r 14 Tage nach Erreichen der Konfluenz kultiviert und 

nachfolgend mit verschiedenen Substanzen (siehe folgende Tabelle) f�r 48h behandelt. Der 

Versuch wurde gestartet mit der Aufgabe von je 5 ml Medium mit 10 �M BP. 

 

Es wurden in diesem Versuch folgende Substanzen getestet: 

 

Substanz Konzentration Stoffklasse/ Bemerkung [Vorkommen] 
Luteolin 25 �M Flavon (3’,5,7-trihydroxy-), [Apiaceen] 
Apigenin 25 �M Flavon (5,7-dihydroxy-4’-methoxy-) 
Acacetin 25 �M Flavon (5,7-dihydroxy-4’-methoxy-) 
Kaempferol 25 �M Flavonol (4’,5,7-trihydroxy-); [Kohlgem�se] 
Naringenin 25 �M Flavanon (4’,5,7 -trihydroxy-) [Zitrusfr�chte] 
Flavon 50 �M Unsubstituiertes Flavon (“parent compound” der 

Flavone); AhR-Agonist (Ashida et al., 2000) 
Resveratrol 20 �M Stilben [Wein, Maulbeeren], AhR-Antagonist 

(Ciolino et al., 1998a und 1999) 
Indol-3-carbinol 50 �M Indol-Derivat; Abbauprodukt von Glucobrassicin; 

schacher AhR Agonist (Denison und Nagy, 
2003) 

Oltipraz 50 �M Substituiertes 1,2-Dithiol-3-thion, AhR-Agonist 
(Le Ferrec et al., 2002) 

Quercetin 20 �M Flavonol (3’,4’,5,7-tetrahydroxy-) [Zwiebeln, 
Gem�se, Salat, Wein] 

Chrysin 50 �M Flavon (5,7-dihydroxy-) 
TBHQ 80 �M Abbauprodukt von BHA (tert-Butylhydroxyanisol) 

einem phenolischen Konservierungsstoff 
β-NF 50 �M Synthetisches Flavon; etablierter AhR-Agonist 

(Boulenc et al., 1992) 
 
2.2.3.2. Effekte auf Phase II-Enzyme/ ABC-Transport-Proteine 
 
Um zu untersuchen, zu welchen Anteilen die beobachteten Effekte einer Modulation der 

Phase II des Biotransformationsprozesses beziehungsweise der Phase III (der beteiligten 

ABC-Transportproteine) zuzuschreiben sind, wurden Caco-2-Zellen zun�chst 60h mit 

verschiedenen Substanzen vorbehandelt (β-NF (25 �M), 3-MC (10 �M), Oltipraz (50 �M), 
TBHQ (50 �M), Quercetin (25 �M), B[k]F (10 �M) und Dibenzoylmethan (50 �M)). Daraufhin 

erfolgte eine Inkubation mit dem Phase I-Metaboliten des BP, 3-hydroxy-BP (5 �M) f�r 4h. 

Die relativ lange Behandlungszeit von 60 h wurde gew�hlt, um bei einer eventuellen 

Induktion von Transportproteinen diesen genug Zeit zu geben, um in die Plasma-Membran 

eingebaut werden zu k�nnen. 

 
2.2.3.2. Effekte auf Phase II-Enzyme/ ABC-Transport-Proteine 

 
Zeitabh�ngigkeit/ Konzentrationsabh�ngigkeit 

Zwei ausgew�hlte Substanzen (Flavon: 25 �M, 50 �M, 100 �M und Oltipraz: 25 �M, 50 �M 

und 80 �M) wurden zur Vorbehandlung der Caco-2-Zellen verwendet. Nach dieser 
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Vorbehandlung f�r 48h wurden die Zellen zun�chst f�r eine Stunde mit frischem 

Kulturmedium inkubiert, um eventuelle Reste der Behandlungssubstanzen zu entfernen, da 

diese ebenfalls von Phase II-Enzymen umgesetzt werden k�nnen. Anschlie�end erfolgte die 

Inkubation mit 3-hydroxy-BP (5 �M) f�r 4h und 8h. 

 
2.2.3.3. Transportexperimente 

 
Zur Untersuchung, ob der durch die Behandlungen induzierte Metabolismus von BP zu 

einem gerichteten Transport f�hrt, wurden Caco-2-Zellen auf Transwell™-Platten kultiviert 
(Polycarbonatmembran, 0,4 �m Porengr��e, 4,71 cm� Wachstumsfl�che; Corning Costar, 

Cambridge, MA, USA). Nach Ausdifferenzierung bilden die Caco-2-Zellen auf dieser 

permeablen Membran wohl definierte apikale (luminale) und basolaterale (serosale) 

Dom�nen aus, wobei das Zweikammer-System dieser Kultivierungsart die Probeentnahme 

aus jeder Kammer zul�sst und daher die Untersuchung eines Stofftransports erm�glicht. 

 

a. Modulation von Phase I-Enzymen: Effekte auf den Transport von BP-1- und BP-3-
sulfat 
Nach der Einsaat wurden die Caco-2-Zellen f�r 20 Tage kultiviert und nachfolgend f�r 48h 

mit folgenden Substanzen behandelt: Flavon (50 �M), Oltipraz (50 �M) und I3C (50 �M). Als 

Kontrolle dienten Zellen, die mit dem L�sungsmittel in der gleichen Konzentration (0,1% 

DMSO (v/v)) behandelt wurden. Nach dieser Vorbehandlung erfolgte die Inkubation mit dem 

Substrat BP (10 �M), welches beidseitig (je 2 ml) aufgegeben wurde. Nach 4, 8, 18 und 24 

Stunden Inkubationsdauer wurden die Mediumproben aus beiden Kammern entnommen und 

bis zur weiteren Analyse bei –20�C gelagert. 

 

Um zu testen, welche Effekte eine Vorbehandlung mit Oltipraz (50 �M) auf die Bildung von 

Glucuronid-Konjugaten des BP hat und ob eine verk�rzte Vorbehandlung von nur 24h 

�hnliche Effekte hervorbringen kann, wurden TC7-Zellen f�r 15 Tage nach Aussaat auf 

Transwell™-Platten kultiviert. Nach der Vorbehandlung schloss sich die Inkubation mit BP  

(10 �M) f�r 12, 16, 24 und 36 Stunden an.  

 

b. Chemische Hemmung von Transportproteinen: MRP2 und P-Gp 
Zur Untersuchung, ob der ABC-Transporter MRP2 am Transport der Hauptmetaboliten des 

BP, BP-1- und BP-3-sulfat, beteiligt ist, wurden Caco-2-Zellen auf Transwell™-Platten 

kultiviert und zur Induktion des BP-Metabolismus mit dem CYP1A1/ CYP1B1 Induktor β-

Naphthoflavon (50 �M; 48h) behandelt. Der Versuch wurde gestartet, indem die Zellen f�r 

eine Stunde mit dem MRP2-Hemmer Genistein (25 �M) vorinkubiert wurden. Zellen, welche 

nur mit DMSO (0,1% (v/v)) behandelt wurden, dienten als Kontrolle. Nach der Vorinkubation 
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wurde das Substrat BP (10 �M) und der Hemmer zusammen beidseitig appliziert. Die 

Entnahme der Mediumproben erfolgte nach einer Inkubationsdauer von 4, 6, 8 und 24 

Stunden. 

In einem weiteren Versuchsansatz wurde mit der Anwendung des P-Gp-Hemmers 

Cyclosporin A (CsA; 10 �M) die m�gliche Beteiligung von P-Gp am Transport der BP-

Metabolite untersucht. Die Durchf�hrung erfolgte analog zur oben beschriebenen 

Vorgehensweise. F�r diesen Versuch wurden TC7-Zellen eingesetzt und die 

Probenentnahme erfolgte nach 18, 24, 36 und 48h. 

 

c. Chemische Hemmung von BCRP und MRP2 unter Ausschluss m�glicher Effekte der 
Hemmung auf Phase I-Enzyme 
Um einen m�glichen Einflu� des verwendeten chemischen Hemmers auf die endogene 

Bildung des transportierten BP-Metaboliten auszuschlie�en, wurde f�r diesen 

Versuchsansatz als Substrat der Phase I-Metabolit des BP, 3-Hydroxy-BP, eingesetzt. Da 

BP-3-sulfat der von den Caco-2-Zellen gebildete Hauptmetabolit des BP ist, wurde der 

chemische Vorl�ufer 3-Hydroxy-BP als Substrat gew�hlt.  

F�r diesen Versuchsansatz wurden Caco-2-Zellen f�r 18 Tage auf Transwell™-Platten 

kultiviert und zu Beginn des Versuchs die Zellen mit dem MRP2-Hemmer S 3025 (50 �M) 

und den BCRP-Hemmern Reserpin (25 �M) und Ko 143 (5 �M) f�r eine Stunde 

vorbehandelt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit DMSO (0,1% (v/v)) behandelt wurden. An 

die Vorbehandlung schloss sich die Inkubation mit dem Substrat 3-Hydroxy-BP (5 �M) und 

dem entsprechenden Hemmer in der gleichen Konzentration wie bei der Vorbehandlung an. 

Die Mediumproben wurden nach 3, 6 und 9 Stunden entnommen. 

 

 

d. Chemische Hemmung von BCRP: Einfluss auf den Transport von BP-3-glucuronid 
Um zu untersuchen, inwieweit BCRP auch den Transport von Glucuronid-Konjugaten des BP 

vermittelt, wurden TC7-Zellen f�r 12 Tage auf Transwell™-Platten kultiviert und die 

Hemmung des BCRP mit dem selektiven BCRP-Hemmer Ko 143 (5 �M) entsprechend der 

oben beschriebenen Weise durchgef�hrt. 

 

 

e. Modulation von BCRP 
Effekte auf den Transport von BP-3-sulfat 
Zur Induktion von BCRP wurden auf Transwell™-Platten kultivierte TC7-Zellen (7 Tage alt) 
f�r 3 Tage mit verschiedenen AhR-Agonisten (ICZ [2,5 �M], B[k]F [5 �M] und Oltipraz [50 

�M]) behandelt. Das Medium mit den Induktoren wurde in dieser Zeit t�glich erneuert. Da die 
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Behandlung auch eine Induktion von CYP1A1/ 1B1 nach sich zieht und die Aktivit�t dieser 

Enzyme eine Umsetzung des Substrats zu einem Diol (oder Chinon) bewirkt, war die 

Hemmung von CYP1A1/1B1 notwendig. Die Zellen wurden daher zun�chst mit α-

Naphthoflavon (150 �M) f�r eine Stunde vorbehandelt. Der Inkubationsversuch wurde 

gestartet mit der beidseitigen Aufgabe des Substrats 3-Hydroxy-BP (5 �M) zusammen mit α-

Naphthoflavon (50 �M). Die Mediumproben wurden nach einer Inkubationsdauer von 3, 6 

und 9h entnommen. 

 
2.2.4. Untersuchungen zu Sulfotransferasen 
 
2.2.4.1. Substratspezifit�t verschiedener SULT-Isoformen 
Um zu ermitteln, welche der verschiedenen SULT-Isoformen am st�rksten an der 

Umsetzung von BP zu den Sulfat-Konjugaten BP-1- und BP-3-sulfat beteiligt ist, wurden 

genetisch ver�nderte V79-Zellen eingesetzt. Diese Zellen waren stabil transfiziert mit den 
Genen f�r hSULT 1A1*Arg, hSULT 1A3, hSULT 1A2*1 und hSULT 1B1. Als Kontrolle diente 

die nicht transfizierte Zelllinie V79-MZ. Die V79-Zellen exprimieren keine endogenen SULTs 

und auch keine UGTs, eine Konkurrenz zwischen den beiden Phase II-Enzymen um das 

Substrat ist damit ausgeschlossen. Das Fehlen von Cytochrom P450-abh�ngigen 

Monooxygenasen erforderte den Einsatz der beiden Phase I-Metabolite von BP (1-OH-BP 

und 3-OH-BP) als Substrat. Die verschiedenen V79-Klone wurden nach Erreichen des 

konfluenten Zustandes einen weiteren Tag lang in 6-well Platten kultiviert und nachfolgend 

mit verschiedenen Konzentrationen der beiden Substrate 1-OH-BP und 3-OH-BP (jeweils 1 

�M, 10 �M und 50 �M) inkubiert. Nach einer Inkubationsdauer von 8 Stunden wurden die 

Mediumproben entnommen. 

 

2.2.4.2. Einfluss der Differenzierung auf die Proteinexpression der Sulfotransferasen 
Um zu untersuchen, wie die Expression der Sulfotransferasen vom Differenzierungsgrad der 

Caco-2 und TC7-Zellen abh�ngt, wurden beide Zelllinien in gro�en Kulturflaschen gez�chtet 

und in verschiedenen Stadien der Differenzierung geerntet. Je 4 gro�e Kulturflaschen 

wurden pro Gruppe verwendet. Caco-2-Zellen wurden nach 0, 8, 19 und 25 Tagen und TC7-

Zellen nach 0, 4, 14 und 21 Tagen geerntet. Tag 0 war hierbei der Tag an dem der 

konfluente Zustand erreicht wurde. 
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2.2.5. Probenvorbereitung: Western Blot-Analysen 
 
2.2.5.1. Cytosolpr�paration (Sulfotransferasen) 
Zur Zellernte wurde der Monolayer 2-3 x mit eiskaltem PBS gewaschen und die Zellen dann 

mit 400 �l eisgek�hltem Cytosolpuffer (0,1 M KH2PO4, 0,1 M K2HPO4 x 3 H2O, 0,1 M KCl,  

1 �M EGTA, 0.1 �M DTT, 10 �M PMSF, pH 7,4) pro gro�er Kulturflasche mit Hilfe eines Zell-

Gummischabers vom Flaschenboden gel�st. Das Zell-Puffer-Gemisch wurde in einen Glas-

Teflon-Homogenisator gegeben und manuell homogenisiert (ca. 20-30 x). Der 

Homogenisator wurde dabei in einem Eisbad gek�hlt. Zum vollst�ndigen Aufbrechen der 
Zellen wurde ein weiterer Homogenisierungsschritt durch einen Ultraschallfinger (Bandelin 

Sonoplus mit Sonotrode UW 2070) angeschlossen (2 min/ 50% power, Eisk�hlung). 

Verbliebene Zelltr�mmer wurden daraufhin durch Zentrifugation f�r 15 min bei 3000 x g und 
4�C (Avanti�J-25 I, Beckmann) entfernt. Der milchige �berstand wurde dann in 

Ultrazentrifugenr�hrchen (10,4 ml Volumen, Beckmann) �berf�hrt und zur weiteren 

Entfernung noch verbliebener Membranfragmente f�r 60 min bei 105 000 x g und 4�C 

zentrifugiert. Der resultierende klare �berstand (Cytosol) wurde entnommen und nach der 
Bestimmung des Proteingehaltes nach SMITH (Smith et al., 1985) zur Western Blot Analyse 

eingesetzt. 

 

2.2.5.2. Isolierung von Zellmembranen (BCRP) 
Um eine Anreicherung der Proben mit dem ABC-Transportprotein BCRP zu erzielen, wurden 

die Membranen der Zellen isoliert. Dazu wurden je 5 gro�e Kulturflaschen pro 

Behandlungsgruppe eingesetzt, um eine ausreichende Ausbeute zu erzielen.  

Zur Ernte wurde der Zellmonolayer 3-5 x mit kaltem (4�C) PBS gewaschen, die Zellen mit 

einem Zell-Gummischaber vom Flaschenboden gel�st und mit ca. 1 ml kaltem PBS in ein 15 

ml Zentrifugenr�hrchen �berf�hrt. Die Zellen wurden pelletiert (5 min/ 10 000 x g/ 4�C; 
Avanti� J-25 I, Beckmann) und anschlie�end mit 4 ml kaltem Tris-Mannitol Puffer (2 mM Tris, 

50 mM Mannitol, pH 7,0; 10 �M PMSF frisch zugef�gt) in einem Teflon-Glas-Homogenisator 

(20-30 strokes/ 1000 rpm) homogenisiert. Nach der Entfernung von Zelltr�mmern durch 

Zentrifugation f�r 10 min (500 x g /4�C) wurde der �berstand abgenommen und dieser zur 

Pelletierung der enthaltenen Membranen erneut zentrifugiert (45 min/ 33500 x g/ 4�C). Das 

resultierende Pellet wurde daraufhin in 1000 �l PBS resuspendiert und 100 �l dieser 

Membransuspension wurden zur Proteinbestimmung 1: 100 und 1:200 verd�nnt.  

Der Proteingehalt dieser Membranproben wurde anschlie�end mit 2 x SDS-Probenpuffer auf 

eine Konzentration von 8 �g/ �l eingestellt. 
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2.2.5.3. Gesamt-Zelllysat (BCRP) 
Pro Behandlungsgruppe wurde 1 gro�e Kulturflasche eingesetzt. Die Zellernte erfolgte wie 
unter „2.2.5.2. Isolierung von Zellmembranen“ beschrieben. Nach Pelletierung der Zellen 

wurden diese mit 200 �l Tris-Mannitol Puffer versetzt und zur Homogenisierung zun�chst 

durch eine 25 G Kan�le mehrmals aufgezogen. Eine weitere Homogenisierung erfolgte mit 

dem Ultraschallfinger f�r 30 Sekunden (20% power/ unter Eisk�hlung). Ein 10 �l-Aliquot 

dieses Homogenats wurde 1 : 400 verd�nnt und zur Proteinbestimmung eingesetzt.  

Der Proteingehalt dieser Proben wurde anschlie�end mit 2 x SDS-Probenpuffer auf eine 

Konzentration von 10 �g/ �l eingestellt. 

 

 

2.2.5.4. Proteinbestimmung 
Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der f�r die Western Blot Analyse eingesetzten 

Proben (Cytosol- und Zelllysat-Proben und Membransuspensionen) erfolgte nach der 
Methode von SMITH (Smith et al., 1985) mit Bicinchonins�ure/Kupfer-(II)-sulfat.  

Die reduzierende Wirkung von Peptidbindungen sowie bestimmten Aminos�ureresten 

(Tryptophan, Tyrosin, Cystein) f�hrt zur Umsetzung von Cu2+ Ionen zu einwertigem Kupfer, 

welches mit der Bicinchonins�ure einen violetten Farbkomplex bildet. Die Tiefe der F�rbung, 

die bei einer Wellenl�nge von 550 nm fotometrisch bestimmt werden kann, ist dem Gehalt an 

Gesamtprotein direkt proportional.  

Als Proteinstandard dienten verschiedene Verd�nnungen (von 100 bis 20 �g/ml) von BSA 
(Sigma-Aldrich, Steinheim) in PBS. Der Leerwert enhielt 100 �l PBS anstelle der Probe. 

Zun�chst wurden je 100 �l der Standardl�sungen, bzw. der Proben jeweils als 

Doppelbestimmung in eine 96-well Platte pipettiert. Als Farbreagenz diente die frisch 

angesetzte BCA/ Kupfer (II) sulfat-L�sung (Verh�ltnis 50:1; Kupfersulfat 4% (w/v)), die je 100 

�l pro well dazu pipettiert wurde. Zur Beschleunigung der Farbentwicklung wurde die 

verschlossene 96-well Platte f�r 45 min bei 60�C erw�rmt. Die Messung der Extinktion 

erfolgte bei 550 nm in einem Anthos LUCY 2 Lumino-/ Fotometer (Software: MicroWin 3.0., 
Microthek Laborsysteme GmbH, Overath) und die Auswertung �ber Excel™. 

 
2.2.6. Western Blot-Analysen 
 
2.2.6.1. Western Blot BCRP 
Die Western Blot Analyse von BCRP wurde als denaturierende SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese durchgef�hrt (SDS-PAGE). Dabei wurde ein Sammelgel mit 5% 

Acrylamid- und ein Trenngel mit 10% Acrylamid-Anteil verwendet. Die mit 2 x Probenpuffer 

(1 mM DTT frisch zugesetzt) verd�nnten Proben wurden zur Denaturierung der Proteine f�r 
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5 min auf 95�C (Thermoblock) erhitzt. Von diesen Proben wurde jeweils soviel eingesetzt, 

dass maximal 100 �g Protein, und nicht mehr als ein Volumen von 15 �l Probe in eine 

Geltasche geladen wurde, um eine �berladung, bzw. ein Ineinanderlaufen der Proben zu 

vermeiden. 

Zun�chst wurden die Glasplatten f�r das Elektrophoresegel sorgf�ltig mit Ethanol gereinigt 

und auf der H�he von 6 cm die F�llh�hen-Markierung f�r das Trenngel angebracht. Die 

Komponenten f�r das Trenngel wurden in der unter Abschnitt „verwendete Puffer“, Punkt 

2.1.6.2. Western Blot angegebenen Reihenfolge zusammen pipettiert, kurz gemischt und die 

Polymerisation durch die Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS, 10% (w/v)) gestartet. 

Die Mischung wurde dann z�gig und blasenfrei bis zur 6 cm-Markierung zwischen die 

Glasplatten gegossen.  

Um das Eindringen von Sauerstoff zu vermeiden, wurde das fl�ssige Gel gleich darauf mit 

200 �l Ethanol �berschichtet. Nach 30 min war der Polymerisationsvorgang abgeschlossen 

und der Ethanol sowie Reste von nicht polymerisiertem Acrylamid konnten abgegossen 
werden. Anschlie�end wurde das Sammelgel in der ebenfalls unter Punkt 2.1.6.2. Western 

Blot angegebenen Reihenfolge zusammen pipettiert und auf das erstarrte Trenngel 

gegossen. Gleich darauf wurde der gut gereinigte, fettfreie Teflonkamm zur Ausformung der 

Geltaschen in das fl�ssige Gel gesteckt. Nach 30 min konnte das ausgeh�rtete Gel an die 

Elektrophorese-Kammer angebracht werden. Es folgte das Einf�llen des Elektrophorese-

Puffers in die Reservoirs, daraufhin konnten die Teflonk�mme entfernt werden. Um zu 

vermeiden, dass Gelreste in die Taschen fallen und evtl. die Trennung st�ren, wurde 

zun�chst �bersch�ssiges Gel �ber den Taschen mit Hilfe einer Kan�le abgesaugt und zum 

Schluss jede Tasche mit etwas Elektrophorese-Puffer ausgesp�lt, um unpolymerisiertes 

Acrylamid zu entfernen.  

Nach der Aufgabe der Proben mit einer Hamilton-Spritze wurde die Elektrophorese gestartet. 

Um die Proteine zun�chst im Gel zu „stapeln“, wurde eine konstante Spannung von 80 V 

angelegt. Diese Spannung wurde auf 110 V erh�ht, nachdem die Lauffront der Proben die 

Grenze zum Trenngel erreicht hatte. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das 

Sammelgel abgetrennt und verworfen. 

Das Trenngel wurde kurz mit PBS-T (0,07% Tween 20 (v/v) in PBS) gesp�lt und dann f�r ca. 

10 min in Transferpuffer eingelegt. Zur Immobilisierung der aufgetrennten Proteine erfolgte 
ein Elektrotransfer (Blotting) auf eine Nitrocellulose-Membran (Hybond™ ECL™, Amersham 

Biosciences, Freiburg) im Semi-dry Verfahren. Dazu wurde zun�chst eine Schicht von 

Whatman-Filterpapier (2 mm; 6 St�ck) von der Gr��e der Membran (7 x 8 cm), welches 

zuvor mindestens 20 min in Transferpuffer eingelegt wurde, auf die untere Elektrode 

(Kathode) gelegt. Darauf wurde die ebenfalls vorher in Transferpuffer eingelegte 

Nitrocellulose-Membran gelegt, es folgte als n�chstes das Gel und abschlie�end wieder eine 
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Lage Whatman-Filterpapier (6 St�ck). Um eingeschlossene Luftblasen aus dem Sandwich zu 

entfernen, wurde mit einem Falcon-R�hrchen dar�ber gerollt, �bersch�ssiger Transferpuffer 

entfernt und daraufhin die Apparatur verschlossen. Das Blotting wurde bei einer konstanten 

Stromst�rke von 0,08 A und einer Dauer von 50 min durchgef�hrt. Nach Beendigung des 

Elektrotransfers wurde das Gel zur Anf�rbung der verbliebenen Proteine �ber Nacht in 

Coomassie-Blue-F�rbel�sung eingelegt. Am darauffolgenden Tag wurde das Gel durch 

Waschen mit Entf�rber I (3 x 15 min) und Entf�rber II (3-4 x 15 min) von unspezifischer 

F�rbung befreit und zur Konservierung in eine PE-Folie eingeschwei�t. 

Die Membran wurde zun�chst kurz mit PBS-T gesp�lt und dann zur Kontrolle des 

Elektrotransfers eine Ponceau S-F�rbung durchgef�hrt. Zur Entfernung der unspezifischen 

F�rbung des Hintergrundes wurde die Membran 3-4 x mit dest. Wasser gesp�lt. Nach der 

Entfernung der Ponceau S-F�rbung durch Waschen der Membran mit 5% Essigs�ure (v/v) 

und PBS-T wurde die Membran zur Abs�ttigung freier Bindungsstellen f�r 1 Stunde bei 

Raumtemperatur in Block-Puffer (5% (w/v) Magermilchpulver in PBS-T) unter sanftem 

Sch�tteln inkubiert. Anschliessend wurde die Membran �ber Nacht bei 4�C mit dem prim�ren 

Antik�rper inkubiert (BXP-21, Verd�nnung 1: 2000 in PBS-T mit 3% (w/v) Magermilchpulver).  

Am n�chsten Morgen wurde die Antik�rper-L�sung verworfen und die Membran 2-3 x kurz 

mit PBS-T gesp�lt und dann 1 x f�r 15 min und danach 3 x f�r 10 min in je ca. 100 ml PBS-T 

gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der sekund�re Antik�rper (HRP-
konjugierter anti-Maus IgG2a, Amersham Biosciences) in einer Verd�nnung von 1: 10 000 f�r 

1,5 h bei Raumtemperatur appliziert. Es folgte die gleiche Waschprozedur wie nach der 

Inkubation mit dem prim�ren Antik�rper, um nicht gebundenen sekund�ren Antik�rper zu 
entfernen. Nach dem letzten Waschschritt erfolgte die Detektion mittels enhanced 

chemoluminescence.  

Das Prinzip dieser Detektionsmethode ist die enzymatische Oxidation von Luminol, einem 
zyklischen Diacylhydrazid. Das Enzym Horseradish-Peroxidase, welches an den sekund�ren 

Antik�rper gebunden ist, bewirkt diese Oxidation von Luminol bei der Anwesenheit von H2O2. 

Durch die Oxidation wird Stickstoff abgespalten und das Molek�l gleichzeitig in einen 

angeregten Zustand �berf�hrt. Unter Abgabe dieser Anregungsenergie in Form von Licht 
(492 nm) f�llt das Molek�l wieder in den Grundzustand zur�ck. Durch chemische enhancer 

wie Phenole kann diese Lichtemission bis zu 1000-fach verst�rkt werden.  

Alle folgenden Schritte zur Detektion wurden in der Dunkelkammer unter rotem 

Sicherheitslicht durchgef�hrt. Das Detektionsreagenz besteht zu je 1 ml der L�sungen 1 und 
2 des ECL™-detections kits (Amersham Biosciences). Zus�tzlich zur Verst�rkung der 

Reaktion wurden je 500 �l der L�sungen 1 und 2 des ECL advance™ detection kits 

(Amersham Biosciences) dazugemischt. Die Membran wurde aus dem mit Waschpuffer 

gef�llten Gef�� genommen, der �bersch�ssige Puffer durch Abtropfen entfernt und die 
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Membran auf der gereinigten Glasplatte der Fotokassette plaziert. Je ca. 1 ml dieser 

Detektionsl�sung wurde direkt auf die Membran pipettiert, so dass die Fl�ssigkeit durch die 

Oberfl�chenspannung gehalten wurde. Nach ca. 1-2 min wurde das �bersch�ssige 

Detektionsreagenz mit Zellstoff abgetupft, eine gereinigte PE-Folie auf die Membran gelegt 

und nach dem Auflegen des Films die Fotokassette verschlossen. Die Expositionszeit lag 

zwischen 30 sec. und 5 min je nach St�rke der Signale. Die Auswertung erfolgte nach dem 

Einscannen mit Unterst�tzung der Software Scion-image™.  

 

 
2.2.6.2. Western Blot-Analyse (Sulfotransferasen) 
 
Aus den (wie unter Punkt 2.2.4.2. beschrieben) behandelten Zellen wurde die Zytosolfraktion 

isoliert und diese einer gelelektrophoretischen Trennung (SDS-PAGE; 11% Acrylamid; je 100 

�g Protein) unterworfen. Nach Elektrotransfer auf eine Nitrocellulose Membran (Hybond™ 
ECL™, Amersham Biosciences, Freiburg) erfolgte die Inkubation mit verschiedenen SULT-

Antik�rpern (AB1 und AB2, durch Immunisierung von Schafen gegen SULT1A3 erzeugt; 

reagiert mit allen 1A Isoformen und 1C1), des weiteren AB3, AB4, AB5 und AB6 

(Immunisierung von Kaninchen; erkennt die Formen SULT 1B1, 1E1 2A1und 2B1a) 

Die Visualisierung der Proteinbanden wurde mit Hilfe der enhanced chemoluminescence 
(ECL)-Technik (Amersham Biosciences, Freiburg) durchgef�hrt und �ber eine CDC-Kamera 

aufgenommen und als Bilddatei gespeichert.  
Nach der Detektion wurden die Antik�rper durch „stripping“ entfernt und erneut mit einem 

Antik�rper gegen eine andere SULT-Isoform inkubiert. Das Stripping wurde nach der 

Anleitung des ECL™ detection kits von Amersham durchgef�hrt. Dazu wurde der Blot f�r 45 

min bei 50�C mit 100 mM β-Mercaptoethanol, 2% (w/v) SDS in 62,5 mM Tris/HCl, pH 6,7 

inkubiert und nach einem Waschschritt mit dem ersten Antik�rper inkubiert. 

 

 
2.2.7. Untersuchungen zur Genexpression 
 
2.2.7.1. Untersuchungen zur Expression von BCRP 
 
2.2.7.1.1. Untersuchung zur Ah-Rezeptor-Abh�ngigkeit durch Superinduktion 
Der aktivierte Ah-Rezeptor wird nach der Ausschleusung aus dem Kern durch 26S-
Proteasomen (vgl. Kapitel 1, Punkt 1.3. Aryl hydrocarbon Rezeptor) abgebaut. Werden diese 

Proteasomen durch MG-132 (Carbobenzoxy-L-Leucyl-L-Leucyl-L-Leucinal) gehemmt, so 

kommt es in Bezug auf AhR-regulierte Gene, wie z. B. CYP 1A1, zu einer „Superinduktion“ 
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(Ma and Baldwin, 1999). Dieser experimentelle Ansatz wurde hier verwendet, um zu 

untersuchen, ob die Expression von BCRP AhR-abh�ngig ist. Dazu wurden Caco-2-Zellen 

f�r 17 Tage nach Erreichen der Konfluenz in 6-Well-Platten kultiviert und zu Beginn des 

Experiments mit ICZ (2,5 �M) oder zusammen mit ICZ (2,5 �M) und MG-132 (20 �M) f�r 8h 

und 24h inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit dem L�sungsmittel in der gleichen 

Konzentration (0,1 % (v/v) DMSO) behandelt wurden. Nach Beendigung der 

Inkubationsdauer wurden die Zellen zur Isolierung der RNA geerntet (s. Punkt 2.2.7.3.) und 

umgehend bei -80 �C eingefroren. 

 
2.2.7.1.2. Untersuchung zur Ah-Rezeptor-Abh�ngigkeit durch Behandlung mit dem 
AhR-Antagonisten PD 98059 (2’-Amino-3’-methoxyflavon) 
Dieses Experiment sollte Aufschluss dar�ber geben, ob durch eine Blockierung des Ah-
Rezeptors durch den AhR-Antagonisten und MEK-Hemmer PD 98059 (Reiners et al., 1998) 

die Induktion von BCRP durch ICZ inhibiert werden konnte. Dazu wurden Caco-2-Zellen f�r 

14 Tage nach Erreichen der Konfluenz in kleinen (25 cm�) Kulturflaschen kultiviert und zu 

Beginn des Experimentes f�r 1h mit dem Hemmer (PD 98059, 10 �M) vorinkubiert und 

anschlie�end mit Hemmer (PD 98059, 10 �M) und Induktor (ICZ, 5 �M) zusammen inkubiert. 

DMSO (0,2 % (v(v)) behandelte Zellen dienten als Kontrolle. Nach einer Inkubationsdauer 

von 8h und 24h wurden die Zellen zur Isolierung der RNA geerntet. 
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2.2.7.2. Einfluss von B[k]F, DB[a,l]P und einem PAK-Gemisch („Tabakrauch“) auf die 
Expression von BCRP 
 
Caco-2-Zellen wurden 16 Tage nach Erreichen der Konfluenz in kleinen Kulturflaschen (25 
cm�) kultiviert und nachfolgend f�r 48 h mit verschiedenen Substanzen behandelt (B[k]F: 5 

�M, 10 �M und 20 �M; DB[a,l]P: 5 �M, 10 �M und 20 �M und PAK-Gemisch: 10, 5 und 2,5 

�g/ml). Die Gehalte der einzelnen PAK der PAK-Mischung in der jeweiligen, zur Behandlung 

der Zellen eingesetzten Verd�nnungsstufe sind in der nachfolgenden Tabelle angegeben. 

 
Konzentrationen 10 �g/ml 5 �g/ml 2,5 �g/ml 

Stoff Anteil [%] Massen-

gehalt 
[�g/ml] 

[�M] Massen-

gehalt 
[�g/ml] 

[�M] Massen-

gehalt 
[�g/ml] 

[�M] 

Phenanthren 67,7 6,7774 38,03 3,3887 19,02 1,6943 9,51 
Pyren 25,3 2,5328 13,32 1,2664 6,66 0,6332 3,33 
B[a]P 3,2 0,3204 1,27 0,1602 0,63 0,0801 0,32 
B[k]F 1,1 0,1102 0,44 0,0551 0,22 0,0275 0,11 
DB[a,l]P 0,05 0,005 0,02 0,0025 0,01 0,0013 0,00 
B[b]F 2,6 0,2602 1,03 0,1301 0,52 0,0651 0,26 
 
 
2.2.7.3. RNA-Isolierung 
 
Die Isolierung der RNA wurde nach der Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode nach 

CHOMCZYNSKI und SACCHI (1987) durchgef�hrt. Nach der Zugabe von 3 ml GTC-Puffer 

zum Zellpellet wurde dieses durch mehrmaliges Aufziehen durch eine 25G (0,9 x 40 mm) 

Kan�le homogenisiert und gleichzeitig die genomische DNA geschert. Nach dem Ans�uern 

mit 0,3 ml Natriumacetat-Puffer (2 M, pH 4,0) wurde die Suspension mit 3 ml 

wasserges�ttigtem Phenol und 0,6 ml Chloroform/Isoamylalkohol versetzt und f�r 15 min auf 

Eis inkubiert. Die Mischung wurde dann zur Abtrennung von Zelltr�mmern f�r 20 min 
zentrifugiert (10 000 x g/ 4�C; Avanti-J25I, Beckmann). Der RNA-haltige �berstand wurde 

daraufhin mit dem gleichen Volumen an Isopropanol versetzt und zur F�llung der RNA f�r 
24h bei –20�C gelagert. Nach Zentrifugation f�r 20 min (10 000 x g/ 4�C; Avanti-J25I, 

Beckmann) wurden zum RNA-haltigen Pellet 1,5 ml GTC-Puffer und 1,5 ml Isopropanol 

gegeben und die RNA erneut pr�zipitiert (3h, -20�C). Dieser Schritt wurde noch einmal 

wiederholt und das resultierende Pellet 2 x mit je 100 �l Ethanol (70% v/v) gewaschen und 
dann in einer Vakuumzentrifuge (Eppendorf Concentrator 5301�, Eppendorf, Hamburg) f�r 

10 min getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde dann in 150 �l Wasser gel�st und zur 

Bestimmung der Reinheit und des Gehaltes an RNA ein Aliquot 1:1000 (DEPC-Wasser) 
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verd�nnt. Die fotometrische Bestimmung des RNA-Gehaltes wurde bei einer Wellenl�nge 
von 260 nm (UV-VIS-Spectrometer Lambda Bio 20�, Perkin-Elmer, Wellesley, MA, USA) 

durchgef�hrt. Die gemessene Extinktion260 multipliziert mit dem Faktor 40 ergab die 

Konzentration an RNA in �g/ml. Zur �berpr�fung der Reinheit der isolierten RNA wurde die 

Ratio 260/280 nm bestimmt. Ein Wert von 1,8-2,0 zeigte an, dass keine Kontaminationen 

durch Salze oder Proteine vorlagen. 

 
2.2.7.4. Reverse Transcriptase (RT)-PCR 

 
Synthese der cDNA 

 
Die Isolierte RNA wurde mit Hilfe des Enzyms Reverse Transcriptase (Superscript™ II 
RNAse H-Reverse Transcriptase, Gibco™/Invitrogen, Karlsruhe) in komplement�re DNA 

(cDNA) umgeschrieben. Zun�chst wurde die RNA 10 min bei 70 �C denaturiert. Dazu wurde 

die RNA (1�g) mit 17 �l Wasser, 3 �l Oligo (dT) Primer (0,5 �g/�l, Boehringer, Ingelheim) 
und einem Ribonuclease-Inhibitor (10 U RNAsin�, Promega, Mannheim) versetzt und in 

einem Heizblock erhitzt. Nach der Abk�hlung auf Eis erfolgte die Zugabe eines Puffers (6 �l 

Reverse Transcriptase-Puffer, Gibco™/Invitrogen, Karlsruhe), der Nucleotide (je 2,5 �l (10 

mM) der dNTPs von Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin) und des Enzyms (1 �l) 

Superscript Reverse Transcriptase (200 U/�l). Die Mischung wurde zur Synthese der cDNA 

f�r 2h bei 42�C auf einem Heizblock inkubiert. 

 
Polymerase chain reaction (PCR) 
 
Zur Amplifizierung der f�r das Gen charakteristischen Abschnitte wurde die cDNA (1�g) mit 

den entsprechenden Sense- und Antisense-Primern sowie den Nucleotiden zusammen 

pipettiert und in einer PCR-Maschine inkubiert. Die Zusammensetzung eines 

Reaktionsgemisches ist nachfolgend aufgef�hrt: 

 

Volumen Substanz 

36,25 �l H2O 

5 �l   10 x PCR-Puffer 

5 �l   dNTP`s (je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

1,25 �l  Sense-Primer 

1,25 �l  Antisense-Primer 

1 �l   cDNA 
1 �l  Taq-DNA-Polymerase 

 



 MATERIAL UND METHODEN  57 

Aus der folgenden Tabelle sind die verwendeten Primer sowie die PCR-Bedingungen zu 
entnehmen: 
 
Gen Sense-

Primer 
Antisense-
Primer 

Genbank 
Acc. Nr. 

Temperatur Zyklen 

CYP1A1 Nt 5762-5788 Nt 6689 - 6709 X02612 59�C 28 

BCRP* Nt 1563-1583 Nt 2004 - 2024 AY289766 53�C 35 

β-Actin  Nt 371-391 Nt 800 - 820 X00351 57�C 28 

 
(* Literatur: Taipalensuu et al., 2002) 
 
Die PCR-Reaktion setzt sich aus vier verschiedenen Schritten zusammen. Nach einer ersten 

Denaturierung (5 min bei 94�C) folgen 3 verschiedene Reaktionsschritte, welche in der 

folgenden Tabelle aufgef�hrt sind: 

 

Schritt Reaktion Temperatur Dauer 

Denaturierung Aufhebung der Helixstruktur, 

die cDNA liegt dann als 

Einzelstrang vor 

94�C 30 sec 

Annealingphase Anlagerung der Primer 57-60 �C 30 sec 

Elongation 

(Polymerisation) 

Einbau der Nucleotide in 3`-

Richtung durch das Enzym 
Taq-Polymerase 

72�C 30 sec 

 

 
Elektrophorese und Detektion 
Zur Analyse der entstandenen PCR-Produkte wurden diese auf einem Ethidiumbromid-

gef�rbten Agarosegel (1% (w/v) in 95% (v/v) MOPS und 5% (v/v) Formaldehyd) in einer 
Flachbettelektrophorese-Apparatur (Horizon 11.14�, GibcoBRL, Karlsruhe) bei einer 

Spannung von 100 V �ber einen Zeitraum von 1,5 h getrennt. Die durch die Einlagerung von 

Ethidiumbromid fluoreszierenden DNA-Fragmente konnten unter Einstrahlung von UV-Licht 
sichtbar gemacht werden. Die Gele wurden mit einer CDC-Kamera (Gel Doc 1000�, Biorad, 

M�nchen) aufgenommen und als Bild-Dateien archiviert. Die densitometrische Auswertung 
wurde durch das Programm Molecular Analyst� (Biorad, M�nchen) unterst�tzt. 
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3. ERGEBNISSE 
 
3.1. Untersuchungen zum Metabolismus von Benzo[a]pyren (BP) 
Die Experimente, dessen Ergebnisse im ersten Teil dieses Kapitels pr�sentiert werden, 

sollten Aufschluss dar�ber geben, inwiefern der Metabolismus von BP durch die 

Vorbehandlung von Caco-2- (bzw. TC7-) Zellen mit verschiedenen sekund�ren 

Pflanzeninhaltsstoffen, sowie dem bekannten Chemoprotektivum Oltipraz, beeinflusst 

werden kann. Dabei sollen hier nur die beiden Hauptmetaboliten des BP, BP-1- und BP-3-

sulfat, (bzw. zus�tzlich BP-3-glucuronid in TC7-Zellen) betrachtet werden.  

 
3.1.1. Einfluss von verschiedenen sekund�ren Pflanzeninhaltsstoffen und Oltipraz auf 
den Metabolismus von BP durch Modulation von Phase I 
3.1.1.1. Effekte von Indol-3-carbinol, Flavon und Oltipraz 
In einem ersten Versuchansatz wurden, wie im Kapitel Material und Methoden unter Punkt 

2.2.3.1. beschrieben, Caco-2-Zellen mit Oltipraz (50 �M), Flavon (50 �M), Indol-3-carbinol 

(50 �M) und β-Naphthoflavon (50 �M) f�r 48 h vorbehandelt und dann 12 Stunden lang mit 
dem Substrat BP (10 �M) inkubiert. In der folgenden Grafik (Abb. 10) sind die Gehalte an 

BP-1- und BP-3-sulfat im Medium der Zellen als Prozent der Kontrolle dargestellt. 
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Abbildung 10: Einfluss einer 48-st�ndigen Vorbehandlung von Caco-2-Zellen auf die Metabolisierung 
von BP (10 �M) zu den Hauptmetaboliten BP-1- und BP-3-sulfat. Dargestellt sind die Werte aus n = 3 
Bestimmungen als % der Kontrolle (0,1% DMSO). * Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,05; 
ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle. 
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Die in Abbildung 10 pr�sentierten Werte zeigen deutlich eine Erh�hung der Gehalte beider 

BP-Sulfat-Konjugate im Medium der vorbehandelten Caco-2-Zellen, wobei sich die 

Effektivit�t der Behandlung in dieser Hinsicht in folgender Reihenfolge darstellen l�sst:  

β-Naphthoflavon > Flavon > Oltipraz > Indol-3-carbinol.  
Das synthetische Flavon β-Naphthoflavon wurde hierbei als etablierter AhR-Agonist und 

CYP1A1 Induktor eingesetzt, daher war eine hohe Steigerung der Metabolisierung von BP 

zu den Sulfat-Konjugaten (hier 216 % an BP-3- und 199% an BP-1-sulfat, bezogen auf die 

Kontrolle) zu erwarten. Eine fast ebenso starke Steigerung der BP-Sulfat Gehalte im Medium 

konnte bei den mit Flavon vorbehandelten Zellen beobachtet werden (191% und 199% an 

BP-1-, bzw. BP-3-sulfat gegen�ber der Kontrolle).  

Vergleicht man die Erh�hung der Bildung beider Sulfat-Konjugate des BP untereinander, so 

f�llt auf, dass die Vorbehandlungen mit Flavon, Oltipraz und β-NF zu einer gr��eren 
Steigerung der Produktion des Metaboliten BP-3-sulfat f�hrten, die I3C-vorbehandelten 

Zellen jedoch eine geringf�gig h�here Menge an BP-1-sulfat (150% BP-1- und 147% BP-3-

sulfat gegen�ber der Kontrolle) in das Medium abgaben. 
 

3.1.1.2. Effekte von Oltipraz und Flavon: Untersuchung zur Zeit- und/ oder 
Konzentrationsabh�ngigkeit  
Um zu untersuchen, welchen Einfluss die gew�hlte Inkubationsdauer mit dem Substrat BP 

(10 �M) auf die Bildung der BP-Sulfat-Konjugate hat und ob diese Effekte 
konzentrationsabh�ngig sind, wurden zwei ausgew�hlte Substanzen, Oltipraz (Abb. 11a. und 
11b.) und Flavon (Abb. 11c. und 11d.) zur Vorbehandlung (48 h) verwendet.  

Beide Verbindungen wurden in drei Konzentrationen eingesetzt (25 �M, 50 �M und 80 �M 

[Oltipraz] bzw. 25 �M, 50 �M und 100 �M [Flavon]) und die nachfolgende Inkubation mit BP 

wurde f�r 8h, 12h und 24h (Flavon: 8h und 12h) durchgef�hrt. Die Ergebnisse sind in den 
Abbildungen 11a. bis 11d. dargestellt. 

Die grafische Darstellung der Ergebnisse zeigt, dass beide Vorbehandlungen die Bildung 

und Exkretion beider BP-Sulfat-Konjugate in einer konzentrationsabh�ngigen Weise 

beeinflussten. Dabei ist auff�llig, dass die gr��ten Unterschiede bezogen auf die Kontrolle 

nach der k�rzesten Inkubationszeit von 8h zu beobachten war. Dies ist vermutlich darauf 

zur�ckzuf�hren, dass BP selbst auch ein starker CYP1A1-Induktor ist und daher mit 

zunehmender Inkubationsdauer die Unterschiede zur Kontrolle immer geringer werden. Das 

CYP1A1-Protein kann offensichtlich auch schon nach relativ kurzer Zeit funktionell exprimiert 
sein, wie Song et al. (2003) bei der Behandlung von murinen Hepa c1c1c7 Zellen mit TCDD 

festgestellt haben. 
Wie in Abb. 11a. dargestellt, wurden die h�chsten Gehalte an BP-1-sulfat durch eine 

Vorbehandlung der Zellen mit 50 �M Oltipraz erzielt (46,36 � 3,00 pmol/cm� gegen�ber 20,8 

� 1,96 pmol/cm� f�r die unbehandelten Zellen; entsprechend 223% der Kontrolle). Die 
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Bildung des zweiten Phase II BP-Metaboliten, BP-3-sulfat, wurde am st�rksten durch eine 

Vorbehandlung mit 80 �M Oltipraz (72,48 � 6,80 pmol/cm� gegen�ber 43,32 � 2,03 

pmol/cm�, entsprechend 167% der Kontrolle) erh�ht. 
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Abbildung 11a-b: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen mit Oltipraz (25, 50 und 80 
�M) auf den Metabolismus von BP (10 �M) zu BP-1-sulfat (A) und BP-3-sulfat (B). Die Werte aus  
n = 3 Bestimmungen sind dargestellt in Prozent bezogen auf die unbehandelten Zellen (Kontrolle, 
0,1% DMSO) � Standardabweichung. * Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,05, t-Test) 
gegen�ber der Kontrolle. 
 
Wie in den Abbildungen 11c. bis 11d. gezeigt, war eine Vorbehandlung mit 50 �M Flavon 

noch effektiver in Bezug auf die Erh�hung des ins Medium abgegebenen BP-1-sulfats (C) 

nach einer Inkubationsdauer von 8h (317% des Kontrollwertes). Die gleiche Vorbehandlung 
und Inkubationsdauer konnte die Bildung und Abgabe von BP-3-sulfat (D) ins Medium um 
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immerhin noch 240% erh�hen. Dies steht im Einklang mit dem ersten Inkubationsversuch 
(Abb. 10), bei dem Flavon effektiver als Oltipraz die Bildung und Exkretion von beiden BP-

Sulfat-Konjugaten erh�hte. Werden die Gehalte beider BP-Metaboliten miteinander 

verglichen, so wird durch eine Vorbehandlung mit Flavon und Oltipraz die Bildung von BP-1-

sulfat jeweils st�rker beeinflusst (1,3-fache Steigerung des Gehaltes an BP-1-sulfat im 

Vergleich mit dem Gehalt an BP-3-sulfat im Medium).  
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Abbildungen 11c-d: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen mit Flavon (25, 50 und 
100 �M) auf den Metabolismus von BP (10 �M) zu BP-1-sulfat (C) und BP-3-sulfat (D). Die Werte aus 
n = 3 Bestimmungen sind dargestellt in Prozent bezogen auf die unbehandelten Zellen (Kontrolle, 
0,1% DMSO) � Standardabweichung. * Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,05; t-Test) 
gegen�ber der Kontrolle. 
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3.1.1.3. Effekte von Indol-3-carbinol auf den Metabolismus von BP: Einfluss der 
Inkubationsdauer 
Da in dem in Abbildung 10 gezeigten Inkubationsversuch die Effekte von I3C auf die 

verst�rkte Metabolisierung von BP zu den Sulfat-Konjugaten nach einer Inkubationsdauer 

von 12h im Vergleich zur Behandlung mit den anderen Test-Substanzen relativ gering 

waren, wurde in einem weiteren Experiment untersucht, wie sich eine l�ngere 

Inkubationsdauer von I3C-vorbehandelten Zellen (48h) mit BP (10 �M) auf die Bildung (und 

Abgabe ins Medium) der drei BP-Metabolite BP-1-, BP-3-sulfat und BP-3-glucuronid 
auswirkt. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 12a.-c. in der absoluten Menge [pmol/cm�] 

angegeben. 
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Abbildung 12a: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen mit Indol-3-carbinol  
(I3C, 80 �M) auf den Metabolismus von BP (10 �M) zu BP-3-glucuronid (A). Die Werte aus n = 3 
Bestimmungen sind dargestellt in pmol/cm� � Standardabweichung. * Markiert statistisch signifikante 
Werte (P < 0,05; t-Test) gegen�ber der Kontrolle. 
 
Wie aus den Abbbildungen 12a. bis 12c. zu entnehmen ist, wurden die Caco-2-Zellen f�r 8h, 

24h und 48h mit dem Substrat BP (10 �M) inkubiert. F�r die Bildung der einzelnen BP-

Metabolite im Vergleich zur Kontrolle ergaben sich �ber den Zeitverlauf (8h, 24h, 48h) 

teilweise sehr unterschiedliche Werte. Alle drei Metabolite wurden, bezogen auf die 

unbehandelten Zellen, nach der k�rzesten Inkubationsdauer (8h) in deutlich gr��erem 

Umfang ins Medium abgegeben. Dabei f�llt insbesondere die Bildung des BP-3-glucuronids 

ins Gewicht, da die unbehandelten Zellen keine detektierbaren Mengen an BP-3-glucuronid 

produzierten, die vorbehandelten Zellen jedoch eine geringe Menge (14,06 � 5,84 pmol/cm�) 
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ins Medium abgaben (Abb. 12a.). Wie in Abbildunden 12b. und 12c. dargestellt, haben sich 

auch die Gehalte von BP-1- und BP-3-sulfat im Medium nach 8h deutlich erh�ht (176% der 

Kontrolle an BP-1-sulfat und 167% der Kontrolle an BP-3-sulfat). 
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Abbildungen 12b.-c.: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen mit Indol-3-carbinol (I3C, 
80 �M) auf den Metabolismus von BP (10 �M) zu BP-1-sulfat (B) und BP-3-sulfat (C). Die Werte aus  
n = 3 Bestimmungen sind dargestellt in pmol/cm� � Standardabweichung. * Markiert statistisch 
signifikante Werte (P < 0,05, t-Test) gegen�ber der Kontrolle. 
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Nach 24h Inkubationsdauer liegt jedoch nur der Gehalt von BP-3-sulfat �ber dem der 

unbehandelten Kontrollzellen (114 � 11% der Kontrolle), die Gehalte der beiden anderen 

Metabolite BP-3-glucuronid (93 � 11% der Kontrolle) und BP-1-sulfat (89 � 3% der Kontrolle) 

sind sogar geringer als die der unbehandelten Zellen. Die Summe der nach 24h gebildeten 

BP-Metabolite (BP-1-, BP-3-sulfat und BP-3-glucuronid) ist aber trotz dessen etwas gr��er 

(996 pmol/cm� gegen�ber 973 pmol/cm�) als die der Kontrollzellen. Erstaunlicherweise 

steigen die Gehalte von sowohl BP-3-glucuronid (168 � 7% der Kontrolle) als auch von BP-3-

sulfat (116 � 4% der Kontrolle) nach der l�ngsten Inkubationsdauer von 48h im Vergleich zur 

Kontrolle wieder an, die Menge des gebildeten BP-1-sulfats ist jedoch auch nach 48h noch 

etwas geringer (87 � 7% der Kontrolle) als die des Kontrollwerts.  
 
3.1.1.4. Effekte von weiteren sekund�ren Pflanzeninhaltsstoffen auf den Metabolismus 
von BP durch Modulation von Phase I-Enzymen 
Um zu testen, ob eine Steigerung der Metabolisierung von BP zu Sulfat-Konjugaten auch 

durch eine Vorbehandlung mit anderen sekund�ren Pflanzeninhaltsstoffen zu erreichen ist, 

wurden in 6-well-Platten kultivierte Caco-2-Zellen f�r 48h mit verschiedenen Substanzen 

behandelt und anschlie�end f�r 12h mit dem Substrat BP (10 �M) inkubiert. 
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Abbildung 13: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen mit verschiedenen sek. 
Pflanzeninhaltsstoffen sowie β-NF und 3-MC auf den Metabolismus von BP (10 �M) zu BP-1- und BP-
3-sulfat nach einer Inkubation von 12h. Die Werte aus n = 3 Bestimmungen sind dargestellt in % der 
Kontrolle. * Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,05; ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der 
Kontrolle. 
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Wie im Abschnitt Material und Methoden unter Punkt 2.2.3.1. angegeben, wurden hierf�r 

Verbindungen ausgew�hlt, die sich verschiedenen Stoffklassen (z. B. Flavonoide [Flavone, 

Isoflavone, Flavanole], Benzophenon, Furocumarin) zuordnen lassen und welche teilweise in 

der Literatur als chemoprotektiv (z. B. Silymarin, Silibinin) oder als AhR-Agonisten 

beschrieben wurden (z. B. Dibenzoylmethan, Diosmetin, Galangin). Als „Positivkontrolle“ 

wurden die etablierten AhR-Agonisten β-NF und 3-MC eingesetzt.  

Wie in Abbildung 13 dargestellt, metabolisierten die mit den prototypischen AhR-Agonisten 

β-NF (50 �M) und 3-MC (10 �M) vorbehandelten Zellen das Substrat BP erwartungsgem�� 

am st�rksten im Vergleich zur Kontrolle (236% an BP-1-sulfat; β-NF-Vorbehandlung und 

187% an BP-3-sulfat; 3-MC-Behandlung; P < 0,05, ANOVA). Die deutlichste Steigerung des 

BP-Metabolismus wurde durch eine Behandlung mit Galangin (127% BP-1- und 137% BP-3-

sulfat), Dibenzoylmethan (132 % BP-1- und 133% BP-3-sulfat), Silibinin (132 % BP-1- und 

133% BP-3-sulfat), und Silymarin (125 % BP-1- und 125% BP-3-sulfat) vorbehandelten 

Zellen erzielt. Einige Behandlungen f�hrten jedoch auch zu geringeren Gehalten an BP-

Sulfatkonjugaten im Medium gegen�ber der Kontrolle (Naringenin, Diosmetin und 

Isopimpinellin). Bei dem Vergleich der gebildeten Mengen beider BP-Sulfat-Konjugate f�llt 

auf, dass BP-1- und BP-3-sulfat in fast gleichen Mengen produziert werden. Die relativ 

geringen Steigerungen der produzierten Mengen an BP-Sulfat-Konjugaten sind auf die 
Inkubationsdauer von 12h zur�ckzuf�hren. Wie in den Abbildungen 11a-d. gezeigt, k�nnen 

die st�rksten Effekte nach einer k�rzeren Inkubationsdauer erzielt werden, es muss dann 

jedoch auch sichergestellt werden, dass die gebildeten Mengen an BP-Metaboliten gro� 

genug f�r eine Detektion mit der angewendeten HPLC-Methode sind. 
 
3.1.1.5. Effekte auf die Bildung von Glucuronid-Konjugaten des BP 
Um zu untersuchen, wie sich eine Vorbehandlung mit verschiedenen sek. 

Pflanzeninhaltsstoffen auf die Bildung von Glucuronid-Konjugaten des BP auswirkt, wurden 

TC7-Zellen mit den Flavonoiden Chrysin (50 �M), Quercetin (20 �M) und Flavon (50 �M), 

dem Stilben Resveratrol (20 �M), Oltipraz (50 �M), Indol-3-carbinol (50 �M), dem 

phenolischen Antioxidant TBHQ (80 �M) behandelt. Die Behandlung mit β-NF (50 �M) diente 

als Positivkontrolle. Hier wurden Quercetin, TBHQ und Oltipraz ausgew�hlt, da diese 

Substanzen sowohl als AhR-Agonisten bekannt sind, als auch Induktoren f�r ARE-
abh�ngige Genregulation beschrieben wurden (M�nzel et al., 2003, Bock et al., 2000, 

Nguyen et al., 2003). Resveratrol wurde eingesetzt, um zu untersuchen, welche Wirkung ein 

AhR-Antagonist (Ciolino et al., 1998a, Ciolino et al., 1999) bez�glich der Metabolisierung von 

BP hat.  

Die Umsetzung von Phase I-Metaboliten des BP, 1-OH- und 3-OH-BP, zu den 

entsprechenden Glucuronid-Konjugaten wird vorwiegend durch UGT1A6 vermittelt. Diese 
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UGT-Isoform wurde in der Literatur als AhR-abh�ngig induzierbar beschrieben (M�nzel et 

al., 2003, Bock et al., 2000) und zwar unter Beteiligung eines Antioxidant Response 

Elements (ARE). 
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Abbildung 14a.: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von TC7-Zellen mit verschiedenen sek. 
Pflanzeninhaltsstoffen, TBHQ und β-NF auf den Metabolismus von BP (10 �M) zu BP-3-glucuronid 
nach einer Inkubation von 12h. Die Werte aus n = 3 Bestimmungen sind dargestellt als % der 
Kontrolle � Standardabweichung in der Reihenfolge ihrer Effektivit�t. * Markiert statistisch signifikante 
Werte (P < 0,05; ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle. ** P <0,001, ANOVA 
 
Wie in Abbildung 14a. dargestellt, wurden die h�chsten Gehalte an BP-3-glucuronid im 

Medium der β-NF-vorbehandelten Zellen (635 � 10% der Kontrolle) detektiert, gefolgt von 

Luteolin (268 � 38% der Kontrolle), Chrysin (262 � 5%) und Indol-3-carbinol (222 � 6% der 

Kontrolle). Die Vorbehandlung mit Quercetin f�hrte jedoch zu einer minimalen Erniedrigung 

des Gehaltes an BP-3-glucuronid im Medium der TC7-Zellen. Die Bildung der beiden 
Hauptmetabolite, BP-1- und BP-3-sulfat (Abbildungen 14b. und 14c.) konnte am st�rksten 

durch die Vorbehandlung mit I3C (235 � 9% und 155 � 15%), β-NF (215 � 12%, und 212 � 

12%), Chrysin (163 � 8% und 155 � 8%) und Oltipraz (152 � 17% und 135 � 16%) erh�ht 

werden. Interessant ist hierbei, dass das als AhR-Antagonist beschriebene Stilben 

Resveratrol die Bildung von allen drei Metaboliten erh�hen konnte, wobei die Erh�hung der 
Gehalts an BP-1-sulfat statistisch signifikant (148 � 4%) war. 
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Abbildungen 14b.-c.: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von TC7-Zellen mit verschiedenen sek. 
Pflanzeninhaltsstoffen, TBHQ und β-NF auf den Metabolismus von BP (10 �M) zu BP-1-, BP-3-sulfat 
und BP-3-glucuronid nach einer Inkubation von 12h. Die Werte aus n = 3 Bestimmungen sind 
dargestellt in pmol/cm� � Standardabweichung. * Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,05; 
ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle. 
 
Vergleicht man die Bildung von BP-1- und BP-3-sulfat von z. B. Flavon- und Oltipraz-

behandelten Zellen zwischen der parentalen Zelllinie Caco-2 und dem Subklon TC7, findet 

man etwas h�here Gehalte an beiden Sulfat-Konjugaten im Medium von Caco-2-Zellen. 
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Flavon-behandelte Zellen bilden nach 12h Inkubationsdauer mit BP (10 �M) 191% an BP-1-

sulfat im Vergleich zur Kontrolle, TC7-Zellen nur 99% der Kontrolle. Oltipraz-behandelte 

Caco-2-Zellen bilden 188% des Kontrollwertes an BP-3-sulfat, w�hrend TC7-Zellen nur 

135% an BP-3-sulfat bilden. Dies k�nnte darauf zur�ckzuf�hren sein, dass die von den TC7-

Zellen gebildeten Phase I-Metabolite (1-OH-BP und 3-OH-BP) von zwei verschiedenen 
Phase II-Enzymen (SULTs und UGTs) umgesetzt werden und die Gesamtmenge an 

hydroxylierten BP-Metaboliten auf zwei Reaktionswege „verteilt“ wird. 

 
3.1.2. Modulation von Phase II-Enzymen/ ABC-Transport-Proteinen 
 

3.1.2.1. Zeitabh�ngigkeit/ Konzentrationsabh�ngigkeit 
Um zu untersuchen, zu welchem Ausma� die beobachteten Effekte auf die Modulation von 

Phase II (SULTs und UGTs) und/ oder Phase III (Transport-Proteine) des 

Biotransformations-Prozesses zur�ckzuf�hren sind, wurden mit verschiedenen Substanzen 

vorbehandelte Caco-2-Zellen mit dem Phase I Haupt-Metaboliten des BP (3-Hydroxy-BP) 

inkubiert. Auf diese Weise konnte der Effekt der Behandlung auf den Phase I-Metabolismus 

ausgeschlossen werden. Um auch eventuelle Konzentrations- und Zeitabh�ngigkeiten zu 
erfassen, wurden die Zellen wie unter Punkt 2.2.3.1.a. im Kapitel Material und Methoden 

beschrieben mit drei verschiedenen Konzentrationen von Oltipraz oder Flavon f�r 48h 

vorbehandelt (25 �M, 50 �M und 80 �M (Oltipraz) bzw. 100 �M (Flavon)). Die nachfolgende 

Inkubation mit 3-OH-BP (5 �M) wurde f�r 4h und 8h durchgef�hrt. Die Ergebnisse sind in 
den Abbildungen 15a. und 15b. dargestellt.  

Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen wurde bei den Oltipraz- und Flavon-

vorbehandelten Zellen nur eine sehr geringe Steigerung der Umsetzung von 3-OH-BP zu 

BP-3-sulfat beobachtet. Trotz der geringen Unterschiede zur Kontrolle ergaben sich f�r die 

l�ngere Inkubationsdauer von 8h f�r beide Behandlungen statistisch signifikante 
Unterschiede im Vergleich zu den Kontrollzellen (P < 0,05; t-Test). Die gr��te Steigerung 

des Gehaltes an BP-3-sulfat im Medium konnte bei Oltipraz-behandelten Zellen (80 �M) 
nach 8h beobachtet werden (114% der Kontrollwertes, Abbildung 15a.). Nach einer 4-

st�ndigen Inkubation mit dem Substrat konnte keine Erh�hung festgestellt werden. Die 
Behandlung mit Flavon (25 �M, Abbildung 15b.) konnte den Gehalt an BP-3-sulfat auf 

maximal 111% des Kontrollwertes nach 8h Inkubation anheben. Hieraus kann geschlossen 

werden, dass (a) die Sulfotransferasen nicht durch die Behandlung beeinflusst werden, was 

auch in Experimenten zur Untersuchung der Genexpression (mRNA, Daten nicht gezeigt) 

best�tigt werden konnte und (b) ein Effekt auf den beteiligten ABC-Transporter aufgrund der 

geringen Erh�hung von BP-3-sulfat im Medium der behandelten Zellen zumindest unter den 

hier angewendeten experimentellen Bedingungen nicht eindeutig zu erkennen ist.  
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Abbildungen 15a.-b.: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen mit Oltipraz (A) (25, 50 und 80 �M) 
und Flavon (B) (25, 50 und 100 �M) auf den Metabolismus von 3-OH-BP (5 �M) zu BP-3-sulfat nach einer 
Inkubation von 4h und 8h. Die Werte aus n = 3 Bestimmungen sind dargestellt in % der Kontrolle � 
Standardabweichung. Trotz der geringen Unterschiede ergaben sich f�r die Inkubationsdauer von 8h f�r beide 
Behandlungen statistisch signifikante Erh�hungen (P < 0,05; t-Test.) der BP-3-sulfat Gehalte im Medium im 
Vergleich zur Kontrolle, mit Ausnahme der Flavon (50 �M) behandelten Zellen. 
 

 

3.1.2.2. Effekte auf die Bildung von BP-3-glucuronid und BP-3-sulfat 
Da das an der Bildung von BP-3-glucuronid haupts�chlich beteiligte Enzym UGT1A6 AhR-

abh�ngig induzierbar ist, war es ebenfalls von Interesse, ob eine st�rkere Metabolisierung 

von BP zu BP-3-glucuronid nur auf die vermehrte Bildung von Phase I-Metaboliten (3-OH-

BP) aufgrund der Induktion von CYP1A1/1B1 zur�ckzuf�hren war. F�r diesen Versuch 
wurden TC7-Zellen eingesetzt, da diese UGT1A6 st�rker konstitutiv exprimieren (M�nzel et 

al., 1996). Zur Vorbehandlung der Zellen wurden einerseits bekannte starke AhR-Agonisten, 

wie β-NF, 3-Methylcholanthren (3-MC) und Benzo[k]fluoranthen (B[k]F) ausgew�hlt und 
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andererseits Substanzen, die sowohl AhR-Agonisten sind (Oltipraz, Quercetin, 

Dibenzoylmethan) und/ oder ARE-abh�ngige Gentranskriptionen induzieren k�nnen 
(Oltipraz, Quercetin, TBHQ). Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt.  

Besonders auff�llig ist die starke Erh�hung von BP-3-glucuronid (504 � 10%) im Medium der 

Oltipraz-vorbehandelten Zellen. Eine nennenswerte Steigerung des Gehaltes an BP-3-

glucuronid konnte des weiteren durch die Behandlung mit β-NF (183 � 7%) und 

Dibenzoylmethan (DBM) erreicht werden (135 � 8%). Die Quercetin-behandelten Zellen 

setzen das Substrat jedoch schlechter um als die Kontrolle (55 � 3%). Die Bildung und 

Exkretion des Hauptmetaboliten, BP-3-sulfat, konnte durch die Behandlungen jedoch nur 

sehr schwach erh�ht werden. Die gr��te Steigerung des BP-3-sulfat-Gehaltes im Medium 

konnte bei den Oltipraz-behandelten Zellen (136 � 7%), gefolgt von den β-NF- und den 

DBM-behandelten Zellen (beide 113% der Kontrolle) beobachtet werden. 
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Abbildung 16: Effekte einer Vorbehandlung (60h) von Caco-2-Zellen mit verschiedenen AhR-Agonisten/ 
UGT1A6-Induktoren auf den Metabolismus von 3-Hydroxy-BP (5 �M) zu BP-3-glucuronid (schraffierte Balken) 
und BP-3-sulfat (gef�llte Balken) nach einer Inkubation von 4h. Die Werte aus n = 3 Bestimmungen sind 
dargestellt in % der Kontrolle � Standardabweichung. * Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,05; ANOVA, 
Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle. 
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3.2. Transportexperimente 
 
3.2.1. Effekte von Oltipraz, Flavon und Indol-3-carbinol auf den Transport von BP-1- 
und BP-3-sulfat 
Um zu untersuchen, ob ein verst�rkter Metabolismus von BP durch die Modulation von 

Phase I auch in einem gerichteten Transport der gebildeten Metabolite (BP-1- und BP-3-

sulfat) resultiert, wurden entsprechende Inkubationsexperimente mit Caco-2-Zellen 

unternommen, welche auf Transwell™-Platten kultiviert wurden. Wie unter Punkt 2.2.3.3. im 

Kapitel Material und Methoden beschrieben, wurden ausdifferenzierte Caco-2-Zellen 

zun�chst f�r 48h mit Flavon (50 �M), Oltipraz (50 �M) oder I3C (50 �M) behandelt, daraufhin 

f�r 4h, 8h, 18h und 24h mit dem Substrat BP (10 �M) inkubiert und die Menge der von den 

Zellen zu beiden Seiten der Transwell™-Kammern abgegebenen Metabolite BP-1- und BP-3-
sulfat bestimmt. In den Abbildungen 17a. bis d. ist der Nettoflux (Wert a – Wert b) von BP-1-

sulfat zur apikalen Seite der Transwell™-Kammern in [pmol/cm�] dargestellt. Die 

entsprechende Grafik f�r den zweiten Metaboliten, BP-3-sulfat, verl�uft sehr �hnlich. Zum 

Vergleich der Effektivit�t der Vorbehandlung auf die Bildung und den Transport beider 
Metabolite k�nnen hier die Abbildungen 17d. und 17e. herangezogen werden, in denen die 

Gehalte von BP-1-sulfat (17d.) und BP-3-sulfat (17e.) als [%] der Kontrolle dargestellt sind. 
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Abbildung 17a: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen mit Oltipraz (50 �M) auf den 
Metabolismus von BP (10 �M) zu BP-1-sulfat und dessen Transport. Die Werte aus n = 3 
Bestimmungen sind dargestellt als Nettoflux (apikal) in pmol/cm� � Standardabweichung. * Markiert 
statistisch signifikante Werte (P < 0,05; ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle. 



 ERGEBNISSE  72 

0

20

40

60

80

100

120

0 4 8 18 24
Zeit [h]

N
et

to
flu

x 
B

P-
1-

su
lfa

t [
pm

ol
/c

m
�]

N
et

to
flu

x 
B

P-
1-

su
lfa

t [
pm

ol
/c

m
�]

Kontrolle (0,1% DMSO)

Flavon (50�M)

*

*

B

0

20

40

60

80

100

120

0 4 8 18 24
Zeit [h]

N
et

to
flu

x 
B

P-
1-

su
lfa

t [
pm

ol
/c

m
�]

N
et

to
flu

x 
B

P-
1-

su
lfa

t [
pm

ol
/c

m
�] Kontrolle (0,1% DMSO)

Indol-3-carbinol (50�M)

*

*

C

 
Abbildungen 17b und c: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen mit Flavon (B) und 
I3C (C) auf den Metabolismus und von BP (10 �M) zu BP-1-sulfat und dessen Transport nach einer 
Inkubation von 4h, 8h, 18h und 24h. Die Werte aus n = 3 Bestimmungen sind dargestellt als Nettoflux 
(apikal) in pmol/cm� � Standardabweichung. * Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,05; 
ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle. 
 
Wie aus den Abbildungen 17a.-c. zu entnehmen ist, resultieren die Vorbehandlungen mit 

Oltipraz, Flavon und I3C in einem deutlichen Netto-Transport zur apikalen (luminalen) Seite 

der Transwell™-Kammer. Dabei konnte die st�rkste Erh�hung des Transportes beider Sulfat- 

Konjugate im Vergleich zu den unbehandelten Zellen durch die Behandlung mit Oltipraz (50 
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�M) erzielt werden. Wie auch schon f�r den Metabolismus gezeigt, so l�sst sich die 

Effektivit�t der Behandlungen in folgender Reihenfolge darstellen:  
Oltipraz > Flavon > Indol-3-carbinol. 
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Abbildungen 17d. und e.: (Transportversuch) Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen 
mit Oltipraz, Flavon und I3C auf den Metabolismus von BP (10 �M) zu BP-1-sulfat (D) und BP-3-sulfat 
(E) nach einer Inkubation von 4h, 8h, 18h und 24h. Die Werte aus n = 3 Bestimmungen sind 
dargestellt als Nettoflux (apikal) in % der Kontrolle � Standardabweichung. * Markiert statistisch 
signifikante Werte (P < 0,05; ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle. 
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Die Oltipraz-Vorbehandlung f�hrte f�r den Transport beider Metabolite f�r jeden Zeitpunkt zu 

statistisch signifikanten (P < 0,05; ANOVA, Tukey-Test) Erh�hungen im Vergleich zur 

Kontrolle, wobei nach der k�rzesten Inkubationsdauer von 4h die st�rksten Unterschiede 
sowohl f�r den Transport von BP-3-sulfat (956 � 37%, s. Abb. 17e.) als auch von BP-1-sulfat 

(806 � 56%, s. Abb. 17c.) zu beobachten war. Vergleicht man die Erh�hung der Level beider 

BP-Sulfate untereinander, so ergibt sich f�r den Transport von BP-1-sulfat f�r die Zeitpunkte 

8h, 18h und 24h ein jeweils h�herer Wert als f�r BP-3-sulfat (z. B. 8h: 328 � 13% f�r BP-1- 

und 213 � 25% f�r BP-3-sulfat). Betrachtet man die prozentuale Erh�hung beider BP-Sulfat-
Konjugate im Verlauf der Inkubationsdauer, so f�llt auf, dass die Unterschiede zur Kontrolle 

mit der Dauer der Inkubation stetig abnahmen, die I3C-behandelten Zellen nach der l�ngsten 

Inkubationszeit von 24h jedoch wieder etwas mehr BP-1- und BP-3-sulfat (jeweils 131 %) zur 

apikalen Seite der Transwell™-Kammer transportierten, als nach 18h (99 % und 105%). 

Dieser geringe Anstieg k�nnte ein Hinweis darauf sein, dass nach dieser Zeit (insgesamt 

72h: 48h Vorbehandlung und 24h Inkubation) das beteiligte Transportprotein BCRP 

funktionell induziert ist. 

 
3.2.2. Effekte von Oltipraz und Flavon: Konzentrationsabh�ngigkeit und Effekte einer 
Vorbehandlung mit dem prototypischen AhR-Agonisten 3-MC  
Da sich aus den Experimenten zum Metabolismus von BP eine Konzentrationsabh�ngigkeit 

zwischen Behandlung und Steigerung der Bildung (und Exkretion) von BP-Sulfat-Konjugaten 

ergab, war es zu kl�ren, ob dies auch f�r den gerichteten Transport der BP-Metaboliten BP-

1- und BP-3-sulfat galt. Des weiteren war es von Interesse, wie sich eine Vorbehandlung mit 

einem im Vergleich zu Oltipraz, Flavon und I3C st�rkeren AhR-Agonisten und CYP1A1-

Induktor, dem PAK 3-Methylcholanthren (3-MC), auf die Bildung und den Transport der BP-

Sulfate auswirkt. F�r diesen Versuch wurden auf Transwell™-Platten kultivierte Caco-2-Zellen 

f�r 48h mit Oltipraz (80 �M; die L�slichkeit limitierte die Konzentration), Flavon (100 �M) und 

3-MC (10 �M) vorbehandelt und dann f�r 4h, 8h und 12h mit dem Substrat BP (10 �M) 
inkubiert. In den Abbildungen 18 a. und 18b. ist der Netto-Transport von BP-3-sulfat f�r 

Oltipraz- (A) und Flavon-vorbehandelte Zellen (B) in pmol/cm� dargestellt, jeweils im 

Vergleich zu den 3-MC-behandelten Zellen. Die Behandlung mit dem PAK 3-MC resultierte 

erwartungsgem�� in der gr��ten Steigerung des Netto-Transportes beider Sulfat-Konjugate. 
Wie aus den Abbildungen 18c. und 18d. zu entnehmen ist, war diese Steigerung wiederum 

nach der k�rzesten Inkubationsdauer (4h) am gr��ten (1223% der Kontrolle an BP-1- und 

1440% an BP-3-sulfat) und fiel dann stetig bis auf 340% und 260% (BP-1- bzw. BP-3-sulfat). 

Die 3-MC-behandelten Zellen transportierten jedoch auch nach 12h immer noch mehr Sulfat-

Konjugate zur apikalen Seite der Transwell™-Kammer, als die anderen Behandlungsgruppen. 
Wie in den Abbildungen 18c. und d. dargestellt, so konnte durch den Einsatz einer h�heren 
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Konzentration an Oltipraz (hier: 80 �M statt 50 �M) und Flavon (hier: 100 �M statt 50 �M) zur 

Vorbehandlung der Zellen teilweise noch zu einer Steigerung des apikal gerichteten Netto-

Transportes der BP-Sulfate f�hren.  
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Abbildungen 18 a. und b.: Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen mit Oltipraz (80 �M, 
A) und Flavon (100 �M, B) auf den Metabolismus von BP (10 �M) zu BP-3-sulfat und dessen 
Transport nach einer Inkubation von 4h, 8h und 12h, (3-MC (10 �M) = Positivkontrolle). Die Werte aus 
n = 3 Bestimmungen sind dargestellt als Nettoflux (apikal) in pmol/ cm� � Standardabweichung. * 
Markiert statistisch signifikante Werte (P< 0,05, ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle. 
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Hier konnte die st�rkste Steigerung nach einer 4-st�ndigen Inkubation mit BP durch eine 
Vorbehandlung mit Flavon erreicht werden (481 % an BP-3-sulfat, Abb. 18d. und 317% an 

BP-1-sulfat, Abb. 18c.). Eine Behandlung mit 50 �M an Flavon (wie im vorangegangenen 

Abschnitt gezeigt) f�hrte nach einer Inkubation von 4h nur zu einer Steigerung von 243% des 
Transportes von BP-3-sulfat (Abb. 17e.) und es konnte kein vermehrter Transport von BP-1-

sulfat (Abb. 17d.) beobachtet werden. 
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Abbildungen 18 c und d: (Transportversuch) Effekte einer Vorbehandlung (48h) von Caco-2-Zellen 
mit 3-MC (10 �M), Oltipraz (80 �M) Flavon (100 �M) und I3C (100 �M) auf den Metabolismus von BP 
(10 �M) zu BP-1-sulfat (C) und BP-3-sulfat (D) nach einer Inkubation von 4h, 8h und 12h. Die Werte 
aus n = 3 Bestimmungen sind dargestellt als Nettoflux (apikal) in % der Kontrolle � 
Standardabweichung. 
* Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,05; ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle.  
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Keine Steigerung des apikal gerichteten Transportes der Sulfat-Konjugate konnte jedoch 

durch die Vorbehandlung mit einer h�heren Konzentration an Indol-3-carbinol (100 �M) 
erzielt werden (Abb. 18 c und 18d). 

 
 
3.2.3. Chemische Hemmung von Transportproteinen: Hemmung von MRP2  
Um den am Transport von BP-1- und BP-3-sulfat beteiligten ABC-Transporter zu 
identifizieren, wurden die Caco-2-Zellen zun�chst (wie unter Punkt 2.2.3.3.b. beschrieben) 

mit dem MRP2-Hemmer Genistein (Jager et al., 1997) vorinkubiert und daraufhin mit dem 

Substrat BP (10 �M) und Genistein (25 �M) zusammen inkubiert. In den Abbildungen 19a. 
und b. ist der apikal gerichtete Nettoflux von BP-1-sulfat (A) und BP-3-sulfat (B) �ber einen 

Zeitraum von 4h, 6h, 8h und 12h dargestellt.  
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Abbildung 19a.: Chemische Hemmung von MPR2 durch Co-Inkubation von Caco-2-Zellen mit 
Genistein (25 �M) und BP (10 �M) und Einfluss auf den Transport von BP-1-sulfat (A). Die Werte aus 
n = 3 Bestimmungen sind dargestellt als Nettoflux (apikal) in pmol/cm� � Standardabweichung. F�r 
alle Messpunkte ergaben sich statistisch signifikante Werte (P < 0,05; ANOVA, Tukey-Test) 
gegen�ber der Kontrolle.  
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Abbildung 19b.: Chemische Hemmung von MPR2 durch Co-Inkubation von Caco-2-Zellen mit 
Genistein (25 �M) und BP (10 �M) und Einfluss auf den Transport von BP-3-sulfat (B). Die Werte aus 
n = 3 Bestimmungen sind dargestellt als Nettoflux (apikal) in pmol/cm� � Standardabweichung. F�r 
alle Messpunkte ergaben sich statistisch signifikante Werte (P < 0,05; ANOVA, Tukey-Test) 
gegen�ber der Kontrolle.  
 
Die zur apikalen Seite des Transwell™-Systems transportierten Mengen an BP-Sulfaten 

liegen f�r alle Zeitpunkte unter den Mengen der Kontrolle. Betrachtet man jedoch die von 

beiden Gruppen (Genistein-behandelt und Kontrolle) gebildeten und transportierten 
Gesamtmengen an BP-1- und BP-3-sulfat (nicht gezeigt), so ergibt sich nur f�r den 

Metaboliten BP-1-sulfat f�r die ersten beiden Zeitpunkte 4h und 6h eine deckungsgleiche 

Kurve. Dies bedeutet, dass nur in diesem Bereich die Verminderung des Transportes von 
BP-1-sulfat auf eine Hemmung der Transportes und nicht auf eine Hemmung des 

Metabolismus zur�ckzuf�hren ist. Besonders der Netto-Transport von BP-3-sulfat (Abb. 
19b.) der Genistein-behandelten Zellen weist deutliche Unterschiede zu den unbehandelten 

Kontrollzellen auf, die Betrachtung der insgesamt gebildeten Mengen an BP-3-sulfat l�sst 

jedoch den Schluss zu, dass dies auf eine Hemmung des Metabolismus von BP 

zur�ckzuf�hren ist. An dieser Stelle sei angemerkt, dass Genistein ein effektiver Hemmer der 
Phenol-Sulfotransferasen ist (Eaton et al., 1996) jedoch auch k�rzlich als BCRP-Hemmer 

identifiziert wurde (Imai et al., 2004). 
 
3.2.4. Chemische Hemmung von Transportproteinen: Hemmung von P-Gp 
Die Co-Inkubation mit dem P-Glycoprotein-Hemmer Cyclosporin A (CsA, 10 �M) f�hrte 
ebenfalls nicht zu einer Hemmung des Transportes von BP-1- (Abb. 20a.) und BP-3-sulfat 

(Abb. 20b.), sondern eher noch zu einer vermehrten Bildung und apikal gerichtetem 
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Nettotransport beider Metabolite. Dies k�nnte auf eine Induktion von Phase I oder durch die 

Beeinflussung der Expression des beteiligten Transportproteins zur�ckzuf�hren sein. 
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Abbildungen 20 a. und b.: Nettotransport von BP-1-sulfat (A) und BP-3-sulfat (B) durch TC7-Zellen 
nach Co-Inkubation mit P-Gp-Hemmer Cyclosporin A (CsA, 10 �M). Die Mittelwerte aus n = 3 
Bestimmungen sind dargestellt in pmol/cm� � Standardabweichung. F�r alle Messpunkte ergaben sich 
statistisch signifikante Werte (P < 0,05, ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle.  
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3.2.5. Chemische Hemmung von BCRP und MRP2 unter Ausschluss m�glicher Effekte 
der Hemmung auf Phase I 
 
Um die m�glichen Effekte eines Hemmers von ABC-Transport-Proteinen auf dem 

Metabolismus von BP zu den Sulfat-Konjugaten weitgehend auszuschlie�en, wurde f�r die 

im folgenden Abschnitt beschriebenen Transportexperimente zur Identifizierung des 

beteiligten ABC-Transporters als Substrat 3-OH-BP eingesetzt.  
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Abbildungen 21a.-c.: Transport von BP-3-sulfat durch Caco-2-Zellen nach einer Co-Inkubation mit 
BCRP-Hemmern (Ko 143 (A), Reserpin (B), bzw. mit einem MRP2-Hemmer (S 3025 (C)) und 3-OH-
BP (5 �M). Dargestellt sind die Werte aus n = 4 Bestimmungen in pmol/cm� � Standardabweichung. 
* Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,05, ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle.  
Der Pfeil in Abb.21a markiert die Umkehr des Netto-Transportes nach basal. 
 
In den Abbildungen 21a. bis 21c. sind die jeweils zur apikalen und basolateralen Seite des 

Transwell™-Systems transportierten Mengen an BP-3-sulfat in Anwesenheit der BCRP-
Hemmer Ko143 (5 �M) [Abb. 21a.] und Reserpin (25 �M) [Abb. 21b.] und des MRP2-

Hemmers S3025 (50 �M), einem synthetischen Chlorogens�ure-Derivat (Herling et al., 

2002), [Abb. 21c.] dargestellt.  

Aus den Ergebnissen dieses Experiments geht deutlich hervor, dass MRP2 nicht am 

Transport von BP-3-sulfat beteiligt ist, da die Zellen, welche mit dem MRP2-Hemmer S3025 

inkubiert wurden, keinen Unterschied zu den Kontrollzellen zeigten. Die Berechnung der von 

den drei Behandlungsgruppen gebildeten Gesamtmengen an BP-3-sulfat ergab, dass die 
Co-Inkubation mit Ko 143, Reserpin und S3025 keinen Einfluss auf die Bildung des 

transportierten Metaboliten hatte. Denn auch nach Ausschluss der Einflussm�glichkeit auf 

Phase I durch den Einsatz des Phase I-Metaboliten 3-OH-BP als Substrat, k�nnte ein 

chemischer Inhibitor immer noch durch eine Interaktion mit den Sulfotransferasen die 

Bildung von BP-3-sulfat beeinflussen. Dies ist jedoch auszuschlie�en, was auch besonders 

deutlich wird aus der Tatsache, dass der st�rkste BCRP-Hemmer, Ko 143, den 

normalerweise apikal gerichteten Netto-Transport von BP-3-sulfat umkehrt, das hei�t, 

vermehrt BP-3-sulfat zur basolateralen Seite transportiert wird, da die Exkretionsm�glichkeit 

zur apikalen Seite durch die Hemmung von BCRP blockiert wird.  
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Wie aus Abb. 21a. zu entnehmen ist, f�hrte die Inkubation der Caco-2-Zellen mit dem 

selektiven BCRP-Hemmer Ko 143 (3h) zu einem basolateral gerichteten Netto-Transport von 

14% (62,46 � 2,11 pmol/cm� zur basalen Kammer) im Vergleich zur Kontrolle (459,28 � 

36,96 pmol/cm� zur apikalen Kammer, dies entspricht einem Unterschied von 114% im 
Vergleich zur Kontrolle; siehe Abb. 21d.). In Abbildung 21d. ist der Netto-Flux zur apikalen 

Kammer der Transwell™-Systems dargestellt. Die Co-Inkubation mit Reserpin (25 �M) hatte 

einen geringeren Effekt auf die Hemmung des apikal gerichteten Transportes von BP-3-

sulfat (373,77 � 23,03 vs. 524,93 � 37,80 pmol/cm�; dies entspricht 71% der Kontrolle oder 

ausgedr�ckt als Netto-Flux: 47% der Kontrolle) im Vergleich zur Hemmung mit Ko 143 

(187,41 � 6,22 vs. 524,93 � 37,80 pmol/cm�; dies entspricht 36% der Kontrolle oder 

ausgedr�ckt als Netto-Flux: -14% der Kontrolle). Aufgrund dieses geringeren inhibitorischen 

Effektes konnte keine Umkehr des Netto-Transportes durch Reserpin beobachtet werden. Im 

zeitlichen Verlauf �ber die Inkubationsdauer von 3h, 6h und 9h betrachtet, wird der 

hemmende Effekt von Ko 143 (nach 9h: 73% der Kontrolle nach apikal, bzw. 52% des Netto-

Fluxes) und Reserpin (nach 9h: 77% d. Kontrolle nach apikal, bzw. 58% des Netto-Fluxes) 

immer schw�cher, was auf eine Metabolisierung und/ oder Transport der hemmenden 

Substanzen hindeutet. 
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Abbildung 21d.: Netto-Transport (apikal) von BP-3-sulfat durch Caco-2-Zellen nach einer Co-
Inkubation mit einem Hemmer (Reserpin und Ko 143) und 3-Hydroxy-BP (5 �M). Dargestellt sind die 
Werte aus n = 4 Bestimmungen als % der Kontrolle � Standardabweichung. Ko 143 (5 �M). * Markiert 
statistisch signifikante Werte (P < 0,05, ANOVA, Tukey-Test) gegen�ber der Kontrolle. )(** P < 0,001, 
ANOVA.) 
 

Kontrolle (ohne Inhibitor) 

Reserpin (25 �M) 

Ko 143 (5 �M) 
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3.2.5.1. Chemische Hemmung von BCRP durch Ko 143 und die unterschiedlichen 
Effekte auf den Transport von BP-3-glucuronid und BP-3-sulfat 
Da der BCRP-Hemmer Ko 143 sehr effektiv den Transport von BP-3-sulfat hemmen konnte, 

sollte als n�chstes untersucht werden, ob der Transport von BP-3-glucuronid ebenso effektiv 

gehemmt werden konnte. F�r dieses Experiment wurde als Zellmodell der Caco-2 Subklon 

TC7 verwendet, der sich durch seine gr��ere UGT-Aktivit�t im Vergleich zur parentalen 

Zelllinie auszeichnet (M�nzel et al., 1996). Dar�ber hinaus wurden die eingesetzten TC7-

Zellen zuvor zur Induktion von UGT1A6 f�r 48h mit Oltipraz (Le Ferrec et al., 2002) 

vorbehandelt. Wie in Abb. 22a. gezeigt, konnte die zur apikalen Seite des Transwell™-

Systems transportierte Menge an BP-3-glucuronid durch die Co-Inkubation mit Ko 143 auf 

24% (48,57 � 2,24 vs. 203,88 � 25,33 pmol/cm�) des Kontrollwertes nach der k�rzesten 

Inkubationszeit von 3h reduziert werden. Wie auch schon im oben beschriebenen 

Experiment (s. Abb. 21d.) mit Caco-2-Zellen beobachtet werden konnte, nahm die Effektivit�t 

der Hemmung mit zunehmender Inkubationsdauer stetig ab. Der apikale Transport von BP-

3-glucuronid entsprach 37% der Kontrolle (118,38 � 6,68 pmol/cm�) nach 6h und reduzierte 

sich nach 9h auf nur noch 67% (179 � 9,09 pmol/cm�) des Kontrollwertes.  
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Abbildung 22a.: Transport (apikal und basal) von BP-3-glucuronid durch TC7-Zellen nach einer Co-
Inkubation mit BCRP-Hemmer Ko 143 (5 �M) und 3-OH-BP (5 �M). Dargestellt sind die Werte aus  
n = 4 Bestimmungen in pmol/cm� � Standardabweichung. F�r alle Messpunkte der behandelten Zellen 
ergaben sich statistisch signifikante Werte (P < 0,001; t-Test) gegen�ber der Kontrolle.  
 
An dieser Stelle sei angemerkt, dass die Gesamtmenge an BP-3-glucuronid, welche durch 

die unbehandelten Zellen transportiert wurde, ebenfalls nach einer Inkubationsdauer von 9h 

abnahm, vermutlich durch die Aktivit�t von endogenen Glucuronidasen, welche 
Dekonjugation der gebildeten Metaboliten bewirkten (siehe Abb. 22a.). 
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Abbildung 22b.: Apikal gerichteter Transport von BP-3-glucuronid durch TC7-Zellen nach einer Co-
Inkubation mit BCRP-Hemmer Ko 143 und 3-Hydroxy-BP (5 �M). Dargestellt sind die Werte aus n = 4 
Bestimmungen in % der Kontrolle � Standardabweichung. F�r alle Messpunkte ergaben sich 
statistisch signifikante Werte (**P < 0,001, t-Test) gegen�ber der Kontrolle.  
 

Vergleicht man den hemmenden Effekt von Ko 143 auf den Transport beider BP-Metabolite, 

(BP-3-glucuronid und BP-3-sulfat) untereinander, so wird der Transport des 

Hauptmetaboliten BP-3-sulfat in TC7-Zellen viel effizienter gehemmt. Dies kann einmal sehr 
deutlich aus Abbildung 22c. entnommen werden, denn hier liegt die nach basal transportierte 

Menge an BP-3-sulfat f�r alle Zeitpunkte �ber der nach apikal abgegebenen Menge dieses 

Metaboliten. Dies bedeutet, dass die Hemmung in diesem Fall so effizient war, dass sich der 

normalerweise apikal gerichtete Netto-Transport in die Gegenrichtung umkehrte. Die gro�e 

Effektivit�t der Hemmung des Transportes von BP-3-sulfat ist auch aus dem 
S�ulendiagramm in Abbildung 22d. zu entnehmen, aus dem hervorgeht, dass die zur 

apikalen Seite transportierte Menge dieses Metaboliten �ber den gesamten Zeitverlauf des 

Experiments mindestens zu 24% (17%, 20%, 24% nach 3h, 6h, 9h) bezogen auf die 

Kontrolle reduziert war. Dabei konnte die st�rkste Hemmung des Transportes nach der 

k�rzesten Inkubationsdauer von 3h beobachtet werden (17% oder 67,08 � 7,09 vs. 401,54 � 

20,57 pmol/cm�). Nach einer 6-st�ndigen Inkubationsdauer konnte immer noch eine 

Hemmung von 20% des Kontrollwertes verzeichnet werden (171,04 � 22,63 vs. 869,78 

�17,93 pmol/cm�) und nach der Dauer von 9h verminderte sich der hemmende Effekt nur auf 

24% des Kontrollwertes.  
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Abbildung 22c.: Transport (apikal und basal) von BP-3-sulfat durch TC7-Zellen nach einer Co-
Inkubation mit BCRP-Hemmer Ko 143 und 3-Hydroxy-BP (5 �M). Dargestellt sind die Werte aus  
n = 4 Bestimmungen in pmol/cm� � Standardabweichung. F�r alle Messpunkte ergaben sich 
statistisch signifikante Werte (P < 0,001; t-Test) gegen�ber der Kontrolle.  
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Abbildung 22d.: Apikal gerichteter Transport von BP-3-sulfat durch TC7-Zellen nach einer Co-
Inkubation mit BCRP-Hemmer Ko 143 und 3-Hydroxy-BP (5 �M). Dargestellt sind die Werte aus n = 3 
Bestimmungen in % der Kontrolle � Standardabweichung. F�r alle Messpunkte ergaben sich 
statistisch signifikante Werte (**P < 0,001, t-Test) gegen�ber der Kontrolle.  
 
Wird der hemmende Effekt von Ko 143 auf den Transport von BP-3-sulfat zwischen den 

beiden Zelllinien Caco-2 und TC7 verglichen, so f�llt eine effektivere Hemmung des apikal 

gerichteten Transportes bei den TC7-Zellen auf. Dies kann unterschiedliche Gr�nde haben, 
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z. B. eine geringere Expressionsrate von BCRP in den TC7-Zellen (siehe Kapitel 4, 

Diskussion). 
 
3.2.6. Modulation von BCRP: Effekte auf den Transport von BP-3-sulfat in TC7-Zellen 

Aus Experimenten zur Genexpression auf RNA- und Proteinebene konnte festgestellt 

werden, dass der ABC-Transporter BCRP offensichtlich durch AhR-Agonisten induziert 

werden kann. Daher war es von Bedeutung zu untersuchen, ob eine Behandlung mit 
etablierten AhR-Agonisten unterschiedlicher Affinit�t zum Ah-Rezeptor (ICZ > B[k]F > 

Oltipraz) eine Expression von BCRP-Protein induzieren konnte und ob dieses Protein auch 

funktionell exprimiert war, d. h. ob die vermehrte Expression auch zu einem vermehrten 

Transport von BP-3-sulfat f�hren w�rde.  
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Abbildung 23a.: Apikal gerichteter Transport von BP-3-sulfat durch TC7-Zellen (f�r 3 Tage mit ICZ 
(2,5 �M) behandelt) nach einer Co-Inkubation mit CYP1A1-Hemmer α-Naphthoflavon (50 �M) und 3-
Hydroxy-BP (5 �M). Dargestellt sind die Werte aus n = 3 Bestimmungen in pmol/cm� � 
Standardabweichung. ** Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,001; ANOVA, Tukey-Test) 
gegen�ber der Kontrolle.  
 
Wie unter Punkt 2.2.3.3. e. im Kapitel Material und Methoden beschrieben, wurden f�r 

diesen Versuch TC7-Zellen f�r 3 Tage mit den Testsubstanzen behandelt (ICZ [2,5 �M], 
B[k]F [5 �M] und Oltipraz [50 �M]) und zur Hemmung der ebenfalls durch die Behandlung 

induzierten Phase I-Enzyme, CYP1A1/ 1B1, mit α-Naphthoflavon (50 �M) und dem Substrat 

3-OH-BP (5 �M) co-inkubiert. 
Wie die Abbildungen 23 a. bis c. zeigen, resultierte die Behandlung mit ICZ und B[k]F in 

einer statistisch signifikanten Erh�hung des apikalen Transportes von BP-3-sulfat f�r die 

ersten beiden Zeitpunkte, 3h und 6h.  
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Abbildungen 23b.-c.: Apikal gerichteter Transport von BP-3-sulfat durch TC7-Zellen (f�r 3 Tage mit 
B[k]F (5 �M)(B) und Oltipraz (50 �M)(C) behandelt) nach einer Co-Inkubation mit CYP1A1-Hemmer  
α-NF (50 �M) und 3-Hydroxy-BP (5 �M). Dargestellt sind die Werte aus n = 3 Bestimmungen in 
pmol/cm� � Standardabweichung. * Markiert statistisch signifikante Werte (P < 0,05, ANOVA, Tukey-
Test) gegen�ber der Kontrolle. ** P < 0,001, ANOVA. 
 

Oltipraz-behandelte Zellen zeigten nach 3h und nach 9h eine statistisch signifikante 

Erh�hung des apikalen Transportes dieses Metaboliten. Nach der Inkubationsdauer von 9h 

konnte jeweils nur eine geringe (112% f�r Oltipraz-behandelte Zellen) oder keine (ICZ- und 
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B[k]F-Behandlung) Erh�hung der BP-3-sulfat Gehalte in den apikalen Kammern des 

Transwell™-Systems beobachtet werden.  
Wie in Abbildung 23a. dargestellt, konnte die Behandlung mit ICZ die gr��ten Unterschiede 

zur Kontrolle bez�glich des apikalen Transportes von BP-3-sulfat erzielen (39,68 � 2,51 vs. 

21,59 � 3,6 pmol/ cm�, entsprechend 185% der Kontrolle, nach 3h), gefolgt von Oltipraz-
behandelten Zellen (182% der Kontrolle; Abb. 23c.) und B[k]F-behandelten Zellen (171 % 

der Kontrolle; Abb. 23b.).  
Die Behandlung mit B[k]F konnte nach einer Inkubation von 6h die gr��ten Unterschiede zu 

den unbehandelten Kontrollzellen erzielen (162% der Kontrolle), w�hrend die anderen 

beiden Behandlungsgruppen nach dieser Zeit einen geringeren Anstieg des apikal 

exportierten BP-3-sulfates zeigten (111% der Kontrolle f�r Oltipraz-Behandlung und 138% 

der Kontrolle f�r ICZ-Behandlung).  

Bei diesem Experiment konnte au�erdem die interessante Beobachtung gemacht werden, 

dass die Co-Inkubation mit α-Naphthoflavon (α-NF) zu einer Umkehr des Nettotransports von 

BP-3-sulfat zur basolateralen Region der Transwell™-Kammer f�hrte (aus diesem Grunde 

sind nur die Werte f�r den Transport nach apikal dargestellt). Offensichtlich ist α-NF auch ein 

Substrat f�r BCRP oder es hemmt das Transportprotein auf nicht-kompetetive Weise (vergl. 

Diskussion). 

 

 
 3.2.7. Transport von BP-3-sulfat durch HCT116 NRI-Zellen 
Die BCRP-�berexprimierende Zelllinie HCT116 NRI (freundlicherweise zur Verf�gung 
gestellt von Dr. H. Komatani, Merck Research Laboratories, Ibaraki, Japan) wurde 

eingesetzt, um zu �berpr�fen, wie effektiv BP-3-sulfat durch BCRP transportiert wird. Die 

HCT116 NRI-Zellen wurden durch eine Selektion von HCT116 WT-Zellen mit dem 

Indolocarbazol-Drivat NB-506 (s. Kapitel 1. Einleitung, Abschnitt BCRP (ABCG2)) generiert 

und deren �berexpression von BCRP wurde durch Western Blot-Analysen best�tigt (Abb. 
24b.). 
Wie in Abbildung 24a. gezeigt wird, war nach einer Inkubation von 3h der apikal gerichtete 

Netto-Transport von BP-3-sulfat durch die HCT116 NRI-Zellen (23,31 � 1,03 vs. 12,71 � 2,30 
pmol/ cm�, P < 0,05, t-Test) h�her im Vergleich zu den Wild-Typ Zellen, der Unterschied 

zwischen beiden Zelllinien wurde jedoch im Verlauf der Inkubationsdauer (6h und 9h) immer 

geringer. 
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Abbildung 24a.: Nettoflux (apikal) von BP-3-sulfat nach einer Inkubation von BCRP-
�berexprimierenden HCT116 NRI-Zellen und HCT116 WT-Zellen mit 3-OH-BP (2,5 �M). Die Werte 
aus n = 3 Bestimmungen sind dargestellt in pmol/cm� � Standardabweichung. (* *P < 0,001, t-Test, 
gegen�ber der Kontrolle (HCT116 WT).  
 

 
 
 

 
 

1 2      3 
 
 

HCT 116 NRI WT 
 
Abbildung 24b: BCRP-Proteinexpression (Western Blot, Membransuspension, 80 �g Protein) von 
HCT116 NRI-Zellen (Bande 1 und 2) und HCT 116 WT-Zellen (Bande 3). Die Pfeile markieren die 
Position des 70 kDa Proteins der Markers (hier erscheint die monomere Form des BCRP) bzw. die 
Position des ca. 140 kDa schweren Proteins (hier erscheint die dimere Form des BCRP; dies tritt auf, 
wenn das Protein bei der Pr�paration nicht ausreichend reduziert wurde, da das Dimer �ber Disulfid-
Br�cken verkn�pft ist [Kage et al., 2002]). 

70 kDa 

140 kDa 70 kDa 70 kDa -S-S- 

-SH 70 kDa 



 ERGEBNISSE  90 

3.3. Untersuchungen zu Sulfotransferasen 
 
3.3.1. Substratspezifit�t verschiedener SULT-Isoformen 
Um zu ermitteln, welche der verschiedenen SULT-Isoformen am st�rksten an der 

Umsetzung von BP zu den Sulfat-Konjugaten BP-1- und BP-3-sulfat beteiligt ist, wurden 

genetisch ver�nderte V79-Zellen eingesetzt. Diese Zellen waren stabil transfiziert mit den 
Genen f�r SULT 1A1, SULT 1A3, SULT 1A2 und SULT 1B1. Die Zellen wurden f�r 8h (vgl. 

Material und Methoden, Punkt 2.2.4.1.) mit verschiedenen Konzentrationen an 1-Hydroxy-BP 

(1-OH-BP; Abb. 25a.) und 3-Hydroxy-BP (3-OH-BP; Abb. 25b.) inkubiert und die von den 

Zellen ins Medium abgegebenen Mengen an Sulfat-Konjugaten des BP wurden per HPLC 

bestimmt. 

Vergleicht man beide Grafiken untereinander, so ist sehr deutlich zu erkennen, dass fast alle 

SULT-Isoformen das 1-OH-BP besser umsetzten als das 3-OH-BP. Eine Ausnahme ist die 

SULT1A1, welche bei einer Substatkonzentration von 10 �M das 3-OH-BP (550,3 � 14,4 

pmol/cm�) besser umsetzte als das Substrat 1-OH-BP (360,94 � 20,89 pmol/cm�). Die 

gr��ten Unterschiede zwischen der Umsetzung beider Substrate ergab sich f�r alle 

Isoformen bei der geringsten Konzentration (1 �M), denn hier setzte nur SULT1A1 

detektierbare Mengen (6,29 � 0,45 pmol/cm�) an 3-OH-BP um, alle anderen Formen jedoch 

nicht. Im Gegensatz dazu konnte das Substrat 1-OH-BP bei der geringsten 

Substratkonzentration von allen getesteten SULTs in noch detektierbaren Mengen 

umgesetzt werden, wobei auch hier die Form SULT1A1 die gr��ten Mengen an BP-1-sulfat 

(30,26 � 1,62 pmol/cm�) produzierte, alle anderen Isoformen Mengen an BP-1-sulfat im 

Bereich von 4 pmol/cm� ins Medium abgaben. Die SULT1B1 setzte nur im mittleren 

Konzentrationsbereich (10 �M) das Substrat 3-OH-BP zu einer relativ geringen Menge 

(13,27 � 0,58 pmol/cm�) um, im geringsten (1 �M) und h�chsten (50 �M) 

Konzentrationsbereich jedoch nicht. Eine �bersicht �ber die Rangfolge bez�glich der 

Umsetzung beider Substrate in den verschiedenen Konzentrationen gibt die folgende 
Tabelle: (die Isoform ist nicht aufgef�hrt, wenn keine Umsetzung stattgefunden hat.) 

 
Subtrat 

 
Konzentration 

 
1-OH-BP 

 
3-OH-BP 

1 �M 1A1 > 1A3 > 1B1 > 1A2 1A1  

10 �M 1A2 > 1A3 > 1A1 > 1B1 1A1 > 1A2 > 1A3 > 1B1 

50 �M 1A3 > 1A2 > 1B1 > 1A1 1A3 > 1A2 > 1A1 
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Abbildungen 25a. und b: Umsetzung von 1-Hydroxy-BP (1 �M, 10 �M, 50 �M; „1-OH-BP“ Abb. A) 

und 3-Hydroxy-BP (1 �M, 10 �M, 50 �M; „3-OH-BP“ Abb. B) zu den entsprechenden Sulfat-Kojugaten 

(BP-1-sulfat und BP-3-sulfat) durch V79-Zellen (stabil transfiziert mit SULT 1A1, 1A2, 1A3 und 1B1) 

nach einer Inkubationsdauer von 8h. Die Werte aus n= 5 Bestimmungen sind dargestellt als 

Mittelwerte in pmol/cm� � Standardabweichung. 
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3.3.2. Einfluss der Differenzierung auf die Proteinexpression der Sulfotransferasen 
Wie unter Punkt 2.2.4.2. im Kapitel Material und Methoden beschrieben, wurde f�r dieses 

Experiment die SULT-Expression verschiedener Isoformen (1A1, 1A2, 1A3, 1B1, 1C1) in 
Caco-2 und TC7-Zellen w�hrend der Differenzierung bestimmt. Wie in Abbildung 26 
dargestellt, steigt die Expression aller SULT-Isoformen w�hrend der Ausdifferenzierung der 

Zellen an, wobei SULT1A3 am st�rksten exprimiert wird und sowohl in TC7-Zellen, als auch 

in Caco-2-Zellen bereits im undifferenzierten Zustand (Tag 0 = Konfluenz) detektierbar ist. 

Die Formen 1B1 und 1C1 sind in beiden Zelllinien relativ schwach (jedoch st�rker als 1A1 

und 1A2) exprimiert, wobei die TC7-Zellen beide Enzyme st�rker exprimieren als Caco-2-

Zellen. Die geringste Expression konnte f�r die beiden Isoformen SULT1A1 und 1A2 

festgestellt werden, und hierbei f�llt auf, dass in TC7-Zellen beide Formen erst ab dem 4. 

Tag der Kultivierung detektierbar sind, in Caco-2-Zellen erst nach dem 8. Tag. Dies steht im 

Einklang mit der Tatsache, dass TC7-Zellen schneller ausdifferenzieren. 

 
Abbildung 26: Western Blot Analyse zur Bestimmung der SULT-Proteinexpression 
(SULT1A1, 1A2, 1A3, 1B1 und 1C1) im Verlauf der Differenzierung (0-19 Tage, bzw. 0-14 
Tage) von Caco-2 und TC7-Zellen. Die Zellen wurden zu den angezeigten Zeiten geerntet und 
je 100 �g cytosolisches Protein wurden zur Western Blot Analyse eingesetzt. 
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3.4. Untersuchungen zur Genexpression 
 
3.4.1. Untersuchungen zur Expression von BCRP 
 
3.4.1.1. Untersuchung zur Ah-Rezeptor-Abh�ngigkeit durch Superinduktion 
Das Ph�nomen der „Superinduktion“ wurde von Ma et al. (1999) f�r das etablierte AhR-

Target-Gen CYP1A1 in murinen Leberzellen (Hepa 1c1c7) beschrieben. Der Ligand-

aktivierte Ah Rezeptor wird durch 26S Proteasomen abgebaut, so dass die Genregulation 

dem Bedarf der Zelle angepasst wird und es nicht zu einer sch�dlichen Dauerinduktion der 

betreffenden Gene kommt. Bei der Hemmung der 26S Proteasomen durch MG-132 kann der 
Ligand : AhR : ARNT-Komplex weiterhin die Gentranskription bewirken, so dass es zu einer 

„Superinduktion“ kommt. 
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Abbildung 27a: Superinduktion von BCRP (mRNA) durch Hemmung der 26S Proteasomen; die 
Inkubation von Caco-2-Zellen mit DMSO (0,1%, Kontrolle), ICZ (2,5 �M) oder ICZ (2,5 �M) + MG-132 
(20 �M) erfolgte f�r 8h (Banden 1-3) oder 24h (Banden 4-6). 
 
1 = DMSO, 2 = ICZ 2,5 �M  –MG-132, 3 = ICZ 2,5 �M + MG-132 { 8h 
4 = DMSO, 5 = ICZ 2,5 �M  –MG-132, 6 = ICZ 2,5 �M + MG-132 { 24h 

A 
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Wie in Abbildung 27 dargestellt, so konnte die gleichzeitige Behandlung mit dem starken 

AhR-Agonisten ICZ (2,5 �M) und MG-132 (20 �M) eine deutliche weitere Steigerung der 

Induktion („Superinduktion“) von BCRP und CYP1A1 bewirken, als eine Behandlung mit ICZ 
alleine (Abb. 27a-b.). Auff�llig ist hierbei, dass deutliche Effekte bez�glich der 

Superinduktion von BCRP bereits nach einer Inkubationsdauer von 8h zu beobachten waren, 

eine Superinduktion von CYP1A1 jedoch erst nach 24h zu detektieren war. Diese 

beobachtete Superinduktion sowohl von CYP1A1 als auch von BCRP kann als ein Hinweis 

darauf gewertet werden, dass die Expression von BCRP mit gro�er Wahrscheinlichkeit �ber 

Ah-Rezeptor-abh�ngige Signalwege verl�uft. 
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Abbildung 27b: Superinduktion von CYP1A1 (mRNA) durch Hemmung der 26S Proteasomen; 
die Inkubation von Caco-2-Zellen mit DMSO (0,1%, Kontrolle), ICZ (2,5 �M) oder ICZ (2,5 �M) + MG-
132 (20 �M) erfolgte f�r 8h (Banden 1-3) oder 24h (Banden 4-6). 
 
1 = DMSO, 2 = ICZ 2,5 �M  –MG-132, 3 = ICZ 2,5 �M + MG-132 { 8h 
4 = DMSO, 5 = ICZ 2,5 �M  –MG-132, 6 = ICZ 2,5 �M + MG-132 { 24h 

B 
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3.4.1.2. Untersuchung zur Ah-Rezeptor-Abh�ngigkeit durch Behandlung mit dem AhR-
Antagonisten PD 98059 (2’-Amino-3’-methoxyflavon) 
 

Eine Co-Inkubation von Caco-2-Zellen mit dem AhR-Antagonisten PD 98059 (10 �M) und 

ICZ (5 �M) konnte die Induktion von BCRP durch ICZ hemmen. Auch die Induktion von 

CYP1A1 konnte durch diese Behandlung unterdr�ckt werden, wobei sich eine deutlichere 

Hemmung der CYP1A1 Induktion nach einer Inkubationszeit von 8h ergab (Abb. 28a), 

vermutlich aufgrund der Metabolisierung des Antagonisten PD 98059. Die Hemmung der 
Induktion der BCRP RNA war allerdings nach 24h deutlicher zu erkennen (Abb. 28b). 
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Abbildung 28a: Genexpression von CYP1A1 (mRNA) nach Co-Inkubation von Caco-2-Zellen mit ICZ 
(5 �M) und dem AhR-Antagonisten PD 98059 (10 �M) nach einer Inkubationszeit von 8 h (Banden 1-
3) und 24 h (Banden 4-6) 
 
1 = Kontrolle DMSO (0,2%), 2 = ICZ 5 �M, 3 = ICZ 5 �M + PD 98059 (10 �M) { 8h 
4 = Kontrolle DMSO (0,2%, )5 = ICZ 5 �M, 6 = ICZ 5 �M + PD 98059 (10 �M) {24h 
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Abbildung 28b: Genexpression von BCRP (mRNA) in Caco-2-Zellen nach Co-Inkubation mit ICZ (5 
�M) und dem AhR-Antagonisten PD 98059 (10 �M) nach einer Inkubationszeit von 8 h (Banden 1-3) 
und 24 h (Banden 4-6) 
 
1 = Kontrolle DMSO (0,2%), 2 = ICZ 5 �M, 3 = ICZ 5 �M + PD 98059 (10 �M) { 8h 
4 = Kontrolle DMSO (0,2%, )5 = ICZ 5 �M, 6 = ICZ 5 �M + PD 98059 (10 �M) {24h 
 
Die Hemmung der Induktion beider Gene (CYP1A1 und BCRP) durch den AhR-Antagonisten 

PD 98059 kann ebenfalls als ein deutlicher Hinweis darauf gewertet werden, dass der AhR 

an der Regulation des BCRP-Gens beteiligt sein k�nnte. 

B 
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3.4.2. Einfluss von B[k]F, DB[a,l]P und einem PAK-Gemisch („Tabakrauch“) auf die 
Expression von BCRP 
Um zu untersuchen, welchen Effekt PAK mit unterschiedlicher AhR-Affinit�t und 
Kanzerogenit�t (DB[a,l]P ist ein starkes Karzinogen, B[k]F m��ig karzinogen) und ein PAK-

Gemisch, das der PAK-Zusammensetzung von Tabakrauch entspricht, auf die Expression 

von BCRP (mRNA) haben, wurden Caco-2-Zellen mit den unten angegebenen 

Verbindungen inkubiert. 
Die densitometrische Auswertung des in Abbildung 29 dargestellten Ergebnisses zeigt eine 

starke Induktion von BCRP durch 10 �M B[k]F, gefolgt von der PAK-Mischung (10 �g/ml) 

und DB[a,l]P (20 �M). Dieses Ergebnis zeigt deutlich an, dass die Induktion des BCRP-Gens 

offensichtlich von der AhR-Affinit�t abh�ngt, denn B[k]F konnte in Reportergen-Assays als 

sehr starker AhR-Agonist bestimmt werden, wobei sich DB[a,l]P als schwacher AhR-Agonist 

in diesem Assay erwies (Machala et al., 2001). 
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Abbildung 29: Induktion von BCRP (mRNA) in Caco-2-Zellen nach der Behandlung (48 h) mit B[k]F 
(5, 10, 20 �M), DB[a,l]P (5, 10, 20 �M) und einem PAK-Gemisch (2,5, 5, und 10 �g/ml). 
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Interessant ist, dass das PAK-Gemisch in der h�chsten Konzentration eine relativ starke 

Induktion von BCRP bewirken konnte. Denn wie aus der Tabelle unter Punkt 2.2.7.2. im 
Kapitel Material und Methoden zu entnehmen ist, besteht dieses Gemisch (in der Konz. 10 

�g/ml) zum gr��ten Teil aus relativ schwachen AhR-Agonisten wie Phenanthren (38 �M) und 
Pyren (13 �M). Starke AhR-Agonisten (BP und B[k]F) sind auch in der h�chsten 

Konzentration nur in geringen Mengen (0,4-1 �M) enthalten. Eine synergistische Wirkung 

von nicht-karzinogenen PAK wie Benzo[g,h,i]perylen und BP wurde bez�glich der Induktion 

von CYP1A1 von Cherng et al. (2001) beschrieben. Das Benzo[g,h,i]perylen f�hrt zu einer 

vermehrten Akkumulation des AhR im Kern, bzw. zu einer „Vorbereitung“ des AhR zur 

Liganden-bindenden Form. Ein �hnlicher Mechanismus, bei dem Phenanthren oder Pyren 

den AhR aktivieren und die starken AhR-Agonisten auch in geringer Konzentration eine 

gro�e Wirkung haben, k�nnte eine Erkl�rung f�r die beobachtete starke Induktion von BCRP 

durch das PAK-Gemisch sein. 

 
 

 



 ERGEBNISSE  99 

3.5. Untersuchungen zur Expression von BCRP (Protein) 
 
3.5.1. Effekte von AhR-Agonisten (PAK) auf die BCRP-Expression 
 
Da aus Experimenten zur Genexpression (mRNA) die Induzierbarkeit von BCRP durch AhR-

Agonisten hervorging, war es von Bedeutung zu untersuchen, ob die vermehrte mRNA-

Expression auch in einer st�rkeren Expression des BCRP-Proteins resultierte. Dazu wurden 

Caco-2-Zellen (8-10 Tage alt) jeweils f�r 3 Tage mit verschiedenen Verbindungen (PAK, 

Flavonoide und weitere sekund�re Pflanzeninhaltsstoffe wie Juglon, Curcumin, 

Dibenzoylmethan, etc.) behandelt und dann entweder die Plasmamembranen isoliert oder 

ein Gesamt-Zelllysat pr�pariert.  

Zur grafischen Darstellung des Ergebnisses wurde das Foto eines repr�sentativen Blots 

eingescannt und mit Hilfe des Programms Scion image™ densitometrisch ausgewertet.  
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Abbildung 30: BCRP-Western Blot; Plasmamembranen von Caco-2-Zellen (40 �g Protein pro 
Tasche) nach einer Behandlung (3 Tage) mit: DMSO (0,1%, K = Kontrolle), TCDD (50 nM), DIM (25 
�M), BP (10 �M), B[k]F (5 �M); (der Pfeil markiert das 75 kDa Protein des Markers).  
(B): grafische Darstellung der densitometrischen Auswertung eines repr�sentativen Blots 
 
 
 

75 kDa 
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Aus Abbildung 30 geht sehr deutlich hervor, dass insbesondere starke AhR-Agonisten wie z. 

B. TCDD (50 nM) eine Induktion (2,44-fach im Vergleich zur Kontrolle, s. Abb. 30 B) von 

BCRP bewirken k�nnen. Auch die Behandlung mit B[k]F (5 �M) war in dieser Hinsicht sehr 

effektiv (2,30-fach im Vergleich zur Kontrolle), gefolgt von der Behandlung mit BP (10 �M; 

2,17-fach) und dem dimeren Kondensationsprodukt von I3C, DIM (25 �M; 1,75-fach). 
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Abbildung 31: BCRP-Western Blot; Gesamt-Zelllysat von Caco-2-Zellen (75 �g Protein pro Tasche) 
nach einer Behandlung (3 Tage) mit: DMSO (0,1%, K = Kontrolle), BP (10 �M), 3-MC (5 �M) und 
B[k]F (5 �M). M = Marker; der Pfeil markiert das 75 kDa Protein des Markers. (B): grafische 
Darstellung der densitometrischen Auswertung eines repr�sentativen Blots 
 
 
Vergleicht man die x-fache Erh�hung des BCRP-Proteinlevels zwischen den Bestimmungen 

aus Membranisolaten und Gesamt-Zelllysat, so unterscheiden sich die Werte geringf�gig, 
obwohl die Tendenz gleich bleibt. Zur Western Blot Analyse des in Abbildung 31 

dargestellten Fotos wurde Gesamt-Zelllysat von Caco-2-Zellen verwendet.  

Die induzierende Wirkung bez�glich der Produktion von BCRP-Protein steigt in der 
Reihenfolge BP < 3-MC < B[k]F. Wie aus der densitometrischen Auswertung (Abb. 31 B) zu 

entnehmen ist, f�hrt eine Behandlung mit BP in diesem Fall zu einer etwas geringeren 

Steigerung (1,44-fach) des BCRP-Proteinlevels (Plasmamembranen: 2,17-fach). Auch die 
Induktion durch B[k]F war bei der Bestimmung aus Gesamt-Zelllysat (2,03-fach) etwas 

schw�cher, als bei der Analyse der Plasmamembranen (2,30-fach). 

75 kDa 
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Eine m�gliche Erkl�rung dieses Unterschiedes w�re die �nderung des Anteils des 

Membranproteins am Gesamtprotein, z. B. durch die Induktion von Zellproteinen (z. B. 

Phase II Proteine, etc.). Bei der Bestimmung des Gesamtproteingehaltes von insbesondere 
Oltipraz- und B[k]F-behandelten Zellen fiel auf, dass diese fast die doppelte Menge an 

Gesamtprotein pro Kulturflasche enthielten (im Vergleich zur Kontrolle und anderen 

Behandlungsgruppen), was jedoch nicht auf die Zellzahl zur�ckzuf�hren ist, da in jedem Fall 

ausdifferenzierte Zellen verwendet wurden, die sich nicht weiter teilen.  
 
3.5.2. Effekte von verschiedenen sek. Pflanzeninhaltsstoffen auf die BCRP-Expression 
 
Da es offensichtlich einen Zusammenhang zwischen der Affinit�t einer Verbindung zum Ah-

Rezeptor und der Induktion von BCRP gab, war es von Interesse zu untersuchen, ob eine 

Induktion von BCRP auch durch schwache, nat�rlich vorkommende AhR-Agonisten zu 
erzielen ist [wie z. B.: Flavonoide (Silymarin, Quercetin, Flavon, Daidzein), Indol-Derivate 

(I3C, DIM, ICZ, Sempervirin), polyphenolische Verbindungen und strukturell �hnliche 

Derivate (Curcumin, Dibenzoylmethan) und Naphthochinone wie Juglon]. Einige dieser 

Verbindungen, wie Silymarin, Daidzein und Quercetin, wurden erst k�rzlich als BCRP-
Substrate (kompetetive Hemmer) identifiziert (Cooray et al., 2004, Zhang et al., 2004). 
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Abbildung 32: BCRP-Western Blot; Gesamt-Zelllysat von Caco-2-Zellen (75 �g Protein pro Tasche) 
nach einer Behandlung (3 Tage) mit: DMSO (0,1%, K= Kontrolle), 3: Flavon (25 �M), 
4: Quercetin (25 �M), 5: Silymarin (25 �g/ml), 6: Daidzein (25 �M), Juglon (20 �M); M= Marker; der 
Pfeil markiert das 75 kDa Protein des Markers. (B): grafische Darstellung der densitometrischen 
Auswertung eines repr�sentativen Blots 

75 kDa 
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Abbildung 32 zeigt eine Western Blot Analyse von Caco-2-Zellen (Gesamt-Zelllysat), welche 

mit verschiedenen sekund�ren Pflanzeninhaltsstoffen behandelt wurden. Dabei f�llt 

insbesondere die relativ starke Induktion von BCRP-Protein durch das Flavonol Quercetin 

(25 �M) auf (1,64-fache Erh�hung gegen�ber der Kontrolle). Diese relativ starke Erh�hung 

konnte in mehreren Blots bet�tigt werden, wobei sich bei der Analyse von 

Plasmamembranen ein noch h�herer Wert (2,34-fache Erh�hung des BCRP- 

Proteingehaltes; vgl. Abb. 33B).  

Eine relativ starke Induktion des BCRP-Proteins konnte auch durch das Naphthochinon 

Juglon (20 �M; 1,52-fach) und durch das Isomerengemisch substituierter Flavonoide, 

Silymarin (25 �g/ml), beobachtet werden (1,23-fach). Die Behandlung mit Daidzein (25 �M) 

erzielte keinen Unterschied zur Kontrolle (1,06-fach). 
In der nachfolgend in Abbildung 33 dargestellten Western Blot Analyse zeigt TCDD (50 nM) 

abermals die st�rkste Induktion unter allen verwendeten Test-Substanzen (2,46-fache 

Erh�hung des BCRP-Proteins gegen�ber der Kontrolle) und auch in diesem Beispiel konnte 

das Flavonol Quercetin einen erstaunlichen Effekt bez�glich der Induktion des BCRP-

Proteins erzielen (2,34-fache Erh�hung gegen�ber der Kontrolle). 
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Abbildung 33: BCRP-Western Blot; Plasmamembranen von Caco-2-Zellen (40 �g Protein pro 
Tasche) nach einer Behandlung (3 Tage) mit: DMSO (0,1%, K= Kontrolle), TCDD (50 nM), 1: 
Quercetin (25 �M), 2: Curcumin (25 �M), 3: Sempervirin (25 �M), 4: Juglon (10 �M), 5: DBM (25 �M), 
6: DBM (50 �M). 
M= Marker; der Pfeil markiert das 75 kDa Protein des Markers. 

B 

75 kDa 



 ERGEBNISSE  103 

 
Des weiteren zeigt dieses Experiment einen konzentrationsabh�ngigen Effekt der BCRP-

Induktion in Bezug auf die Behandlung mit Dibenzoylmethan (DBM), da eine Konzentration 

von 50 �M st�rker (2,19-fach) induziert, als die H�lfte (25 �M) dieser Konzentration (1,74-

fach). Zwei weitere zur Behandlung der Caco-2-Zellen eingesetzte sekund�re 
Plfanzeninhaltsstoffe, die phenolische Verbindung Curcumin (Curcuma longa, Gelbwurz) und 

das Alkaloid Sempervirin (Gelsemium sempervirens, gelber Jasmin) konnten ebenfalls eine 

deutliche, wenn auch geringere Erh�hung des BCRP-Proteinlevels bewirken (1,84-fach und 

1,69-fach). Die induzierende Wirkung af BCRP l�sst sich in folgender Reihenfolge darstellen: 
TCDD > Quercetin > DBM (50 �M) > Curcumin > DBM (25 �M) > Sempervirin > Juglon (10 �M) 
 

Nachfolgend sind die Strukturen einiger zur Induktion von BCRP verwendeten Verbindungen 
(vgl. Abb. 32 und 33) dargestellt. Als Hauptkomponente des Silymarins (Isomerengemisch 

aus Silibinin, Silidianin und Silichristin) ist hier das Silibinin dargestellt. Juglon ist in fast allen 
Teilen der Walnu� (Juglans regia) enthalten, besonders in den H�llen der „N�sse“, [Exo- und 

Mesokarp] und in den Bl�ttern. Dibenzoylmethan ist ein nat�rlicher Bestandteil der 
S��holzpflanze (Glycyrrhiza glabra) und damit ein Inhaltsstoff von Lakritz. Alle Verbindungen 

besitzen �hnliche strukturelle Einheiten aus planaren aromatischen Ringen.  
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In der folgenden Abbildung (Abb. 34) ist die Western Blot Analyse (Gesamt-Zelllysat) von 

Caco-2-Zellen dargestellt, die mit dem Indol-Derivat Indol-3-carbinol (I3C; 50 �M) und 

dessen Kondensationsprodukte (vgl. Kapitel 1) 3,3’-Diindolylmethan (DIM, 25 �M) und 
Indolo[3,2-b]carbazol (ICZ, 2,5 �M) behandelt worden sind. Die densitometrische 

Auswertung (B) ergab eine deutliche Steigerung der BCRP-Proteinexpression in der 

Reihenfolge: ICZ (1,58-fach) > I3C (1,48-fach) > DIM (1,44-fach). 
 
Interessant ist hierbei, dass die x-fache Steigerung des BCRP-Proteins bei allen 

Behandlungen relativ �hnlich ist, wenn man jedoch die zur Behandlung eingesetzten 

Konzentrationen vergleicht, so wurde eine 10-fach geringere Menge an ICZ (2,5 �M) im 

Vergleich zu DIM (25 �M) verwendet, ICZ war trotzdem effektiver in der Induktion von BCRP.  
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Abbildung 34: BCRP-Western Blot; Gesamt-Zelllysat von Caco-2-Zellen (75 �g Protein pro Tasche) 
nach einer Behandlung (3 Tage) mit: DMSO (0,1%, K = Kontrolle), I3C (50 �M), DIM (25 �M), ICZ (2,5 
�M). Die grafische Darstellung der densitometrischen Auswertung eines repr�sentativen Blots ist im 
S�ulendiagramm dargestellt. 
 
 
Dies deutet stark daraufhin, dass es einen Zusammenhang zwischen der St�rke der BCRP-

Induktion durch eine Verbindung und dessen AhR-Affinit�t gibt. (Wie schon in Kapitel 1 

angesprochen, so ist ICZ einer der st�rksten nat�rlichen AhR-Agonisten). 

75 kDa 
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3.6. Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
1. Eine Vorbehandlung von Caco-2-Zellen mit Flavon, Oltipraz und Indol-3-carbinol f�hrte zu 

einer vermehrten Metabolisierung von Benzo[a]pyren (BP) zu den Phase II-Metaboliten BP-

1- und BP-3-sulfat (150-200% der Kontrolle), wobei die Effektivit�t der Behandlung in der 

Reihenfolge Flavon > Oltipraz > Indol-3-carbinol abnahm. 
2. Die st�rksten Effekte bez�glich der vermehrten Umsetzung von BP zu BP-1- und BP-3-

sulfat nach einer Vorbehandlung mit verschiedenen Konzentrationen von Oltipraz und Flavon 

konnten nach der k�rzesten Inkubationszeit von 8 h beobachtet werden. Dabei waren die 

Effekte konzentrationsabh�ngig und es wurde im Vergleich zur Kontrolle mehr BP-1-sulfat 

(1,3-mal mehr) als BP-3-sulfat gebildet. 
3. Eine Steigerung des Metabolismus von BP war auch durch eine Vorbehandlung mit 

weiteren sekund�ren Pflanzeninhaltsstoffen (z. B. Dibenzoylmethan, Silymarin, Galangin, 

Silybinin und Genistein etc.) zu erreichen. 
4. Eine Vorbehandlung von TC7-Zellen mit verschiedenen sekund�ren 

Pflanzeninhaltsstoffen f�hrte zu einer verst�rkten Bildung von BP-3-glucuronid aus BP (ca. 

270- 125% der Kontrolle), wobei die Behandlung mit Luteolin, Chrysin, Indol-3-carbinol und 

Naringenin den st�rksten Anstieg von BP-3-glucuronid im Medium bewirkte. 
5. Eine Vorbehandlung von Caco-2-Zellen mit Flavon und Oltipraz konnte die 

Metabolisierung von 3-Hydroxy-BP zu BP-3-sulfat nur geringf�gig steigern (max. 114% der 

Kontrolle). 
6. Die gr��te Steigerung der Metabolisierung von 3-Hydroxy-BP zu BP-3- glucuronid in TC7-

Zellen konnte durch eine Vorbehandlung (60 h) mit Oltipraz (504% d. Kontrolle), �-NF 

(183%), 3-MC (154%) und Dibenzoylmethan (135%) erzielt werden. 
7. Eine Vorbehandlung von Caco-2-Zellen mit 3-MC, Oltipraz, Flavon und Indol-3-carbinol 

resultierte in einem apikal gerichteten Netto-Transport (3-MC > Oltipraz > Flavon > I3C) im 

Transwell™-System, wobei die gr��ten Unterschiede zur Kontrolle nach der k�rzesten 

Inkubationszeit von 4 h auftraten. 
8. Der Transport von BP-3-sulfat (Substrat: 3-OH-BP) war am st�rksten durch den 

spezifischen BCRP-Inhibitor Ko 143 hemmbar, jedoch auch durch das nat�rliche Alkaloid 

Reserpin. Der MRP2-Hemmer S3025 konnte den Transport von BP-3-sulfat nicht 

beeinflussen. Daher wird der aktive, apikal gerichtete Transport von BP-3-sulfat von BCRP 

vermittelt, jedoch nicht von MRP2. 
9. Der Transport von BP-3-glucuronid (Substrat: 3-OH-BP) in TC7-Zellen konnte ebenfalls 

durch Ko 143 gehemmt werden. Die Hemmung von BCRP war in diesen Zellen effektiver als 

in Caco-2-Zellen, denn die Co-Inkubation mit Ko 143 f�hrte hier �ber einen Zeitraum von 3 h, 



 ERGEBNISSE  106 

6 h und 9 h zu einer Umkehr des Netto-Transportes von BP-3-sulfat zur basolateralen Seite 

des Transwell™-Systems. 
10. Eine Behandlung von TC7-Zellen (3 Tage) mit Oltipraz, B[k]F und Indolo[3,2-b]carbazol 

f�hrte bei einer gleichzeitigen Hemmung von CYP1A1 und 1B1 durch α -NF zu einem 

vermehrten Transport von BP-3-sulfat (Substrat: 3-OH-BP) zur apikalen Seite des 
Transwell™-Systems. (ICZ: 185%, Oltipraz: 182% und B[k]F: 171% der Kontrolle nach 3 h). 

11. Der Transport von BP-3-sulfat durch BCRP-�berexprimierende HCT116 NRI-Zellen war 

nach 3 h, jedoch nicht nach 6 h und 9 h, deutlich erh�ht im Vergleich zu den HCT116 WT-

Zellen. 
12. Die SULT-Isoformen SULT1A1 und SULT1A2 waren am st�rksten an der Umsetzung 

von 1-Hydroxy- und 3-Hydroxy-BP zu den entsprechenden BP-Sulfaten beteiligt. 

W�hrend der Ausdifferenzierung von TC7 und Caco-2-Zellen konnte eine Steigerung der 

Protein-Expression von SULT 1A3, 1A2, 1A1 und 1B1 sowie 1C1 beobachtet werden, wobei 

SULT1A3 schon zu Beginn des konfluenten Zustandes zu detektieren war und �ber den 

gesamten Zeitraum von 14 (TC7) bzw. 24 (Caco-2) Tagen die dominierende SULT-Isoform 

blieb. 
13. Die Hemmung des Abbaus des Ligand-aktivierten Ah Rezeptors durch MG-132 f�hrte zu 

einer „Superinduktion“ von BCRP und dem etablierten AhR Target-Gen CYP1A1 (mRNA). 
14. Die Blockierung des AhR durch PD 98059 f�hrte zu einer Hemmung der BCRP-Induktion 

(mRNA) durch ICZ. 
14. BCRP-Protein war durch eine Behandlung mit TCDD, B[k]F, 3-MC, BP in Caco-2-Zellen 

induzierbar. 
16. CYP1A1 und BCRP mRNA war durch PAK wie B[k]F, DB[a,l]P und durch ein PAK-

Gemisch, welches der PAK-Zusammensetzung in Tabakrauch entspricht, induzierbar. In 

diesem Experiment konnte B[k]F die st�rkste Induktion beider Gene bewirken. 
17. BCRP-Protein war durch sek. Pflanzeninhaltsstoffe, wie z. B. Quercetin, Silymarin, 

Dibenzoylmethan, Indol-3-carbinol, Juglon und Curcumin induzierbar. 
 
Anmerkung: einige Ergebnisse zur Genexpression (z. B. Induktion von CYP1A1 und CYP1B1 durch 

Oltipraz, Flavon, I3C und zahlreiche weitere sekund�re Pflanzeninhaltsstoffe, die in den 

Metabolismus-Experimenten untersucht worden sind, sowie die Untersuchung der Effekte dieser 

Verbindungen auf die SULTs und UGT1A6) konnten aus Platzgr�nden nicht abgebildet werden. 
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4. DISKUSSION 
 

 
4.1. Der Beitrag von Phase I-Enzymen zur Detoxifikation von BP in Caco-2-Zellen 

 
Die gesundheitsf�rdernden Effekte von sogenannten „nicht-nutritriven“ Komponenten 

pflanzlicher Lebensmittel, zu denen sekund�re Pflanzeninhaltsstoffe wie Flavonoide, Indole 

und polyphenolische Verbindungen etc. z�hlen, basieren auf vielf�ltigen biologischen 

Wirkungen. Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen 

dem hohen Konsum von Obst und Gem�se und einem reduzierten Risiko, an bestimmten 
Krebsarten zu erkranken, besteht (Potter et al., 1996), weshalb die dahinter stehenden 

molekularen Mechanismen zum Gegenstand intensiver Forschung geworden sind.  
Die sogenannten „chemopr�ventiven Effekte“ bestimmter sekund�rer Pflanzeninhaltsstoffe 

bez�glich der Entstehung von Krebserkrankungen lassen sich auf unterschiedliche 

charakteristische Eigenschaften dieser Verbindungen (wie z. B. dem Abfangen freier 

Radikale, der Inaktivierung von Pro-Karzinogenen durch Adduktbildung, oder dem Schutz 

„sensitiver“ Regionen im DNA-Molek�l) zur�ckf�hren.  

Gro�e Bedeutung kommt in dieser Hinsicht auch der Modulation von Xenobiotika-

metabolisierenden Enzymen (XMEs) zu, denn diese Enzymsysteme erm�glichen es dem 

K�rper, sich an eine ge�nderte chemische Umwelt anzupassen und aufgenommene, 

potentiell toxische Substanzen schneller zu entgiften. 

Die vorliegende Arbeit besch�ftigt sich mit den Effekten von sekund�ren 

Pflanzeninhaltsstoffen (und Oltipraz) auf die Komponenten der biochemischen Barriere des 
Darmes hinsichtlich der Detoxifikation des Pro-Karzinogens Benzo[a]pyren (BP) am Beispiel 

des intestinalen Zellmodells Caco-2. Zu den hier untersuchten Komponenten der 

biochemischen Barriere z�hlen die Phase I- (CYP1A1 und CYP1B1) und Phase II- (SULTs 

und UGTs) Enzyme des Biotransformationsprozesses sowie das ABC-Transportprotein 

BCRP („Phase III“) (vgl. Kapitel 1, Abb. 5 und 7). 

Die in dieser Arbeit pr�sentierten Daten belegen eindeutig, dass eine Modulation (Induktion) 

von Phase I-Enzymen (CYP1A1 und 1B1) durch Flavon, Oltipraz und Indol-3-carbinol eine 

Metabolisierung von BP zu den Hauptmetaboliten BP-1- und BP-3-sulfat beschleunigt, und 

dass dies letztendlich zu einem vermehrten Transport der Konjugate in die apikale (luminale) 

Region der Caco-2-Zellen f�hrt. Dies unterstreicht die bedeutende Rolle, welche die Phase I-

Enzyme (CYP1A1 und 1B1) bei der Detoxifikation von BP in intestinalen Zellen spielen. 

 

Da paradoxerweise die Phase I-Enzyme (CYP1A1 und 1B1) die an sich nicht-kanzerogenen 

PAK (wie BP) erst metabolisch aktivieren, wird die Induktion von Phase I-Enzymen im 

allgemeinen mit sch�dlichen Effekten wie Kanzerogenit�t und Toxizit�t assoziiert. Dies muss 
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jedoch etwas differenzierter betrachtet werden, denn es h�ngt von einer Reihe von 

Umst�nden ab, ob dies der Fall ist. Dabei sollten folgende Punkte in Betracht gezogen 

werden: 

 
(a) die AhR-Affinit�t des Phase I Induktors 
(b) die Dauer der AhR-Aktivierung, welche mit der Metabolisierbarkeit des Induktors durch 

endogene Enzyme zusammenh�ngt 
(c) die F�higkeit des Induktors, aktivierte Pro-Karzinogene zu inaktivieren 
(d) die F�higkeit des Induktors Phase II-Enzyme und ABC-Transport-Proteine zu 

induzieren, welche die Exkretion der entstandenen Schadstoff-Metabolite 
beschleunigen 

(e) Die Gewebeart (wie z. B. Lunge oder Leber), in der die Induktion von CYP1A1 und 1B1 
stattfindet (z. B. gewebespezifische Unterschiede in der Induzierbarkeit und Expression 
von Enzymen.) 

 

Die toxischen Effekte des st�rksten bekannten AhR-Liganden, TCDD (2,3,7,8,-
Tetrachlordibenzo-p-dioxin), wurden intensiv untersucht und sie werden auf die Induktion von 

einer Reihe von Genen, insbesondere von CYP1A1 und CYP1B1 zur�ckgef�hrt. Aus 

Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen verschiedener AhR-Agonisten (z. B. PCBs und PAKs) 

konnte abgeleitet werden, dass die F�higkeit der Substanzen, toxische Effekte in 

biologischen Systemen zu erzeugen, stark mit deren Affinit�t zum Ah-Rezeptor korrelierten 
(Safe et al., 1990, Safe et al., 1995). Das gro�e toxische Potential von TCDD ist daher 

haupts�chlich auf zwei Eigenschaften dieses Stoffes zur�ckzuf�hren: erstens die extrem 
hohe AhR-Affinit�t (im picomol-Bereich) und zweitens auf die schlechte Metabolisierbarkeit 

durch k�rpereigene Enzyme aufgrund der besonderen chemischen Struktur dieses Molek�ls. 

Durch diese besonderen Eigenschaften k�nnen bereits sehr geringe Mengen an TCDD eine 

anhaltende AhR-Aktivierung mit der daraus resultierenden vermehrten Genexpression 
bewirken. Interessanterweise konnten Grady et al. (1992) in einem Experiment mit Fischen 

zeigen, dass eine Verabreichung von β-Naphthoflavon (einem im Vergleich zu TCDD 

schwachen AhR-Liganden) mit dem Futter �ber einen l�ngeren Zeitraum zu �hnlichen 

toxikologischen Effekten f�hrte, wie sie auch durch TCDD verursacht werden. 

Die in der vorliegenden Arbeit zur Induktion von Phase I-Enzymen verwendeten AhR-

Agonisten (z. B. Flavon, Oltipraz, I3C) besitzen alle eine relativ schwache Affinit�t zum Ah-

Rezeptor und sie unterliegen dar�ber hinaus einem intensiven Phase I- (CYPs) und Phase 
II-Metabolismus (SULTs und UGTs) [Murota et al., 2000, Liu et al., 2000, Vaidyanathan et 

al., 2002]. 

Ein weiterer Aspekt, der dar�ber entscheiden kann, ob ein Phase I-Induktor zu toxischen 

Effekten f�hrt, ist die F�higkeit der Verbindung, reaktive Metabolite eines Pro-Karzinogens 
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„abzufangen“. Die metabolische Aktivierung von BP verl�uft zun�chst �ber die Bildung eines 
7,8-Epoxy-Derivats1, welches durch die Epoxidhydrolase (vgl. Kapitel 1) weiter zum 7,8-Diol2 

umgesetzt wird. Die erneute Oxidierung des entstandenen 7,8-Diols durch Cytochrom P450 

Enzyme (z. B. CYP1A1) f�hrt zur Bildung des eigentlichen Karzinogens, dem 7,8-Diol-9,10-
epoxid3. Die besondere Reaktivit�t dieses „Bay-Region-Epoxids“, welche letztendlich zu 

sch�dlichen Effekten wie Zelltransformation und Kanzerogenit�t f�hren kann, liegt in dessen 

F�higkeit begr�ndet, stabilisierte und dadurch besonders langlebige Carbokationen zu 

bilden. Dar�ber hinaus ist das 7,8-Diol-9,10-epoxid durch die besonderen, von der Bay-

Region verursachten sterischen Bedingungen, relativ resistent gegen�ber einer 
Detoxifikation durch Konjugation (vgl. Kapitel 1). Die Inaktivierung des reaktiven Bay-Region-

Epoxids (bzw. dessen Carbokation) ist daher entscheidend f�r die Abwendung kanzerogener 

Effekte. Dabei kann eine Inaktivierung sowohl von exogenen Substanzen, wie z. B. durch 

einen Induktor selbst (z. B. ein Flavonoid), oder durch redox-aktive zelleigene Verbindungen 

(z.B. GSH oder Thioredoxin) bewirkt werden. Flavonoide sind seit langem bekannt f�r ihre 

antioxidativen F�higkeiten, die sich aus ihrer Eigenschaft ableiten l�sst, sauerstoffhaltige 
freie Radikale, sog. „Reaktive Oxygen Spezies“ (ROS) abfangen zu k�nnen (Cos et al., 

1998, B�hm et al., 1998). So konnte in einem in vitro Experiment gezeigt werden, dass 

einige chemopr�ventive Verbindungen, wie z. B. Oltipraz, Genistein und Ellag-S�ure, die 
Bildung von DNA-Addukten mit aktivierten Epoxy-Derivaten von Dibenzo[a,l]pyren (Smith et 

al., 1998) und Benzo[a]pyren (Smith et al., 1999) verhindern k�nnen. 

Diese chemopr�ventiven Verbindungen stellen ein nukleophiles Zentrum bereit, mit welchem 

der aktivierte Metabolit reagieren kann und somit inaktiviert wird. Des weiteren ist z. B. Ellag-

S�ure in der Lage, mit potentiellen Angriffspunkten f�r mutagene Verbindungen in der DNA 

selbst kovalente Addukte zu bilden, welche jedoch nicht zu Fehlablesungen bei der DNA-

Replikation f�hren (Watzl und Rechkemmer 2001). 

Eine weitere chemopr�ventive Wirkung durch eine Komplexbildung mit Pro-Karzinogenen 
wurde erst k�rzlich von Mata et al. (2004) beschrieben. Durch die Bildung von starken nicht-

kovalenten Komplexen von z. B. DB[a,l]P und Aflatoxin B1 mit Chlorophyllin (einem Natrium-

Kupfer-Derivat von Chlorophyll) konnte die Absorption dieser Stoffe im Caco-2-Zellmodell 

signifikant vermindert werden, wodurch ein Entgiftungseffekt erzielt werden konnte. 

 

Bei der Diskussion von sch�dlichen Auswirkungen einer Induktion von Phase I-Enzymen 

hinsichtlich der Entstehung von Krebs sollte ber�cksichtigt werden, dass diese Effekte unter 

Umst�nden gewebespezifische Unterschiede aufweisen k�nnen, welche auf der 

unterschiedlichen Ausstattung der Zellen mit Phase- und Phase II-Enzymen und 

                                                                                               
1 7,8-Epoxy-7,8-dihydro-BP 
2 7,8-Dihydroxy-7,8-dihydro-BP 
3(�) (syn/anti)- 7,8-Dihydroxy-9,10-epoxy-7,8,9,10-tetrahydro-BP 
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Transportproteinen, sowie deren unterschiedliche Induzierbarkeit basieren. Ein interessantes 

Experiment, aus dem diese gewebespezifischen Unterschiede deutlich hervorgehen, wurde 
bereits in den 70er Jahren von Estabrook et al. (1978) durchgef�hrt. Hierzu wurde die 

Bildung verschiedener BP-Metabolite durch Mikrosomen (aus Lunge und Leber) von 
unbehandelten Ratten (Kontrolle) und Ratten, welche zuvor mit 3-MC (20 mg/ kg, i. p.) 

behandelt wurden, untersucht und dabei konnten erstaunliche Unterschiede festgestellt 

werden. Die Cytochrome der Lunge waren offensichtlich st�rker induzierbar, da die 

Mikrosomen der 3-MC-behandelten Ratten im Vergleich zur Kontrolle etwa die 4-fache 

Menge an BP-Metaboliten produzierten, w�hrend die 3-MC-behandelten Leber-Mikrosomen 

nur 2-mal mehr BP-Metabolite bildeten als die entsprechenden Mikrosomen der 

unbehandelten Tiere. Betrachtet man einmal die Bildung von „kritischen Metaboliten“ des BP 

(7,8-Diol, der Vorl�ufer f�r das Bay-Region-Epoxid), so bewirkte eine Behandlung der 

Lungen-Mikrosomen mit 3-MC eine fast 10-fache Steigerung der Bildung des 7,8-Diols. Die 

Leber-Mikrosomen produzierten nach der Behandlung mit 3-MC nur etwa die 3-fache Menge 

an 7,8-Diol im Vergleich zur Kontrolle, allerdings auch insgesamt eine gr��ere Menge. 

Beide Systeme bilden jedoch bez�glich der untersuchten BP-Metabolite (9,10-Diol4, 7,8-

Diol5, 9-OH6, Chinone, 4,5-Diol7 und 3-OH8) sowohl vor als auch nach der Induktion mit 3-MC 

als Hauptmetaboliten das 3-Hydroxy-BP („3-OH“) mit einem Anteil im Bereich von 35 bis 

46% der Gesamtmetabolite. 

Bei diesem experimentellen Ansatz wird jedoch nur der Einfluss der Cytochrome (und der 

Epoxidhydrolasen) erfasst; die Bedingungen in der intakten Zelle k�nnen sich durch den 

Beitrag von Phase II-Enzymen und Transportproteinen wiederum von diesem isolierten 

System unterscheiden.  

Wie im folgenden Abschnitt (Punkt 4.2.) n�her erl�utert wird, konnten im Medium von TC7-

Zellen (bei Caco-2-Zellen nicht nachweisbar) nur extrem geringe Mengen an 7,8-Diol und 

7,8,9,10-Tetrol detektiert werden, so dass daraus der Schluss gezogen werden kann, dass 

ganz offensichtlich die Pr�senz von Phase II-Enzymen und ABC-Transportproteinen in der 

intakten Zelle f�r diese unterschiedliche Metabolisierung von BP im Vergleich zu den 

Mikrosomen verantwortlich ist. 

Da jedoch auch Spezies-spezifische Unterschiede in der Aktivierung/Metabolisierung von 

PAK wie BP bestehen k�nnen, ist eine Extrapolation tierexperimenteller Daten auf die 

Situation im menschlichen K�rper nur bedingt m�glich.  

Zum Beispiel wird eine unterschiedliche Empfindlichkeit der Lunge von Ratte und Syrischem 

Hamster gegen�ber PAK auf deren untersschiedliche Induzierbarkeit der Cytochrom P450 

                                                                                               
4 9,10-Dihydroxy-9,10-dihydro-BP 
5 7,8-Dihydroxy-7,8-dihydro-BP 
6 9-Hydroxy-BP 
7 4,5-Dihydroxy, 4,5-dihydro-BP 
8 3-Hydroxy-BP 
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Enzyme zur�ckgef�hrt, welche f�r die metabolische Aktivierung dieses Pro-Karzinogens 

verantwortlich sind. Eine gleichzeitige Behandlung der Lungenzellen des Syrischen 

Hamsters (M3E3/C3-Zellen) mit dem Proteinsynthese-Hemmer Cycloheximid und einem 
CYP1A1-Induktor (Benzo[a]anthracen) konnte die F�higkeit dieser Zellen, Chrysen zu 

metabolisieren, erheblich steigern (Jacob et al., 1996b). Die Autoren diskutieren in diesem 

Zusammenhang, dass die M3E3/C3-Zellen offensichtlich eine gro�e Menge eines labilen 

Repressorproteins bilden, welches die Transkription von CYP1A1 durch den Ligand-

aktivierten AhR zum gr��ten Teil verhindert. Bei diesem Protein k�nnte es sich z. B. um das 

Ah-Rezeptor-Repressorprotein (AhRR; vgl. Kapitel 1) handeln. Das AhRR-Protein kann 

einmal als direkter transkriptioneller Repressor von XRE-regulierten Genen agieren und 

dar�ber hinaus konkurriert es mit dem ARNT um die Dimerisierung mit dem AhR und dient 

somit in der Zelle als negative R�ckkopplung bei einer Induktion von z. B. CYP1A1, um eine 
anhaltende �berexpression zu vermeiden (Gu et al., 2000, Denison und Nagy, 2003). 

 
4.2. Die Bildung „toxischer“ Phase I-Metabolite des BP in Caco-2-Zellen 

 
Die Enzymsysteme der intestinalen Zelllinie Caco-2 bilden als Benzo[a]pyren- 

Hauptmetabolite die Sulfat-Konjugate BP-1- und BP-3-sulfat, sowie das BP-3-glucuronid. In 

geringen Mengen konnte auch ein Diol (9,10-Diol4) detektiert werden. Aufgrund ihrer 

extremen Reaktivit�t sind jedoch die Epoxy-Derivate selbstverst�ndlich nicht nachweisbar, 

allerdings w�re das Auftreten der Hydrolyse-Produkte 7,8-Diol5 und 7,8,9,10-Tetrol9 ein 

Hinweis auf deren Entstehung. Da die Bay-Region-Epoxide offensichtlich nur in sehr 

geringen Mengen entstehen, h�ngt der Nachweis deren Reaktionsprodukte von der 

Empfindlichkeit der Detektionsmethode und von den experimentellen Bedingungen, wie z. B. 

von der Zahl der metabolisierenden Zellen, ab. In der �berwiegenden Zahl der 

Inkubationsexperimente (Fl�che: 4,71 cm� oder 9,00 cm�) mit vorbehandelten Caco-2-Zellen 

konnten keine Hydrolyse-Produkte (7,8-Diol, 7,8,9,10-Tetrol) der reaktiven Epoxy-Derivate 

des BP detektiert werden, mit einer Ausnahme. Dabei handelte es sich um einen 

Inkubationsversuch, bei dem TC7-Zellen in einem gr��erem Format (28 cm� Petrischalen) 

mit Flavonoiden (Luteolin, Apigenin, Acacetin, β-NF, etc.) vorbehandelt wurden. Das 

7,8,9,10-Tetrol konnte nur in geringen Spuren nachgewiesen werden (Ausnahme: β-NF-

behandelte Zellen), w�hrend das 7,8-Diol im Bereich von 2 bis 5 pmol/cm� in den Medium-

Proben enthalten war.  

                                                                                               
4 9,10-Dihydroxy-9,10-dihydro-BP 
5 7,8-Dihydroxy-7,8-dihydro-BP 
9 7,8,9,10-Tetrahydroxy-7,8,9,10-tetrahydro-BP 
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Abbildung 35: Metabolisierung von BP (10 �M) durch TC7-Zellen (vorbehandelt mit nat�rlichen 

Flavonoiden und β-NF): Bildung der Nebenprodukte 9,10-Diol und 7,8-Diol. β-NF-behandelte Zellen 

bildeten das 7,8-Diol nur geringen Spuren, aber daf�r geringf�gig mehr 7,8,9,10-Diol (nicht dargestellt) 

als die anderen Gruppen. 

 

Dabei ist interessant anzumerken, dass auch die unbehandelten Zellen das 7,8-Diol 

produzierten, jedoch Zellen, die mit dem st�rksten (im Vergleich zu den anderen 

Flavonoiden) AhR-Agonisten β-Naphthoflavon vorbehandelt wurden, nur Spuren von 7,8-Diol 

in das Medium abgaben. Es konnte jedoch bei diesen Zellen eine erh�hte Bildung von BP-1- 

und BP-3-sulfat, sowie in geringen Mengen mehr 7,8,9,10-Tetrol im Vergleich zu den 

anderen Behandlungsgruppen beobachtet werden. Aus dieser Beobachtung k�nnte man den 

Schluss ziehen, dass in diesen Zellen alles verf�gbare Substrat (BP) von den relativ stark 

induzierten CYPs (1A1 und 1B1) zum 3-Hydroxy- und 1-Hydroxy-BP umgesetzt und 

daraufhin der anschlie�enden Konjugationsreaktion zugef�hrt wurde. Die Bildung von 

7,8,9,10-Tetrol in den β-NF-behandelten Zellen kann auf die Induktion von CYP3A4 durch β-

NF zur�ckgef�hrt werden (Conney, 2003), da dieses Enzym neben CYP1A1 und CYP1B1 

die Umsetzung von 7,8-Diol zum 7,8-Diol-9,10-epoxy-BP katalysiert. 
In einem Experiment mit genetisch ver�nderten V79-Zellen (stabil transfiziert mit CYP1A1 

und CYP1A2) konnten Jacob et al. (1996a) zeigen, dass CYP1A1 stark an der Oxidation von 

BP an der Position 7,8 beteiligt ist (19,9% der Gesamtmetabolite), jedoch die Isoform 

CYP1A2, die auch in Colonzellen exprimiert wird (Ding und Kaminsky, 2003), in dieser 

Hinsicht nur eine untergeordneten Rolle spielt (3,2% der Gesamtmetabolite). Beide Formen 

oxidieren das BP bevorzugt an der Position C3 (CYP1A1: 53,9% bzw. CYP1A2: 86,3%). Da 
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die V79-Zellen keine endogenen Phase II-Enzyme wie SULTs und UGTs, jedoch GSTs 

exprimieren, k�nnte in diesem Zusammenhang spekuliert werden, ob die sehr geringen 

Mengen an 7,8-diol-BP, welche in Caco-2 (TC7) Zellen im Vergleich zu den CYP1A1-

transfizierten V79-Zellen detektiert wurden, auf die Expression von SULTs und UGTs 

zur�ckzuf�hren ist. Elektrophile Verbindungen, wie sie aus dem 7,8-Epoxid (der Vorstufe des 

7,8-Diols) entstehen k�nnen, werden auch „passiv“ ohne die Katalyse von GST an GSH 

konjugiert. Daher w�re eine weitere spekulative Erkl�rung f�r das oben erl�uterte Ph�nomen 

ein unterschiedlicher Gehalt an intrazellul�rem GSH in den beiden Zelllinien. 

Aufgrund der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse k�nnen hierzu keine Aussagen getroffen 

werden, da die hier verwendete Detektionsmethode keine Sulfat- oder Glucurons�ure- 

Konjugate erfasst, die aus der Vorstufe 7,8-Diol hervorgehen. 

 

Da auch Caco-2-Zellen in diesem Format (28 cm�) kultiviert wurden, dort jedoch keine 

Hydrolyse-Produkte der reaktiven Epoxy-Derivate nachweisbar waren, k�nnte dies 

m�glicherweise auf die unterschiedliche Enzym-Ausstattung, eine st�rkere Induzierbarkeit 

von CYP1A1 und CYP1B1 in Caco-2-Zellen oder eventuell sogar auf Unterschiede in der 

Expression von ABC-Transportern zur�ckzuf�hren ist (vgl. Punkt 4.4). Die gro�e Bedeutung, 

die auch ABC-Transportproteine bei Verminderung der Bildung von DNA-Addukten mit 
aktivierten Metaboliten wie BP spielen, k�nnte aus einer Studie von Srivastava et al., (2002) 

abgeleitet werden. Dort wurde bei einer �berexpression von MRP2 in MDCK-Zellen eine 

verminderte Akkumulation von BPDE-SG (Glutathion-Konjugat des Bay-Region-Epoxids, s. 

o.) und damit einhergehend auch eine geringere Adduktbildung mit der DNA beschrieben. 

Offensichtlich kann auch eine Anreicherung von Konjugaten in der Zelle eine sch�dliche 

Wirkung haben (z. B. durch Produkt-Hemmung des konjugierenden Enzyms GST) und erst 

nach dem Abtransport dieser Verbindungen aus der Zelle ist diese M�glichkeit 

ausgeschlossen. 

Die st�rkere basale Expression von CYP3A4 in TC7-Zellen k�nnte jedenfalls ein Grund f�r 

die geringen, aber noch detektierbaren Mengen an 7,8,9,10-Tetrol im Medium der 

unbehandelten sowie mit Flavonoiden behandelten TC7-Zellen sein, da CYP3A4, wie oben 

bereits erw�hnt, an der zweiten Epoxidierung von 7,8-Diol zum 7,8-diol-9,10-Epoxid des BP 
beteiligt ist (Guengerich et al., 2003). In dieser Hinsicht stellen die TC7-Zellen aufgrund ihrer 

st�rkeren Expression von CYP3A4 ein besseres Modell f�r menschliche Enterozyten dar, 

denn sowohl Colon- als auch D�nndarmzellen weisen einen h�heren Gehalt an CYP3A4 auf 
als Caco-2-Zellen (Lin et al., 1999, Ding und Kaminsky, 2003). 

Eine Aussage dar�ber, ob nun eine Behandlung mit sekund�ren Pflanzeninhaltsstoffen (z. B. 

Flavonoiden) und die damit einhergehende Induktion von CYP1A1 und CYP1B1 letztendlich 

zu einer „sch�dlichen“ Auswirkung durch Bildung von reaktiven BP-Metaboliten f�hrt, kann 
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definitiv nur getroffen werden, indem die tats�chliche Anzahl an BP-DNA-Addukten in 
behandelten Zellen und unbehandelten Zellen bestimmt wird. Ein in vitro Experiment gibt in 

der Regel nur Aufschluss �ber m�gliche biologische Mechanismen, jedoch ist die Situation 

im intakten Organismus sicherlich viel komplexer. Dar�ber hinaus f�hrt nicht jede DNA-

Adduktbildung mit einem Karzinogen zur Zelltransformation und f�r viele dieser sekund�ren 

Pflanzeninhaltsstoffe (z. B. Flavon) konnten anti-pr�neoplastische Effekt durch Einleitung der 

Apoptose beschrieben werden (Dempke et al., 2001).  

Eine bessere Vorhersage, wie sich eine Induktion von Phase I-Enzymen letztendlich auf den 
gesamten Organismus auswirkt, kann sicherlich nur durch ein in vivo Experiment z. B. mit 

genetisch ver�nderten Tier-Modellen getroffen werden.  

Ein interessantes Experiment zu der Fragestellung, wie sich die orale Verabreichung von BP 
bei einer genetischen Abwesenheit von Cyp1a1 auf eine DNA-Adduktbildung auswirkt, 

wurde von Uno et al. (2004) durchgef�hrt. Nach der Verbreichung von BP konnten bei der 

Untersuchung von verschiedenen K�rpergeweben der Cyp1a1(-/-)-M�use stark erh�hte 

Level von BP-DNA-Addukten in fast allen Geweben, bis auf den D�nndarm, beobachtet 

werden. Dieses Experiment zeigt deutlich, dass bei einer oralen Verabreichung des 

kanzerogenen Stoffs die Aktivit�t von Cyp1a1 f�r den Detoxifikations-Prozess eine 

wichtigere Rolle spielt, als f�r die metabolische Aktivierung. Dies unterst�tzt die in dieser 

Arbeit pr�sentierten Ergebnisse, dass eine Induktion von Phase I-Enzymen im Gegensatz 

zur allgemeinen Assoziation mit sch�dlichen Effekten wie Toxizit�t auch einen „positiven“ 

Effekt, wie die Beschleunigung der Entgiftung von Pro-Karzinogenen wie BP, haben kann. 

 
4.3. Der Beitrag von Phase II und ABC-Transportern (Phase III) zum 
Detoxifikationsprozess von BP in Caco-2-Zellen 
 
Von den untersuchten Phase II-Enzymen (SULTs und UGTs) war die Expression von 

Sulfotransferasen (mRNA) durch die Behandlungen sowohl mit sekund�ren 

Pflanzeninhaltsstoffen, als auch mit PAK, nicht beeinflussbar. Aus den Versuchen zur 

Bestimmung der Substratspezifit�t der verschiedenen SULT Isoformen ging hervor, dass 

SULT1A1 und SULT1A2 am st�rksten (im geringeren Konzentrationsbereich des Substrates) 

an der Bildung von BP-1- und BP-3-sulfat beteiligt war, diese Isoformen jedoch nur relativ 

schwach in Caco-2 und TC7-Zellen exprimiert sind. Aufgrund der dominierenden Expression 

von SULT1A3 in beiden Zelllinien ist diese Isoform mit gr��ter Wahrscheinlichkeit auch am 

st�rksten an der Umsetzung von 1-Hydroxy-BP und 3-Hydroxy-BP zu den entsprechenden 

Sulfatkonjugaten beteiligt. 

Die vermehrte Expression aller untersuchten SULTs im Verlauf der Zelldifferenzierung von 

Caco-2- und TC7-Zellen impliziert eine st�rkere Empfindlichkeit der Zelle gegen�ber 
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Xenobiotika im undifferenzierten Zustand. (Dies sollte auch bei Zytotoxizit�tstests bedacht 

werden). Eine zunehmende Protein-Expression im Verlauf der Differenzierung von 
Enterozyten konnte bereits f�r MRP2 (Haimeur et al., 2004) und f�r den Glucose-Transporter 

SGLT1 in Enterozyten beobachtet werden (Ferraris, 2001). 

Nennenswerte Effekte bez�glich der vermehrten Bildung von Glucurons�ure-Konjugaten des 

BP konnte nur durch wenige Verbindungen erzielt werden, wobei hier offensichtlich ein 

Zusammenhang zwischen der Erh�hung der BP-3-glucuronide und der AhR-Affinit�t besteht. 

Dies ist auf die gleichzeitige Induktion von Cytochromen (CYP1A1 und CYP1B1) und 

UGT1A6 zur�ckzuf�hren. Der Beitrag, welcher ausschlie�lich auf die Induktion von Phase II 

(und evtl. Phase III) zur�ckzuf�hren ist, geht nur aus dem Experiment hervor, in dem 3-

Hydroxy-BP als Substrat eingesetzt wurde. 

In diesem Versuch erzielte die Behandlung mit Oltipraz den gr��ten Anstieg des Gehaltes 

von BP-3-glucuronid im Medium gegen�ber der Kontrolle. Die Vorbehandlung mit den 
st�rkeren AhR-Agonisten B[k]F und 3-MC f�hrte jedoch zu einer verminderten Produktion 

von BP-3-glucuronid, was vermutlich damit zusammenh�ngt, dass durch die Behandlung 

gleichzeitig auch CYP1A1 und CYP1B1 induziert wurden, und beide Enzyme das Substrat 3-

Hydroxy-BP weiter zum 3,6-Chinon oxidieren k�nnen. Dadurch steht den behandelten Zellen 

weniger Substrat zur Verf�gung, das zum BP-3-glucuronid umgesetzt werden kann. 

 

Die Bezeichnungen „Modulation von Phase I/ bzw. Phase II und/ oder Phase III“ sind hier 

gew�hlt worden, um die Experimente in Kategorien einteilen zu k�nnen; es sei jedoch an 

dieser Stelle angemerkt, dass eine Behandlung immer mehrere Komponenten beeinflussen 

kann. Werden jedoch nur die Sulfat-Konjugate betrachtet, so kann ein Beitrag zum 

beobachteten Effekt durch die Modulation von Phase II ausgeschlossen werden, da die 

Sulfotransferasen durch die verwendeten Substanzen nicht induziert werden k�nnen.  

Bei Experimenten zur „Modulation von Phase I“ diente als Substrat das BP und durch die 

relativ kurze Behandlungsdauer von 48h konnte angenommen werden, dass der Beitrag von 

BCRP zur vermehrten Exkretion von BP-Konjugaten eher gering war. Denn wie aus 

Untersuchungen zur Proteinexpression hervorging, war die Expression des BCRP-Proteins 

erst nach einer Behandlungsdauer von 72h deutlich induziert (durch z. B. ICZ). Des weiteren 

zeigte ein funktioneller Transport-Assay, bei dem TC7-Zellen zur Induktion von BCRP 

vorbehandelt wurden (72h) zwar einen deutlich verst�rkten Transport im Gegensatz zu den 

unbehandelten Zellen, dieser Effekt war jedoch l�ngst nicht so stark wie die vermehrte 
Exkretion durch eine Induktion von Phase I-Enzymen (Beispiel: vermehrter Transport von 

BP-3-sulfat nach Behandlung mit B[k]F zur Induktion von BCRP: ca. 2-fach; dagegen 

Induktion von CYP1A1 und 1B1 durch 3-MC: ca. 12-fache Steigerung des Transportes von 

BP-3-sulfat im Vergleich zur Kontrolle).  
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Bei der „Modulation von Phase II und Phase III“ wurde der Phase I-Metabolit des BP, 3-

Hydroxy-BP als Substrat eingesetzt und damit die m�glichen Einfl�sse einer Induktion von 

Phase I-Enzymen auf die beobachteten Effekte ausgeschlossen. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die gr��te Steigerung in der Bildung und 

Exkretion von BP-Metaboliten (BP-1-, BP-3-sulfat und BP-3-glucuronid) durch eine 

Modulation von Phase I des Fremdstoffmetabolismus erzielt werden konnte. Einen 

deutlichen, aber etwas geringeren Beitrag leisten in dieser Hinsicht das Phase II Enzym 

UGT1A6 (und evtl. andere Isoformen) und das ABC-Transportprotein BCRP.  

 
4.4. Identifizierung des am Transport von BP-3-sulfat und BP-3-glucuronid beteiligten 
ABC-Transporters 
 
Unter der stetig steigenden Zahl an bekannten BCRP-Substraten befinden sich �berwiegend 

Chemotherapeutika (Mitoxantron, Topotecan, Irinotecan, Doxorubicin etc.), allerdings scheint 

BCRP auch eine wichtige physiologische Rolle bei der Ausscheidung von toxischen 

Lebensmittelkomponenten zu spielen. Dieses konnte durch die Entdeckung von zwei neuen 

BCRP-Substraten belegt werden, dem phototoxischen Chlorophyll-Abbauprodukt 
Phaeophorbid A (Jonker et al., 2002) und dem heterozyklischen aromatischen Amin PhIP (2-

Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin), welches in erhitzten Fleischwaren (70 ng/g; 

Augustsson et al., 1997) vorkommt und sich in vitro und in vivo als effektiv transportiertes 

BCRP-Substrat erwiesen hat (van Herwaarden et al., 2003). Beide Arbeitsgruppen konnten 

den Transport der genannten Verbindungen f�r die murine Form (Bcrp1) zeigen, bedeutende 

Unterschiede in der Substratspezifit�t zwischen BCRP und Bcrp1 sind bisher in der Literatur 

nicht beschrieben worden (Dezember 2004). Durch eine erst k�rzlich ver�ffentlichte Arbeit 
von Pavek et al. (2004) konnte belegt werden, dass PhIP auch f�r die humane Form BCRP 

ein gutes Substrat darstellt. 

Obwohl es sich bei dem Gro�teil der heute bekannten BCRP-Substrate um unver�nderte 

Pharmaka handelt, wurden auch zahlreiche Sulfat- und Glucurons�ure-Konjugate  

(z. B. Estron-sulfat, Dehydroepiandrosteron-sulfat und 4-Methylumbelliferon-glucuronid; 
Suzuki et al., 2003) als BCRP-Substrate identifiziert. Die wichtige Rolle, die BCRP im 

Transport und damit in der Ausscheidung von Sulfat-Konjugaten auch in vivo spielt, konnte 

erst k�rzlich von Mizuno et al. (2004) an einem Bcrp1(-/-) Mausmodell gezeigt werden. Die 

fehlende Expression von Bcrp1 f�hrte bei diesen Tieren zu einer Beeintr�chtigung der 

renalen Exkretion eines Thiazol-Sulfat-Konjugates, was gleichzeitig auch die Bedeutung von 

BCRP f�r Ausscheidungsprozesse von Fremdstoffen �ber andere Organe als �ber den Darm 

hervorhebt. 

Mit den in dieser Arbeit als BCRP-Substrate identifizierten Verbindungen BP-3-sulfat und 

BP-3-glucuronid k�nnen zwei weitere Beispiele f�r von BCRP transportierte Sulfat- und 
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Glucurons�ure-Konjugate angef�hrt werden. Dies unterstreicht ein weiteres Mal die 

bedeutende Rolle, die BCRP im Schutz des K�rpers vor potentiell toxischen 

Nahrungsmittelinhaltsstoffen spielt. 

Drei apikal lokalisierte ABC-Transporter (P-Gp, MRP2 und BCRP) konnten als m�gliche 

Kandidaten f�r den Transport von BP-3- (und BP-1-sulfat) und BP-3-glucuronid in Frage 

kommen, denn abgesehen von ihrer Eigenschaft, als apikale Effluxpumpen arbeiten zu 

k�nnen, besitzen alle drei ABC-Proteine auch teilweise �berlappende Substratspezifit�ten 
(Bates et al., 2001, Haimeur et al., 2004). 

Eine Beteiligung von P-Gp am Transport von BP (Schuetz et al. 1998), BP-1- und BP-3-

sulfat (B�sen et al. 2002, B�sen et al., 2003) konnte bereits durch andere Arbeiten 

widerlegt10 werden. Die in dieser Arbeit pr�sentierten Ergebnisse best�tigen dies, denn eine 

Co-Inkubation von Caco-2-Zellen mit dem P-Gp-Hemmer Cyclosporin A (CsA) konnte keine 

Verminderung des Transportes von BP-Sulfat-Konjugaten bewirken. Es konnte bei diesem 

Experiment eher noch eine Steigerung der transportierten BP-Sulfate beobachtet werden. 

Dies k�nnte einerseits auf eine Induktion von Cytochromen (z. B. CYP1A1 und 1B1) 

zur�ckzuf�hren sein, andererseits k�nnte dies auch einen Hinweis darauf geben, dass 

BCRP eventuell noch �ber einen zweiten nukle�ren Rezeptor reguliert werden kann (vgl. 
Abschnitt „Regulation von BCRP“). Da CsA ein bekanntes Substrat f�r CYP3A4 ist und 

dieses Cytochrom PXR-abh�ngig reguliert wird, k�nnte CsA eine Induktion von BCRP unter 

Beteiligung des PXR bewirken. Interessant w�re es in diesem Zusammenhang, zu pr�fen, ob 

der BCRP-Hemmer Reserpin ebenfalls eine Induktion von BCRP bewirken kann, denn 

Reserpin stellt auch ein Substrat f�r CYP3A4 dar (Ding und Kaminsky, 2003). 

Der zweite, f�r den Transport von BP-Konjugaten in Frage kommende ABC-Transporter, der 

in dieser Arbeit untersucht wurde, war MRP2, da Konjugate von organischen Verbindungen 

mit Sulfat oder Glucurons�ure bekannte Substrate von MRP2 sind (K�nig et al., 1999 b). Wie 

jedoch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, hatte eine Hemmung von MRP2 
mit S3025, einem synthetischen Chlorogens�ure-Derivat (Herling et al., 2002), keinen Effekt 

auf den Transport von BP-3-sulfat in Caco-2-Zellen. Damit kann eine Beteiligung von MRP2 

am Transport von BP-3-sulfat ausgeschlossen werden. 

Dagegen geht aus den Experimenten zur chemischen Hemmung von BCRP mit Reserpin 

und Ko 143 eindeutig hervor, dass BCRP am Transport von BP-3-sulfat und BP-3-glucuronid 

beteiligt ist. Da bei diesem experimentellen Ansatz die zu transportierende Verbindung 

zun�chst in den Zellen gebildet werden musste, war es daher von gr��ter Bedeutung, dass 

der verwendete chemische Hemmer des Transportproteins weder einen Einfluss auf die 

Phase I noch auf die Phase II des Fremdstoffmetabolismus hatte. Da als Substrat das 3-

Hydroxy-BP eingesetzt wurde, konnte jeglicher Einfluss des Hemmers auf die Phase I 
                                                                                               
10 hierzu existieren in der Literatur teilweise widerspr�chliche Angaben, Yeh et al. beschreibt BP als P-Gp-
Substrat (Yeh et al., 1992) 
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ausgeschlossen werden. Nach einer Berechnung des Gesamtgehaltes an Konjugaten im 

Medium konnte auch ein Einfluss auf die konjugierenden Enzyme (SULTs und UGTs) 

ausgeschlossen werden, da Kontrollzellen und behandelte Zellen die gleichen Mengen an 

BP-Konjugaten produzierten. 

Vergleicht man den hemmenden Effekt von Ko 143 auf den Transport von BP-3-sulfat in 

Caco-2-Zellen und in TC7-Zellen, so f�llt auf, dass trotz gleicher Versuchsbedingungen der 

Transport dieses BP-Metaboliten in den TC7-Zellen st�rker gehemmt wurde (TC7: 17%, 

20%, 24% und Caco-2: 36%, 70%, 73%; an apikal transportiertem BP-3-sulfat im Vergleich 

zur Kontrolle nach 3h, 6h und 9h). Dies impliziert, dass in Caco-2-Zellen das BCRP-Protein 

st�rker exprimiert wird als in TC7-Zellen.  

Eine Reihe von Bedingungen kann die Expression von ABC-Transportern beeinflussen. 
Hirohashi et al. (2000) konnten zeigen, dass z. B. Kulturbedingungen von Zellen einen 

Einfluss auf die Expression von P-Gp haben und eine Studie von Makhey et al. (1998) 

berichtet von einem Zusammenhang zwischen der Passage-Zahl von Caco-2-Zellen und 

deren relative Expression von LRP, MRP und P-Gp. Da die TC7-Zellen durch die wiederholte 

Passagierung von Caco-2-Zellen (ca. 200 mal) generiert wurden, k�nnte dies eine m�gliche 

Erkl�rung sein. Dies bleibt jedoch durch Western Blot Analysen zu kl�ren. 
Taipalensuu et al. (2001) konnten bei einem Vergleich von humanem Jejunum-Gewebe und 

Caco-2-Zellen in Letzteren eine 100-fach geringere BCRP-Expression (mRNA) feststellen. 

Hierbei ist jedoch anzumerken, dass in dieser Studie Caco-2-Zellen mit einer sehr hohen 

Passage-Zahl von 99 und in vollst�ndig ausdifferenziertem Zustand (21 Tage alt) untersucht 

wurden. Da jedoch die Expression von mRNA und des korrespondierenden Poteins 

gegenl�ufig sein kann, bleibt zu vermuten, dass die Expression des BCRP Proteins im 

ausdifferenzierten Zustand der Caco-2-Zellen trotzdem relativ hoch sein kann. 

Wie im Abschnitt Ergebnisse unter Punkt 3.2.5. und 3.2.5.1. beschrieben, konnte die Co-

Inkubation mit Ko 143 den normalerweise apikal gerichteten Netto-Transport von BP-3-sulfat 

und BP-3-glucuronid zur basolateralen Seite des Transwell™-Systems umkehren. �bertragen 

auf die Situation im menschlichen K�rper w�rde dies bedeuten, dass eine Hemmung von 

BCRP in einer Aufnahme von BP-Konjugaten ins Blut resultieren w�rde, die Bioverf�gbarkeit 

von potentiell toxischen Stoffen w�rde dadurch also erh�ht werden. Dies w�re insbesondere 
f�r Krebspatienten von Bedeutung, denen zur Umgehung einer entwickelten Multidrug 

Resistance im Zuge einer chemotherapeutischen Behandlung ein BCRP-Hemmer �ber 

l�ngere Zeit verabreicht wird.  

Da bei einer Hemmung von BCRP die gebildeten BP-Metabolite zur basolateralen Seite der 

Caco-2-Zelle transportiert wurden, muss auf dieser Seite ebenfalls ein aktives 

Transportsystem zur Verf�gung stehen, dass sowohl Sulfat- als auch Glucuronid-Konjugate 

transportieren kann. Dieser Transport k�nnte von den basolateral exprimierten ABC-
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Transportern MRP1 und MRP3 vermittelt werden. MRP1 ist haupts�chlich als Transporter f�r 

GSH-Konjugate bekannt und einige unkonjugierte Verbindungen (Daunorubicin) werden im 
Co-Transport mit freiem GSH aus der Zelle heraus bef�rdert (Haimeur et al., 2004). 

Zahlreiche MRP1-Substrate werden jedoch auch von BCRP transportiert (Estron-3-sulfat, 
Methotrexat, SN-38, SN-38-Glucuronid, Doxorubicin; [Haimeur et al., 2004]), allerdings 

scheint MRP1 in Caco-2-Zellen relativ schwach exprimiert zu sein, da zwar die Expression 

von MRP1 auf RNA-Ebene vielfach berichtet wurde (Taipalensuu et al., 2001, Prime-

Chapman et al., 2004), allerdings zumindest in einem Fall die Protein-Expression nicht 

nachgewiesen werden konnte (Walle et al., 1999).  

Der zweite basolateral exprimierte ABC-Transporter, MRP3, transportiert bevorzugt 
Glucuronid-Konjugate aber auch Sulfat-Konjugate. Bei Patienten, die am Dubin-Johnson 

Syndrom leiden, ist die Expression des apikal lokalisierten MRP2 in der Leber vermindert. 

Statt dessen kommt es zu einer verst�rkten Expression von MRP3 (K�nig et al., 1999 a, 

K�nig et al., 1999 b), wobei der normalerweise apikale Transport von MRP2-Substraten zur 

basolateralen Seite verlagert wird. Dabei scheint MRP3 als eine Art „�berlauf-Mechanismus“ 

zu funktionieren, der alternativ zur Verf�gung steht, wenn der apikale Abtransport gest�rt 

wird. �hnliches konnte auch bei der Hemmung von BCRP durch Ko143 und durch eine Co-

Inkubation von TC7-Zellen mit α-Naphthoflavon beobachtet werden, was darauf hindeutet, 

dass auch α-Naphthoflavon als ein BCRP-Hemmer agieren kann. 

Da bislang kein selektiver MRP3-Hemmer bekannt ist (z. B. Methotrexat hemmt auch BCRP 

und MRP2) ist die Identifizierung des verantwortlichen basolateralen Transporters mit dem 

Prinzip der chemischen Hemmung schwierig. 

 

Zur Best�tigung der Beteiligung von BCRP am Transport von BP-3-sulfat wurde ein 

Transportexperiment mit BCRP-�berexprimierenden HCT116 NRI-Zellen durchgef�hrt. Diese 

Zellen wurden durch eine Langzeit-Behandlung von HCT116 WT-Zellen mit dem 
Indolocarbazol-Derivat NB-506 (vgl. Kapitel 1) erzeugt.  

Eine �berexpression von BCRP konnte durch eine Western Blot Analyse best�tigt werden 
(vgl. Ergebnisse, Abb. 24c). Die HCT116 NRI-Zellen transportierten deutlich mehr BP-3-

sulfat zur apikalen Seite der Zellen im Vergleich zu den HT116 WT-Zellen. Wurde jedoch das 

apikal transportierte BP-3-sulfat auf die Gesamtmenge bezogen, die von den Zellen gebildet 

wurde, so war nur f�r den ersten Zeitpunkt eine deutliche Erh�hung im Vergleich zu den 

Wild-Typ-Zellen zu erkennen.  

Eine Behandlung von Zellen mit mutagenen Substanzen �ber einen l�ngeren Zeitraum f�hrt 

zwar zu einer �berexpression von BCRP, dies kann jedoch auch zur Mutation des 
Transporters f�hren, was sich auf dessen Substratspezifit�t auswirkt (Nakagawa et al., 2002, 

Miwa et al., 2003). Diese Mutation betrifft das Codon 482, welches in der Wild-Typ Form f�r 
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die Expression von Arginin (482 Arg) in der 3. Transmembrandom�ne des BCRP-Proteins 

verantwortlich ist. Enth�lt das Protein an dieser Stelle Threonin (482T) so verleiht dies den 

betroffenen Zellen eine st�rkere Kreuz-Resistenz gegen�ber Anthracyclinen und die 

mutanten Formen mit Threonin oder Glycin (482G) transportieren den Farbstoff Rhodamin 

123, die Wild-Typ Form jedoch nicht. Da jedoch bei der Sequenzanalyse von BCRP in den 
HCT116 NRI-Zellen die WT-Form (482 Arg) detektiert werden konnte (Komatani et al., 2001) 

und die Caco-2-Zellen vermutlich auch die WT-Form exprimieren, scheidet eine 

unterschiedliche molekulare Struktur des BCRP als m�gliche Erkl�rung f�r die schlechte 

�bereinstimmung der Ergebnisse aus den Transportversuchen (HCT116, Caco-2 und TC7-

Zellen) aus. Die Polarit�t des Transportes von BP-3-sulfat ist in Caco-2-Zellen viel st�rker 

ausgepr�gt als in HCT116-Zellen (es wird 16-19-fach zur apikalen Seite der Zellen 

abgegeben; HCT116 transportieren nur etwa 2-mal mehr zur apikalen Seite des Transwell™-

Systems). Daher liegt die Vermutung nahe, dass nur durch eine empfindlichere 

Analysenmethode (z. B. radioaktiv markierte Substrate) die im Vergleich zu den Caco-2-

Zellen geringen Unterschiede zwischen apikal und basolateral transportiertem BP-3-sulfat in 

den HCT116-Zellen detektiert werden k�nnen. 

 
4.5. Regulation von BCRP 
 
Zahlreiche unterschiedliche regulatorische Mechanismen wurden bisher f�r die Expression 
von ABC-Transport-Proteinen in der Literatur beschrieben. Kast et al. (2002) konnten an 

humanen Hepatozyten und Hepatozyten aus Ratten zeigen, dass die Expression von MRP2 

die Aktivierung verschiedener nukle�rer Rezeptoren (PXR11, FXR12, CAR13) erfordert.  

Die Induktion von MRP1 und MRP2 durch redox-aktive Substanzen wie Quercetin und 

TBHQ (Kauffmann et al., 2002, Bock et al., 2000) impliziert, dass die Regulation dieser Gene 

�ber einen alternativen Signalweg verlaufen kann, an dem der Transkriptionsfaktor Nrf214 

beteiligt ist. In der Promoter-Region sowohl von MRP1 als auch von MRP2 konnten ARE-

�hnliche Sequenzen identifiziert werden, allerdings konnte durch Deletion dieser Sequenz 
die Induzierbarkeit durch Quercetin nicht unterdr�ckt werden (Kauffmann et al., 2002). Die 

Autoren diskutieren in diesem Zusammenhang, dass sich die relevanten Sequenzen 
eventuell weiter „upstream“ (in Richtung des 5’-Endes) befinden, denn dies konnte auch 

schon f�r die PXR-bindende Region im Promoter des MDR1 Gens erwiesen werden, 

welches sich 8 kb entfernt vom transkriptionellen Startpunkt der Gens befindet (Geick et al., 

2001). 

                                                                                               
11 Pregnane X Receptor 
12 Farnesoid X-activated Receptor 
13 Constitutive Androstane Receptor 
14 NF-E2-related factor2 = Erythroid transcription factor related factor 2 
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Obwohl es in der Literatur viele Beispiele f�r eine vermehrte Expression von BCRP unter 

bestimmten Bedingungen gibt, so konnte der zugrunde liegende molekulare Mechanismus 

bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Eine Beteiligung des zytokin-induzierbaren 
Transkriptionsfaktors NF-κB wurde von Van der Heijden et al. (2004) diskutiert, da die 

meisten Pharmaka, welche eine Expression von BCRP induzieren konnten (z. B. 

Mitoxantron, Doxorubicin und Flavopiridol) auch NF-κB aktivierten. 

Die in dieser Arbeit pr�sentierten Ergebnisse zur Untersuchung der Regulation von BCRP 

lassen den Schluss zu, dass BCRP mit gr��ter Wahrscheinlichkeit �ber Ah-Rezeptor-

abh�ngige Signalwege reguliert wird. Der augenf�lligste Hinweis darauf ist die relativ starke 

Induktion des BCRP-Proteins durch den prototypischen AhR-Liganden TCDD (50 nM). 
Dar�ber hinaus konnten weitere etablierte AhR-Agonisten, wie 3-MC, B[k]F und BP die 

Expression von BCRP-Protein in Caco-2-Zellen deutlich induzieren. Ein weiterer Hinweis auf 

die Beteiligung des AhR an der Expression von BCRP ist die Superinduktion von BCRP 

mRNA durch die Hemmung der 26S Proteasomen. Der Ligand-aktivierte AhR wird dadurch 

nach der Ausschleusung aus dem Kern nicht abgebaut und kann daher weiter die 

Gentranskription induzieren. Dieses Ph�nomen wurde f�r das etablierte AhR Target-Gen, 
CYP1A1, in der Literatur bereits beschrieben (Ma et al., 1999).  

Eine Blockierung des Ah-Rezeptors durch den AhR-Antagonisten PD 98059 (10 �M) f�hrte 

zu einer Unterdr�ckung der Induktion von BCRP mRNA durch den starken AhR-Liganden 
Indolo[3,2-b]carbazol (ICZ).  

Bei den Experimenten zur BCRP-Proteinexpression konnte die interessante Beobachtung 

gemacht werden, dass eine Behandlung von Caco-2-Zellen mit dem Flavonol Quercetin eine 

erstaunlich hohe Induktion des BCRP-Proteins bewirken konnte. In der selben Versuchsreihe 

wurde die gleiche Konzentration an Flavon zur Behandlung eingesetzt, bei diesen Zellen 

konnte jedoch nur eine schwache BCRP-Induktion festgestellt werden. Betrachtet man die 
Effekte von TCDD, 3-MC, B[k]F und BP auf die Induktion von BCRP, so k�nnte man daraus 

einen Zusammenhang zwischen AhR-Affinit�t und St�rke der BCRP-Induktion ableiten. 

Vergleicht man die zur Behandlung eingesetzten Konzentrationen (z. B. TCDD: 50 nM, und 
B[k]F: 5 �M), so konnte eine um den Faktor 100 geringere Konzentration an TCDD eine 

st�rkere BCRP-Induktion bewirken, als das B[k]F. 

Flavon ist ein st�rkerer AhR-Agonist als Quercetin (Ashida et al., 2000), was aus dessen 

Struktur abgeleitet werden kann. Durch das Fehlen jeglicher Hydroxyl-Gruppen ist Flavon 

lipophiler und passt damit besser in die hydrophobe „Tasche“ des Ah-Rezeptors. Dar�ber 

hinaus entsteht durch die Metabolisierung von Flavon durch Phase I-Enzyme eine Reihe von 

hydroxylierten Flavonen, welche ihrerseits wieder an den AhR binden und so die Wirkung 

von Flavon noch verst�rken k�nnen. Ein weiterer wesentlicher Aspekt, durch den sich Flavon 

und Quercetin unterscheiden, ist deren antioxidatives Potential. Die antioxidativen 
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Wirkungen von Flavonoiden werden auf deren F�higkeit, Wasserstoffatome abzugeben, 

zur�ckgef�hrt. Diese Wasserstoffatome werden aus den Hydroxylgruppen freigesetzt, wobei 

eine Anzahl von 4 bis 6 Hydroxyl-Gruppen (Quercetin besitzt 4 Hydroxyl-Gruppen) bez�glich 
der antioxidativen Wirkung als optimal angesehen wird (B�hm et al., 1998).  

Die antioxidative Wirkung von Quercetin �bertrifft sogar die von Vitamin E, einem bekannten, 

starken Antioxidans. Die starke Induktion von BCRP durch Quercetin impliziert, dass 

eventuell noch ein alternativer, AhR-unabh�ngiger Regulationsweg existiert, der �ber die 

Aktivierung von Nrf214 verl�uft.  

Substanzen mit elektrophilen Eigenschaften (z. B. Quercetin, TBHQ, Isothiocyanate wie 

Sulforaphan) k�nnen �ber die Aktivierung des MAPK15-Signalweges den Transkriptionsfaktor 

Nrf2 rekrutieren, welcher durch die Bindung an ein mit dem Zytoskelett assoziierten Protein 
(Keap116) im Zytosol gehalten wird. Elektrophile Verbindungen17 (z. B. TBHQ, Quercetin 

Oltipraz) k�nnen die Thiol-Gruppen bestimmter Cystein-Reste von Keap1 oxidieren, so dass 

dieses den Transkriptionsfaktor Nrf2 freisetzt und Nrf2 nach einer Heterodimerisation mit 
einem small Maf-Protein an bestimmte Sequenzen (AREs) in der Promoterregion von 

Target-Genen binden kann. 
XMEs-induzierende Verbindungen k�nnen in „monofunktionale“ und „bifunktionale“ 

Induktoren eingeteilt werden. Dabei stellen metabolisierbare Verbindungen wie PAK und 

Flavonoide bifunktionale Induktoren dar, da sie �ber eine Interaktion mit dem AhR zun�chst 

Phase I-Enzyme und nach Metabolisierung durch Cytochrom P450 Enzyme �ber Nrf2-

abh�ngige Signalwege auch Phase II-Enzyme zu induzieren verm�gen. Monofunktionale 

Induktoren (z. B. Diethylmaleat, Sulforaphan, Phenethylisothiocyanat) dagegen interagieren 

nicht mit dem Ah-Rezeptor, und sie induzieren Phase II-Enzyme allein �ber Nrf2-abh�ngige 
Signalwege (siehe Abbildung 37). Die Nrf2-vermittelte Genregulation spielt eine bedeutende 

Rolle bei der Expression von Phase II-Enzymen (z. B. GST, QR [NAD(P)H:quinone 

oxidoreductase]) und des weiteren bei der Expression von Genen, welche die Zelle vor 
oxidativen Stress sch�tzen sollen, wie z. B. Thioredoxin (Kim et al., 2001) und γ-

Glutamylcystein Synthetase (Moinova et al., 1998).  

Das Auftreten von oxidativem Stress in der Zelle kann mehrere Ursachen haben, wie z. B. 

UV-Strahlung, Entz�ndungsvorg�nge, die Aktivit�t von Acetyl-CoA (Peroxisomen 

Proliferation), die katalytische Aktivit�t von CYPs und die Aufnahme von pro-oxidativen 

Xenobiotika (Morel und Barouki, 1999). Die vermehrte Expression von ABC-Transportern, 

welche die metabolisierten pro-oxidativen Xenobiotika aus der Zelle heraus transportieren, 

k�nnte einen weiteren Weg der Zelle repr�sentieren, sich vor oxidativem Stress zu sch�tzen. 

                                                                                               
14 NF-E2-related factor2 = Erythroid transcription factor related factor 2 
15 mitogen-activated protein kinase 
16 Kelch-like ECH-associated protein 1; ECH = chicken Nrf2 
17 Antioxidantien k�nnen durch die Aufnahme von Elektronen (H-Atomen) auch pro-oxidativ wirken 
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Abbildung 36: Oxidation der Thiol-Gruppen des Proteins Keap1 durch Oltipraz, Heterodimerisierung 
von Nrf2 mit dem small Maf Protein und nachfolgende ARE-abh�ngige Gentranskription. (Quelle: 
Nature Reviews Cancer 3; 312-329 (2003); ver�ndert) 
 
M�glicherweise stellt der Regulationsweg �ber den MAPK-Signalweg, an dessen Ende die 

Aktivierung von Nrf2 steht, einen „allgemeinen Regulationsweg“ dar, der allen Zelltypen 

gleicherma�en zur Verf�gung steht, da die Regulation �ber nukle�re Rezeptoren teilweise 

spezielle Liganden erfordert und die Expression einiger dieser Rezeptoren auf bestimmte 

Zelltypen beschr�nkt ist (z. B. ER, GR).  

Um eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors Nrf2 an der Regulation von BCRP zu belegen, 

sollte als n�chstes die Promoterregion des BCRP-Gens auf AREs untersucht werden. 

Dar�ber hinaus k�nnte durch eine Behandlung von Zellen mit monofunktionalen Induktoren 

(z. B. Diethylmaleat, Sulforaphan), welche nicht mit dem AhR interagieren, gepr�ft werden, 

ob die alleinige Aktivierung des Nrf2 ausreicht, um eine BCRP-Induktion hervorzurufen. 

Da die Untersuchung an nrf2(-/-) M�usen zeigte, dass Nrf2 sowohl f�r die basale Expression 
von Genen (z. B. Gsta1) als auch f�r die Induktion von ARE-regulierten Genen wichtig ist 

(Itoh et al., 1997; Nguyen et al., 2003), w�re es interessant zu untersuchen, ob die basale 

Expression und die Induzierbarkeit von BCRP durch die genetische Abwesenheit von Nrf2 

vermindert ist. 
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Abbildung 37: AhR-vermittelte Gentranskription bifunktionaler Induktoren und TCDD �ber das 
Xenobiotic Response Element (XRE) und Nrf2-vermittelte Gentranskription durch mono- und 
bifunktionale Induktoren �ber das Antioxidant Response Element (ARE). (Quelle: Nguyen et al. 2003; 
ver�ndert). 
 
Die Induktion von ABC-Transportern durch Umwelt-Stress-Faktoren wurde z. B. auch schon 

f�r P-Gp beschrieben. Durch Einfl�sse wie Hitze-Schock (Kioka et al., 1992) und UV-

Strahlung (Hu et al., 1999) konnte eine �berexpression dieses Proteins bewirkt werden. 

Interessanterweise konnte bei der Langzeit-Kultivierung von humanen Magenkrebszellen 

unter erh�hten Temperaturen ebenfalls eine �berexpression von BCRP beobachten werden 
(Stein et al., 2002), woraus die Pr�senz eines Hitze-Schock responsiven Elements im 

Promoter des BCRP-Gens abgeleitet werden k�nnte, wie es auch in der Promoter-Region 

von P-Gp identifiziert werden konnte. 

Die Regulation des BCRP-Gens �ber Ah-Rezeptor-abh�ngige Signalwege impliziert einen 

m�glichen Zusammenhang zwischen der Expression des Proteins und der Differenzierung 

der Zelle, da der Ah-Rezeptor an der Regulation des Zellzyklus beteiligt ist und w�hrend der 
Differenzierung von Zellen in Kultur „heraufreguliert“ wird (Hayashi et al., 1995, Okey et al., 

1994, Sadek und Hoffmann, 1994). Des weiteren konnten Shimba et al. (2002) in AhR-

�berexprimierenden A549-Zellen eine beschleunigte Zell-Proliferation feststellen, 

andererseits f�hrte eine AhR-Defiziens zu einer verminderten Proliferation durch 

Verl�ngerung des Zellzyklus (G1-Phase) [Ma and Whitlock, 1996]. Daher w�re es 

interessant, zu untersuchen, ob Agentien, welche die Differenzierung von Zellen 

beschleunigen (HDAC-Hemmer wie Trichostatin A [TSA] oder Natriumbutyrat [NaB]), die 
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Expression von BCRP beeinflussen k�nnen. Eine Induktion von P-Gp durch eine 
Behandlung mit TSA oder NaB wurde bereits in der Literatur beschrieben (Jin et al., 1998 

Morrow et al. 1994). Hinsichtlich der in vivo Situation ist das Salz der Butters�ure von 

besonderer Bedeutung, da es durch die Darmflora z. B. bei der Verdauung von Getreide 

produziert wird. 

Wenn der AhR auch f�r die basale Expression von BCRP eine Bedeutung hat, so m�sste 

eine AhR-defiziente Zelle auch weniger BCRP exprimieren, bzw. eine AhR-�berexpression 

auch zu einer vermehrten BCRP-Expression f�hren. 
Eine erst k�rzlich publizierte Arbeit von Krishnamurthy et al. (2004) berichtet von einer 

BCRP-�berexpression unter Sauerstoff-defizienten Bedingungen („Hypoxia“). Der zugrunde 

liegende Regulationsweg f�hrt �ber die Aktivierung des Hypoxia-inducible Factor 1 (HIF-1, 

bestehend aus den Untereinheiten α und β), wobei hier eine �hnlichkeit zum AhR-

vermittelten Mechanismus besteht, da HIF-1 zur transkriptionellen Aktivierung mit seiner 
Untereinheit HIF-1β ein Heterodimer bildet, und HIF-1β identisch ist mit ARNT (Gu et al., 

2000). Ein Cross-Talk zwischen beiden Signalwegen wurde bereits in der Literatur berichtet 
(Chan et al., 1999), ob jedoch beide Signalwege zur gleichen Zeit in der Zelle ablaufen, ist 

fraglich, da HIF-1 bei „normalem“ Sauerstoffangebot („Normoxia“) �ber einen Ubiquitin-

Proteasom-abh�ngigen Weg schnell degradiert. Die vermehrte Expression von BCRP unter 

Hypoxia l�sst vermuten, dass unter diesen Bedingungen Produkte in der Zelle entstehen, die 
von BCRP transportiert werden k�nnen, wie z. B. H�m-Abbauprodukte (Krishnamurthy et al. 

2004). Zust�nde „lokaler Hypoxia“ k�nnen z. B. bei der Wundheilung, der Embryogenese 

und in Tumoren auftreten, wobei Letzteres bei der Behandlung von soliden Tumoren eine 

Rolle spielen k�nnte, wenn man davon ausgehen kann, dass Sauerstoff-defiziente 

Bedingungen eine Induktion von BCRP nach sich ziehen. 

Der Hypoxia-vermittelte Signalweg scheint jedoch ein relativ komplexer Vorgang zu sein, da 

so verschiedene Einfl�sse, wie geringe Sauerstoff-Spannung, Eisen-Ionen, Cobalt-Ionen und 
oxidativer Stress die gleichen Zellantworten hervorrufen k�nnen (Gu et al. 2000). 

Die oben zitierte Studie von Krishnamurthy zeigt au�erdem, dass die F�higkeit von BCRP, 

Porphyrine zu transportieren, den Bcrp1(+/+) Zellen unter Sauerstoff-defizienten 
Bedingungen eine gr��ere �berlebenschance bietet. Dies ist neben der Arbeit von Jonker et 

al. (2002) ein weiteres Beispiel f�r die Beteiligung von BCRP am Transport von Porphyrinen, 

welche offensichtlich f�r Zellen zytotoxisch sein k�nnen. Daher w�re es interessant zu testen 

ob, auch Bilirubin (ebenfalls ein Metabolit des H�m) ein Substrat f�r BCRP ist, denn auch 

Bilirubin ist ein AhR-Agonist (Denison und Nagy, 2003) und k�nnte so mit der Induktion von 

BCRP seine eigene Entgiftung beschleunigen.  

Die parallele Induktion von CYP3A4 und P-Gp unter Beteiligung des PXR ist ein etablierter 
Mechanismus (Goodwin et al., 2002). Dabei scheinen die Induktoren sowohl f�r CYP3A4 als 



 DISKUSSION  126 

auch f�r P-Gp Substrate zu sein, was eine funktionelle Interaktion zwischen beiden 

Mechanismen impliziert, da beide Faktoren zur Detoxifikation von aufgenommenen 

Substanzen beitragen.  

Nuclear Receptor Phase I Phase II ABC-Transporter

PXR

AhR

AhR

CYP3A4

CYP1A1

CYP1A1

STD

UGT1A6

UGT1A6

MRP2
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BCRP
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Abbildung 38: Koordinierte Expression von Phase I, Phase II-Enzymen und den am Transport der 
Metaboliten beteiligten ABC-Transport-Proteine. (STD = DHEA-Sulfotransferase) 
 
Ein weiteres Beispiel f�r eine koordinierte Expression eines ABC-Transporters und der 

XMEs, welche den zu transportierenden Metaboliten bilden, ist die Regulation von CYP1A1 
(Le Ferrec et al., 2002), sowie UGT1A6 und MRP2 (Bock et al., 2000) in Caco-2-Zellen unter 

Beteiligung des Ah-Rezeptors.  
Auch eine Induktion von P-Gp durch etablierte AhR-Agonisten, wie z. B. 3-MC (Gant et al., 

1991, Fardel et al., 1996) und PCBs (Borlak et al., 2003) wurde bereits in der Literatur 

beschrieben, jedoch scheint die Expression von P-Gp �ber sehr komplexe Regulationswege 

zu verlaufen, da je nach dem eingesetzten experimentellen Modell und verwendetem 

Induktor unterschiedliche Ergebnisse resultierten. 

Mit der hier beschriebenen parallelen Regulation von BCRP, CYP1A1/1B1 (und UGTs) wird 

diesen bekannten Mechanismen noch ein weiteres Beispiel hinzugef�gt (siehe Abbildung 
38).  

�hnlichkeiten zwischen den Regulationswegen von MRP2, P-Gp und BCRP sind hier 

auff�llig, und wenn man die �berlappende Substratspezifit�t dieser ABC-Transporter in 

Betracht zieht, so k�nnte man erwarten, dass deren Expression auch auf gemeinsamen 

regulatorischen Mechanismen basieren, obwohl hier sicherlich auch gewebespezifische 

Unterschiede bestehen k�nnen. 
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4.6. �bertragbarkeit auf die in vivo-Situation 
 
In vitro Experimente an Zellmodellen wie dem Caco-2 Zellmodell besitzen eine gro�e 

Bedeutung bei der Aufkl�rung von den biochemischen Mechanismen, die z. B. einer 

Zelltransformation vorausgehen. Da jedoch gerade die Entstehung von Krebs ein komplexer 

Vorgang ist, bei dem viele Ereignisse zusammentreffen m�ssen, damit eine transformierte 

Zelle auch �berleben „darf“ und sich weiter teilt, ist die �bertragbarkeit der Ergebnisse aus 
einem solchen in vitro Experiment auf die in vivo-Verh�ltnisse nat�rlich begrenzt.  

Die in dieser Arbeit als CYP1A1-Induktoren verwendeten Flavonoide liegen im Lebensmittel 

in der Regel glycosidisch gebunden vor, hier wurden jedoch die Aglyca eingesetzt, da die 

Glycoside hinsichtlich der Transaktivierung des AhR keine Wirksamkeit besitzen. Dar�ber 

hinaus k�nnen die Glycoside der Flavonoide wegen ihrer gr��eren Hydrophilie die 

Zellmembranen nicht frei passieren. Es konnte allerdings festgestellt werden, dass 

bestimmte Glucoside (z. B. von Quercetin) �ber einen sekund�r aktiven Transport, der von 

SGLT1 vermittelt wird, in die Zelle aufgenommen werden k�nnen. Fermentierte Lebensmittel 

(wie z. B. Miso und Natto, fermentierte Soja-Produkte) besitzen einen h�heren Gehalt an 

freien Aglyca, der durch die enzymatische Aktivit�t der mikrobiellen Flora w�hrend des 

Reifungsprozesses entsteht. Auch die Darmflora verf�gt �ber �-Glucosidase-Aktivit�t und so 

entstehen beim Verdauungsprozess ebenfalls freie Aglyca der Flavonoide.  

�ber die t�glich aufgenommenen Mengen an Flavonoiden existieren unterschiedliche 
Angaben. Sie reichen von 200 mg/Tag (Scalbert et al., 2000) bis zu 10-20 mg/Tag (B�hm et 

al., 1998). Die in den Inkubationsversuchen eingesetzten Konzentrationen von z. B. 50 �M 

kommen einem Gesamtgehalt von ca. 20 �g gleich, die im Transwellversuch auf eine Fl�che 

von 4,7 cm� Zellen einwirken. Wie die Untersuchungen zur Genexpression best�tigen, 

reichen diese Menge an Flavonoiden aus, um in der Zelle AhR-agonistisch zu wirken, da 

viele Flavonoide im Bereich von 1-3 �M (wie sie z. B. im Plasma zu erwarten w�ren) AhR-
antagonistisch wirken (Ashida et al., 2000). Bei den oben genannten mit der t�glichen 

Nahrung aufgenommenen Mengen an Flavonoiden ist eine agonistische Wirkung auch in der 

Darmzelle zu erwarten. 
Die f�r die Versuche eingesetzte Konzentration an Benzo[a]pyren (10 �M) entspricht mit 

einer absoluten Menge von ca. 5 �g pro 4,7 cm� Zellen in etwa der doppelten Menge, die als 

durchschnittliche t�glich aufgenommene Menge an BP aus Literaturwerten zu entnehmen ist 

(Hattemer-Frey und Travis, 1991). 

Die �berwiegende Anzahl der hier pr�sentierten Versuche besch�ftigt sich mit den 
Auswirkungen einer Vorbehandlung der Zellen mit den sekund�ren Pflanzeninhaltsstoffen 

auf die nachfolgende Metabolisierung von BP, jedoch kann davon ausgegangen werden, 
dass in der „in vivo“ Situation im menschlichen Organismus beide Stoffe auch zusammen 
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aufgenommen werden k�nnen. Da Flavonoide sowohl gute CYP1A1-Substrate als auch 
Substrate f�r Phenol-Sulfotransferasen (Eaton et al., 1996, Coughtrie et al., 2001) und 

Glucuronosyltransferasen (Vaidyanathan et al., 2002) sind, ist zu erwarten, dass die 

Metabolisierung von BP bei einer gleichzeitigen Applikation von Flavonoiden nicht so intensiv 

verl�uft, da beide Verbindungen um die fremdstoff-metabolisierenden Enzyme konkurrieren. 

Dies konnte in einem Transportexperiment, bei dem Genistein und BP gleichzeitig 

angewendet wurden, best�tigt werden. (s. Abb. 19a.-b., Punkt 3.2.3., S. 77-78). 

Dar�ber hinaus wurden einige Flavonoide (Chrysin, Quercetin, Silymarin, Daidzein und 
Genistein) als BCRP-Hemmer identifiziert (Zhang et al., 2004, Cooray et al., 2004, Imai et 

al., 2004) was den Export von BP-Konjugaten aus der Zelle verlangsamen w�rde. Allerdings 

m�sste im Fall einer kompetetiven Hemmung auch die Metabolisierung dieser Verbindungen 

und die eventuell unterschiedliche Affinit�t von BCRP zu Flavonoiden und BP-Metaboliten in 

Betracht gezogen werden. Dazu kommt auch die Tatsache, dass BCRP nicht der alleinige 

apikale Transporter in der Zelle ist und viele Flavonoide, bzw. deren Konjugate effektiv durch 

MRP2 exportiert werden. 

 
4.7. Schlussfolgerung und Ausblick 
 
Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass es sich bei diesem Thema um ein 

sehr komplexes Szenario handelt, da sowohl das BP als auch die sekund�ren 

Pflanzeninhaltsstoffe die Komponenten der biochemischen Barriere (Phase I, Phase II und 

ABC-Transportproteine) sowohl in ihrer Aktivit�t als auch in ihrer Expression beeinflussen 

k�nnen. 

Die Identifizierung von BCRP als Transporter f�r Sulfat- und Glucuronid-Konjugate von BP 

wirft wiederum die Frage auf, ob auch weitere PAK von toxikologischer Bedeutung (wie z. B. 
B[k]F und DB[a,l]P) von diesem Transporter aus der Zelle exportiert werden.  

Die offensichtlich hohe Affinit�t von BCRP zu heterozyklischen stickstoffhaltigen 

Verbindungen impliziert eine Transportkapazit�t f�r strukturell verwandte Verbindungen wie z 

B. Solanidin, Tomatidin (toxische Steroid-Alkaloide aus der Kartoffel, bzw. Tomate) oder 

Pyrazine (entstehen bei der Erhitzung von proteinhaltigen Lebensmitteln; „R�staromen“). 
Da auch endogene Verbindungen wie Cholesterin (Janvilisri et al., 2003) und 

Phoshatidylserin (Woehlecke et al., 2002) als BCRP-Substrate identifiziert wurden, l�sst dies 

die Vermutung zu, dass BCRP eventuell nicht nur als Transporter f�r Xenobiotika eine 

bedeutende Rolle spielt, sondern auch bei anderen physiologischen Vorg�ngen wie dem 

Membranaufbau oder –umbau eine wichtige Funktion erf�llt. 

Die gro�e Anzahl von neu erscheinenden Publikationen �ber neue BCRP-Substrate (HIV-

Protease-Inhibitoren, Antibiotika) oder Hemmer (Novobiocin, Glucocorticoide) verdeutlicht 
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die gro�e Bedeutung dieses relativ neu entdeckten Transport-Proteins f�r viele 

Forschungsbereiche. 

Die Regulation von BCRP stellt des weiteren einen wichtigen Bereich dar, in dem noch viel 

Forschungsbedarf besteht, denn wie schon angedeutet, existieren vermutlich mehrere 

parallele Regulationswege f�r das BCRP-Protein, wobei auch eine m�gliche Regulation auf 

post-transkriptioneller Ebene zu bedenken ist. Trotz der in dieser Arbeit aufgezeigten 

Hinweise zur Regulation von BCRP kann ein definitiver Beweis der AhR-Abh�ngigkeit nur 

erbracht werden, indem die Bindung des aktivierten AhR an den BCRP-Promoter (z. B. 
mittels EMSA, „electrophoretic mobility shift assay“, oder in vivo mittels „chromatin immuno 

precipitation“, ChIP) nachgewiesen wird. 

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann also die Schlussfolgerung gezogen 

werden, dass die Komponenten der biochemischen Barriere des Darmes durch nat�rlich in 

der Nahrung vorkommende Substanzen so beeinflussbar sind, dass dies zu einer 
beschleunigten Entgiftung von Pro-Karzinogenen wie Benzo[a]pyren f�hrt. Insbesondere der 

gro�e Beitrag einer Induktion von Phase I-Enzymen zu diesem Entgiftungsprozess gibt einen 

einen wichtigen Hinweis darauf, dass eine Induktion von Phase I-Enzymen nicht in jedem 

Fall mit sch�dlichen Auswirkungen wie der metabolischen Aktivierung von Pro-Karzinogenen 

gleichgesetzt werden kann. 
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Bei der Erstellung der vorliegenden Arbeit wurden folgende Hilfen in Anspruch 
genommen: 
 
Die Western Blot Analysen der Sulfotransferasen wurden im Deutschen Institut f�r 

Ern�hrungsforschung (DIfE), Arthur Scheunert Allee 114-116, 14558 Bergholz-Rehbr�cke, 

von der Abteilung von Prof. Dr. Glatt und Dr. W. Meinl durchgef�hrt. 

 

Die PCR-Analysen wurden von Frau Birgit K�hlein und Frau Nicole Brauer-Dewor 

durchgef�hrt. 

 

Die mit TCDD behandelten Caco-2-Zellen, das INF, B[k]F, 1-Hydroxy- und 3-Hydroxy-BP 

sowie die PAK-Mischung (Tabakrauch) wurden vom Biochemischen Institut f�r 

Umweltkarzinogene, Prof. Dr. Gernot Grimmer Stiftung, 22927 Grosshansdorf, zur 

Verf�gung gestellt. 

 
Die SULT-transfizierten V79-Zellen wurden von Prof. H. Glatt (DIfE), zur Verf�gung gestellt. 

 
Die HCT116 NRI Zellen wurden von Dr. H. Komatani, Merck Research Laboratories, Ibaraki, 

Japan, zur Verf�gung gestellt. 

 
Das Indolo[3,2-b]carbazol wurde von Prof. J. Bergman, Karolinska Institut, Stockholm, 

Schweden, zur Verf�gung gestellt. 

 
Der BCRP-Hemmer Ko 143 wurde von Prof. A.H. Schinkel, Krebsforschungsinstitut der 

Niederlande, Amsterdam, zur Verf�gung gestellt. 

 
Der MRP2-Hemmer S3025 wurde von Dr. A.W. Herling (Aventis Pharma, Frankfurt) zur 

Verf�gung gestellt. 
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