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Zusammenfassung

Durch die Nahrung wird der Gastrointestinaltralgelenaf3ig potentiell toxischen oder
karzinogenen Substanzen ausgesetzt. Einen wich&glmtzmechanismus stellt die
Aktivierung von UDP-Glukuronosyltransferasen (UGdar, die eine Vielzahl von
oxidierten Metaboliten, karzinogenen Verbindungennd u wasserunléslichen
Medikamenten glukuronidieren und damit ihre Aussineg aus dem Koérper in der
Wasserphase uber Urin und Galle ermdglichen. Digk@bnidierungsleistung eines
Individuums kann durch Polymorphismen WGT-Genlokus beeinflusst werden. Die
UGT1A1*28-Variante ist z.B. mit dem Gilbert-Meuleraght-Syndrom und die
UGT1A7*3-Variante mit einem erhodhten Risiko fur dbspatozellulare Karzinom
(HCC) assoziiert.

Die Regulation der Gene innerhalb de&GT1A7-10 Clusters ist bis heute nur
unzureichend geklart. Die vorliegende Arbeit zeigtass die extrahepatisch
exprimierten UGT1A8 und UGT1A10Gene  koordiniert  durch  die
Transkriptionsfaktoren Aryl Hydrocarbon Receptor hB und Nuclear Factor
Erythroid 2-related Factor 2 (Nrf2) reguliert wendewédhrend das hepatisch
exprimierteUGT1A9Gen durch AhR, aber unabhangig von Nrf2 reguirerdl.

In vielen Studien wurde demonstriert, dass Kaffekér ein vermindertes Risiko
aufweisen, an einem HCC zu erkranken und dass Hoeini die Leberentziindung
(Aminotransferasenerhohung) sowie die Progressiorieberzirrhose vermindert ist.
Da UGT1AGene durch Xenobiotika heraufreguliert werden Ild@mnwurde der
Einfluss von taglich konsumierten Getranken wie fgafauf dieUGT1AEXxpression
untersucht. Dabei zeigte sich, dass alleT1AGene durch Kaffee induziert werden
kénnen, das Ausmald der Induktion allerdings vonKhdfeeart, der Zubereitungsart
und dem jeweiligenUGT1AGen abhangig ist. Weiterhin wurden die fur die
Kaffeeinduktion verantwortlichen vermittelnden Ts&riptionsfaktoren AhR und Nrf2
sowie deren Bindungselemente in verschieddn@&i 1A Promotoren identifiziert. Die
Heraufregulierung der detoxifizierenden UGT1A-Phote reprasentiert damit eine
plausible molekulare Erklarung fir die Verminderudgs HCC-Risikos und des
Risikos von entzindlichen Lebererkrankungen beiféafinkern. Weiterhin ware in
Patienten mit Gilbert-Meulengracht-Syndrom eid&T1AZXInduktion durch Kaffee

denkbar, so dass das Defizit in der Bilirubin-Ehierung eventuell ganz oder teilweise



durch eine pharmakologische Intervention durch &afGenuss aufgehoben werden
konnte.

Durch einen kirzlich neu entdeckten Splicing-Medsiaiis kommt es zur Generierung
von mehreren Transkriptvarianten eines jed&iT 1A Gens. Die daraus resultierenden
neuen UGT1A-Proteinvarianten wirken als negative dMatoren der
Konjugationsaktivitdit der UGT1A-Proteine. Die inrd8tudie vonGirard et al.
(Pharmacogenet Genomics, 2007beschriebene UGT1A-Transkriptvarianten-
Verteilung in verschiedenen humanen Geweben wurde der Expression von
verschiedenen Transkriptvarianten in einem humearen transgenenUGT1A-
Mausmodell verglichen. Weiterhin wurde mit Hilfener humanisiertengUGT1A-
SNRMauslinie, die im humanerdGT1ALokus zehn haufig in der Bevolkerung
vorkommende Polymorphismen aufwies, gezeigt, dagr®rphismen nicht nur einen
Einfluss auf die Hohe der transkriptionellen Regalaeinzelner Gene, sondern auch
auf die Verteilung von Splicing-Transkriptvariantereinzelnen Organen haben.

Schlagworter:
- UDP-Glukuronosyltranferasen
- Xenobiotika

- Oxidativer Stress

Abstract

The gastrointestinal tract is exposed to a numibgrotentially toxic or carcinogenic
substances. The activation of UDP-glucuronosyltemses (UGTs), which
glucuronidate a variety of oxidized metabolitesicoggenic compounds and drugs
facilitating their elimination from the body, regents an important defense
mechanism. The individual glucuronidation capadcstynfluenced by polymorphisms
within the UGT gene locus. The UGT1A1*28 variant is associateth v@ilbert’s
syndrome and the genetic variant UGT1A7*3 is asdedi with an increased risk for
the development of hepatocellular carcinoma (HCC).

To date, little is known regarding the regulatidntlte genes within th&/GT1A7-10
cluster. In this study, we show tHaGT1A8andUGT1A10,which are expressed in the
extrahepatic gastrointestinal tract, are co-or@ilyaregulated by the transcription

factors aryl hydrocarbon receptor (AhR) and thelearcfactor erythroid-related factor



2 (Nrf2), while the liver-expressetGT1A9 gene is regulated by AhR, but is
independent of the presence of Nrf2.

Several studies have shown that coffee drinker® lradecreased risk for HCC and
inflammatory liver diseases, as well as fibrosisgoession. It is known thaiGT1A
genes are upregulated by xenobiotics. Therefore,influence of daily consumed
beverages such as coffee on the expressidhGi1Awas examined. EverlyGT1A
gene was induced by coffee, but the extent ofridedtion was dependent on the type
of coffee, the mode of preparation, and on theeetspe UGT1Agene. In addition, the
responsible transcription factors mediating cofisseciated induction, AhR and Nrf2,
as well as their DNA binding elements in differ&i®T1A promoters were identified
and characterized. The upregulation of the detoxgfiyJGT1A proteins is likely to
contribute to the decreased risk for HCC and oliegratic diseases in coffee drinkers.
Furthermore, UGT1Al induction by coffee may repnésean attractive
pharmacological intervention strategy in patienithwGilbert’'s syndrome that may
result in a normalization or improvement of serumsanjugated bilirubin levels.

A recently discovered new splicing mechanism letdshe generation of different
transcript variants of everyGT1A gene. The resulting new protein variants act as
negative modulators of the conjugation activity tbe previously known UGT1A
proteins. The distribution of the UGT1A transcriptdifferent human tissue&(rard

et al., Pharmacogenet Genomics, 2pWéas compared to the expression of different
transcript variants in a humanized transgd/&T1Amouse model. In addition, it was
shown in a humanizeyUGT1A-SNPmouse line containing ten frequently occurring
polymorphisms within thaJGT1A locus, that polymorphisms do not only have an
influence on the expression quantity but also endistribution of transcript variants in

different organs.
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Funktionen der gastrointestinalen Barriere undder Leber

Der Gastrointestinaltrakt ist elementar fur die #alime von Né&hrstoffen und
Flassigkeit, reprasentiert aber auch die grol3teri@obe des Korpers mit Kontakt zur
externen Umwelt. Damit stellt der Gastrointestirzit die erste Barriere fir exogene
Substanzen aus der Nahrung oder oral verabreichediksimente dar, die, um
absorbiert und im ganzen Kérper verteilt zu werdrrerst das intestinale Epithelium
passieren mussen. Damit potentiell toxische oderikagene Xenobiotika keine
Schaden verursachen kdnnen, existieren sogenametbaifivierungssysteme innerhalb
der gastrointestinalen Barriere, die potentielleische Xenobiotika entgiften. In der
Pharmakologie ist es dariberhinaus von Bedeutuass Medikamente wahrend der
Biotransformation und des intestinalen Transportés gastrointestinale Barriere
effizient und ohne Funktionsverlust passieren kaner xenobiotische Metabolismus
umfasst drei prinzipielle Phasen: Die Phase | Rea&h, die hauptsachlich von
Cytochrom P450 (CYP) Enzymen durchgefuhrt werdeasultieren in einer
Oxidierung, bei der gewdhnlich eine reaktive Grugp®. ein Hydroxyl-Radikal) an
ein Molekil geheftet wird. Dabei kdnnen als Konsagureaktive Molekulle entstehen,
die toxischer als das Ausgangsmolekil sind. InRiase Il (Konjugationsreaktionen)
werden die reaktiven Molekile durch meist detoiefiende Enzyme Uber die
funktionellen Gruppen mit wasserloslichen Molekileonjugiert. Die entstandenen
hydrophilen Konjugate werden danach in der Phask it Hilfe von
Transportproteinen aus der Zelle geschleust uniiegtich Gber Galle oder Urin vom
Korper ausgeschieden (1,2).

Die Molekile, die die gastrointestinale Barriereefgiueren und ins Blut gelangen,
werden zur Leber transportiert. Die Leber reprdasgnals grofite Verdauungsdriise
eines der wichtigsten Organe fur die Entgiftung uitid den Stoffwechsel von
exogenen und endogenen Substanzen. In der Lebdemnvelaher viele Medikamente
durch Phase | und Il Enzyme metabolisiert, um siezg entgiften, wodurch eine
systemische toxische Wirkung verhindert werden kawer auch ein Wirkungsverlust
einzelner Pharmaka auftreten kann (First-Pass-Mésaus). Weiterhin wird das beim
Hamoglobin-Abbau entstehende hydrophobe Bilirubm der Leber (und an

ausgewahlten extrahepatischen Orten) durch das ePhids Enzym UDP-
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Glukuronosyltransferase 1A1 (UGT1A1l) glukuronidiemd das daraus entstehende
hydrophile, konjugierte Bilirubin Uber die Galleiedin den Darm abgegeben wird,

schlie3lich mit dem Stuhl ausgeschieden.

1.2 Mechanismen des Xenobiotika-Metabolismus zur Bampfung von toxischen

und karzinogenen Effekten

Als Hauptorte fur den Erstkontakt mit Xenobiotikads der Gastrointestinaltrakt und
nachfolgend die Leber kontinuierlich einem breit&pektrum von Substanzen
ausgesetzt, die im Phase I|-Stoffwechsel oxidied womt reaktiven prosthetischen
Gruppen versehen werden. Dabei kann es auch zulfurigjl von reaktiven
Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen speci€3S)Rkommen. Unter normalen
physiologischen Bedingungen werden ROS als Nebeogte des Stoffwechsels
gebildet, fihren aber zu keiner Schadigung deredielEine erhdhte Konzentration von
ROS in der Zelle kann jedoch zu oxidativem Stresd dellschadigung fuhren. Im
Laufe der Evolution haben Saugerzellen eine VieNaln induzierbaren genetischen
Programmen entwickelt, um sich den vorherrschend®®S-Konzentrationen
anzupassen. Als erste zellulare Reaktion auf oxelafelektrophilen Stress wird eine
Reihe von Abwehrgenen aktiviert, was unter normademstanden zur Neutralisation
des oxidativen Stresses, seiner Auswirkungen uhiiegdich zum Uberleben der Zelle
fuhrt (3,4). Beim Versagen von angemessenen Abwetimanismen kann die
Akkumulation von ROS und elektrophilen Molekilen #iembran- und DNA-
Schaden, Mutagenese, Gewebedegeneration, vorneiddeern, Apoptose, zellularer
neoplastischer Transformation und Krebs fihren)(5-7

Die zellulare antioxidative Abwehr beinhaltet eidezahl von Proteinen (z.B.
Enzyme) und kleinen Molekulen (z.B. Vitamin C uny Bie ROS auf einem Niveau
halten, das fir den Organismus ungefahrlich ist.déa Enzymen, die mittels ihrer
antioxidativen Fahigkeiten ROS inaktivieren und daROS-initierte Reaktionen
verhindern, gehoren Superoxid-Dismutasen (SOD), aldsen und
Glutathionperoxidasen (GPx). Diese Enzyme gehoremer Gruppe der ,direkten”
Antioxidantien (8-10). Dahingegen werden detoxédieinde (konjugierende) Phase Il
Enzyme basierend auf ihrer Rolle in der Aufrecta#iting der Redox-Balance und der

Thiol-Homo6ostase als ,indirekte” Antioxidantien Kkhifiziert. Sie tragen zu der
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Biosynthese und dem Recycling von Thiol bei oderleigntern durch

Reduktion/Konjugation wahrend des Prozesses deastxetischen Detoxifizierung die
Ausscheidung von reaktiven sekundaren Metabolit@ninone, Epoxide, Aldehyde,
Peroxide) (11). Zu den Phase Il Enzymen mit antiattven Fahigkeiten gehdren
Glutathion S-Transferasen (GST), NADP(H)-Quinon doxeduktase (NQOL1),
y-Glutamylcystein Synthetase (GCS) und UDP-Glukusyttcansferasen (UGT).

1.3 UDP-Glukuronosyltransferasen (UGTS)

UGTs werden in Leber, Magen, Osophagus, GallengénBénn- und Dickdarm,
Lunge, Niere, Hirn und Brustgewebe exprimiert. Sr&l in der inneren Membran des
Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert und kaiehen die Umwandlung von
lipophilen xenobiotischen und endobiotischen Suixsta zu hydrophilen, gewohnlich
inaktiven Glukuroniden, die leicht Uber die Galeo den Urin ausgeschieden werden
kénnen (12). Diese Glukuronidierungsreaktion etfalgrch eine Bindung von UDP-
Glukuronsaure an das jeweilige Substrat (KonjugatidJnter den Substraten der
UGTs finden sich viele reaktive Molekile, die wakdeder Phase | von Cytochrom
P450 Enzymen oxidiert wurden. Unter anderem werddahrungsbestandteile,
endogene Metabolite, Hormone, aber auch MedikamamieUmweltkarzinogene von
UGTs katalysiert (13-16).

Genetische Organisation

Die humane UGT-Superfamilie besteht aus vier UGHikan: UGT1, UGT2, UGT3
und UGTS8. Allerdings spielen ausschliel3lich Enzyee Familien UGT1 und UGT2,
die UDP-Glukuronsaure als Glykosyldonor verwendsne signifikante Rolle in der
Biotransformation (17)UGT2Gene befinden sich auf Chromosom 4q13 und 4q28,
bestehen aus sechs Exons und glukuronidieren vgewieendobiotische Substrate wie
Steroide oder Gallenséduren. DG T1ALokus hingegen ist auf Chromosom 237
lokalisiert und beinhaltet neun Gene, die fur fuokelle UGT1A-Proteine kodieren,
(UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7, W&3[ UGT1A9,
UGT1A1Q und 3 Pseudogen&GT1A2P, UGT1A11P, UGT1A1PH etztere werden
als Pseudogene betrachtet, weil sie im Exon 1 simiehrere Deletionen aufweisen,

die die Transkription und Translation eines funkétblen UGT1A-Proteins
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verhindern (18). Die Nomenklatur deiGT1AGene richtet sich nach der Position des
Gens IMUGT1ALokus. Dabei liegty GT1A12Pam 5 -Ende untdGT1Alam 3'-Ende
(Abb.1) (17). Spater wurde festgestellt, d&KST1A8 nicht zwischenUGT1A7 und
UGT1A9, sondern stromaufwarts vorJGT1A10 liegt. Dennoch wurde die
Nomenklatur deswegen nicht gedndert. Der ges&ai®€1A Lokus umfasst etwa 200
kbp und ist aufgrund der hohen Sequenzhomologiechen verschiedenen UGTs sehr
wahrscheinlich durch Genduplikationsereignisse tenteen. Bezogen auf die
Sequenzhomologie gibt es innerhalb der UGT1A-Fanaivei Cluster: dasGT1A3-5
Cluster und da®JGT1A7-10Cluster. Die Gene dedGT1A7-10Clusters weisen im
Exon 1 eine Sequenzhomologie von mehr als 70% unthe e
Promotorsequenzhomologie von mehr als 75% auf (A8 UGT1A-Transkripte
werden von funf Exons transkribiert und durch seagetes Exon-Sharing gebildet
(Abb.1).

1A12 1A11 1A8 1A10 1A9 1A7 1A6 1A5 1A4 1A3 1A2 1Al 2 3 4 5

Transcription l
| VAVAYIN]
KN B9[] [m 000
1A4 splicing / A

N

s

RNA

UGT1A4

Abb.1: Genetische Organisation des humanen UGT1A-Lokusl Ueispielhafte
Transkription de€JGT1A4Gens.

Fur jedesUGT1AGen ist das Exon 1, das fir die 287+2 Aminosay#s) lange

aminoterminale Substratbindedoméane des Enzyms itpddnzigartig und damit
spezifisch fur jede UGT1A-Isoform (19). Die Exon®i® 5 kodieren fur den 245 AS
langen C-terminalen Teil, der bei jedem UGT1A-Prot&dentisch ist und eine
Bindedoméne fiur UDP-Glukuronsaure im Lumen des Bledmatischen Retikulums,
eine hydrophobe Transmembrandomane (17 AS) und ld&iee cytoplasmatische
Domane (20 AS) beinhaltet (20-22). Die Verwendumgere Vielzahl individueller

erster Exons erlaubt die Glukuronidierung einedtdmeSpektrums von Substraten,
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wahrend der konstante Teil aus den Exons 2-5 egai®les Glukuronidierungsfunktion
gewahrleistet.

Kirzlich wurde ein neuer alternativer Splicing-Maoismus entdeckt, der ein neu
entdecktes Exon 5b in der konstanten Exon 2-5 Regnit einbezieht und zur
Herstellung von verschiedenen mRNA-Transkriptere®iainzelnetGT1AGens und
zur Generierung vorher nicht bekannter UGT1A-Pragdiihrt (Abb.2).

Mewvel axan Exan

chr.2q37 1A1 2 34 5b Sa

1A1_v2

1A1_vi

1A1_v3

Abb.2: Herstellung der drei verschiedenen Transkriparggn v1, v2 und v3

durch alternatives Splicing. Verandert naévesque et al., Hepatology 2007

Es wurden drei verschiedene Transkripte RfGT1AGen in humanen Geweben
identifiziert: v1, v2 und v3, wobei es sich bei wih das konventionelle, schon vorher
bekannte Transkript handelt. Im Beispiel vasGT1Al enthalt das Transkript
UGT1Al1l vl das Exon 5a (alt), UGT1Al_v2 das Exon(Bbu) und UGT1Al v3
beide Exons (5a+5b) (Abb.2). Durch den alternati8pticing-Mechanismus entstehen
zwei UGT1A1-Protein-Varianten: die klassische IsofqUGT1A1_v1) und die neue
Isoform 2 (UGT1A1_v2), dessen ExpressionsleveliBligmt zwischen verschiedenen
Individuen und Geweben variiert. Die Proteine, dan v3_Transkript translatiert
werden, sind identisch zu denen, die vom v2_Trapslkmkodiert werden, weil sie
identische Open Reading Frames (ORF) haben. Diesan v1 und v2 wurden in fast
allen Organen nachgewiesen, in denen auch dasddhss/1-Transkript vorhanden ist
(Leber, Niere, Kolon, Osophagus, Dinndarm, Lungéh Isoform-spezifisches
Expressionsmuster der verschiedenen Varianten wiiidemenschliches Gewebe

(Leber, Niere, Kolon, Osophagus, Dunndarm) beggteigt (Abb.3).
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Small
Liver Kidnay Colon  Owsophagus ntestine

vi v2h3 w1 v2AE vl w2h3 vl v2h3 vl v2NG

w1 = BB8E bp
¥2w3=8109bp

UGT1A1

A3 _v1 =873 bp
¥2iv3=606bp

UGT1A3

¢

w1=1039bp
w2iv3=772bp

t

1A5 w1 = 1320 b
1A5 v2iv3 = 1062 bp

UGT1AE UGT1A4

4= 1AG 1 = BS2 bp
4 A6 v2i3=516bp

UGT 1 A6

1A7_v1= 1305 b
1A7 v2iv3 = 1038 bp

t

AB v1=1287 bp
w23 =1023 bp

t

4= 1A2 w1 =061 bp
= 1A9 v2/3 =854 bp

UGT1A9 UGTI1AB UGTIAT

= 1AT0.v1= 1038 bp
<~ 1AT0 w2vE = 771 bp

UGT1A10

Abb.3: Verteilung der spezifischen UGT1A-Transkriptvatem in humaner
Leber, Niere, Kolon, Osophagus und Dinndar&irard et al.,

Pharmacogenet Genomics 2007.

Die UGT1A_v2-Proteine sind, eventuell aufgrund deshlens von Exon 5a,
enzymatisch inaktiv. Trotz der Abwesenheit der @Ghokisdure-Transferase-Aktivitat
wirken die v2-Variantein vitro als negative Modulatoren der Konjugationsaktidit
UGT1A_vl1-Proteine, zumindest im Fall der v2-Varemtvon UGT1Al UGT1A7
UGT1A8 und UGT1A10 Dies stellt einen neuen nicht direkt genetischrclu
kodierende Polymorphismen determinierten Mechanssnder Modulation der
Glukuronidierungsaktivitat dar (23,24), der unaldigrvon der Transkripthdhe ist.



1. Einleitung 7

Substratspezifitat, Expression und Regulation

Einzelne UGTs haben aufgrund der individuellen Salblsindedomanen, die von dem
isoformspezifischen Exon 1 kodiert werden, spediits Substratpraferenzen, wobei es
aber generell eine ausgepragte SubstratiberlapgibhgSo existieren Verbindungen
(z.B. 4-Methylumbelliferone), die von mehreren U@Fsoformen glukuronidiert
werden koénnen (25), aber auch Substrate, die diefSloth von einer einzigen
UGT1A-Isoform katalysiert werden, wie z.B. das Bibin von UGT1AL1 (26).

UGTs werden gewebespezifisch exprimiert, d.h. deje Gewebe ist ein spezifisches
Expressionsmuster von UGT1A-Isoformen zu findemdeawurde angenommen, die
Leber sei das zentrale Stoffwechselorgan und bkenhden Hauptanteil der
Glukuronidierung. Heute wei3 man, dass eine VielKaln verschiedenen UGT1A-
Proteinen auch im Gastrointestinaltrakt exprimigerden, dessen grol3e metabolisch
sehr aktive Mukosa den ersten Kontakt zu Xenolaohkrstellt. Unter den UGT1A-
Isoformen werden UGT1Al, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGA9 unter anderem
in der Leber exprimiert, wahrend UGT1A7, UGT1A8 un@T1A10 ausschlief3lich im
extrahepatischen Gastrointestinaltrakt exprimieerden (14,27-29). Auch wenn die
Gene dedUGT1A7-10Clusters eine Promotorsequenzhomologie von mehi7a%
aufweisen, wirdUGT1A9 in der Leber, alle anderen Gene des Clusters ledoc
ausschlieBlich extrahepatisch exprimiert. Der Gruitid das gewebespezifische
Expressionsmuster ist weitgehend unbekannt. Verchutlvird jedes UGT1AGen
abhangig vom Gewebetyp reguliert, indem verschiedeanskriptionsfaktoren an den
Promotor binden, der stromaufwarts eines jeden &xofiegt und fur jedeGT1A
Gen spezifisch ist, und so die Transkription pesiidler negativ beeinflussen. Fur die
Promotoren derUGT1A3- und UGT1A4Gene wurden kurzlich verschiedene
Transkriptionsfaktoren wie der Hepatocyte Nucleactbr 1 alpha (HNFd) oder der
Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR) und dessen Bindefggaente identifiziert, durch
die die Transkription dieser Gene um ein Vielfachesufreguliert wird (30-32). Der
UGT1AZXPromotor wird ebenso durch HNé-uind AhR, aber auch durch den Nuclear
Factor Erythroid 2-related Factor 2 (Nrf2) regulie33-35). Innerhalb dedGT1A7-10
Clusters ist wenig uber die transkriptionelle Ragjoh bekanntUGT1A8 UGT1A9
undUGT1A10werden alle durch HNFelaktiviert. Jedoch werden im Gegensatz zu der
hepatischenUGT1A9 ausschlie3lich die extrahepatischedT1A8 und UGT1A10
durch das Caudal-related Homeodomain Protein2 (Cdx2uziert (36), was

maoglicherweise ein Faktor ist, der zur Gewebesparleitragt.
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Da Enzyme der UGT1A-Familie eine hohe Glukuronigingsaktivitat gegeniber
verschiedenen xenobiotischen Substanzen habenamebgspezifisch in Organen mit
primarem Kontakt zu aufgenommenen Substanzen ausrdeelt exprimiert werden

(Gastrointestinaltrakt, Lunge), spielen sie einddutende Rolle in der Karzinogen-
Detoxifizierung und im Pharmaka-Metabolismus. Die rfoEschung von

modifizierenden Faktoren wie Single Nucleotide Radyphisms (SNPs) oder von
Veranderungen der Transkriptionsrate durch inhédmide oder induzierende

Substanzen ist daher von hoher klinischer und palaoiogischer Relevanz.

1.4 Expression, Polymorphismen und Bedeutung delUGT1Al-, UGT1A7-,
UGT1A8-, UGT1A9- und UGT1A10-Gene

UGT1Al

Hamoglobin wird im Menschen zu Bilirubin abgebawuglches nicht wasserldslich ist
und unmodifiziert nicht ausgeschieden werden kémder Leber wird Bilirubin durch
UGT1A1 mit Glukuronsaure konjugiert und damit hyghd. UGT1A1, das in Leber,
Dunn- und Dickdarm sowie in den Gallengangen exirtmwird, ist die einzige
biologisch relevante UGT1A-Isoform, die Bilirubinokjugieren kann (37). Es gibt
dartiber hinaus im Menschen keinen anderen Wegifiér effektive Detoxifizierung

und Eliminierung von Bilirubin. Abgesehen vom Bilbin katalysiert UGT1Al die
Glukuronidierung einiger anderer endogener und emeg Substrate wie
2-Hydroxyostron, Estradiol sowie eine Anzahl von dikamenten wie

Ethinylestradiol, Gemfibrozil, Metabolite von Iritexan, Simvastatin und
Buprenorphin (38). AuRerdem werden mutagene Xemigbiowie N-Hydroxy-2-

Amino-1-Methyl-6-Phenylimidazol[4,B]Pyridin und Benzaf)pyren (BaP) der
Glukuronidierung und Detoxifizierung von UGT1Al1 amtogen (39). Unter
Berucksichtigung der Glukuronidierungsleistung W@&T1A1 kdnnen Veranderungen
ihrer Aktivitat zur Modulation des Pharmaka-Metabolus oder der Disposition
gegenuber Umweltkarzinogen-assoziierten Krankhdiianen. Bis heute wurden 113
verschiedene genetische Varianten déST1ALXGens identifiziert, die zu einem
unterschiedlichen Grad die UGT1Al-Enzymaktivitatarelern. Wird die UGT1Al-
Aktivitat durch Polymorphismen soweit herunterregu) dass Bilirubin nur noch

minimal oder gar nicht konjugiert werden kann, kona® zur Ausbildung des Crigler-
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Najjar-Syndroms Typ I, das zu einer Bilirubin-Akkufation im Zentralnervensystem
fuhrt und ohne Behandlung letal ist (40,41). Eing@lderen Phanotyp reprasentiert das
Crigler-Najjar-Syndrom Typ Il mit einer niedrigenlu®uronidierungsaktivitat von
UGT1Al (42,43). Die am meisten erforschd&T1ALVariante ist UGT1A1*28, die
eine TA-Insertion in der TATA-Box (A(TATAA>A(TA),TAA) von UGT1Al
aufweist. Dadurch wird digdGT1AZTranskription um 70% reduziert. Die homozygote
Variante UGT1A1*28 (+/+) ist in 11-16% der europhien Bevolkerung zu finden und
mit dem Gilbert-Meulengracht-Syndrom assoziiert,s dsich durch eine leichte
unkonjugierte Hyperbilirubindmie (Gelbsucht) naathlafentzug oder Fastenperioden
auszeichnet (44,45). Bei manchen NeugeborenenjelldGT1A1*28-Variante tragen,
wird ein Ikterus neonatorum prolongatus diagnostiziert, dér emer verlangerten
Gelbsucht aufgrund einer ineffektiven Bilirubin-&lronidierung einhergeht (46).

Fiur die UGT1Al1*6-Variante wurde eine Assoziatiort ginem erhohten Risiko fur ein
kolorektales Karzinom identifiziert (mit einer OdBsitio (OR) von 2,03) (47). In den
letzten Jahren hat sich jedoch herausgestellt, dasist nicht nur ein einziger
Polymorphismus, sondern verschiedene Haplotypemm@fimation aus verschiedenen
Polymorphismen) relevant zu sein scheinen. Eine Wipation der UGT1A1*28-
Variante und verschiedenddGT1A%Varianten (UGT1A7*3 und UGT1A7*12) ist
z.B. mit einer erhdhten Toxizitdt des Zytostatikuingotecan assoziiert (48). Ein
ahnlicher Haplotyp mit weiteren UGT1A-Varianten warauch mit einer schweren
unkonjugierten Hyperbilirubindmie unter Behandlumiy Atazanavir und Indinavir zur

Therapie von HIV-Infektionen verbunden (16,49).

UGT1A7

UGT1A7 wird ausschlie3lich extrahepatisch in oraghgealem Gewebe, in
Osophagus, Magen, Lunge und Pankreas exprimiert Wadalysiert die
Glukuronidierung von Phenolen, Anthraquinonen, &ten, Naphthol-Strukturen und
Cumarin-Derivaten  (14,50,51). Aufgrund seiner Espren im oberen
Gastrointestinaltrakt und in der Lunge kommt UGT1A&ine Rolle der
Gewebeprotektion gegentber aus der Umwelt aufgerssram Karzinogenen zu.
Weiterhin Ubernimmt UGT1A7 den grdl3ten Teil der Keltonidierung des Irinotecan-
Metaboliten SN-38 (52,53). Von groRer Bedeutung igtdoch, dass
UGT1A7 eine hohe Glukuronidierungsaktivitat gegesribMutagenen, wie

den im Tabakrauch enthaltenen BaP und heterozileisc Aminen wie
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2-Amino-1-Methyl-6-Phenylimidazol[4,B]Pyridin (PhIP), zeigt, die als humane
Karzinogene fir eine Reihe von Krebsarten idenéiftzworden sind (54-58). Studien
belegen, dass die Detoxifizierung von Mutagenen uRrdkarzinogenen durch
Glukuronidierung eine wichtige Rolle in der chenrhiso Karzinogenese spielt (59-64).
Die UGT1A#Variante UGT1A7*3, die drei AS-Austausche in EXbfiN129K/R131K
und W208R) und einen Promotorpolymorphismus (-57)Ta@weist, wurde mit einem
erhohten Risiko fir das hepatozellulare Karzinor@ @) assoziiert (65).

UGT1A8

Das human&GT1A8Gen wird exklusiv extrahepatisch in Osophagus, ridiamm und
Kolon exprimiert. Die Substrate von UGT1A8 schlieldnter anderem Flavonoide,
Cumarine, Anthraquinone, Ostrogene und das Karzimog-Aminobiphenyl ein
(14,66). Bis heute wurden nur zwei Polymorphismem kodierenden Bereich
identifiziert. Die Variante UGT1A8*2 (allelische &guenz von 15-59%) zeigt im
Vergleich zur Wildtyp-Form eine nahezu gleiche Ak#t gegentuber UGT1AS8-
spezifischen Substraten (67). Dahingegen weist d&iante UGT1A8*3 eine
verminderte Aktivitat auf, kommt aber in der kaukaken Bevolkerung nur sehr selten
vor (1-2%). Eine Assoziation dieser Variante mitnd&olorektalen Karzinom (68),
dem HCC (69) oder der chronischen Pankreatitis Kd@nte in diversen Studien nicht

nachgewiesen werden.

UGT1A9

UGT1A9 wird auf hohem Niveau in den Nieren und als eiezigoform des
UGT1A7-10 Clusters in der Leber exprimiert. Zu ihren Substmatgehdren
Flavopiridol, Mycophenolat (71,72), Propofol, Acetaophen, nonsteroide
antiinflammatorische Medikamente, Antikrebs-Medilkante (73), Catechol-Ostrogene
(74), Fettsduren und die mutagenen Arylamine PhidPN+OH-PhIP (75). Es wurden
bereits zahlreiche Promotorpolymorphismen und f&MNPs innerhalb der Exon-
Sequenz identifiziert, die allerdings nur eine gge Frequenz aufweisen und nur
teilweise durch eine verminderte Enzymaktivitat y@kzeichnet sind (76,77). Der
Intron-Polymorphismus 1399C>T fuhrt zu einer ertghProteinexpression und einer
vermehrten Glukuronidierungsaktivitat gegeniber danotecan Metaboliten SN-38

(73) sowie dem Immunsuppressivum Mycophenolsage (7
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UGT1A10

Das human&GT1A10Gen wird in Osophagus, Magen, Diinndarm, Kolon,géuannd
Gallengangen exprimiert (13,25,28,29,79,80). UGTAAlukuronidiert eine Reihe von
karzinogenen Substanzen wie 2-AcetylaminofluorenM@ée (13), BaP (14,28,50) und
PhIP (81). Weiterhin werden von UGT1A10 Flavone geolin, Quercetin (82), und
Eupatilin (83) sowie Medikamente wie Mycophenol@#); Indolocarbazol-Analoga
(85), Raloxifen (86,87), Troglitazon (88), Dobutam{89) und Propranolol (90)
konjugiert. Interessanterweise ist UGT1A10 die Hemagborm fiur die
Glukuronidierung von nativen Ostrogenen und ihreydrbxylierten Metaboliten
(14,91). In Plattenepithelkarzinomen (28), gastest Adenokarzinomen (27) und in
Mammakarzinomen (92) ist die Expression \WW@&T1Al0herunterreguliert. Aufgrund
der wichtigen Rolle von UGT1A10 in der Detoxifiziergy von Mutagenen kdnnen
Veranderungen ihrer katalytischen Aktivitat eine(gg Bedeutung in der Mutagen-
abhéangigen Karzinogenese haben. Bis heute wurden 8&lPs, die alle mit einer
geringen Frequenz vorkommen, im Exon 1 \WAT1A10identifiziert. Drei davon sind
,silent”, die Ubrigen sechs SNPs filhren zu AS-Austiien (93,94). Die UGT1A10*7-
Variante (1211T in Exon 1, allelische Frequenz 12é)gt keine Aktivitat gegentber
den Hauptsubstraten der UGT1A10-Wildtyp-lsoform )(95 Die
Glukuronidierungsaktivitat von UGT1A10*2 (Q139K) genuber BaP und PhIP ist
stark herabgesetzt (81,96), wurde aber auch inr €ase-Control-Studie mit einem
verminderten Risiko von oropharyngealen Karzinonre\frikanern assoziiert (93).
Erstaunlicherweise wurden bis heute keine Polymsrpén in der Promotorregion von
UGT1Al0identifiziert.

1.5 Der Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor 2 (Nrf2) als Sensor von
oxidativem Stress und der durch Xenobiotika aktiviete Aryl Hydrocarbon
Receptor (AhR)

Die verantwortlichen Signaltransduktionswege, dieetu Bedingungen von oxidativem
Stress eingeschaltet und zu einer Heraufreguliemorg geeigneten Abwehr-Genen
fuhren, sind in Eukaryoten weitgehend ungeklartr Deanskriptionsfaktor Nrf2
scheint jedoch eine Schlisselrolle in der Regulation Abwehr-Genen im durch ROS
induzierten oxidativen Stress zu spielen (8,97j2Nst ein Mitglied der Cap'n”Collar-
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Familie von Basic Leucin Zipper (bZIP)-Proteinendurbindet an sogenannte
Antioxidant Response Elements (ARE) im PromotomeeiZielgene (98). Unter
normalen Bedingungen ist Nrf2 an seinen Inhibitdem mit dem Zytoskelett
assoziierten Keapl, gebunden, der Nrf2 durch dieldfing seines proteosomalen
Abbaus reprimiert (99). Durch eine Stimulierung dur Antioxidantien wie
tert-Butylhydroquinon (BHQ) wird Nrf2 von Keapl freigesetzt, transloziamt den
Zellkern und kann mit anderen Transkriptionsfaktoreie Jun und small Maf
Heterodimere bilden (100-102).

Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass es einerdktion (,Crosstalk) zwischen
dem Nrf2-Pathway und dem AhR-Pathway gibt. AhReist Basic Helix Loop Helix
Transkriptionsfaktor, der vor der Ligandenbindungath direkte Interaktion mit dem
Heat Shock Protein 90 (HSP90), dem X-associateteiar@ (XAP2) und dem HSP90
Co-Chaperon p23 im Cytoplasma stabilisiert wird 3)10Nach Bindung eines
Liganden, der z.B. zur Gruppe der aromatischen &uokasserstoffe gehort (z.B.
2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-Dioxin (TCDD), BaP, Rithemikalien oder Sterole)
transloziert der AhR-Ligand-Komplex in den Zellkeund dimerisiert dort mit dem
Arylhydrocarbon Receptor Nuclear Translocator (Arfit04). Das AhR-Arnt-Dimer
bindet dann an sogenannte Xenobiotic Response Bten(¥RE, oder DRE — Drug
Responsive Elements), die in vielen Promotoren WAtrarmaka-metabolisierenden
Enzymen lokalisiert sind und diese transkriptiomegjulieren (z.B. CYP).

Einige Studien haben den Crosstalk zwischen Nrf2l &thR untersucht. Eine
Mutagenese des ARE-Bindungselementes im Promo®rhdenanelUGT1A6Gens
fuhrte, wie erwartet, zu einer reduzierten Induzekeit durch tBHQ, aber
erstaunlicherweise gleichzeitig zu einem Verlust @€DD vermittelten Induktion,
obwohl der durch TCDD aktivierte AhR eigentlich mi@an ARE- sondern nur an XRE-
Bindungsstellen binden sollte (105). In einer welteaussagekraftigen Studie wurde in
Wildtyp- und in Nrf2-Knockout-Mausen die Abhangigkder TCDD-Induzierbarkeit
verschiedener Pharmaka-katalysierender Enzyme wam Ashwesenheit von Nrf2
untersucht. Es wurde gezeigt, dass die TCDD-Induokiton Ugtla5, 1a6 und 1a9
abhéangig von der Anwesenheit von Nrf2 war, wéahreinel TCDD-Induktion von
Ugtlal unabhéngig von Nrf2 war (106). Um diesesnBhien zu erklaren, gibt es
verschiedene Erklarungsmoglichkeiten. Miab al. demonstrierte, dass diNrf2-
Gentranskription direkt durch AhR via XRE-Bindettalim Nrf2-Promotor moduliert
wird (107). Ein zweiter moglicher Mechanismus wénee direkte Interaktion zwischen
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den AhR- und Nrf2- Proteinen, allerdings wurde beute noch kein Beweis daftr
erbracht, dass die beiden Transkriptionsfaktoreysighlisch miteinander interagieren
kénnen. Eine dritte Mdglichkeit ware eine Interakti zwischen Nrf2 und AhR-
assoziierten Proteinen oder eine Interaktion zve@scAhR und Nrf2-assoziierten
Proteinen.

Innerhalb dedJGT1ALokus wurde fir didJGT1AL, UGT1A3 und UGT1A4Gene
bereits eine Induzierbarkeit durch TCDD (AhR) ggreind die vermittelnden XRE-
Bindestellen identifiziert (31,32,34). ImMUGT1AXPromotor wurde auch eine
funktionelle ARE-Bindestelle identifiziert (35). i@ gegenseitige Abhangigkeit der
Transkriptionsfaktoren AhR und Nrf2 wurde dort edi@gs nicht beschrieben.

1.6 Kaffee und seine antioxidative Wirkung

Kaffee gehort zu den am meisten konsumierten Getrarweltweit. Der Gesamt-
Kaffeekonsum wird auf sieben Milliarden Kilogramnaffeebohnen jahrlich geschatzt.
Obwonhl der Kaffee auch aufgrund seines Aromas uesic@macks geschatzt wird, ist
wohl die pharmakologische Wirkung des in ihm gedisKoffeins ein entscheidender
Faktor fir das Konsumverhalten und seine weltwedpularitat. Tatsachlich ist Kaffee
eine komplexe chemische Mixtur, die mehr als tadsegrschiedene Verbindungen
enthalt. Dazu gehoren z.B. Carbohydrate, LipidéskStoffverbindungen, Vitamine,
Mineralien, Alkaloide und phenolische Verbindund&88,109).

Der Kaffeekonsum wurde in vielen Studien im Zusamhaag mit
Krankheitsdisposition studiert. Dabei wurde festgts dass Kaffeetrinker ein
vermindertes Risiko fur Typ Il Diabetes mellitus. (), fir den M. Parkinson (111) und
fur kolorektale Karzinome (112) haben. Weiterhinigea epidemiologische und
interventionelle Studien, dass Kaffeekonsum mieginverminderten Risiko an HCC
zu erkranken assoziiert ish einer Meta-Analyse wurden zehn publizierte Stadmnit
2660 HCC-Patienten reanalysiert. Es ergab sicles®mgt ein relatives Risiko von 0,59
(95% CI 0.49-0.72). Demnach haben Kaffeetrinkeru#gin41% verringertes Risiko an
HCC zu erkranken. Fur niedrigen bis mittleren (Te&sen pro Tag) Kaffeekonsum lag
das relative Risiko bei 0,70 (95% CI 0.57-0.85) tiindstarke Kaffeetrinker (>3 Tassen
pro Tag) bei 0,45 (95% CI 0.38-0.53) (113). Zudemrde Kaffeekonsum auch in
Verbindung mit einem verringerten Risiko von Zirskeo ein Hauptrisikofaktor im
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Prozess der Leberkarzinogenese, gebracht (114-Eé&f)er zeigte eine amerikanische
Populationsstudie, dass bei Kaffeetrinkern die beberentzindung hinweisenden
Aminotransferasen im Serum signifikant niedrigereva(117). Die Mechanismen, die
fur den antikarzinogenen und antiinflammatorisckfiekt des Kaffees verantwortlich
sind konnten bislang nicht zweifelsfrei identifidieverden. Es gibt dazu verschiedene
Hypothesen: Der Transforming Growth Fadgdr- (TGF$1) ist einer der
Hauptregulatoren im Prozess der Fibrogenese deerLdbs wurde gezeigt, dass
Koffein durch eine Erhéhung der intrazellularen lsghen Adenosinmonophosphat
(cAMP)-Konzentration die TGB4 induzierte Expression vom Connective Tissue
Growth Factor (CTGF), der eine profibrotische Wimguhat, stark herunterreguliert.
Dies wird als potentielle Ursache fir die antiftisohe Wirkung des Kaffees
angesehen (118). Eine andere Theorie basiert daraaiss Kaffee als
Blockierungsmittel angesehen wird, das frihe mutadereignisse durch die Induktion
der Karzinogen-Detoxifizierung verhindert. Die d&tigste Strategie, um Zellen oder
Gewebe vor toxischen und neoplastischen EffektelevKarzinogene zu schitzen, ist
die Induktion von detoxifizierenden und antioxidath Phase 1l Enzymen. Welche
genauen Bestandteile im Kaffee jedoch fur die Iniduk verantwortlich sind, ist
bislang ungeklart. Es gibt jedoch einige SubstanperKaffee, deren antioxidative
Wirkung bereits aufgeklart und diese zum Teil mier dAktivierung des
Transkriptionsfaktors Nrf2 in Verbindung gebrachitrde (119).

Wichtige Kaffeeinhaltsstoffe und ihre Wirkung

Koffein (1, 3, 7-Trimethylxanthin) ist ein Purin-kdloid, das natirlicherweise in
Kaffeebohnen enthalten ist. Bei einem normalen &okKonsum fungiert Koffein
hauptséachlich als Antagonist von-Aund A-Subtypen des Adenosinrezeptors (120).
Adenosin ist ein endogener Neuromodulator mit matsbitorischer Wirkung und der
Adenosin-Antagonismus durch Koffein hat daher gelheine stimulierende Wirkung.
Es kommt unter anderem zu einer Stimulierung desralen Nervensystems, akuter
Erh6hung des Blutdrucks, einer erhohten Metabolisigsrate und Harnausscheidung
(121). Koffein wird schnell und fast vollstandig iMagen und Dunndarm resorbiert
und in alle Gewebe inklusiv Gehirn verteilt. Der ffen-Metabolismus findet priméar
in der Leber statt, wo die Cytochrom P450 IsoforifP@A2 die 3-Demethylierung von
Koffein katalysiert, wodurch 1, 7-DimethylxanthifPgraxanthin) entsteht (122,123).
Koffein wird zu 70% zu Paraxanthin abgebaut. Weiterodukte des Koffein-Abbaus
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sind Theobromin, das durch 1-N-Demethylierung ehtstind Theophyllin, das durch
7-N-Demethylierung gebildet wird. Zu Theobromin uiitieophyllin wird Koffein
jeweils zu ca. 9% abgebaut. Weiterhin wird Koffgeringflgig zu 1, 3, 7-Trimethyl-
Harnsaure hydroxiliert (124). Der Koffeingehalt eésnKaffees kann stark variieren.
Eine Standardtasse Kaffee (150 ml) enthalt allgeram die 100 mg Koffein.

Weiterhin enthalt Kaffee Chlorogensaure (5-O-Caffgoinic Acid). Chlorogensauren
sind eine Familie von Estern, die zu den Phenodsigehoren. Kaffee ist die reichste
Nahrungsquelle fur Chlorogensdure und Kaffeesattiee Tasse Kaffee enthéalt
70-350 mg Chlorogensaure und 35-175 mg Kaffees®3%. der Chlorogenséure und
95% der Kaffeesdure werden intestinal absorbieit Estliche Chlorogenséaure
erreicht das Kolon, wo sie durch die Mikroflora Kaffeesdure und Chinaséaure
hydrolisiert wird. Die bakteriellen Metabolite weml dann im Kolon resorbiett vitro
wurde bereits gezeigt, dass Chlorogensaure unde&sdilire eine antioxidative
Wirkung zeigen (125). In weiteren Experimenten Kenauch nachgewiesen werden,
dass der bei oxidativem Stress aktivierte Transhkmgfaktor Nrf2 durch
Chlorogensaure aktiviert wurde und dadurch Pha&nilyme heraufreguliert wurden
(126,127).

Skandinavischer Kaffee, Turkischer Kaffee und FreRecess Kaffee enthalten relativ
hohe Konzentrationen der Kaffeelipide Cafestol Hatiweol (C+K) (6-12 mg/ Tasse),
wahrend sie in Filterkaffee und Instant Kaffee kaemthalten sind (0,2-0,6 mg/ Tasse).
Kaffeekonsum wurde mit erhéhten Cholesterol-Konagianen assoziiert. Allerdings
gab es in mehreren Studien widerspriichliche ErgsbniDie positive Assoziation war
in Skandinavien stimmiger als in anderen Landerrogas oder in den USA, in denen
hauptséachlich Filterkaffee konsumiert wird. 70% @a84< werden intestinal absorbiert.
In Zellkultur und in Tiermodellen konnte gezeigtrden, dass eine C+K-Behandlung
zu einer verminderten Genotoxizitdt einiger Karg@oen einschlief3lich
7,12-Dimethylbenzf]anthracen (DMBA), Aflatoxin B, BaP und PhIP fihrt. Diese
chemoprotektive Wirkung scheint mehrere Mechanismewvereinen: eine Induktion
von konjugierenden Enzymen (z.B. GST), eine erh@xgression von Proteinen, die
in der zellularen antioxidativen Abwehr involviaind (z.B. GCS und Hamoxygenase
1) und eine Inhibierung der Expression/Aktivitanv@ytochrom P450 Enzymen. Im
Mausmodell wurde bereits gezeigt, dass die C+Kqapig@ Induktion von
verschiedenen Phase Il Enzymen durch Nrf2 verrittiet (128).
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Der Roéstungsprozess von Kaffeebohnen fuhrt zur uBdd des charakteristischen
Aromas und zu den dunkel gefarbten ROststoffen.s®idromastoffe werden

hauptséachlich durch eine sogenannte Maillard-Reak{i08) gebildet, die zwischen
Carbohydraten und Proteinen stattfindet. Diese dugé&farbten Verbindungen, die als
Melanoidine bezeichnet werden, machen bis zu 25€4 cickenmasse im gebrihten
Kaffee aus. Auch fur Melanoidine wurde eine antiaXive Wirkung beschrieben
(129,130).

Letztlich beinhaltet der Kaffee einige Mikronahféowie Magnesium, Kalium, Niacin

und Vitamin E. Das in der grinen Kaffeebohne emg¢na Trigenollin wird wahrend

der Rostung zu Nikotinsaure demethyliert. Zu derkrbh&hrstoffen gibt es bislang
keine Studien, die eine Assoziation mit dem chei@ogmtiven Effekt des Kaffees

untersuchen (109).

1.7 Tee und Kakao sowie ihre chemopréaventive Wirkug

Gruner Tee ist eines der bekanntesten und am méistesumierten Getranke weltweit
und reprasentiert eine vielversprechende Quelle fiothemopraventive
Phytochemikalien. Viele Studien gehen von eineitgitiven Rolle des griinen Tees
gegenuber verschiedenen Formen von Krebs aus. Btewler Teekonsum mit einem
verminderten Risiko fir Magen- (131), Pankreas- Kotbrektalkrebs (132) und einem
verminderten Wiederauftreten von Brustkrebs (1383oaiiert. Epigallocatechin-3-
Gallat (EGCG) macht einen Grof3teil der Polyphenmie grinen Tee aus. Die
chemopréaventiven und antioxidativen EigenschafesEIGCGs wurden in den letzten
Jahren intensiv untersucht. EGCG verhindert z.Be durch tabakspezifisches
Nitrosamin (134) oder UV-Strahlung (135) verursacbiidative DNA-Schadigung
und Zytotoxizitat in Mausen. Vermutlich aktivietGEG den Transkriptionsfaktor
Nrf2, indem es einige Mitogen-aktivierte Kinasen ARK) aktiviert, die dann
wiederum Nrf2 phosphorylieren und damit eine Beingi vom Inhibitor Keapl
bewirken (136). Nrf2 induziert dann seinerseits di&pression von vielen
antioxidativen Phase Il Enzymen. Im Zellkulturmddeurde weiterhin gezeigt, dass
EGCG die Transkription voWGT1Alvia Nrf2 steigert (137). Schwarzer Tee enthalt
auch EGCG, allerdings in viel geringerer Konzemrat In Mausen konnte zwar

gezeigt werden, dass schwarzer Tee einen inhibioen Effekt auf die
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Lungentumorgenese (138) hat, dieser konnte abat mdrust- oder Prostata-Krebs-
Modellen nachgewiesen werden (139).

Kakao wird seit dem 16. Jahrhundert in Europa komert und ist eine reiche Quelle
an Ballaststoffen (26-40%), Proteinen (15-20%),bGhaydraten (ca. 15%), Lipiden
(10-12%). AuBerdem enthalt Kakao Mineralien (CattiiMagnesium, Kalium) und
Vitamine (A, E, B, Folsaure) (140). Das Interessekakao gilt vor allem seinen
antioxidativen Polyphenolen, vor allem den Flavdeoi. Eine Tasse Kakao enthalt
mehr phenolische Antioxidantien (hauptséchlich BgEchin und Catechin) als Tee
(141). Weiterhin enthalt Kakaopuder ca. 1,9% Thewotin und 0,21% Koffein. Die im
Kakao enthaltenen Flavonoide agieren direkt alstidésator von freien Radikalen
(z.B. Fé" und CU), die ROS-Level erhthen kénnen. Weiterhin inhieieFlavonoide
die unter anderem fir die ROS-Entstehung verankeioen Phase | Enzyme und
induzieren den Transkriptionsfaktor Nrf2 (140,148), der wiederum die Expression

verschiedener Phase Il Enzyme heraufregulieren.kann

1.8 Zielsetzung

UGTs spielen als detoxifizierende Phase Il Enzynree ewichtige Rolle in der
Biotransformation und damit in der Beseitigung v&arzinogenen Substanzen.
Polymorphismen in den Exon- und Promotorbereichezetner UGT1A-Isoformen
kommen héaufig vor und sind mit vermehrten Nebenwiden bei der Therapie mit
bestimmten Medikamenten und einer Pradisposition Kiebs assoziiert. Die
Regulation der konstitutionelledGT1AExpression, die zu dem gewebespezifischen
Expressionsmuster verschiedener Isoformen fuhtt, nisr unzureichend geklart.
Obwohl bekannt ist, dass man die Expression einld&T1Alsoformen durch
Induktoren wie TCDD oder Phenobarbital heraufreageln kann, ist die Regulation der
UGT1A8; UGT1A9- und UGT1A106ene kaum untersucht. Weiterhin ist fraglich,
welchen Einfluss taglich konsumierte SubstanzenKatiee, Tee oder Kakao auf die
UGT1AExpression haben und ob man durch diese diatetischedenklichen
Substanzen dieUGT1AExpression auf eine ,nicht-pharmakotherapeutisciAet
modulieren kann. Neben der Regulation von UGTsalstr auch die Generierung

verschiedenerUGT1ATranskript-Varianten Gegenstand aktueller Untensangen.
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Ungeklart ist dabei unter anderem, welchen Einfl88#s auf die Expression von
verschiedenen Transkript-Varianten haben.

Daraus ergaben sich folgende Ziele fur diese Arbeit

1. Da bis heute keine Polymorphismen im PromotorbbreiesUGT1A10Gens
veroffentlicht wurden, sollte der Promotor auf patelle SNPs untersucht und
deren Einfluss auf didGT1A10Expression charakterisiert werden.

2. Charakterisierung der transkriptionellen Regulatimm UGT1A10durch die
Transkriptionsfaktoren AhR und Nrf2 im Vergleich den GenetuGT1A8und
UGT1A9 Obwohl die drei Gene eine sehr hohe Sequenzh@meobkufweisen,
wird UGT1A9 als einzige der drei Isoformen in dezbler exprimiert. Daher
sollten eventuelle Unterschiede in der RegulatienllGT1A8-und UGT1A10-
Gene versus UGT1A9 als potentielle Ursache fur das gewebespezifische
Expressionsmuster aufgeklart werden.

3. Die Mechanismen die dazu fuhren, dass Kaffee-/ird&tr ein vermindertes
Risiko fur bestimmte Krebsarten haben, sind bistédneumgeklart. Daher sollte
der Einfluss von alltaglich in der Bevolkerung kamserten Getranken (Kaffee,
Tee, Kakao) auf dieUGT1AExpression im Zellkultursystem und im
humanisierten transgenddGT1AMausmodell untersucht werden. Weiterhin
sollte der Einfluss genetischer Varianten d&T1At und UGT1A%Gene auf
eine potentielle Induktion durch Kaffee analysieetrden.

4. Charakterisierung der durch das neu entdecktenalige Splicing (siehe 1.3)
generierten  verschiedenen UGTI1A-Transkriptvariantgul/v2/v3) im
humanisierten transgenedGT1AMausmodell. Dabei sollte weiterhin der
Einfluss von SNPs auf die Expression verschiedeYarianten in der
transgenenJGT1ASNPMaus (enthalt zehn funktionelle SNPs im humanen
UGT1ALokus; siehe Abb. 4) untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Genomische DNA von gesunden Blutspendern urtCC-Patienten

Alle genomischen DNA-Proben wurden aus einer in Aldreitsgruppe vorhandenen
DNA-Proben-Sammlung bezogen. Es wurde die DNA v@rgésunden kaukasischen
Blutspendern (45 mannlich, 7 weiblich) und 24 HC&iénhten (21 mannlich,

3 weiblich) auf SNPs imdGT1A10Promotor untersucht. Dazu wurden die Basenpaare
-1 bis -1000 vonUGT1Al0amplifiziert und danach unter Verwendung der Prime
UGT1A10-1000 Nhe F, UGT1A10-500 Nhe F und 1A10 BEQ+R (Tab.1)

sequenziert.

2.1.2 Humane Zelllinien

KYSE70: humane Osophagus-Karzinomzelllinie (DSM#; KCC 363)
HepG2: humane Hepatoma-Zelllinie (DSMZ, No: ACC 180
CaCo2: humane Kolon-Karzinomzelllinie (DSMZ, No: 8A.69)

2.1.3 Humanisierte transgen@&JGT1A-WT- und UGT1A-SNP-Mauslinie

Fur die Untersuchung der verschiedenen UGT1A-Traptsdarianten (v1, v2 und v3)
auf mRNA-Level und fur die Induktion der humanen T#sdurch Kaffee im
Mausmodel standen eine humanisierte transgEBE1AWT- und einelUGT1ASNR
Mauslinie zur Verfigung. Die beiden Mauslinien eeltien bis auf die GengGT1A8
und UGT1A10den gesamten human&GT1ALokus, wobei delUGT1ALokus der
tgUGT1ASNRMauslinie zehn haufig in der Bevoélkerung vorkommersNPs enthielt
(Abb.4). Der human&GT1ALokus wurde jeweils vor einen C57BL/6J-Hintergrund
eingebracht. Mit beiden Linien wurde eine Genkoprelyse mittels quantitativer real
time-PCR durchgefuhrt. DiggUGT1AWT-Maus enthielt sechs Genkopien, die
tgUGT1ASNRMaus finf Genkopien des humandhGT1ALokus. Alle Kopien



2. Material und Methoden 20

befanden sich auf einem Chromosom, wie durch Feremzin-situ-Hybridisierung
(FISH) nachgewiesen wurde. Mause dgUGT1AMauslinien wurden jeweils mit
nicht transgenen C57BL/6J-Mausen verpaart und té Rus der Schwanzspitze der
Nachkommen auf Vorhandensein dé&T1A3Gens untersucht. Die positiven Mause

wurden nach acht Wochen behandelt und/ oder fiDdiy@nentnahme getotet.

BAC-Konstrukte des humanen UGT1A Gen-Lokus

common exons 2-5

5 Em=m=m 1a8 W 1a10 W 1a9 jm 1a7 | 1a6 jmm 1a5 N 1A4 = 1A3 W 1A1 HI[H]II-["]-H"-?
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Abb.4: Schematische Darstellung des humanen UGT1A-Lakuwksder hergestellten BAC-Konstrukte,
die die GendJGT1Al, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A@A UGT1A9enthielten. Das

~SNP“-BAC-Konstrukt enthielt im Gegensatz zum ,WBAC-Konstrukt einige haufig in der

Bevdlkerung vorkommende Polymorphismen.

2.1.4 Plasmide

pGL3-Basic Vector (Promega)
pPRL-TK Vector (Promega)

2.1.5 Oligonukleotide

Oligonukleotide fur Amplifizierung und Mutagenese

Bezeichnung Orientie- | Schnitt- | Nukleotidsequenz (5°-3")

rung stelle
Hum Actin F Forward | - GGCGGCACCACCATGTACCCT
Hum Actin R Reverse | - AGGGGCCGGACTCGTCATACT
Hum AhR RT F Forward | - CTGCCTTTCCCACAAGATGT
Hum AhR RT R Reverse - GAAATTCAGCTCGGTCTTCG
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Hum Nrf2 RT F Forward | - GGCCCATTGATGTTTCTGAT

Hum Nrf2 RT R Reverse - AGCGGCTTGAATGTTTGTCT

Hum 1A10 RT F Forward | - CCAATGAAGACCATGTTGGGC

Hum 1A10 RT R Reverse - CCTCTTTCCTATGTCCCCAATGA

UGT1A1 v1/2/3 F Forward | - GAGAGAGGTGACTGTCCAGGAC

UGT1A3 v1/2/3 F Forward | - GTGGTGGATATTCTCAGTC

UGT1A4 v1/2/3 F Forward | - TCCTTCCTCCTATATTCCTAAG

UGT1A5Vv1/2/3 F Forward | - TTGCTGGGTCACACTCAATC

UGT1A6 v1/2/3 F Forward | - GATGTGGATATAATCACCTTATATC

UGT1A7 v1/2/3 F Forward | - CGCTGGACGGCACCATTG

UGT1A9 v1/2/3 F Forward | - CATGCACTTGGAGGAACATTTATTA

UGT1AExon2 F Forward | - GAATTTGAAGCCTACATTAATGCTTC
TGGAGAACA

UGT1AV1R Reverse - TCAATGGGTCTTGGATTTGTGG

UGT1AV2/3 R Reverse - TCACATCTGTCTTCCTGACTGC

UGT1A V2R Reverse - CAACAGTGCAGGGAAAGAAGTCAGG

UGT1AV3 R Reverse - GCAGTCAGGAAGACAGATGTG

1A1 -500 Nhe F Forward | Nhe | AGG AGG CTA GCA CAT GAT ACA
AGT GAG CAG GC

1A1 -1000 Nhe F Forward| Nhe | GGT TGG CTA GCG CTG AGC CCT
GAG TGG CTG AGG

1A1 vor ATG Xho R | Reverse | Xho | TTT AACTCG AGG GCG CCTTTG
CTCCTGCCAG

1A1XRE -102Mut F Forward | - GCT TTT TAT AGT AAT TAA ACA
CAGTC

1A1IXRE -102Mut R | Reverse | - GACTGT GTT TAATTACTATAA
AAA GC

1A1XRE -586Mut F | Forward | - GGC TCA CCT CAT GGC AAT TAC
TCGTGT GG

1A1XRE -586Mut R | Reverse | - CCACACGAG TAATTG CCATGA
GGT GAG CC

1A1XRE -706Mut F Forward | - CTC TAC CCC AGA ATT ACC CCC
ACC CC

1A1XRE -706Mut R | Reverse | - GGG GTG GGG GTAATT CTG GGG
TAG G

1A1ARE -96 Mut F Forward | - TAT AGT CAC GTG AAATTT AAA
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AAC ATT AAC

1A1ARE -96 Mut R | Reverse | - GTTAATGTTTTT AAATTT CAC GTG
ACT ATA

1A3 -258 Nhe F Forward | Nhe | TCT AGC TAG CAC TTG GAT GTT
CCC CAG AG

1A3 vor ATG Xho R | Reverse | Xhol GTG GCT CGA GCT CAG CAG AAG
ACA CG

1A4 -513 bp Nhe F Forward| Nhe | TTT AAG CTA GCC CTG AAC ACT
CTCTGTTT

1A4 vor ATG Xho R Reverse | Xhol TTT AAC TCG AGC TCA GCA GAA
GCCACCG

1A7 -530 Nhel F Forward | Nhe | TTT AAG CTA GCT CCC AGC TAC
TGA GGC TGA GGC AGG

1A7 vor ATG Xho R Reverse | Xhol AAA TTC TCG AGC AGC AGA GAA
CTT CAG CCC AGA GCC

1A7XRE -100 Mut F | Forward ATG AAT AAGTAATTT GCTCT TTT
GAG GGC

1A7XRE -100 Mut R | Reverse GCC CTC AAA AGA AGC AARTA
CTT ATT CAT

1A7ARE -143 Mut F | Forward TAT GAG TAA AAA ATT TAAAGT
GAATGT GA

1A7ARE -146 Mut R | Reverse TCACATTCACTT TAAATTTTT TAC
TCATA

1A7ARE -187 Mut F | Forward CAT ATA AGC AAA ATT TAA AGC
AAA GGC TA

1A7ARE -187 Mut R | Reverse TAGCCTTTG CTT TAAATTTTG CTT
ATATG

1A8 -500 Nhe F Forward | Nhe | GCCAGCTAGCGCTGGGAAGTCGGTG
CTAAGG

1A8 vor ATG Xho R Reverse | Xhol TTTAACTCGAGAGAGAACTGCAGCC
CGAGCC

1A8XRE -101 Mut F | Forward | - GGATAAATAAAATTCCTCTATTGGG
TC

1A8XRE -101 Mut R | Reverse - GACCCCAATAGAGGAATTTTATRAT
CC

1A8ARE -149 MutF | Forward | - TATGAGTAAAAAATTTAAAGTGAST

GTGA
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1A8ARE -149 Mut R | Reverse - TCACACTCACTTTAAATTTTTTATCA
TA

1A9 -530 Nhe F Forward | Nhel AAATTGCTAGCAATATGTATGCATTG
CAGAG

1A9 vor ATG Xho R | Reverse | Xhol AAATTCTCGAGCAGCAGAGAACTGC
AGCTG

1A9XRE -101 MutF | Forward | - GGATAAAAAAAATTCCTCTATTGG
GTC

1A9XRE -101 Mut R | Reverse - GACCCCAATAGAGGAATTTTTTRAT
CC

1A9ARE -143 Mut F | Forward | - TTTGGGTAAAAAATTTAAAGTGETG
ATTT

1A9ARE -143 Mut R | Reverse - AAATCAGTCACTTTAAATTTTTACC
CAAA

1A9ARE -143 Mut Forward | - TATGAGTAAATCATTGGCAGTGAGTG

like 1A10 F

1A9ARE -143 Mut Reverse - CACTCACTGCCAATGATTTACTCATA

like 1A10 R

1A9ARE -143 Mut Forward | - TTTGGGTAAATCATTGGCAGTGACTG

like 1A10,T* F AT

1A9ARE -143 Mut Reverse - ATCAGTCACTGCCAATGATTTACCCA

like 1A10,T" R AA

1A10 -500 Nhe F Forward| Nhel GAGATGCTAGCGAGCCCCAGT
TTCTTGCCAGTTG

1A10 -1000 Nhe F Forward| Nhel CATTCGCTAGCGGATCCATGCCCATG
ACCCAAAC

1A10 vor ATG Xho R| Reverse | Xhol TTTAACTCGAGAGAGAACTGCAGCC
CGAGCC

1A10 Ex1+60 R Reverse GCT TCC CTG CCT CGG CAA AGC
CAC

1A10XRE -101 Mut F| Forward| - GGATAAATAAAATTCCTCTATGGGG
TC

1A10XRE -101 Mut R| Reverse - GACCCCAATAGAGGAATTTTATAT
CC

1A10XRE -136 Mut F| Forward| - ATCATTGGCAGTGAAAATTATTTTT

1A10XRE -136 Mut R| Reverse - AAAAAATAATTTTCACTGCCARGAT

1A10XRE -176 Mut F| Forward | - CAGCAAATGATACAAATTTGTATCG
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TTC

1A10XRE -176 Mut R| Reverse GAACGATAACAAATTTGTATCHAITG
CTG

1A10XRE -256 Mut F| Forward CTAAACTCACTTGCAATATACTTCC
CTC

1A10XRE -256 Mut R| Reverse GAGGGAGAGTATATTGCAAGRGT
TTAG

1A10ARE -149 Mut F| Forward TATGAGTAAAAAATTTAAAGTAGT
GTGA

1A10ARE -149 Mut R| Reverse TCACACTCACTTTAAATTTTRCTCA
TA

1A10XRE -136+ Forward CTTATGAGTAAAAAATTTAAAGTGA

ARE-149Mut F AAATT

1A10XRE -136+ Reverse AATTTTCACTTTAAATTTTTTACTCAT

ARE-149Mut R AAG

1A10ARE -149 Mut | Forward TTTGGGTAAATCATTGTCAGTGACTG

likelA9 ,T* F

1A10ARE -149 Mut | Reverse CAGTCACTGACAATGATTTACCCAAA

likelA9 ,T" R

1A10ARE -149 Mut | Forward TATGAGTAAATCATTGTCAGTGAGTG

likelA9 F

1A10ARE -149 Mut | Reverse CACTCACTGACAATGATTTACTCATA

likelA9 R

1A10EX1+60 R Reverse GCTTCCCTGCCTCGGCAAAGCCAC

pGL3 F Forward CTAGCAAAATAGGCTGTCCC

pGL3 R Reverse CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCC

Tab.1: Liste verwendeter Oligonukleotide fur Amizliérung und Mutagenese (alle Primer wurden von

der Firma MWG bezogen).

Oligonukleotide fur Genexpressionsstudien mittels agMan PCR

Gen Primer und Sonden

UGT1Aall

Forward: GCTATGGCAATTGCTGATGCTTT
Revers: CGATGGTCGGGTTCCAGTGTA
Sonde: FAM — AAAATCCCTCAGACAGTCCT — MGB

UGT1Al

Forward: GAATCAACTGCCTTCACCAAAAT
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Revers: AGAGAAAACCACAATTCCATGTTCT

Sonde: FAM — CTATCCCAGGAATTTGAA - MGB

UGT1A3 Forward: CAGAAGTATGGCAATGTTGAACAATA

Revers: GCCTCATTATGTAGTAGCTCCACACA

Sonde: FAM — TCTTTGGTCTATCATAGGTC — MGB

UGT1A4 Forward: TTTTTCTGCCCCTTATGCAAGT

Revers: ACAGCCACACGGATGCATAG

Sonde: FAM —-TCAGAGAGAGGTGTCAGTGGTGGATCTTGT- TAMRA
UGT1A5 Forward: CCATTTCATGGACCCAGGAC

Revers: AGAAGATGTTCTGTTTCAAAGAACGA

Sonde: FAM —AATTTGATCGCCTTTTGCTGGGTCACA- TAMRA
UGT1A6 Forward: CTTCATTGGAGGTATCAACTGTAAGAA

Revers: AAGAGAAAACCACAATTCCATGTTC

Sonde: FAM-AGGAAAGACTTGTCTCAGGAATTTGAAGCC-TAMRA
UGT1A7 Forward: GAGGATCAGGACCGGGAGTT

Revers: GAAAATGCACTTCGCAATGGT

Sonde: VIC — TGGTTTTTGCCGATGCT — MGB

UGT1AS8 Forward: GGAGGATCTGGACCGGGAA

Revers: TGGATGAACTCAGAAATAGAGAAAACAA

Sonde: FAM-TGGATTTCGCCGATGCTCAATGG -TAMRA

UGT1A9 Forward: AAACCCGTGATGCCCAAC

Revers: GGCTTCAAATTCCATAGGCAAC

Sonde: FAM — TGATCTTCATTGGTGGTATCAACTGCCATC - TAMRA
UGT1A10 | Forward: ACCTCGTACACTCTGGAAGATCAGA

Revers: GAACTCATTAATAGAGAAAATATACTTTGTGCC

Sonde: FAM- AATTCATGGTTTTCGCCCATGCTCA -TAMRA

Actin Forward: TGCCGACAGGATGCAGAAG

human Revers: GCCGATCCACACGGAGTACT

Sonde: FAM-AGATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC-TAMRA
Actin Maus | Forward: ACGGCCAGGTCATCACTATTG

Revers: CAAGAAGGAAGGCTGGAAAAG

Sonde: FAM-CAACGAGCGGTTCCGATGCCC-MGB

Tab.2: Liste verwendeter Primer und Sonden firTdigMan-PCR (alle TAMRA-Sonden und Primer

wurden von der Firma MWG, alle MGB-Sonden von ApglBiosystems bezogen).
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Oligonukleotide fur den Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Bezeichnung

Nukleotidsequenz (5°-3")

ARE

Forward: AGAATGCTGAGTCACGGTG

Konsensus Reverse:CACCGTGACTCAGCATTCT

XRE Forward:GGGGATCGCGTGACAACCC
Konsensus Reverse: GGGTTGTCACGCGATCCCC
PPARY Forward:CAAAACTAGGTCAAAGGTCA
Konsensus Reverse: TGACCTTTGACCTAGTTTTG

1A10XRE -101

Forward:GAAAGGATAAATACACGCCCTCTATTGGGG
Reverse:CCCCAATAGAGGGCGTGTATTTATCCTTTC

1A10ARE -149

Forward: TATGAGTAAATCATTGGCAGTGAGTGTGAT
Reverse:ATCACACTCACTGCCAATGATTTACTCATA

1A10ARE -149
+XRE-136 Mut

Forward: TATGAGTAAATCATTGGCAGTAAATTTGAT
Reverse:ATCAAATTTACTGCCAATGATTTACTCATA

1A10XRE-136

Forward;: GGCAGTGAGTGTGATTTTTTTTTTT
ReverseAAAAAAAAAAATCACACTCACTGCC

Tab.3: Liste verwendeter Oligonukleotide fir den &M (alle Oligonukleotide fir den

EMSA lagen einmal mit Biotin-Markierung und einmatht-markiert vor und wurden

von der Firma MWG bezogen).

2.1.6 siRNA

Die siRNA-Auswahl erfolgte durch Begutachtung deerdits in der Literatur

veroffentlichten siRNAs fir humanes AhR und Nrf2e BIRNA, die am haufigsten in
der Literatur gebraucht und die effektivste Herwegelation des Zielgens bewirkte,
wurde flr die Versuche in dieser Arbeit ausgewahlt.

Bezeichnung Sequenz (5°-3")

Nrf2-siRNA AAGAGUAUGAGCUGGAAAAACTT
AhR-siRNA AAGCGGCAUAGAGACCGACUUTT
Kontroll- sSiRNA UAAUGUAUUGGAACGCAUATT

Tab.4: Liste verwendeter siRNA"s (Herkunft: MWG)
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2.1.7 Enzyme und dNTPs

Enzym Units (U)/ul Firma
Restriktionsenzyme
Nhe | 10 New England Biolabs
Xho | 20 New England Biolabs
DNA-Polymerasen
BioTherm™ Taq DNA Polymerase 5 Genecraft
SuperScript” Il RT 200 Invitrogen
HotGoldStar DNA Polymerase 5 Eurogentec
Ligase
T4-DNA-Ligase 400 New England Biolabs
Phosphatase
Antarctic Phosphatase 5 New England Biolabs
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Genecraft
Tab.5: Liste verwendeter Enzyme
2.1.8 DNA- und Protein-Marker
100 bp DNA Ladder (Genecratft)
1 kb DNA Ladder (Genecratft)
SDS-PAGE Standards, Low Range (BioRad)
2.1.9 Antikorper
Humanes Genaue Spezies Herkunft Verwendung
Antigen Bezeichnung
AhR N-19 Ziege Santa Cruz EMSA
AhR C-18 Ziege Santa Cruz Western Blot
Nrf2 C-20 Kaninchen | Santa Cruz EMSA und
Western Blot
B-Actin AC-15 Maus Santa Cruz Western Blpt
UGT1A all Kaninchen | Strassburg et al) Western Blot
Biol Chem 199¢14)

Tab.6: Liste verwendeter Primar-Antikdrper
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Sekundar-Antikorper

Kaninchen anti-Ziege IgG, HRP Konjugat (Chemicon)
Maus anti-Kaninchen 1gG, HRP Konjugat (Chemicon)
Ziege anti-Maus IgG, HRP Konjugat (Jackson Immurs&Eech)

2.1.10 Bakterienstamme und Medien fur die Kultivieung

Escherichia coli IM109, relevanter Genotyp: el14-(McrA<cAl endAl gyrA96 thi-1
hsdR17(rK- mkt)sug=E44relAl A(lac-proAB) [F'tra D36proAB lacl9ZAM15]

= Ampicillin 2000x: 100 mg/ml

= LB-Agar: Hefe 5g/l, Pepton 10 g/l, NaCl 10 g/l, Adb g/l

= LB-Medium: Hefe 5 g/I, Pepton 10 g/l, NaCl 10 g/I

= Medium fir die Herstellung von chemisch kompeterdtgt109: LB-Medium + 20
mM MgSQOy

2.1.11 Medien und Reagenzien fiur die Zellkultur

Accutase (PAA)

= Foetal Bovine Serum (FCS) Standard Quality (PAA)

=  Gibco DMEM + GlutaMAX™-I (Invitrogen) versetzt mit 10% FCS, 1% NEAA
und 1% P/S fur CaCo2 Zellen

= Gibco MEM NEAA 100x (nicht essentielle AS) (Invigen)

= Gibco RPMI 1640 + GlutaMAX"-I (Invitrogen) versetzt mit 10% FCS und
1% P/S fur KYSE70 und HepG2 Zellen

=  OPTI-MEM® + GlutaMAX™.-1 (Invitrogen)

=  PBS 10x (Invitrogen)

= Penicillin/Streptomycin (P/S) 10000 pg/ml (Biochré®)
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2.1.12 Induzierende Substanzen

Substanz

eingesetzte Konzentration

2, 3, 7, 8 Tetrachlordibenzodioxin

(Sigma)

5nM

Cafestol+Kahweol (Sigma)

5, 30 und 56 uM

Chlorogensére (Sigma)

210 mg/ 150 ml

Gruner Tee (Mel3mer)
(Teebeutel)

Stammldsung: 1 Teebeutel fur 150 ml Wasser
= fur Zellkultur: 88% Medium + 12% griner Tee

Jacobs Krénung (gemahlener Kaffe

a)

-

)  Stammlosungiffelpro Tasse (L/T) = 6 g Kaffee
in 150 ml Wasser
- fur Zellkultur: 88% Medium + 12% Kaffee-

Stammldsung

Jacobs Krénung entkoffeiniert

(gemahlener Kaffee)

Stammldsung: 1 L/T = 6 g Kaffee in 150 ml Wasse
-> fur Zellkultur: 88% Medium + 12% Kaffee-

Stammldsung

r

Jacobs Kronung Instant Kaffee

Stammlosung: 1 LATg-Instant Kaffee in 150 ml
= fur Zellkultur: 88% Medium + 12% Instant Kaffes

Stammldsung

Y%

Kaffeesaure (Sigma)

100 mg/ 150 mi

Kakao (100%), schwach entolt
(Kruiger)

Stammldsung: 1 Loffel pro Tasse (L/T) = 6 g Kaffeg
in 150 ml Wasser
- fiur Zellkultur: 88% Medium + 12% Kakao-

Stammldsung

1%

Koffein (Sigma)

100 mg /150ml

Paraxanthin (Sigma)

70 mg/ 150 ml

Schwarzer Tee (Thiele)
(Teebeutel)

Stammldsung: 1 Teebeutel fir 150 ml Wasser
- fur Zellkultur: 88% Medium + 12% schwarzer Te

e

tert-Butylhydrochinon (BHQ)
(Sigma)

100 pM

Theobromin (Sigma)

9 mg/ 150 ml

Theophyllin (Sigma)

9 mg/ 150 mi

Tab. 7: Liste der verwendeten Substanzen fur did@ LXGInduktion
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Herstellung der Stammldsungen von Kaffee und Tee

Stammldsung ,Kaffee* und ,entkoffeinierter Kaffee*:

150 ml Wasser (Aqua Spiullésung (Delta Select))jnem Becherglas zum
Kochen bringen

Von der Heizplatte nehmen, 10 sec abkihlen lagsgrKaffeepulver
dazugeben und umrihren

1 min inkubieren lassen, danach mittels KaffeafilMelitta classic) abfiltern

und bei 4 °C lagern

Stammldsung Instant Kaffee:

150 ml Wasser in einem Becherglas zum Kocheargkn
Von der Heizplatte nehmen, 10 sec abkihlen tassg Instant Kaffee

hinzufiigen, umriihren und bei 4 °C lagern

Stammldsung French Press Kaffee:

150 ml Wasser in einem Becherglas zum Kochen bminge
Von der Heizplatte nehmen, 6 g Kaffeepulver (kaffeiltig) dazugeben,
umrthren und 1 min inkubieren lassen

Durch ein Metallsieb giel3en und bei 4 °C lagern

Stammloésung Kakao:

150 ml Wasser in einem Becherglas zum Kochen bminge
Von der Heizplatte nehmen, 10 sec abkuhlen lagsgrKakaopulver
hinzufigen und umrihren (Kakao-Stammlésungen wuidemer frisch

angesetzt).

Stammldsung ,griner Tee" und ,schwarzer Tee":

150 ml Wasser in einem Becherglas zum Kochen bminge

Von der Heizplatte nehmen, Wasser fur grinen Teenlabkihlen lassen,
dann den Teebeutel fir 3 Minuten im Wasser hafterschwarzen Tee den
Teebeutel direkt ins Wasser geben und 3 Minutemeni¢assen (beide

Teestammlosungen wurden immer frisch angesetzt)
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2.1.13 Kits

= Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Bisems)

= Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module (P&

= Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega)

= NuceloBon& PC 500 (Machery-Nagel)

= NucleoSpiff Extract Il (Machery-Nagel)

= NucleoSpiff Plasmid (Machery-Nagel)

= QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)

= gPCR MasterMix Plus (Eurogentec)

= SuperScript” Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (trogen)

2.1.14 Puffer und Gebrauchslésungen

= 3 M Natriumacetat: 4,1 g NaAc in 50 ml Wasser

= Ladepuffer: 50% Glycerol, 0,2% Orange-G, Rest 1ETA

= Passive Lysis 5X Buffer (Promega)

= PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM NaRQ,, 2 mM KH,PO,

= Puffer 2 (New England Biolabs): 50 mM NacCl, 10 mMsTHCI, 10 mM MgC}, 1
mM DTT

= Puffer 3 (New England Biolabs): 100 mM NacCl, 50 riksHCI, 10 mM MgC}, 1
mM DTT

= Puffer 4 (New England Biolabs): 50 mM Kaliumacefl,mM Tris-Acetat, 10 mM
Magnesiumacetat, 1 mM DTT

= Puffer fir Antarktische Phosphatase (New EnglaralaBis): 50 mM Bis Tris-
Propane, 1 mM MgGJ 0,1 mM ZnC}, pH 6.0

= Puffer fir BioTherm Taq DNA Polymerase (Genecrdf§0 mM (NH 4) 2 SO 4,
670 mM Tris-HCI pH 8.8 (at 25°C), 15 mM MgCl 2 18 Tween 20

= Puffer fir T4-DNA-Ligase (New England Biolabs): 560 Tris-HCI, 100 mM
MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP, 250 pug/ml BSA

= TAE-Puffer 50x:0,8 M Tris Base, 0,2 M NaAcetat, 20 mM EDTA, pH 7,8



2. Material und Methoden 32

Puffer fur die Herstellung von chemisch kompetenteri.coli IM109-Zellen

= TFB1: 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCb0 mM MnC}, 100 mM RbClI, 15%
Glycerol (pH 5,8 mit 1 M Essigsaure einstellen)

= TFB2: 10 mM MOPS, 75 mM Cag&110 mM RbCI, 15% Glycerol (pH 6,5 mit 1 M
KOH einstellen)

Puffer fir den Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA):

= 5x Bindepuffer: 50 mM Tris HCI (pH 8.0), 750 mM KCR,5 mM EDTA, 0.5%
Triton-X 100, 62.5% Glycerol, 1ImM DTT

= HEDG-Puffer: 1 M Hepes, 0,5 mM EDTA, 1 M DTT, 10%y€erol

= TBE-Puffer 10x: 890 mM Tris Base, 890 mM Borsaa@mM EDTA

Puffer fur Herstellung von nukle&ren Extrakten:

= HDK: 25 mM Hepes pH 7,5, 1 mM DTT, 0,4 mM KCI

= MDH: 3 mM MgCkx6H,0, 25 mM Hepes pH 7,5, 1 mM DTT

= MDHK: 3 mM MgClx6H,0, 25 mM Hepes pH 7,5, 1ImM DTT , 0,1 mM KCI

Puffer fur die Herstellung von Mikrosomen:
=  UGT-Puffer: 0,5 M Tris, 0,1 M MgGl

Puffer fir Western Blots

Puffer Zusammensetzung

Trenngelpuffer 4x 181,7 g Tris
40 ml 10% SDS

auf 1000 ml auffillen und pH 8,8 einstellen

Sammelgelpuffer 4x 60,6 g Tris
12 ml 10% SDS
auf 1000ml auffillen und pH 6,8 einstellen

Laufpuffer 10x 30 g Tris
144 g Glycin
100 ml 10% SDS

auf 1000 ml auffillen

Transferpuffer 3,03 g Tris
24,41 g Glycin
100 ml Methanol und auf 1000 ml auffillen
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Lammli-Puffer 2x 10 ml Glycerol

10 ml 10% SDS

12,5 ml Sammelgelpuffer

10 mIDTT

Spatelspitze Bromphenolblau

auf 50 ml auffillen

0,1% Tween-20

PBST 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl,
8 mM NaHPOy, 2 mM KHP Oy,

Tab.8: Liste verwendeter Puffer fir den Westerrn Blo

2.1.15 Chemikalien

30%ige Acrylamidstammlésung: rotiphor&s@el 30 (Roth)
Agarose NEEO, ROTIGAROSHRoth)
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin (Roth)

Aqua Spullésung (Delta Select)

Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad)

Chloroform (J.T. Baker)

DEPC-treated Water (Ambion)

DMSO fur Zellkultur (Sigma)

Ethanol 99,9% (J.T. Baker)

Ethidiumbromid (Sigma)

Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems)

Isopropanol (J.T. Baker)

Lipofectaminé™ 2000 Tranfection Reagent (Invitrogen)
Lipofectin Tranfection Reagent (Invitrogen)
Magermilchpulver (SUCOFIR)

Methanol (J.T. Baker)

Performance Optimized Polymer 6 (POP-6) (Appliedsgstems)

Pierc& ECL Western Blotting Substrate

Poly-deoxy-inosinic-deoxy-cytidylic acid (Poly[d@)]) (Roche)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
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TRIzol® Reagent (Invitrogen)
Tween 20 (Merck)

2.1.16 Verbrauchsmaterialien

6-Well Platten (Greiner Bio-One)

8er SoftStrips 0,2ml (Biozym)

12-Well Platten (Greiner Bio-One)

Falconréhrchen 15 ml, 50 ml (Sarstedt)
Greinerréhrchen (Greiner Bio-One)

Kaffeefilter Classic (Melitta)

Medical X-Ray Filme: Cronex 5 (AGFA)

PCR Platten twin.tec. 96 (Eppendorf)

PlastikkUvetten fir Photometer (Sarstedt)
Plastikpetrischalen (Sarstedt)

Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Sarstedt)
Pipettenspitzen 10 ul, 200 ul, 1000 ul (Sarstedt)
Pipettenspitzen 10 ul, 200 ul, 1000 ul mit Filt8tafLab)
ReaktionsgefalRe 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Sarstedt)
Ultrazentrifugenréhrchen (Beckman)

Whatman Papier (Whatman GmbH)
Zellkulturflaschen klein(75 cfyund groR (175 cf (Sarstedt)
Zellschaber (Sarstedt)

2.1.17 Sonstige Materialien

Biodyne® B Membran fiir EMSA 0,45 pum (Pall Corporation)

Bio-Rad Trans BIdt Transfer Medium: Nitrocellulose Membran 0,45 pm
Blotting-Kammer-System (Bio-Rad)

Gelelektrophoresekammern (Bio-Rad, SCIE-PLAS)

Neubauer Zahlkammer (Marienfeld)

Potter-Elvehjem Homogenisator
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X-Ray Kassette
Metallsieb

2.1.18 Gerate

ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems

ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer, Applied Bidsyss)

Brutschrank fir Zellkultur (Haraeus)

Concentrator (Eppendorf, 5301)

Crosslinker Stratalink&1800 (Stratagene)

Durchlichtmikroskop (Nikon)

Entwicklermaschine Optimax (protec)

Heizblock fir 1,5 ml ReaktionsgefalRe (Eppendorgritomixer 5436)

Kuahlzentrifuge fur 15 ml und 50 ml Falcons (Beckm&$-6KR)

Kahlzentrifuge fur 1,5 ml ReaktionsgefalRe (Eppehdat03)

Lamina Flow (Integra Biosciences)

Luminometer Lumat LB 9507 (Berthold)

Magnetruhrer/Heizplatte (Heidolph, ME 3001)

PCR-Maschinen (Biometra-T personal; Perkin EImesn&mp PCR Systems 2400;
Stratagene-Robocycler Gradient 96)

pH-Meter (Calimatic, 766)

Photometer (Pharmacia Biotech, Ultrasi8a00)

Power Supply fir Acrylamidgelelektrophorese (BiodRBRower Pac 300)

Power Supply fur Agarosegelelektrophorese (Con&&35)

Schattler (GFL, 3013)

Schuttler mit Warmefunktion (Blhler Labtec)

Ultra-Turrax T8 (IKA Labortechnik)

UV-Lichtanlage zur Geldokumentation (Bachofer)

Vortexer (Heidolph)

Zentrifuge fur 0,5 ml und 1,5 ml Reaktionsgefal3ep@&ndorf, 5415D)

Zentrifuge fiir 500 ml Zentrifugenréhrchen (BeckmAwmanti™ J-30 |
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Amplifizierung mittels Polymerase-Ketteneaktion (PCR)

Far die  Amplifizierung  von  spezifischen DNA-Sequenz  mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde eine Bioth®rifaqg DNA Polymerase
(Tab.5) verwendet. Die PCR erfolgte bei Primern &ahnittstellentiberhangen mittels
Temperaturgradienten. Dazu wurden die ersten 10leAyknit einer niedrigeren
Annealing-Temperatur durchgefiihrt als die daraufenden 25 Zyklen. Bei einer
Duplex-PCR wurde gleichzeitig in einem Ansatz eR€R fur ein bestimmtes Gen
(UGT1A Nrf2 oder AhR und fir Actin durchgefuhrt. Dazu wurden nach eine
bestimmten Anzahl von Zyklen zu einem Standard-PG®Ratz jeweils 5 pM Actin
Forward und 5 uM Actin Reverse (Tab.1) gegebendiadPCR bis zur Vollendung der
vollstandigen Zyklenanzahl laufen gelassen.

Standard PCR-Ansatz (Gesamt Volumen 50 pl):
2 1l DNA (ca. 10-100 ng)

2,5 pl Biotherm Reaction Buffer (10x)

1,25 pl Primer Forward (10 uM)

1,25 pl Primer Reverse (10 uM)

0,5 ul dNTP (10 mM)

0,25 ul (1 U) Biotherm Taq DNA Polymerase
17,25 pl HO

Standard-PCR-Programm:
94 °C 5 min 1 Zyklus
94 °C 30 sec 25 bis 40 zZyklen
52-65°C | 30 sec
72 °C 1 min pro 1 kb zu

amplifizierender

Sequenz
72 °C 7 min 1 Zyklus

Tab.9: Parameter eines Standard-PCR-Programms
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Spezielle PCR-Konditionen:

Zu Primer Temperaturen Zyklen- Evtl. Actin-
amplifizierende und Zeiten anzahl Primer
Sequenz Zugabe bei
Duplex-PCR
Humanes AhR Hum AhR RT 94°C30sec |31 nach 10 Zykler
58 °C 30 sec
72 °C 1 min
Humanes Nrf2 | Hum Nrf2 RT 94 °C 30 sec 25 nach 5 Zyklen
58 °C 30 sec
72 °C 1min
Humanes Hum 1A10 RT 94 °C 45 sec 35 nach 16 Zyklen
UGT1A10 59 °C 45 sec
72 °C 45 sec
Alle siehe Tab.1 94 °C 30 sec 30 -
durchgefihrten 58 °C 30 sec
Mutagenese- 72 °C 1 min
PCR’s
pGL3 Plasmid | pGL3 94 °C 30sec 25 -
Uberpriifung 58 °C 30 sec
des Inserts 72 °C 1 min pro
(Klon-PCR) Kilobase

Tab.10: Auffihrung individueller PCR-Konditionenrfilerschiedene Amplikons (Die Primer Hum

Actin F und R wurden in einem Verhaltnis von 1:Iigcht; 1 pl des Gemischs (Stammldsung 10
uM) wurde dem PCR-Ansatz nach Ablauf einer Eloragephase zugefiihrt.)

UGT1A-Transkriptvarianten PCR (Detektierung von v1, v2 und v3):

Als Template dienten 2 ul der cDNA, die aus der Rwh Leber, Magen, Jejunum,
Kolon und Niere aus transgenee T1AMausen generiert wurde. Fur die Detektierung
der Variante 1 (v1) volUGT1Al wurden z.B. die Primer UGT1Al v1/2/3 F und
UGT1A vl R und fur die Variante 2/3 (v2/3) die PemUGT1Al V1/2/3 F und
UGT1Al V2/3R (Tab.1l) benutzt. Es wurde eine DupR&XR durchgefuhrt, die nach
Standard-Bedingungen mit einer Annealing-Temperatum 58 °C fir 40 Zyklen
erfolgte. Nach 10 Zyklen wurden je 5 uM Actin F uAdtin R Primer (Tab.1)
hinzugegeben und die PCR fortgesetzt.
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2.2.2 Mutagenese von potentiellen DNA-Bindungselemign

Schritt 1: Um potentielle DNA-Bindungselemente inend Promotoren zu
mutagenisieren, wurden zunachst zwei verschied@i-Ansatze hergestellt (Abb.5).
Der erste enthielt den Forward-Primer des zu amiptiénden Promotorsticks sowie
den Reverse-Mutagenese-Primer. Der zweite PCR-Angatde mit dem Forward-
Mutagenese-Primer und dem Reverse-Primer des zlifaemenen Promotorsticks
versetzt. Als Template dienten jeweils 50 ng des38ektors, der das gewilnschte
Promotorstiick in der Wildtyp-Form enthielt.

Schritt 2: Nach einer Agarosegelaufreinigung (si@h4) wurden je 0,5 pl beider
PCR’s aus Schritt 1 in eine neue PCR eingesettiéll lkam es in dieser PCR zu einem
Annealing der mutagenisierten DNA-Bindestellen (&bBchritt 2 a) und danach zur
Amplifizierung des restlichen Promotorstiickes vomOB Ende aus. Nach der
folgenden Denaturierung konnten die promotorspezien Primer binden und das
Promotorstick mit der mutagenisierten DNA-Bindungiés amplifiziert werden
(Abb.5 Schritt 2 b). Die Aufreinigung des PCR-Prkiguerfolgte mittels NucleoSpin
Extract II-Kit (siehe 2.2.5).

DNA-Bindeelement
(_A_] Template DNA
. (Promotorstiick)
Schritt 1 —1
Mutagenese-
Reverse-Primer
Promotor-
Forward-Primer Mutagenese- Promotor-
Forward-Primer Revers-Primer
~ )
' — ~ /
Annealing des
mutagenisierten
Bindeelements
Schrit2 5y £= R p——
An i R LTI
3-OH B 5.p
b) —
Promotor-
Revers-Primer
— _—
Promotor- .
Forward-Primer Mutagenisiertes
DNA-Bindeelement

Abb.5; Schema der durchgefiihrten zielgerichteten MutegeiPCR.
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2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese diente zur |dentifimeg, Trennung,
Reinheitstberprifung und Langenbestimmung von DN#dWilen (analytische Gele)
sowie zur Aufreinigung von Restriktions- bzw. PCRdimenten (praparative Gele). In
dieser Arbeit wurden 1%ige Agarosegele verwendeg it 0,25 pg/ml
Ethidiumbromid, das in die DNA interkaliert, versetwurden. Die Visualisierung
erfolgte durch UV-Licht-Bestrahlung (280 nm) der BiWlolekile im Gel und die
daraus resultierende Abgabe von Fluoreszenzlichs &thidiumbromids. Die
aufzutrennende DNA-L6sung wurde mit 10x-Ladepuffemischt. Die Auftrennung
erfolgte in Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer bei ein@pannung von 120 Volt. Die
analytischen Gele wurden mit Hilfe einer UV-Dokurtagionsanlage und eines
computergesteuerten Programms (Software Gel Cakynagentiert und ausgewertet.
Aus den praparativen Gelen wurden die Banden veerdase unter dem UV-Licht

detektiert und ausgeschnitten.

2.2.4 Aufreinigung von PCR- und Restriktionsfragmeiten aus Agarosegelen

Zur Elution der DNA aus der Agarose wurde das QIldkjuGel Extraction Kit
(Qiagen) verwendet. Die DNA-Isolierung erfolgte haerotokoll des Herstellers. Im
letzten Schritt wurde die DNA in 20 bis 35 pd®ieluiert.

2.2.5 Aufreinigung von PCR-Fragmenten mittels NucleSpin® Extract Il Kit

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten diente ebenfdis NucleoSpih Extract Il Kit
von Machery-Nagel. Mit Hilfe dieses Kits wird die NA mittels
Anionenaustauschersaule aufgereinigt. Die Durchifiidprerfolgte nach Protokoll des

Herstellers. Die DNA wurde im letzten Schritt in-80 pl HO eliuiert.
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2.2.6 Enzymatische Reaktionen bei der DNA-Klonierug

a) Restriktionen

Jeweils 5-10 pg DNA wurden mit 1/10 Volumen des sprachenden
Restriktionspuffers (10x konzentriert), 1/10 VolumBSA (10x konzentriert)
und 5-10 U der entsprechenden Restriktionsendoas&l€Tab.5) versetzt, mit
Wasser auf 50-80 ul aufgeftllt und je nach Enzyrd mn verdauender DNA
zwischen 3 und 16 Stunden bei 37°C inkubiert. NtteAgarose-

Gelelektrophorese wurde der Restriktionsverdau pifiéir und anschlie3end
folgte eine 15 bis 20-mindtige Inkubation bei 65z0r Inaktivierung des

Enzyms.

b) Dephosphorylierungen von DNA-Enden mit antarktisdhleosphatase

Die antarktische Phosphatase (Tab.5) bewirkt einteig&ung der
Klonierungseffizienz, indem sie eine Rezirkulatieon Vektorfragmenten in
Ligationsreaktionen verhindert. Pro 1 pg DNA wurddn U Enzym,
1/10 Volumen Puffer zugegeben, mit Wasser auf 10Gekamtvolumen
aufgefullt und 20 min bei 37°C inkubiert. Die Hiiaaktivierung erfolgte bei
65 °C fur 5 min.

c) Ligationen

Die Ligation von Vektor und Insert erfolgte in emeEndvolumen von 10 pl.

Das Verhaltnis von Vektor- zu Insert-Fragment bgtvan circa 1:2 bis zu 1:10
(Vektor:Insert). Der Reaktionsansatz enthielt déadiigten Mengen an Insert-
und Vektor-DNA, 10x Ligasepuffer (1/10 Vol) und 1der T4-Ligase (400 U)

(New England Biolabs; Tab.5). Der Ligationsansatzde bei 16°C ber Nacht
inkubiert und stand danach fur die Transformatierelt.

2.2.7 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zunachst wurde eine 2,5 ml-Ubernachtkultur (LB-Med) mit einer Spatelspitze einer

bei -80 °C gelagerten JM109-Flussigkultur angeimpfid Gber Nacht bei 37 °C
geschuttelt. Diese Kultur wurde am néachsten Morger250 ml LB-Medium, das
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20 mM MgSQ enthielt, gegeben und so 1:100 verdinnt. Die AeNarden weiterhin

bei 37 °C geschuttelt bis die Kultur eine optiséehte von 0,4-0,6 erreicht hatte.
Dann wurde die Kultur auf zwei Zentrifugenrohrchaufgeteilt und bei 4500 x g far
5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurdgworfen und das Pellet in 50 ml
eiskaltem TFB1 pro Roéhrchen vorsichtig resuspendiad 5 min auf Eis inkubiert.
Nach einer weiteren Zentrifugation bei 4500 x g ®imin bei 4 °C wurden beide
Pellets in je 5 ml TFB2 gelést und 60 min auf Eikubiert. Die Zellen wurden
schlie3lich in 50 pl-Aliquots in flissigem Stick#t@chockgefroren und bei -80 °C

gelagert.

2.2.8 Chemische Transformation

Die chemisch kompetenten ZelleB.¢oli IM109) wurden auf Eis aufgetaut. Danach
wurden die Zellen mit 5-8 pl Ligationsansatz verseind erschitterungsfrei 30 min
auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock der Zefigr exakt 45 Sekunden bei 42°C
wurden die Zellen sofort fur ein bis zwei Minutenf &is gestellt und anschliel3end in
800 ul vorgewarmtes LB-Medium pipettiert. Unter Gitbln folgte eine Stunde
Inkubation bei 37°C und nach Ausplattieren auf eBedektivagarplatte (Ampicillin

versetzt) wurden die plasmidtragenden Zellen baC3iber Nacht angereichert.

2.2.9 Klonanalyse

Um zu Uberprufen, ob der ausgewéahlte plasmidtrag&ion den gewinschten Vektor
enthielt, erfolgte eine Klon-PCR. Dazu wurde Kokmaterial eines Klons mit einer
Pipettenspitze von der Agarplatte abgenommen umihiem PCR-Tube ausgestrichen.
Die Pipettenspitze wurde anschlieRend dafiir benwirte 5 ml-Ubernachtkultur
anzuimpfen. Die PCR mit den Primern pGL3 F/R (Tamlrde nach in Tab.10
benannten Konditionen durchgefiihrt. Bei negativelonEn ergab sich bei der
Uberpriifung des PCR-Produkts mittels Agarosegeielpkorese eine Bande auf Hohe
von ca. 150 bp, wahrend sich bei positiven Klonee ande zeigte, die der Grol3e
des Inserts + 150 bp entsprach. Aus den Flussiglemtder positiven Klone wurde im

nachsten Schritt das Plasmid mittels Mini-Prephsi.2.10) gewonnen und durch
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Sequenzierung Uberprift. Bei positivem Befund wordg00 pl der restlichen
Flussigkultur dazu verwendet, um eine 200 ml-Ubeitiaultur anzuimpfen.

2.2.10 Plasmidisolierung und DNA-Konzentrationsbegnmung

a) Herstellung von Mini-Preps

Von einer bewachsenen Agarplatte wurden ca. 10rH@togepickt und damit eine
5 ml-Ubernachtkultur angeimpft. Diese wurde am stah Tag abzentrifugiert
(3 min, 11000 x g, 20 °C) und aus dem Pellet diasmid-DNA mittels
NucleoSpiff Plasmid-Kit (Machery-Nagel) laut Herstellerprotdkésoliert. Die
DNA wurde letztlich in 30 bis 50 pl Wasser eluiert.

b) Herstellung von Maxi-Preps

Fur die Herstellung von Maxi-Preps wurde eine (idacht gewachsene 200 ml-
Flissigkultur abzentrifugiert (15 min, 6000 rpm;@) und das Plasmid mit Hilfe
des NuceloBonti PC 500 Kits (Machery-Nagel) nach Protokoll des dttgters
isoliert. Das DNA-Pellet wurde in 100-300 pl Wasaefgenommen.

Die Konzentrationsbestimmung von isolierten Plashiidungen wurde mit Hilfe eines
Ultraspe&3000-Photometers (Pharmacia Biotech) bestimmt. Dawurde eine
geeignete Verdinnung mit DNase-freiem Wasser h@iffeand im Photometer bei

einer Wellenlange von 260 nm gemessen.

2.2.11 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalysen

Fur die Klonanalyse wurde ca. 1 pg Plasmid-DNAdei Primern pGL3 F bzw. pGL3
R (Tab.1) in eine Sequenz-PCR eingesetzt. Um deteniStlicke der genomischen
DNA von Blutspendern zu sequenzieren wurden zunddng genomische DNA mit
entsprechenden Primern mittels PCR amplifiziert,deim NucleoSpifi Extract II-Kit
(siehe 2.2.5) aufgereinigt und schlie3lich ca. B@Oaufgereinigtes PCR-Produkt in
eine Sequenz-PCR eingesetzt. Jede Sequenzierunde wmit dem Big Dy&

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit durchgefihrt.
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Standard-Sequenzierungsreaktions-Ansatz (Gesamteold O pl):
X Ul DNA

1 pl Big Dy€® (Applied Biosystems)

1 pl Primer (10 pM)

X ul HO

Seqguenzierungsreaktions-Bedingungen:

96 °C-> 1 min fur eine initiale Denaturierung
96 °C-> 10 sec

56 °C—> 5 sec 27 Zyklen

60 °C—> 4 min

Eine Aufreinigung des Produkts erfolgte durch ditieanol-Fallung. Dazu wurde jeder
Ansatz mit 2 ul 3 M NaAc und 50 pl 100%igem Ethaweisetzt und fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Zentrifugat{@B8000 rpm, Raumtemperatur)
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mi#igém Ethanol gewaschen. Es
folgten eine Zentrifugation (13000 rpm, Raumtempejaund eine Trocknung des
Pellets nach Verwerfen des Uberstandes. Danachewdsd Pellet in 20 pl Hi-Di™
Formamid geldst und in einem weiteren Schritt 2 Auin Hi-Di™ Formamid verdinnt
(Gesamtvolumen 20 pl). Diese Verdiinnung wurde nilfeHtles ABI PRISM™ 310
Genetic Analyzers uber kapillare Gelelektrophor@Selmaterial POP-6) aufgetrennt
und mittels Laser ausgelesen. Zur Erfassung deerDdiente die Software Genetic
Analyzer 310 Data Collection und zur Auswertung dRohdaten die Software
Sequencing Analysis 3.0 von Applied Biosystems. Bagnment der so erhaltenen
Sequenzen mit Referenzsequenzen erfolgte mit Hike Software SeqMmaNIi
(DNASTAR).

2.2.12 Zellkultur

Die Inkubation aller Zelllinien erfolgte in einenrischrank bei 37 °C und 5% GO

Alle Zellen wurden zweimal wdchentlich geteilt uadmit ausgedinnt. Dazu wurden
zunachst das Medium abgesaugt, die Zellen mit P88agchen und bei 37 °C fur
15-20 min mit Akkutase inkubiert. Nach Ablosen deflen wurden bei HepG2-Zellen



2. Material und Methoden 44

ca. 65%, bei CaCo2-Zellen 70 bis 80% und bei KYSE&Den 90% der Zellen
verworfen und die restlichen Zellen mit frischemdden weiterkultiviert.

2.2.13 RNA-Isolierung

Die RNA wurde mittels TRIz8l Reagent (Invitrogen) isoliert. Dazu wurden Zelldie,

in kleinen Zellkulturflaschen (75 cinoder 6-well Platten ausgesét und 3 bis 48 h mit
der induzierenden Substanz bzw. dem Kontrollreagaekabiert wurden, mit PBS
gewaschen, mittels Akkutase abgel6st und in 5 milika aufgenommen. Nach einer
Zentrifugation (1000 rpm, 5 min, 4 °C) wurde dadldten 10 ml PBS resuspendiert
und erneut zentrifugiert (1000 rpm, 5 min, 4 °Canach wurde das Pellet in 1 ml
TRIzol® Reagent resuspendiert, 5 min bei Raumtemperakubiert, mit 200 pl
Chloroform versetzt und 15 sec gevortext. Nach reinkubation von 15 min bei
Raumtemperatur folgte eine Zentrifugation fir 15nn{l2000 x g, 4 °C). Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiitd mit 0,5 ml Isopropanol
gemischt. Nachdem die RNA bei Raumtemperatur fumi® gefallt wurde, erfolgten
ein weiterer Zentrifugationsschritt (12000 x g, #°Gnd ein Waschen mit 1 ml
70%igem Ethanol. Das RNA-Pellet wurde bei Raumteatpe getrocknet und
schlie3lich in 30-100 pl DEPC-behandeltem WassdisgieFur die Isolierung von
RNA aus Gewebe wurden 50-100 mg des gewiinschtean®rmgit 1 ml TRIzd!
Reagent versetzt und mit Hilfe eines Ultra-Turragmiogenisiert. Die weiteren

Isolierungsschritte entsprachen den oben bescimésbe

2.2.14 Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreakh (RT-PCR)

Die Umschreibung von RNA zu cDNA erfolgte mit Hilfies Super Script 11l First —
Strand Synthesis System fir RT-PCR von Invitrogeehe 2.1.13).

Ansatz und Durchfihrung:

X LI RNA (5 pg)

1 pl Oligo (dT) (50 uM)

1 ul dNTP Mix (10 mM)

X Ul DEPC-behandeltes Wasser (Gesamt-Volumen 10 pl)
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Der Ansatz wurde fur 5 min bei 65 °C inkubiert, deln fir 1 min auf Eis gesetzt und
schlie3lich mit 10 pl des folgenden Mastermixesegtat:

2 ul 10X RT Puffer

4 ul MgCh

2ul0,1MDTT

1 pl RNase OU™ (40 U/ul)

1 pl SuperScript Il RT (200 U/ ul)

Die Inkubation des Ansatzes erfolgte bei 50 °C@0rmin. AnschlielRend wurden die
Enzyme durch Erhitzung auf 85 °C fur 5 min inalgiti Die RNA wurde in einem
anschlieBenden Schritt durch Zugabe von RNase B'béC fur 20 min entfernt. Fur
eine darauf folgende genspezifische PCR wurden @iplTagMan PCR’s 1 pl) der

gewonnenen cDNA verwendet.

2.2.15 TagMan PCR

Die TagMan PCR ist eine mdgliche Methode fur eeed-time-PCR. Dabei spielen die
TagMan-Sonden eine besondere Rolle. Es handeltdsibki um ca. 15-30 bp lange
Oligonukleotide, an deren 5°-Ende ein Fluoreszebztaff und am 3"-Ende ein

Quencher gebunden ist. Der Quencher fangt die &zenz von Farbstoffen in seiner
unmittelbaren Nahe ab. Wahrend der PCR bindet nanSénde inmitten des zu
amplifizierenden Genabschnittes (zwischen Forwardnd Reverse-Primer).

Idealerweise sollte die zu amplifizierende Sequenze Lange von 80 bp nicht
Uberschreiten. In dieser Arbeit wurde das gPCR &bk Plus-Kit fir die TagMan

PCR verwendet. Die darin enthaltene HotGoldStar-ElbAymerase bindet an das
freie 3"-Ende des Forward-Primers und amplifizéig Sequenz bis zum 5 -Ende der
Sonde (Abb.6). Da die Polymerase eine Nukleaseatdtivat, ist sie dazu in der Lage
die Sonde vom 5”-Ende her abzubauen. Dabei wirdFldereszenzfarbstoff freigesetzt
und gelangt aus dem Einflussbereich des Quencbaurch wird die Fluoreszenz
messbar, wobei ein Molekll eines Fluoreszenzfafflestaflir einen neu gebildeten
DNA-Strang steht. Somit kann man mittels der Tagh8anden zu jeder Zeit der PCR

die Menge an gebildeter DNA messen.
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Die in dieser Arbeit verwendeten Sonden- und Prseguenzen sind der Tabelle 2 zu
entnehmen. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde sowoRlaBsoxyfluorescein (FAM) als
auch VIC verwendet. Fur die Quenchermarkierung Sienden wurden 6-Carboxy-
Tetramethylrhodamine (TAMRA) und Minor Groove BimdéMGB) genutzt. Als
Kontrolle fur den cDNA-Gehalt der eingesetzten DWArde in Parallelansatzen eine
PCR furp-Actin als Referenzgen durchgefuhrt.

Fluoreszenz-
DNA-Polymerase Farbstoff

Quencher
1
Forward-Primer| Sonde
zu amplifizierendes Template
2 %

) grE

Abb.6: Schematische Darstellung der TagMan PCR.

TagMan PCR-Ansatz fur UGT1A-Genexpressionsanalyse

Master Mix (Eurogentec): 12.5 pl
Sonde 100nM 0.25 pl
Primer F 600nM 1.5 ul
Primer R 600nM 1.5 ul
cDNA (div. verd.) 1ul
dd H,0O auf 25 pl 8.25 yl

TagMan PCR-Ansatz fur R-Actin-Genexpressionsanalyse

Master Mix (Eurogentec): 12.5 pl
Sonde (humanes Actin) 200 nM 0.5 ul
Sonde (murines Actin) 100 nM 0,25 pl
Primer F 300 nM 0.75 pl
Primer R 300 nM 0.75 pl
cDNA (div. verd.) 1l

dd H,0 auf 25 pl 9.5/9,75 pl
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FiUr jede zu analysierende DNA-Probe wurden 2-facer 3-fach-Ansétze pipettiert.
Es wurden Gemische aus Master Mix (QPCR MasterMi»s)P Sonde, Primern und
H.O hergestellt und diese auf die Wells einer 96-WAIR Platte gegeben. Zuletzt
wurde 1 pl der zu analysierenden cDNA hinzupipdttiBie PCR-Platte wurde mit
einer Plastikfolie abgedeckt und mit Hilfe des ABRISM® 7000 Sequence Detection
Systems und der Software Sequence Detection (\freisib3) von Applied Biosystems

analysiert.

Reaktionsbedingungen:

Temperatur Zeit Zyklen
50 °C 2 min 1
95 °C 10 min 1
95 °C 15 sec
60 °C 1 min } 45

Tab.11: Reaktionsbedingungen der TagMan PCR

Die Normalisierung und Ermittlung der relativen Esgsion der verschiedenen
UGT1AGene erfolgte mit Hilfe der Microsoft Excel baser Software Qgene.

2.2.16 Luciferase-Assay

FUr den Luciferase-Assay wurden an Tag 1 die geghias Zellen auf 12-Well-
Platten ausgesat. Dazu wurden die Zellen mittelkufdse abgelost, mit Hilfe der

Neubauer-Zahlkammer gezahlt und schlie3lich diétigte Menge ausgesat.

Bendtigte Zellzahlen pro Well fur verschiedene akn:
HepG2: 1,5x10Zellen pro Well

CaCo2: 0,6x19Zellen pro Well

KYSE70: 0,75x18 Zellen pro Well

An Tag 2 erfolgte die Transfektion. Pro Ansatz (Welurden 2 ul Lipofectin mit
50 pl OPTI-MEM gemischt und fur 45 min bei Raumtemgtur inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden 440 pl OPTI-MEM mit je 0,8 ptagtid-DNA (Luciferase-
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Konstrukt) und 3 ng pRL-TK Vector (Kontrolle) vetze und schliel3lich mit der
Lipofectin-L6sung vermengt. Dieser Ansatz wurdewig@itere 15 min inkubiert, damit
sich DNA-Liposomen-Komplexe bilden konnten. Die gesiten Zellen in den
12-Well-Platten wurden mit PBS gewaschen, mit deanfektionsansatz versetzt und
bei 37 °C inkubiert.
Am 3. Tag wurden verschiedene induzierende Substabzw. Kontrollsubstanzen auf
die Zellen gegeben (Tab.7). Die weitere Inkubatenfolgte im Brutschrank fir
verschiedene Zeitspannen (3 — 48 h).
Nach Ablauf der gewlnschten Induktionszeit wurden Zellen mit PBS gewaschen
und mit passiven Lysepuffer (Promega) fur 15 miny@&E70-Zellen fur 30 min)
lysiert, wodurch die Luciferase freigegeben wurlée Messung der Lumineszenz
mittels Luminometer erfolgte folgendermal3en:
= 10 pl Zelllysat wurden zu 50 pl LAR II- Reagenzetdigert und Messung 1 gestartet
- dadurch wird die Lumineszenz der Firefly Lucifexa@hotinus pyrali
gemessen, die die Aktivitat des getesteten Luat#eonstrukts in relativen
Lichteinheiten widerspiegelt (Messzeit 10 sec)
= 50 pl Stop&Glo Reagent wurden hinzupipettiert undesBung 2 gestartet
- dadurch wird die Lumineszenz der Firefly Luciferagestoppt und die der
Renilla Luciferase Renilla reniformi$ gestartet, die die Aktivitat des
TK-Vektors widerspiegelt und damit eine interne Kotle der Transfektion
darstellt (Messzeit 10 sec)
Der Wert der ersten Messung wurde durch den deitemvgeteilt. Alle Werte wurden
mit Hilfe der Microsoft Excel Software analysierhdi durch die Werte des nicht-
induzierten Basics (pGL3-Vektor ohne Insert) geételir die Darstellung einer
x-fachen Induktion wurden die Luciferase-Aktivitdtes induzierten Promotor-
enthaltenen Vektors durch die des nicht-induzief®amotor-enthaltenden Vektors
geteilt. Jeder Versuch wurde in Dreifachansatzerchdyefihrt und wurde in 3-10
unabhangigen Versuchen wiederholt. Die Fehlerbaki@zelner Saulen stellen die
Standardabweichung aller durchgefiihrten Versuclisaes dar. Die statistische
Auswertung fur den Vergleich verschiedener Gruppdolgte mit Hilfe des Student’s
t-Tests. Unterschiede wurden als signifikant bétietc sofern der p-Wert unter 0,05

lag.
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2.2.17 Herstellung von nukleéren Extrakten

Fur die Herstellung von nuklearen Extrakten wurdenmit verschiedenen Substanzen
induzierten adharenten Zellen zweimal mit 5 ml aigkn 10 mM Hepes (pH 7,5)
gewaschen und danach mit 5 ml 10 mM Hepes fur Xbauf Eis inkubiert. Das Hepes
wurde entfernt und die Zellen zusammen mit 2 ml Mdl Hilfe eines Zellschabers
von der Zellkulturflasche abgekratzt, in einen @wElvehjem Uberfihrt und mit
15 Auf- und Abbewegungen homogenisiert. Nach Uberfiig in ein 2 ml-
Reaktionsgefald und einer Zentrifugation (21000 &% gyin, 4 °C) wurde das Pellet in
2 ml MDHK resuspendiert. Es folgte eine Zentrifugatunter gleichen Bedingungen
und eine Wiederholung des Waschschrittes mit MDBI&s Pellet wurde danach in
1 ml MDHK gel6st und fur 2 min bei Hochstgeschwipickit und 4 °C zentrifugiert.
Schlie3lich wurde das Pellet in 30 pul HDK aufgenaennund fir 20 min auf Eis
inkubiert, wobei das Reaktionsgefald alle 5 min gegpt wurde. Es folgte eine
Zentrifugation (14000 rpm, 15 min, 4 °C) und einediihren des Uberstandes in ein
Ultrazentrifugenréhrchen. Danach wurde ein viet&lumen 50% iges Glycerol
hinzugefligt und gemischt. Die Ultrazentrifugatioarde bei 35000 rpm und 4 °C flr
1 Stunde durchgefiihrt. In dem Uberstand befandgndie nuklearen Extrakte, deren
Konzentration mit Hilfe der Bradford-Methode (Bia& Protein-Assay-L6sung)

photometrisch bestimmt wurde.

2.2.18 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Mit einem EMSA kann man Protein-DNA-Bindungen naeisen. Die Detektion
erfolgt mittels Biotin-markierter OligonukleotideH¢i3-Probe) (Abb.7), die die
Sequenz des zu testenden regulatorischen Elememtsaliet. Ein in den nukleéren
Extrakten enthaltener Transkriptionsfaktor kann aandie Hei3-Probe binden. Diese
Biotin-markierten Oligonukleotid-Protein-Komplexe emden danach mittels eines
nicht-denaturienden Polyacrylamidgels aufgetrenmtd uergeben letztlich nach
Entwicklung eines lichtsensitiven Films eine odeehmere Banden (Shift). Um die
Spezifitat der DNA-Protein-Bindung zu Uberprifenkubiert man in sogenannten
Kompetitionsversuchen die nukledren Extrakte zusichit einem Oligonukleotid

gleicher Sequenz, aber ohne Biotin-Markierung (fRattbe) (Abb.7). AuRerdem gibt



2. Material und Methoden 50

man die Kalt-Probe in der 200-fachen Menge im \aojl zur Heil3-Probe zum
Protein. Ein Transkriptionsfaktor kann nun an d&AEBindeelement der Kalt-Probe
binden. Nach einer Inkubationszeit von 10-15 mint ghan zusatzlich die Heil3-Probe
hinzu. Sofern die Bindung des Transkriptionsfaktmsdas zu testende regulatorische
Element der Kalt-Probe spezifisch ist, bleibt diesstehen und weniger Protein steht
zur Bindung an die Heil3-Probe zur Verfiigung. Dasilteert dann letztlich in einer
Abschwachung/Ausléschung des Shifts im Vergleich Zshift der Heil3-Probe ohne
vorherige Behandlung mit der Kalt-Probe. Sollte Biedung des Transkriptionsfaktors
nicht spezifisch sein, wirde die Bindung an die DiM&ker sein und sich immer
wieder kurzzeitig auflésen, so dass die Heil3-Probeen kann und somit der Shift
nicht abgeschwacht ware. Um zu tberpriufen, obasweirklich um einen bestimmten
Transkriptionsfaktor handelt, der an das Oligonatte bindet, figt man dem Ansatz
mit den nukledren Extrakten und der Hei3-Probe tzlisd einen fir den
Transkriptionsfaktor spezifischen Antikdrper hinziDer sich bildende DNA-
Transkriptionsfaktor-Antikdrper-Komplex wandert i@el langsamer und wird so als
Bande oberhalb des Shifts des DNA-Transkriptiortsiakomplexes sichtbar
(Supershift) (Abb.7).

Heil3-Probe (Biotin-markiert) Kalt-Probe (ohne Biotin)

DNA-Bindeelement DNA-Bindeelement /SSHSS*Sequenz
—&®
antisense-Sequenz

Shift: Heil3-Probe + nukleére Extrakte Supershift: HeiR-Probe + nukleére Extrakte

+ spezifischer Antikdrper

Kompetition: Kalt-Probe + nukleére Extrakte

+ Heil3-Probe
a) Inkubation der Kalt-Probe mit b) Zugabe der Hei3-Probe (1:200 verdiinnt)
den nukleéren Extrakten
@ ungebundene
. . ®  HeiR-Probe
@ @ @ @ @ @
o 09 e 09 K3
; @ = kleiner Anteil an
; @ ; @ ; @ ; ‘.-_. gebundener

Hei3-Probe
Mehrheit der Faktoren
durch Kalt-Probe
gebunden

freie gebundene Kalt-Probe
Faktoren

Abb.7: Schematische Darstellung des Prinzips des EMSAs.
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Annealing der Hei3- und Kaltproben

Zunachst mussten die Sense- und Antisense-Oligeatite annealt werden, damit
sich ein doppelstrangiges DNA-Bindeelement ergazubDwurden je 20 ug der Sense-
und Antisense-Sequenz der zu annealenden Kalt- kbei@probe zusammen mit dem
10x Annealing-Puffer in einem Gesamtvolumen von L0Gir 5 min bei 75 °C in
einem Heizblock inkubiert. Danach erfolgte eine tgerkihlung auf 37 °C und eine
weitere Inkubation Uber Nacht. Nach einer Ethatiaifig wurden die Proben
zentrifugiert (13000 rpm, 15 min, Raumtemperatudas das Pellet wurde mit
70%igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert 0Q03 rpm, 5 min,
Raumtemperatur), getrocknet und letztlich in 5®p0 aufgeldst.

Zusammensetzung des Polyacrylamidgels
14,4 ml KO

1 ml 10x TBE

625 ul 80% iges Glycerol

300 pl 10% iges Ammoniumpersulfat (APS)
20 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED)
4 ml 30% ige Acrylamidstammlésung

Reaktionsansatze (Gesamtvolumen 20 pul):
1. Bindung des Transkriptionsfaktors an das DNAeB@ement (Shift)

1 pg nukleare Extrakte

1 pl Poly[d(I-C)]

2 ul 5x Bindepuffer fir EMSA

1 pl Biotin-markierte Heil3-Probe (1:200 Verdinnung)
X ul HO

2. Kompetition durch die Kalt-Probe

1 pg nukleare Extrakte

1 pl Kalt-Probe

1 pl Poly[d(I-C)]

2 ul 5x Bindepuffer fir EMSA

1 pl Biotin-markierte Heil3-Probe (1:200 Verdinnung)
X ul HO
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3. Bildung des Supershifts (Antikdrper-Transkripséaktor-Oligonukleotid-Komplex)

1 pg nukleare Extrakte

2 g Antikorper

1 pl Poly[d(I-C)]

2 ul 5x Bindepuffer fur EMSA

1 pl Biotin-markierte Heil3-Probe (1:200 Verdinnung)
X 4l HO

Reaktionsbedingungen:

Fur die Kompetitionsversuche wurde die Kalt-Prob# den nuklearen Extrakten
10-15 min prainkubiert. Auch bei den Supershift-azen wurden die nuklearen
Extrakte zunachst allein mit dem Antikérper inkubi€l5 min Raumtemperatur,
danach 15 min auf Eis). Zu allen Ansatzen wurde 3&fasPoly[d(I-C)] und

Bindepuffer gegeben und jeder Ansatz fir 5 min R@iumtemperatur inkubiert. Nach
Zugabe der 200-fach verdinnten Heil3-Probe erf@gteut eine Inkubation fir 15 min
bei Raumtemperatur und 15 min auf Eis. Danach wurdile Proben mit 1 pl

Ladepuffer versetzt und das Polyacrylamidgel dabetaden. Nach 2 — 2,5 h
Elektrophorese bei 120 V wurde das Gel auf einelié” B Membran geblottet und
die DNA-Protein-Komplexe mit Hilfe eines Crosslimgkefest an die Membran
geknupft. Fir die Entwicklung des EMSA’s wurde datsemiluminescent Nucleic
Acid Detection Module Kit verwendet. Es basiert daf Streptavidin-Biotin-Methode,
wobei an das Streptavidin eine Horse Radish PeasridHRP) gekoppelt ist. Diese
setzt ein Substrat (Luminol) um, wodurch Licht dirert wird, das auf einem
lichtsensitiven Film sichtbar gemacht werden kdie. Entwicklung der Filme erfolgte

durch eine Entwicklermaschine.

2.2.19 Herstellung von Mikrosomen

Die Mikrosomen wurden aus HepG2-, CaCo2- und KYSE&Ien hergestellt. Dazu
wurden die Zellen mittels Akkutase abgel6st, zéngrert (800 rpm, 5 min, 20 °C) und
das Pellet mit 10 ml PBS gewaschen. Nach ernewstrifligation (800 rpm, 5 min,
20°C) wurde das Pellet in 2 ml UGT-Puffer resuspemdin einen Potter-Elvehjem
Uberfihrt und mit 10 Auf- und Abbewegungen homogieni. Das Homogenisat wurde
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auf zwei ReaktionsgefalRe verteilt und 10 min b&l®f g und 4°C zentrifugiert. Die
Uberstande wurden erneut zentrifugiert (10000 xL.@,min, 4 °C) und die daraus
resultierenden Uberstande in Ultrazentrifugenroanckiberfihrt. Die Pellets wurden
noch einmal in 1 ml UGT-Puffer resuspendiert undtztigiert (10000 x g, 10 min,

4 °C). Nach Uberfilhren der Uberstande in Ultraifeigenrohrchen wurden sie in der
Ultrazentrifuge ftr 60 min bei 100000 x g und 4 Zéhtrifugiert. Jedes Pellet wurde in
500 pl UGT-Puffer resuspendiert und die Proteinkomation mittels Bradford-

Methode (Bio-Rad Protein-Assay-L6sung) photoméehrisestimmt.

2.2.20 Western Blot

Die Methode des Western Blots diente zum Nachweisl wur relativen
Quantifizierung von Proteinen. Fur die Gewinnungh verotein aus eukaryotischen
Tumorzellen wurden die gewlnschten, zum Teil mitrseieieden Substanzen
induzierten Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und2vitml Akkutase abgeldst. Nach
Zugabe von 5 ml Medium wurden die Zellen in Fal&idhrchen Uberfuhrt und
zentrifugiert (1000 rpm, 5 min, 4 °C). Das Pelletrde mit 10 ml PBS gewaschen und
erneut unter selben Bedingungen zentrifugiert. i88hth wurde das Pellet in
50-100 pl PBS aufgenommen. Die Zellen wurden dreimaflissigem Stickstoff
schockgefroren und wieder aufgetaut, damit dieefeliufgebrochen und das Protein
freigegeben wurde. Die Konzentration des gewonneReoteins wurde mittels
Bradford-Assay photometrisch bestimmt. 20 pg presatn wurden mit 2x Lammli-
Puffer versetzt, 10 min im Wasserbad gekocht urath tkairzer Inkubation auf Eis auf

ein denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen.

Zusammensetzung des denaturierenden Polyacrylalstidge

Sammelgel (4%):

4,5 ml Sammelgelpuffer

11 ml KO

2,4 ml 30% ige Acrylamidstamml6sung
24 pl TEMED

36 ul APS (25%)
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Trenngel (10%):

4 ml Trenngelpuffer

6,7 ml O

5,3 ml 30% ige Acrylamidstamml&sung
8 ul TEMED

33 pul APS (25%)

Die Elektrophorese wurde bei 15-30 mA fir 2-3 Semdin SDS-Laufpuffer

durchgefuhrt. Danach wurde das im Gel aufgetrerir@ein durch den Blotting-

Prozess auf eine Nitrocellulose Membran transferidie danach mit ca. 5-10 ml
10% Trockenmilch bedeckt wurde, um alle freien #mehen und unspezifischen
Bindungsstellen abzudecken. Das Blocken erfolgtelfin bei Raumtemperatur. Der
Primarantikorper wurde in einer Verdinnung zwisch&r200 und 1:500 in

10% Trockenmilch Gber Nacht bei 4 °C auf die Membgageben. Dieser bindet an
das fur ihn spezifische Protein und verdrangt dalss blockierende Protein. Am
nachsten Morgen wurde der Blot dreimal mit PBS-Twagchen und so der
Uberschissige und unspezifisch gebundene Antikogieyewaschen. Nach dem
Waschen wurde der HRP-gekoppelte Sekundarantikénp®erdiinnungen zwischen
1:500 bis 1:5000 fur 1-2 h bei Raumtemperatur n@indBlot inkubiert. Um die

Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde das Bi&E& Western Blotting Substrat
Kit verwendet, dessen zwei Losungen in einem Vémigavon 1:1 gemischt und fir
1 min auf der Membran inkubiert wurden. Dabei sei# HRP das Substrat um,
wodurch ein lichtemittierendes Produkt entstehtgi@iumineszenz), das wiederum
auf einem lichtsensitiven Film sichtbar gemacht deer kann. Die Entwicklung der

Filme erfolgte durch eine Entwicklermaschine.

2.2.21 Behandlung der humanisierten transgenedGT1A-WT-Mause mit Kaffee

Sechs weiblichen und sechs mannlichen humanisiéglé®T1A-WTMausen wurde
die in unter 2.1.12 beschriebene Kaffee-Stammlogung2 h anstelle von Wasser als
Trinkquelle angeboten. Die Kontrollgruppe bestanas alrei Pools mit je vier
tgUGT1A-WHMausen (pro Gruppe folglich 12 mannliche oder 1&lblche Mause),
die Wasser getrunken haben. Weiterhin wurden je mi&nnliche und vier weibliche
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nicht transgene C57BL/6J-Mause mit Kaffee behandeft auszuschlieen, dass man
mit der TagMan PCR auch murine UGT1A-mRNA detektiblach 72 h wurden die

Mause getotet, Organe isoliert, in flissigem Stakschockgefroren und danach bei -
80 °C aufbewahrt. Die Tierversuche wurden vom Nig@lehsischen Landesamt fur

Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit gemgthm

2.2.22 Biostatistik

Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe des Shtde t-Test flir den Vergleich
verschiedener Gruppen. Unterschiede wurden alsfigemt bezeichnet sofern der p-
Wert kleiner als 0,05 war. Als Vergleichsgruppendes je nach Versuch verschiedene
Werte, daher werden sie an entsprechender Steltemn Abbildungsbeschriftungen

deklariert.
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3. Ergebnisse

3.1 Identifizierung potentieller Polymorphismen inder 5 -upstream Sequenz von
UGT1A10

Um zu untersuchen, ob SNPs in der 5-upstream-Regim UGT1A10 existieren,
wurden die ersten 1000 bp dé&fGT1AlQupstream-Sequenz von 52 gesunden
kaukasischen Blutspendern (45 mannlich, 7 weiblichi von 24 HCC-Patienten
(21 mannlich, 3 weiblich) sequenziert und mit derildippy-Referenzsequenz
verglichen. In keiner der 76 getesteten Personenntko ein Polymorphismus

identifiziert werden.

3.2 Charakterisierung der transkriptionellen Regulaion von UGT1A8, UGT1A9
und UGT1A10 durch die Transkriptionsfaktoren AhR und Nrf2

3.2.1 Zeitabhangige Induktion der humanen UGT1A10-RNA und eines
UGT1A10-Reportergenkonstruktes durch TCDD (AhR) undtBHQ (Nrf2)

Zunachst sollte bestimmt werden, ob und nach welthleubationszeitUGT1A10
durch TCDD undBHQ induzierbar ist. Dazu wurden KYSE70-Zellen ¥iérschiedene
Zeitspannen (3 h, 6 h, 18 h, 24 h, 48 h) mit 5 n®DD, 100 uMtBHQ oder DMSO
(Losungsmittel) behandelt. Die aus den Zellen geweoe Menge an UGT1A10-
MRNA wurde mittels Duplex-RT-PCR bestimmt, wobeg dictin-PCR als Kontrolle
fur die Menge der eingesetzten cDNA diente. Ablegjtz dass DMSO die Menge der
UGT1A10-mRNA in der Zelle nicht beeinflusst. Dah&ggn wurde ab einer
Inkubationszeit von 3 h eine deutliche Induktiom W&T1A10-mRNA durch TCDD
beobachtet, und die maximale TCDD-Induzierbarkeitde nach 48 h erreicht. Durch
eine Behandlung miBHQ wurde die UGT1A10-mRNA nach einer Inkubationzein
24 h heraufreguliert, was auch gleichzeitig dentpteikt der maximalen Induktion

darstellte.
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Abb.8: Zeitabhdngige Regulation der UGT1A10-mRNA durc®DD (5 nM) undtBHQ (100 pM) im
Vergleich zu DMSO in KYSE70-Zellen. Die starksteduiktion der UGT1A10-mRNA durch TCDD
konnte nach 48 h, dur¢dBHQ nach 24 h detektiert werden.

Fir die Durchfihrung von Luciferase-Assays wurde n eilUGT1A10
Reportergenkonstrukt hergestellt, das die ersteh B der UGT1A105 -upstream
Sequenz enthielt. Die Messung d#6T1A10kontrollierten Luciferase-Aktivitat ergab
bei Behandlung mit TCDD odetBHQ auch eine zeitabhangige Induktion des
Konstruktes. Eine maximale Induzierbarkeit der Eer@se-Aktivitat durch TCDD und
tBHQ wurde jeweils nach 48 h Inkubationszeit detekt(Abb.9). Dabei wurde das
UGT1A10Reportergenkonstrukt durch die Behandlung mit TCBD-fach und mit
tBHQ 2,3-fach im Vergleich zur DMSO-Kontrolle inderi. Da TCDD den
Transkriptionsfaktor AhR undBHQ den Transkriptionsfaktor Nrf2 aktiviert, wurde
vermutet, dass detJGT1AlGPromotor durch die beiden Transkriptionsfaktoren
reguliert wird. Fir eine Spezifizierung dieser Hipmse wurde die Sequerdes
UGT1A10Promotors auf potentielle XRE- und ARE-Bindungbsteuntersucht.

©
o
5

-a Basic + TCDD - Basic + tBHQ
|| -—uGT1A10 500 bp WT + TCDD —+—UGT1A10 500bp WT + tBHQ

~
w
L

w A~ 0 o
| I | |
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5 N 5

I I I

[N
L

N
L

o
o

fache Luciferase-Aktivitat

fache Luciferase-Aktivitat

0 0

Zeit 3h 6h 8h 10h 18h 24h 48h Zeit 3h 6h 8h 10h 18h 24h  48h

Abb.9: Zeitabhéngige Regulation détGT1A10500bp-Promotorregion durch TCDD unBHQ im
Luciferase-Assay in KYSE70-Zellen. Eine maximalerddgregulierung der Luciferase-Aktivitat wurde
sowohl durch TCDD als auch durtBiHQ nach 48 h beobachtet.
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3.2.2 Identifizierung von XRE- und ARE-Bindungsstdlen in der 5 -upstream
Sequenz vorlUGT1A10

Eine potentielle ARE- und vier potentielle XRE-Bumsstellen wurden innerhalb der
ersten 500 bp 5 -upstream Sequenz U@T1A10gefunden, die den entsprechenden
Konsensus-Sequenzen sehr ahnlich waren (XRE-10E-X3®, XRE-176, XRE-256
und ARE-149). Um die Funktionalitat der BindungBste zu testen, wurden alle
Elemente einzeln mutagenisiert und die Auswirkunfycee UGT1A10Induzierbarkeit
durch TCDD undBHQ im Luciferase-Assay untersucht. Die Messungldeiferase-
Aktivitat der einzelnen mutagenisiertedGT1A10Konstrukte ergab, dass eine
Mutagenese von XRE-176 und XRE-256 keinen signifika Einfluss auf die TCDD-
undtBHQ-Induzierbarkeit hatte (Abb.10).

104
n.s.

n.s. ODMSO
mTCDD
W {BHQ

*k
7 Hkk
*kk
4
37 n.s.
.S.
24 *kk
*kk *kk
14
0+ T T T T T T

UGT1A10 XRE-101 XRE-136 XRE-176 XRE-256 ARE-149  Basic
500 bp WT mut mut mut mut mut

fache Idnuktion

n.s.: nicht signifikant; **: p<0.01; ***: p<0.001

Abb.10: Luciferase-Reportergen-Assay mit déssT1A10Wildtpy-Promotor-
Konstrukt und Konstrukten mit verschiedenen mutéerien potentiellen
XRE- und ARE-Bindestellen. Signifikanzen wurden inergleich zum
UGT1A16Wildtyp-Konstrukt bestimmt. WT: Wildtyp; mut: mugit.

Dahingegen resultierte eine Mutagenese der XRESHIjitienz interessanterweise in
einer signifikanten, gleichzeitigen Reduktion deCOD- und tBHQ-Induzierbarkeit
des UGT1A10Konstruktes. Eine gleichzeitige Abnahme beiderukitbnen konnte
auch bei Mutation des XRE-136- und des ARE-149-Bngselementes beobachtet
werden. Eine gleichzeitige Abschwéachung der TCDRd tBHQ-Induktion durch
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Mutagenese einer einzelnen Bindungsstelle wurderiimglich nicht erwartet, da das
AhR-aktivierende TCDD nur einen Einfluss auf XREduwdas Nrf2-aktivierendd8HQ
nur einen Einfluss auf ARE-Bindungsstellen habefitesoDie hier festgestellte
Abhangigkeit der TCDD undBHQ vermitteltenUGT1A10Induktion von einzelnen
DNA-Bindungsstellen lie3 vermuten, dass es bei Begulation desUGT1A10
Promotors offenbar zu einem Zusammenspiel zwisatem AhR- und dem Nrf2-
Pathway kommt. Um zu untersuchen, ob dieses Zusaspie® spezifisch fir
UGT1A10 ist oder auch bei anderen Genen innerhalb des Hummologen
UGT1A7-10Genclusters existiert, wurden auch die Gel&T1A8 und UGT1A9 auf
TCDD- undtBHQ-Induzierbarkeit getestet.

3.2.3 TCDD- und tBHQ-Induzierbarkeit der hoch homologen UGT1A8- und
UGT1A9-Gene und Identifizierung der vermittelnden XRE- und ARE-

Bindungsstellen

Trotz einer Promotorsequenz-Homologie von mehi7&% wird UGT1A9vorwiegend

in Leber und Nieren exprimiert, wahrettf5T1A8 und UGT1Al10ausschliel3lich im
extrahepatischen Gastrointestinaltrakt exprimiegrden. Fur die Durchfihrung von
Luciferase-Assays wurde eWGT1A8Reportergenkonstrukt hergestellt, das die ersten
500 bp der 5-upstream Sequenz WIGT1A8 enthielt. Das hergestelltd GT1AS
Konstrukt enthielt die ersten 530 bp des humdd&i1A9Promotors. Im Luciferase-
Assay zeigte dagGT1A8Konstrukt eine dhnliche TCDD- un@HQ-Induzierbarkeit
wie UGT1A10(Abb.11). Es wurde eine 6,4-fache Induktion durddDD und eine
2,7-fache durchBHQ gemessen. Im Gegensatz dazu wlw@d 1A9lediglich 4,2-fach
durch TCDD und gar nicht durdBHQ induziert. Wenn man die Promotor-Sequenzen
der drei homologen Gene vergleicht, zeigt sichsd#ss XRE-101-Bindungselement
bei allen drei Genen identisch ist (Abb.12). Die AR49-Bindungsstelle, die sich bei
UGT1A9 an Position -143 befindet, ist allerdings nur hE6T1A8 und UGT1A10
identisch. BelUGT1A9befindet sich an Position -137 innerhalb der ARERENZ ein
,G" (Guanin) anstelle des b&)GT1A8 und UGT1Al10vorhandenen ,T* (Thymin),
womit dieUGT1A9ARE-Sequenz der Konsensus-Sequenz (GCNNNGTCA)cidanl

ist.
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ODMSO
84 *kk *kk ETCDD
B {BHQ

fache Idnuktion

UGT1A10 UGT1A8 UGT1A9 Basic
500 bp 500 bp 530 bp

n.s.: nicht signifikant; ***: p<0.001

Abb.11: Vergleich der UGT1A8-, UGT1A9 und UGT1A10
Induzierbarkeit durch TCDD undBHQ im Luciferase-Assay.
Signifikanzen beziehen sich auf die Induzierbarkeés Basic-

Vektors.

AulRerdem unterscheidet sich die direkt umgebendguedez derUGT1ASARE-
Bindungsstelle in weiteren drei Basenpaaren vonddertUGT1A8-und UGT1A10
Promotoren (Abb.12). Trotz der groRBeren Ahnlichkigt UGT1ASARE-Sequenz mit
der Konsensus-Sequenz findet bei def&T1A9Gen im Gegensatz zu den sehr
homologenUGT1A8-undUGT1A10Genen interessanterweise ketB&lQ vermittelte

Induktion statt.

-149
UGT1A8 .. GCACT...coeevenn. TCATG....coovee.. A..A ..TCATTGGCA ...G....c.eooee.... GTGTG ............ CACGC......ATG Exonl
-143 -137
UGT1A9 ... GCATG.....c..o..... TCATA ..o, T..G..TCATTGTCA ....C..coevrnn.... CTGAT ..o CACGC......ATG Exonl
-149 -143
UGT1A10 . [cTolcy [T TCGTG....ceee... A..A ..TCATTGGCA ...G............. GTGTG ............ CACGC......ATG Exonl
‘ XRE-256 ‘ ‘ XRE-176 ‘ ARE-149 ‘ XRE-136 ‘ ‘ XRE-101 ‘

Abb.12: Vergleich der 5 -upstream Sequenzen dé¢&T1A8; UGT1A9- und UGT1A10Gene.
Unterschiede zutJGT1A105 -upstream Sequenz sind in rot dargestellt. XRiEdensus-Sequenz:
GCGTG (revers komplementar: CACGC); ARE-Konsensegu®nz: GCNNNGTCA.
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Die denUGT1Al0entsprechenden XRE-101- und ARE-149-Bindungsstellarden
in denUGT1A8 und UGT1A9Reportergenkonstrukten einzeln mutagenisiert ugrd d
Einfluss der Mutagenese auf die TCDD- utRHQ-Induzierbarkeit in Luciferase-
Assays uUberpruft. Eine Mutation eines einzelnen dBitgselementes (entweder
XRE-101 oder ARE-149) indGT1A8Promotor fuhrte wie im Fall voWGT1A10zu
einer starken und gleichzeitigen Reduktion der TCDBd tBHQ vermittelten
Induktion (Abb.13). Durch eine gleichzeitige Mutagee von XRE-101 und ARE-149
konnte im Vergleich zur separaten Mutation von XRH- keine weitere Reduktion der

TCDD- undtBHQ-Induzierbarkeit erzielt werden.

fache ldnuktion

UGT1A8 XRE-101 ARE-149 XRE-101 Basic
530 bp WT mut mut  + ARE-149
mut

*: p<0,05; **: p<0.01

Abb.13: Einfluss der Mutagenese von XRE- und ARE-Bindéxte
im UGT1A8Promotor auf die TCDD- untBHQ-Induktion. Signi-
fikanzen wurden im Vergleich zundGT1A8Wildtyp-Konstrukt

berechnet.

Dazu im Gegensatz beeinflusste die Mutation von ARB imUGT1A9Promotor die
TCDD-Induzierbarkeit des Konstruktes nicht, wenirajledie Mutation der XRE-101-
Sequenz zu einer signifikanten Abschwachung der D@iuktion fuhrte (Abb.14).
Die Reduktion der TCDD-induzierten Luciferaseakévi durch eine gleichzeitige
Mutation von XRE-101 und ARE-143 war vergleichbait orer, die sich durch eine
separate Mutagenese von XRE-101 ergab. Die Ergabraprechen dafir, dass die
intestinal exprimiertet)GT1A8-undUGT1A10Gene koordiniert durch AhR und Nrf2

reguliert werden, wahrend das hepatisch exprimig®&I1A9Gen zum einen nicht
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durch tBHQ heraufreguliert werden kann und zum anderenT@i®D vermittelte
Induktion nicht wie im Fall vodGT1A8undUGT1A10vom Vorhandensein der ARE-

Bindungsstelle abhangig ist.

ODMSO

fache Idnuktion

UGT1A9 XRE-101 ARE-143 XRE-101 Basic
500 bp WT mut mut  + ARE-149
mut

n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05

Abb.14: Einfluss der Mutagenese von XRE- und ARE-Bindéxte
im UGT1A8Promotor auf die TCDD- untBHQ-Induktion. Signi-
fikanzen sind im Vergleich zumUGT1ASWildtyp-Konstrukt

berechnet.

3.2.4 Eine gleichzeitige Behandlung de’GT1A10-Reportergenkonstruktes mit
TCDD und tBHQ fuihrt zu keinem synergetischen Effekt

Da es in der Regulation vadGT1A10offenbar ein Zusammenspiel zwischen dem
AhR- und dem Nrf2-Pathway gibt, sollte nun untetgugerden, ob eine gleichzeitige
Behandlung der Zellen mit TCDD un@8HQ zu einem synergetischen Effekt flhrt.
Dazu wurden KYSE70-Zellen innerhalb eines Luciferassays gleichzeitig mit 5 nM
TCDD und 100 uMBHQ fiir 48 h inkubiert. Die Luciferase-Aktivitat iden Zellen,
die gleichzeitig mit beiden Substanzen behandetden;, war aber nicht héher als die
in den Zellen, die ausschlie3lich mit TCDD behahdalrden (Abb.15). Demnach
konnte kein synergetischer Effekt durch gleichgeitBehandlung mit TCDD und
tBHQ erzielt werden.
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n.s. ODMSO
8 mTCDD

mBHQ
7] STCDD +tBHQ

fache Induktion

UGT1A10 Basic
500 bp WT

n.s.: nicht signifikant

Abb.15: Eine gleichzeitige Induktion desUGT1A10
Reportergenkonstruktes mit TCDD unBHQ im Luciferase-
Assay fuhrte zu keinem synergetischen Effekt in KEYS-

Zellen.

3.2.5 Einfluss einer Mutagenese dduGT1A10-ARE-149-Bindestelle entsprechend
der UGT1A9-ARE-143-Sequenz auf die TCDD- undBHQ-Induzierbarkeit

Die UGT1A9ARE-143-Bindungsstelle differiert von den ARE-Seqgmen in den
UGT1A8- und UGT1A10Promotoren bezlgliches eines einzigen Basenpaaekt di
innerhalb der Bindungsstelle und in drei Basenpgatie in der umgebenden Sequenz
lokalisiert sind (Abb.12). Um zu testen, welcheriekf eine Umwandlung der ARE-
Sequenz vonUGT1A10 in die der UGT1A9ARE-143-Sequenz hat, wurde ein
UGT1A10Konstrukt hergestellt, in dem das ,,G* an Positid43 im ARE zu einem
.T" entsprechend detJGT1A9ARE Sequenz mutagenisiert wurde. Im Luciferase-
Assay zeigte dieses Konstrukt eine vergleichbakstReduktion der TCDD uniBHQ
vermittelten UGT1A10Induktion wie das Konstrukt, in dem die ARE-14%38enz
komplett durch eine nonesense-Sequenz ersetzt allel6 A). Wurden zusétzlich
auch die differierenden Basenpaare in der umliegendSequenz von
UGT1A10ARE-149 entsprechend dddGT1A9Sequenz mutagenisiert (Konstrukt
ARE-149 mut like 1A9 ,all*), ergab sich keine stark Abschwachung der TCDD-
und tBHQ-Induktion im Vergleich zu dem Konstrukt, in demr das eine Basenpaar
direkt innerhalb der ARE-Sequenz mutiert war. Deolnaentscheidet das
Vorhandensein der Guaninbase innerhalb der ARE&eqim UGT1Al10Promoter
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Uber die Funktion dalBHQ-Induzierbarkeit und gleichzeitig dariber, olv Beomotor
durch TCDD induzierbar ist, da der Austausch dear@tibase durch eine Thyminbase
ebenso zu einer signifikanten Reduktion der TCDBnelten Induktion fuhrt. Auch
diese Ergebnisse sprechen flur eine koordiniertaulRegn desUGT1A10Promotors

durch AhR und Nrf2.

A. UGT1A10 ARE-149 B UGT1A9 ARE-143
ODMSO 6 ODMSO
8 ETCDD ETCDD
, W BHQ 5 n.s. W iBHQ
= n.s.
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Fxk kK Fkek
1
1
0 0
UGT1A10 ARE ARE-149 ARE-149 UGTL1A9 ARE-143 ARE-143
500 bp WT -149 mut  mut like 1A9 G>T  mut like 530 bp WT mut like mut like
1A9 ,all 1A10 T>G 1A10 ,all*
n.s.: nicht signifikant; **: p<0.01; ***: p<0.001

Abb.16: A: Einfluss der Mutagenese delGT1A10ARE-Sequenz entsprechend dé¢6GT1ASARE-
Sequenz auf die TCDD- untBHQ-Induktion. B: Einfluss der Mutagenese d#6T1A3ARE-Sequenz
entsprechend derUGT1A10ARE-Sequenz auf die TCDD undBHQ vermittelte Induktion.
Signifikanzen sind auf die Induktionen der jewesligWildtyp-Konstrukte bezogen.

3.2.6 Einfluss einer Mutagenese dedGT1A9-ARE-143-Bindestelle entsprechend
der UGT1A10-ARE-149-Sequenz auf die TCDD- undBHQ-Induzierbarkeit

Um zu untersuchen, ob ein®HQ vermittelte Regulation fir da’lGT1A3Gen
kinstlich herzustellen ist, wurde elGT1A9Reportergenkonstrukt kloniert, dessen
ARE-Bindungsstelle an Position -137 anstatt einggniins ein Guanin wi€&/GT1A10
enthielt (Abb.12). Im Luciferase-Assay zeigte sidass dieses Konstrukt im Gegensatz
zum UGT1A9Wildtyp-Konstrukt immerhin 1,8-fach durckBHQ induzierbar war
(Abb.16 B). Wurden zusatzlich auch die drei weneddferierenden Basenpaare in der
umliegenden Sequenz des AREs W6T1A9 entsprechend dadGT1A10Sequenz
mutagenisiert (Konstrukt ARE-143 mut like 1A10 ;all konnte die Luciferase-
Aktivitat dieses Konstruktes durctBHQ 2,1-fach induziert werden. Die TCDD
vermittelte Induktion wurde durch die ARE-Mutagemes beiden Konstrukten nicht

signifikant beeinflusst.



3. Ergebnisse 65

3.2.7 siRNA vermittelter Knockdown von AhR und Nrf2 und dessen Einfluss auf
die TCDD- und tBHQ-Induzierbarkeit von UGT1A8, UGT1A9 und UGT1A10

In den folgenden Experimenten wurden die Transkmgfaktoren AhR und Nrf2
durch spezifische siRNAs herunterreguliert, um migen, dass die genspezifische
Regulation vorUGT1A8 UGT1A9undUGT1A10direkt von AhR und Nrf2 abhangen.
Die Effizienz der verwendeten siRNA wurde mittelse$tern Blot getestet. Dazu
wurden KYSE70-Zellen mit 100 nM AhR-, Nrf2- oder itooll-siRNA behandelt. Die
sechs Stunden darauffolgende Inkubation mit DMSGDD bzw. tBHQ erfolgte
entweder fir weitere 24 h oder 48 h. Die Zelllysaterden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt, geblottet und mit den entsprechendettikdpern behandelt. Zur
Kontrolle der eingesetzten Proteinmenge wurde jeBlet zusatzlich mit einem
B-Actin-Antikorper behandelt.

Ohne Behandlung mit siRNA zeigte sich nach 24 e eitarke Zunahme der AhR-
Proteinmenge durch TCDD, die nach 48 h immer noelerdings etwas
abgeschwachter zu detektieren war (Abb.17 A). Inrglééch zur Behandlung mit
Kontroll-siRNA fuhrte die Behandlung mit AhR-siRNAI einer starken Reduktion der
AhR-Proteinmenge nach 24 h. Nach 48 h war kein Rnétein mehr detektierbar. Die
Nrf2-Proteinmenge nahm nach einer Inkubationsz®it24 h und 48 h miBHQ etwa
gleich stark zu (Abb.17 B). Im Vergleich zur Behlhmd) mit Kontroll-siRNA
resultierte die Behandlung mit Nrf2-siRNA in eifeeduktion der Nrf2-Proteinmenge.

AhR siRNA  Kontroll-siRNA Nrf2 siRNA  Kontroll-siRNA
TCOD  +TCDD +TCDD 1BHQ +BHQ +tBHQ
DMSO | 24n ash!' 2an  ash || 2an  asn | pmso' 24 48n Toan  asn!Toan  asn |
AhR ‘ L . «a‘ Nrf2 ‘ el w0 o R S0
B-Actin ‘._-942---‘ B-Actin {———--— —‘

Abb.17: Uberpriifung der Effizienz der verwendeten siRNitels Western Blot.

Um den Einfluss des AhR-/Nrf2-Knockdowns auf diéGT1A10Regulation zu
untersuchen, wurde aus den mit siRNA und TCDD BBMQ behandelten KYSE70-
Zellen RNA isoliert und die Menge an UGT1A10-mRNAt iHilfe einer Duplex-RT-
PCR bestimmt. Der AhR-Knockdown fihrte im Vergleizh der Behandlung mit
Kontroll-siRNA zu einem gleichzeitigen Verlust d€CDD undtBHQ vermittelten
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Induktion der UGT1A10-mRNA (Abb.18). Analog kam rach Behandlung mit Nrf2-
SiRNA zu einem gleichzeitigen Verlust der TCDD- uBtHQ-Induzierbarkeit.

=
=]
-— AhR siRNA Kontroll-siRNA Nrf2 sSiRNA Kontroll-siRNA
- oo -
L -
—
— —
UGT1A10— -_— -_— — - - — - ~—UGT1A10
B-Actin —| - - O . . e . _—
e mee W e e e e e | B-Actin
DMSO + - - + + + +
TCDD - + - - + - - + - - + - - + - - +
tBHQ - - + - - + - - + - - + - - + - - +

Abb.18: Einfluss des AhR-/Nrf2-Knockdowns auf die UGT1A&MRNA-Induzierbarkeit durch TCDD
undtBHQ.

Auch in den durchgefiuihrten Luciferase-Assays restdt eine separate Behandlung
mit entweder AhR- oder Nrf2-siRNA in einem simukanVerlust der TCDD und
tBHQ vermittelten Induktion de GT1A10BReportergenkonstruktes (Abb.19). Fur das
UGT1A8Reportergenkonstrukt zeigte sich in Folge des Abéer Nrf2-Knockdowns
ebenso eine gleichzeitige signifikante ReduktionTdeDD- undtBHQ-Induzierbarkeit

9
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AhR siRNA - + - - - + - + - -
Nrf2 siRNA - - + - - - + - _ - +
Kontroll-siRNA - - - + - - - + _ - - +
hd hd
UGT1A10 500 bp Basic UGT1A8 500 bp
**: p<0,01; ***: p<0,001

Abb.19: Einfluss des siRNA vermittelten Knockdowns von RXNrf2 auf die TCDD4BHQ-
Induzierbarkeit votdGT1A10und UGT1AS§ Signifikanzen wurden in Bezug auf die Werte denioll-
siRNA berechnet.
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Induzierbarkeit (Abb.20). Weiterhin wurdd GT1A9 bei gleichzeitigetBHQ- und
AhR-siRNA-Behandlung leicht inhibiert, wobei die $averte bei gleichzeitiger
AhR-siRNA- und tBHQ-Inkubation im Vergleich zur separaten tBHQ-Bediang
auch verringert wurden (Abb.19) und dieser Effeldher wahrscheinlich nicht
spezifisch ist. Ein Nrf2-Knockdown hatte dahinged@men Einfluss auf die TCDD
vermittelte Induktion vorlUGT1AQ Dieses Ergebnis zeigt Ubereinstimmend mit den
vorher beschriebenen Daten, dass die TCDD-Induamiket von UGT1A9 im
Gegensatz zu der vadGT1A8 und UGT1A10nicht vom Transkriptionsfaktor Nrf2
abhangig ist. Um zu untersuchen, ob die BE8T1A8 und UGT1A10vorhandene
gegenseitige Abhangigkeit der beiden Transkriptekitsren AhR und Nrf2 bei der
Regulation volJGT1A9auch kinstlich hergestellt werden kann, wurdeKiasstrukt
ARE-143 mut like 1A10 ,all*, dessen ARE-143 entsgrend delUGT1A10Sequenz
mutagenisiert ist, in Luciferase-Assays einem AbhRw. Nrf2-Knockdown ausgesetzt.

obMsO
mTCDD
6 1 WBHQ
c®]
g n.s.
S
e n.s.
34
<
Q
8
5l
.
o0l
AhR siRNA - + - - - +
Nrf2 siRNA N - + - - - +
Kontroll-siRNA N - N + - - - +
~ ~
UGT1A9 530 bp UGT1A9 ARE-143 like 1A10 ,all*

n.s.: nicht signifikant; *: p<0.05; **: p<0.01

Abb.20: Einfluss des AhR-/Nrf2-Knockdowns auf die TCDIBHQ-
Induzierbarkeit desUGT1A9WT-Konstruktes und der des Konstruktes
UGT1A9 ARE-143 mut like 1A10 ,all“. Die ermittelten Sigikianzen
beziehen sich auf die Kontroll-siRNA-Werte.

Wie der Abb.20 zu entnehmen ist, ging die kiinsticdchaffenéBHQ-Induzierbarkeit
des Konstruktes sowohl durch die Behandlung mit Ahds auch durch die
Behandlung mit Nrf2-siRNA vollstéandig verloren. @Bhrden AhR-Knockdown wurde
auch die TCDD vermittelte)l GT1ASInduktion stark reduziert, wohingegen diese nicht
durch die Behandlung mit Nrf2-siRNA beeinflusst dem konnte.
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Zusammenfassend wird hier gezeigt, dass sowohlTdIBD als auch digBHQ
vermittelte Induktion volUGT1A8undUGT1A10von einer gleichzeitigen Prasenz der
beiden Transkriptionsfaktoren AhR und Nrf2 abhangsy Im Gegensatz dazu
beeinflusst die Prasenz von Nrf2 die TCDD-Induzekieit desUGT1A3Wildtyp-
Konstruktes nicht. Auch wenn das ARE-Bindungselenvem UGT1A9entsprechend
der UGT1A10-Sequenz mutiert ist, scheint die Kkictstl erschaffene tBHQ-
Induzierbarkeit zwar abhéngig von AhR zu sein,rdifggs wird die TCDD vermittelte

Induktion auch hier nicht vom Vorhandensein von2\séeinflusst.

3.2.8 Sperzifitat der TCDD und tBHQ vermittelten Induktion und die der
verwendeten AhR- und Nrf2-siRNA

TCDD ist ein Ligand von AhR und ist fur die Treniguwon AhR von seinem Inhibitor
im Cytoplasma verantwortlichBHQ ist ein Erzeuger von oxidativem Stress und eine
Behandlung mitBHQ fihrt in den Zellen dazu, dass sich Nrf2 vomee Inhibitor
Keapl im Cytoplasma lost und in den Zellkern wandann. In einer Studie wurde
berichtet, dass daNrf2-Gen uber ein im Promotor lokalisiertes XRE-Bin@éseént
durch AhR reguliert wird (107). Dies wiirde bedeutdsss eine Behandlung der Zellen
mit TCDD nicht nur in einer Aktivierung von AhR, sdern auch in einer Induktion der
Nrf2-mRNA und letztlich in einem Ansteigen der Nif20tein-Konzentration
resultieren wirde. Demnach kodnnte die koordinidegulation vonUGT1A8 und
UGT1A10durch AhR und Nrf2 das Ergebnis eines unspeziéisdiffektes von TCDD
sein. Um zum einen die Spezifitdt der Induktionem "CDD und tBHQ und zum
anderen die Spezifitat der verwendeten siRNA zensaochen, wurden KYSE70-Zellen
mit TCDD, tBHQ und/oder AhR- bzw. Nrf2-siRNA behandelt. Daschmaeiner
TCDD-tBHQ-Inkubationszeit von 24 h gewonnene Zelllysardeuin einen Western
Blot eingesetzt. Es konnte eine starke Zunahme AeR-Proteins durch eine
Behandlung mit TCDD detektiert werden (Abb.21). Dgegen veranderte sich die
AhR-Proteinmenge durch die Behandlung tBHQ Uberhaupt nicht. Aul3erdem wurde
die TCDD vermittelte Aktivierung von AhR kaum durchie Behandlung mit Nrf2-
SsiRNA beeinflusst. Die Nrf2-Proteinmenge nahm dudib Gabe von TCDD im
Gegensatz zur Behandlung nlBHQ nicht zu (Abb.21). Auch die Behandlung mit
AhR-siRNA fuhrte zu keiner bedeutenden ReduktionMi€2-Proteinmenge.
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TCDD + Nrf2 siRNA
tBHQ + AhR siRNA
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Abb.21: Untersuchung der TCDDBHQ vermittelten Induktion mittels
Western Blot.

Um zu untersuchen, ob TCDD odi#BHQ die Menge an AhR- bzw. Nrf2-mRNA
beeinflusst, wurde aus den mit TCDBHQ behandelten KYSE70-Zellen RNA
gewonnen, cDNA hergestellt und eine AhR- bzw. Ngffi2zifische PCR durchgefiuhrt
(Primer Tab.1). Die Ergebnisse zeigen, dass weieMenge an AhR- noch die an
Nrf2-mRNA durch die Behandlung mit TCDD od#BHQ erhtht wurde (Abb.22).
Daher ist es sehr wahrscheinlich, da§8T1A8und UGT1A10tats&chlich koordiniert
durch AhR und Nrf2 reguliert werden und die Ergsbai keinen Effekt von

unspezifischen Kreuzreaktionen innerhalb der Ahi} Nrf2-Pathways darstellen.

O [a) o a
o <}
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a = a a pd a
WSS W s | Nf2-mRNA

S WS WS . ARR-mRNA

- — ——B-Actin «~—— B-Actin

Abb.22: Untersuchung der Spezifitit der TCDBWHQ vermittelten
Induktion auf AhR-/Nrf2-mRNA-Ebene.

3.2.9 Bestatigung der Bindung von AhR und Nrf2 an i@ XRE- und ARE-
Bindungsstellen im UGT1A10-Promotor mit Hilfe von Electrophoretic Mobility
Shift Assays (EMSAS)

Um eine direkte Interaktion der beiden Transkripsiaktoren AhR und Nrf2 mit den
XRE-101- und ARE-149-Bindungsstellen désGT1A10Promotors zu beweisen,
wurden EMSAs durchgefuhrt. Zunéachst sollte die Bimgl von Transkriptionsfaktoren
aus nuklearen Extrakten an didJGT1Al0spezifischen XRE-101- und
ARE-149-Sequenzen mit der Bindung von AhR bzw. Naf2 die entsprechenden
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Konsensus-Sequenzen verglichen werden. Da man daisgeht, dass eine im EMSA
entstandene Bande der Konsensus-Sequenz eineisgeziBindung von Nrf2 an ARE
bzw. von AhR an XRE darstellt, ware eine Bande d&T1A10spezifischen Sequenz
auf derselben HOhe der Konsensus-Bande ein Hinwaisuf, dass es sich
wahrscheinlich um den gleichen gebundenen Transkngfaktor handelt. Abb.23
zeigt einen EMSA fur die XRE-101- und ARE-149-Bimgdsstellen vonJGT1A10
unter Verwendung von nuklearen Extrakten, die aG®D- bzw. tBHQ-behandelten
KYSE70-Zellen gewonnen wurden. In Spur 1 in Abb&23t eine Bande zu sehen, die
unter Verwendung der XRE-101-Hei3probe gebildetdsunnd als Shift bezeichnet
wird. Auf derselben Hohe befindet sich der Shift #®nsensus-XRE-Heil3probe in
Spur 2, was darauf hindeutet, dass di@&T1A10XRE-101- und die XRE-Konsensus-

Sequenz den gleichen Transkriptionsfaktor binden.

| UGT1A10 XRE -101 | UGT1A10 ARE -149 |
A v22 3 4 5 6 7T 88 1293 4..5. 678
Shift —— h —_— ~——— Shift
™ 1™ "
2 o P v U
.
AL LIUT] M
UGT1A10 XRE -101 Probe + - + - + - + o+
UGT1A10 XRE-101 Kompetitor Probe - - + + - - - - - - - - - - +
UGT1A10 ARE -149 Probe - - - - - - - - + - + - + - + o+
UGT1A10 ARE -149 Kompetitor Probe - - - - - - + - - - + +
XRE Konsensus Probe - + - + - +
XRE Konsensus Kompetitor Probe - - - - + +
ARE Konsensus Probe - - - - - - - - - + - + - +
ARE Konsensus Kompetitor Probe - - - - - - - - - - - - + o+
PPARYy Konsensus Kompetitor Probe - - - - - - - + - - - - - - - +

Abb.23: Kompetitionsversuche fur didGT1A10XRE-101- und ARE-149-Bindestellen im EMSA.

Der Shift der XRE-101-Probe konnte durch die XRH-Kalt-Probe kompetitiert
werden (Spur 3), weshalb die Bindung des Transknptaktors an XRE-101 als
spezifisch betrachtet werden kann. Ebenso wurdenndensitat des XRE-101-Shifts
durch gleichzeitige Verwendung der Konsensus-Kalpr(Spur 5) und der Shift der
XRE-Konsensus-Probe durch die XRE-101-Kaltprobekstdbgeschwacht (Spur 4),

was einen weiteren Beweis fir die Annahme liefdass derselbe Transkriptionsfaktor
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(AhR) an die XRE-Konsensus und an di&T1Al0spezifische XRE-101-Sequenz
bindet. Interessanterweise wurde der XRE-101-Shitth durch didJGT1A10ARE-
149-Kaltprobe kompetitiert (Spur 7), wohingegen dgeichzeitige Kontroll-
Behandlung mit einer Kaltprobe, die spezifisch filen Peroxisome Proliferator-
activated Receptor (PPARwar, nicht in einer Abschwéachung resultierte (SBu
Demnach bindet das Protein oder der Protein-Kompmler an XRE-101 bindet, auch
spezifisch an die ARE-149 Sequenz. Weiterhin wualeleXRE-Konsensus-Shift durch
die XRE-Konsensus-Kaltprobe kompetitiert (Spur8as als Kontrollexperiment fur
die Funktionalitat der gewéhlten Methode diente.

Ein entsprechendes Experiment mit Kompetitions\a#ryen wurde auch fur die
UGT1A10ARE-149-Sequenz durchgefuhrt (Abb.23 B). Der Stiét ARE-149-Probe
(Spur 1) befand sich auf derselben Hohe des SteitsARE-Konsensus-Probe (Spur 2)
und wurde durch die Verwendung der ARE-149-Kaltprol§Spur 3), der
ARE-Konsensus-Kaltprobe (Spur 5) und der XRE-101tgfabe (Spur 7) kompetitiert.
Damit wurde auch fur die ARE-149-Probe eine spgdiife Bindung nachgewiesen und
es wurden Hinweise darauf erhalten, dass es sich demm gebundenen
Transkriptionsfaktoren wahrscheinlich um Nrf2 hadhd&Veiterhin bindet das an
ARE-149 gebundene Protein (oder ein Proteinkomplaugh an die XRE-101-
Sequenz. Diese Bindung scheint auch spezifischeiry da eine verwendete PPAR
Konsensus-Kaltprobe keine Abschwachung des ARESHfis erzielen konnte
(Spur 8).

Um einen direkten Beweis dafiir zu erhalten, ob ies bei den an die getesteten
UGT1A10Bindeelemente gebundenen Transkriptionsfaktores@d¢halich um AhR und
Nrf2 handelt, wurden in weiteren EMSAs AhR- und Nspezifische Antikorper
verwendet. Bei einer vorherigen Inkubation der eékén Extrakte mit dem AhR-
Antikorper konnte unter Verwendung der XRE-101-Rrobin Komplex erzeugt
werden, der im Gel aufgrund seiner gro3eren Gragsemer als der Shift wandert
und als Supershift bezeichnet wird (Spur 4) (Abh.teressanterweise hat sich auch
mit Hilfe des Nrf2-Antikérpers ein Supershift untéerwendung der XRE-101-Probe
gebildet (Spur 5), wahrend ein unspezifisches Ig@n{nchen anti-Ziege, HRP-
Konjugat) keinen Supershift erzeugen konnte (SpubDémnach binden sowohl AhR
als auch Nrf2 an di®GT1A10XRE-101-Bindungsstelle. Analog wurde auch bei der
Verwendung detJGT1A10ARE-149-Probe sowohl mit Hilfe des Nrf2- als autds



3. Ergebnisse 72

AhR-Antikorpers ein Supershift gebildet, woraus nsahlie3en kann, dass auch hier
beide Transkriptionsfaktoren an die ARE-149-Sequenden.

| UGT1A10 XRE -101 | | UGT1A10 ARE -149

e 2 St o 5 §6 1 PR 3 - 4 5 6

Supershift
Shift

u “ a- H - = H b gzﬁtershift

e &
UGT1A10 XRE -101 Probe + + + + + +
UGT1A10 XRE-101 Kompetitor Probe - + - - - - - - +
Anti-AhR-Ab - - - + - - - - - - +
UGT1A10 ARE -149 Probe - - - - - - + + + + + +
UGT1A10 ARE -149 Kompetitor Probe - - + - - - - +
Anti-Nrf2-Ab - - - - + - - - - +

unspezifisches IgG - - - - - + - - - - - +

Abb.24: Supershift-Experimente fir digGT1A10XRE-101- und ARE-149-Bindestellen im EMSA.

Da die UGT1A10ARE-136-Bindungsstelle in den durchgefiihrten Leicdbe-Assays
ebenso wie die XRE-101- und ARE-149-Elemente beitagenese eine simultane
Reduktion der TCDD- untBHQ-Induzierbarkeit aufwies (Abb.10), wurde auchsgis
Bindeelement im EMSA getestet. Abb.25 zeigt, dads der Shift der XRE-136-Probe
(Spur 1) auf der gleichen Hohe wie der XRE-KonserShift befindet (Spur 2) und
durch die XRE-136-Kaltprobe (Spur 3), durch die XR&nsensus-Kaltprobe (Spur 5)
und durch die ARE-149-Kaltprobe kompetitierbar {@pur 7), wahrend eine PPAR
Konsensus-Kaltprobe zu keiner Kompetition fuhrteyiS8). Unter Verwendung der
AhR- und Nrf2-Antikérper konnte im Gegensatz zunmbf@ch eines unspezifischen
IgGs (Spur 6) fur die XRE-136-Probe jeweils ein &uspift erzeugt werden
(Spur 4 und 5).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass dierbdiranskriptionsfaktoren AhR
und Nrf2 an allen getestetedGT1A10Bindungselementen (XRE-101, ARE-149,
XRE-136) immer gleichzeitig nachgewiesen werdennken. Demnach scheint es eine
direkte oder eine Uber Adapterproteine vermittéttieraktion zwischen den beiden

Transkriptionsfaktoren zu geben.
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| UGT1A10 XRE -136 |
1.2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6
Shift ——— | (i - u S o Supershift
e J S —— Shift
e
UGT1A10 XRE -136 Probe + - + - + - + + + + + + + +
UGT1A10 XRE-136 Kompetitor Probe - - + + - - - - - +
UGT1A10 ARE -149 Kompetitor Probe -~ - - - - - + - - - +
XRE Konsensus Probe - + - + - +
XRE Konsensus Kompetitor Probe = + 0+ -
PPARYy Konsensus Kompetitor Probe ~ +
Anti-AhR-Ab - - - - b - - - - - +
Anti-Nrf2-Ab  ~ +
unspezifisches IgG - - - - - - - - - - - - - +

Abb.25: Kompetitions- und Supershift-Experimente fur 0@ T1A10XRE-136-Bindestelle im EMSA.

3.3 Die Modulation der UGT1A-Expression durch Kaffee, Kakao und Tee im
Zellkultursystem und in der humanisiertentgUuGT1A-WT-Maus

3.3.1 Heraufregulierung verschiedener UGT1A-Isoforren durch Kaffee

In den folgenden Experimenten sollte untersuchtiererob UGTs durch Genussmittel
wie Kaffee, Tee oder Kakao, die von einem Grof3ter Bevolkerung taglich
konsumiert werden, induziert werden und wie dieskiktion vermittelt wird.

In Luciferase-Assays wurden Reportergenkonstrukie verschiedeneUGT1A
Promotoren enthielten, auf eine Induzierbarkeitchukoffeinhaltigen Kaffee und
entkoffeinierten Kaffee getestet. Die mit den vhredenen Konstrukten transfizierten
Zellen wurden fur 48 h mit einem Kaffee-Medium-Geafi behandelt. Dieses Gemisch
setzte sich aus 88% Gibco RPMI 1640 Medium und Exer Kaffeestammldsung
zusammen. Bei der Stammlosung handelte es sichinem &ilterkaffee (entweder
koffeinhaltig oder entkoffeiniert), der mit einendffel Kaffee pro Tasse (6 g pro 150
ml Wasser) gebriht wurde (siehe 2.2.12). Die Ergslen der Luciferase-
Aktivitatsmessung zeigen, dasdGT1Al 5,4-fach, UGT1A3 5,2-fach, UGT1A4
4,8-fach, UGT1A7 6,2-fach, UGT1A8 5,2-fach, UGT1A9 3,5-fach undUGT1A10
6,1-fach durch Kaffee induzierbar waren (Abb.26).ie DBehandlung mit
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entkoffeiniertem Kaffee resultierte in einer ahhlicohen signifikanten Induktion der

Luciferase-Aktivitat aller getestet&GT1AKonstrukte.

O Kontrolle
m Kaffee

10 A
Ml entkoffeinierter Kaffee

fache Induktion

9 \77@ % \;") \;"& \77@ \77\70 @@%
S
22

**%: p<0.001

Abb.26: UGT1AInduktion durch koffeinhaltigen und entkoffeinient Kaffee
im Luciferase-Assay in KYSE70-Zellen. Die ermitegitSignifikanzen beziehen

sich auf den Basic-Vektor.

Um die Heraufregulierung der UGT1A-Isoformen auchuf aProteinebene
nachzuweisen, wurde ein Western Blot beispielhdft fie UGT1Al-lIsoform
durchgefuhrt. Als Kontrolle fur die Laufh6he diemtdazu humane Lebermikrosomen,
die aus einem Stuck einer humanen Leber isoliemtdeau HepG2-, CaCo2- und
KYSE70-Zellen wurden fur 48 h mit Wasser, Kaffeeeo@ntkoffeiniertem Kaffee
behandelt und deren Mikrosomen isoliert. Sowohtdutie Behandlung mit Kaffee als
auch durch die mit entkoffeiniertem Kaffee kam asemer Erhdhung der UGT1Al-
Proteinmenge in allen drei getesteten Zellliniemdld&7). Demnach wird zumindest
UGT1Al in Folge der Kaffeebehandlung nicht nur im Luafe Assay

(Transkription), sondern auch auf Proteinebeneuferguliert.
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Abb.27: UGT1A1-Induktion durch Kaffee auf Protein-Levehiftels Western Blot) in Mikrosomen von
HepG2-, CaCo2- und KYSE70-Zellen. Zur Kontrolle deaufhéhe von UGT1Al1 wurden humane

Lebermikrosomen (HLM) verwendet.

3.3.2 Luciferase-Assay-basiertéJ GT1A-Kaffeeinduktion in HepG2- und CaCo2-

Zellen

Es sollte im Weiteren untersucht werden, ob die sai@edenen UGT1A
Reportergenkonstrukte auch in HepG2- und CaCozdZeltlurch verschiedene
Kaffeearten induzierbar sind. Dazu wurden Wi@T1ALX, UGT1AZ% und UGT1A10
Konstrukte in die Zellen transfiziert und diese iéffee, entkoffeiniertem Kaffee und
Instant Kaffee behandelt. In HepG2-Zellen wurdéGT1Al durch Kaffee 5-fach,
UGT1A74,5-fach undJGT1A104,2-fach induziert (Abb.28 A).
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14 I 1
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UGT1A1 UGT1A7 UGT1A10 Basic UGT1Al UGT1A7 UGT1A10 Basic
1000bp 530bp 500bp 1000bp 530bp 500bp
*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001

Abb.28: Kaffee vermittelte Induktion vobGT1Al UGT1A7undUGT1A10in HepG2- (A) und CaCo2-
Zellen (B). Signifikanzen beziehen sich auf deni@&&ktor.
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Der entkoffeinierte Kaffee fuhrte zu einer ahnliebhen Induktion. Eine Behandlung
mit Instant Kaffee resultierte in einer Lucifera&ktivitat, die starker war als die durch
Filterkaffee induzierte Aktivita(UGT1A16,6-fach,UGT1A76,6-fach,UGT1A105,9-
fach). In CaCo2-Zellen wurde eine &ahnlick&sT1AInduzierbarkeit durch Kaffee
beobachtet (Abb.28 B). Koffeinunabhangig wurde d&sT 1AXKonstrukt rund 5-fach,
UGT1A75,8-fach undUGT1A104,1-fach durch Filterkaffee induziert. Wahrend die
Behandlung mit Instant Kaffee bdUGT1Al und UGT1A7 im Vergleich zur
Behandlung mit Filterkaffee nur in einer leichteneitgren Erh6hung der
Induzierbarkeit resultierte, wurd&dGT1A10 durch Instant Kaffee deutlich starker
induziert als durch Filterkaffee (6,8-fach).

3.3.3 Induktion von UGT1Al, UGT1A7, UGT1A10 und der Genvarianten
UGT1A1*28 und UGT1A7*12 durch verschiedene Kaffee.und Teearten sowie

durch Kakao

Um die Auswirkungen von weiteren Genussmitteln Wee oder Kakao sowie die von
verschiedenen Zubereitungsarten von Kaffee auf UI6&T1AExpression zu
untersuchen, wurden Luciferase-Assays in KYSE7@eAeldurchgefihrt. Getestet
wurden dabei die Wildtyp-Reportergenkonstrukte voiGT1AlL UGT1A7 und
UGT1A10 sowie ein UGT1AXKonstrukt, das den TATA-Box Polymorphismus
A(AT)sTAA>A(TA) ;TAA (UGT1A1*28) enthielt und einUGT1AZKonstrukt mit
dem -57T>G Promotorpolymorphismus (UGT1A7*12). Sbiwdie UGT1A7*12- als
auch die UGT1A1*28-Variante weisen aufgrund des SBiRe reduzierte Aktivitat auf
(52,144). Weiterhin ist die UGT1A1*28-Variante fden Phanotyp des M. Gilbert-
Meulengracht verantwortlich.

Das UGT1A11000bp-Wildtyp-Konstrukt zeigte eine signifikantaduktion durch
Kaffee (5,4-fach), entkoffeinierten Kaffee (5,44f@cinstant Kaffee (5,6-fach), French
Press Kaffee (4,1-fach) und durch griinen Tee @)f (Abb.29). DadUGT1AL
Konstrukt, das den TATA-Box-Polymorphismus aufwiesigte eine geringfugig
schwachere Induzierbarkeit durch die verschiedeGetrdnke im Vergleich zum
Wildtyp-Konstrukt. Jedoch war diese Reduktion niskignifikant. Demnach hat der
UGT1ALXTATA-Box-Polymorphismus keinen signifikanten Euwdks auf didJGT1AL

Induzierbarkeit durch Kaffee und Tee.
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Abb.29: UGT1IA1WT- und UGT1A1*28-Induktion durch verschiedene
Kaffeesorten, Kakao und Tee. Signifikanzen wurdém flas WT-
Konstrukt auf den Basic und fir die Variante aug §Verte des WT-

Konstruktes bezogen.

geringfugig hoher induzierbar (Abb.30).
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Abb.30: UGTIAZWT- und UGT1A7*12-Induktion durch verschiedene
Kaffeesorten, Kakao und Tee. Signifikanzen wurdém flas WT-
Konstrukt auf den Basic und fiir die Variante aué dVerte des WT-

Konstruktes bezogen.

Das UGT1AZWT-Konstrukt war im Vergleich zundGT1AXWT-Konstrukt durch
Kaffee (6,2-fach), entkoffeinierten Kaffee (5,84idcund Instant Kaffee (6,8-fach)



3. Ergebnisse 78

Die starkste Luciferase-Aktivitat wurde mit der Beldlung mit French Press Kaffee
erzielt (9-fache Induktion). Durch griinen Tee wutd@&T1A7 lediglich ca. 4,5-fach
und durch Kakao sowie schwarzen Tee gar nicht ieduDie UGT1A7*12-Variante
wies insgesamt eine geringere Induzierbarkeit duliehverschiedenen Genussmittel
auf, wobei diese aber nur fur den koffeinhaltigeaff&e, den entkoffeinierten und den
Instant Kaffee signifikant war. Unter Verwendungs deffeinhaltigen Kaffees ergab
sich fur dietUGT1A7*12-Variante eine Reduktion der Induzierbairken 47%.

Da in der 5°-upstream Sequenz vQIGT1A10 bis heute keine Polymorphismen
identifiziert wurden, wurde nur dasGT1A10WT-Konstrukt verwendet. Es zeigte sich
eine 6,1-fache Erh6hung der Luciferase-Aktivitatrathu Kaffee (Abb.31). Durch
entkoffeinierten Kaffee wurdedGT1A10&hnlich stark induziert (6-fach). Dahingegen
wurde die Transkription des Konstruktes durch Imistéaffee 9,8-fach, durch French
Press Kaffee 9,5-fach und durch Kakao 11,2-fachaufezguliert. Bei einer
Behandlung mit grinem Tee ergab sich eine 5,7-fache mit schwarzem Tee
lediglich eine 3-fache Induktion.

Die Ergebnisse zeigen, dass i@ T1AInduzierbarkeit zwar nicht vom Koffeingehalt,
aber von der Art und der Zubereitung des KaffeeBaapt. Weiterhin wird jede
UGT1A-Isoform in einem spezifischen Ausmald durchrsekiedene Getranke

induziert.
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Abb.31: UGT1A10WT-Induktion durch verschiedene Kaffeesorten,
Kakao und Tee. Signifikanzen wurden fir das WT-Kard auf den
Basic und fur die Variante auf die Werte des WT-gtonktes bezogen.
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3.3.4 Suche nach den vermittelnden Substanzen der a#ee-Induktion:

Behandlung mit Methylxanthinen und Kaffeelipiden

Um zu untersuchen, ob die Induktion durch Kaffeéwveder durch Koffein, einem

Koffein-Abbauprodukt oder durch Kaffeelipide vertalt wird, wurden KYSE70-

Zellen im Luciferase-Assay mit Koffein (100 mg/150l), Paraxanthin (70 mg/
150 ml), Theobromin (9 mg/ 150 ml), Theophyllin {8/ 150 ml) oder mit einem
Kaffeelipid-Gemisch aus Cafestol (5, 30, 56 uM) ukdhweol (5, 30, 56 uM)

behandelt. WedelUGT1A1 noch UGT1A10wurde durch Koffein oder durch eines
seiner primaren Methylxanthinmetabolite in LucifggaAssays induziert (Abb.32).

6 1 O Kontrolle

O Koffein 100mg

@ Paraxanthin 70 mg
W Theobromin 9 mg
W Theophyllin 9 mg

fache Induktion

UGTIA1 UGTIA7  UGTIAL10  Basic
1000bp 530bp 500bp

n.s.: nicht signifikant; *: p<0.05

Abb.32: Einfluss der Behandlung mit Methylxanthinen aué d
UGT1AX, UGT1A? und UGT1Al0regulierte Luciferase-

Aktivitat. Signifikanzen beziehen sich auf den Basi

Bei der Verwendung de®JGT1A7?Reportergenkonstrukts wurde eine signifikante
Induktion durch Paraxanthin detektiert, wobei e sllerdings nur um eine 2-fache
Heraufregulierung der Luciferase-Aktivitat handelted nicht an die durch Kaffee
(6,2-fach) heranreicht. Durch die Behandlung mitsebiedenen Konzentrationen der
Kaffeelipide konnte weder fUtJGT1Al und UGT1A7 noch fur UGT1A10 eine
signifikante Induktion erzielt werden (Abb.33).
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Abb.33: UGT1AZL, UGT1A7% und UGT1A10 Induktion durch
verschiedene Konzentrationen von C+K. Signifikanbeziehen

sich auf den Basic-Vektor. C+K= Cafestol+Kahweol.

Die Ergebnisse sprechen dafir, dass die durch &affiesgeloste Induktion von
UGT1Al UGT1A7 und UGT1A10weder durch Koffein oder seine Abbauprodukte
noch durch die Kaffeelipide Cafestol und Kahweothwételt werden.

3.3.5 Identifizierung der Kaffeeinduktions-vermittelnden Bindungselemente im
UGT1Al-, UGT1A7- und UGT1A10-Promotor

In einer Studie von 2008 wurde gezeigt, dass di#fekamduktion von NQO1 und
GSTALl in Mausen abhangig vom Transkriptionsfaktaf2Nist. Weiterhin wurde
postuliert, dass die Kaffeeinduktion nicht abhangim AhR ist (128). Da allerdings
bei der Rostung der Kaffeebohne RoOststoffe entstaled diese als Xenobiotika
potentiell auch AhR aktivieren kdnnten, sollte iendfolgenden Experimenten sowohl
eine Beteiligung von Nrf2 als auch eine von AhRden Kaffeeinduktion deGT1A
Gene untersucht werden.

Fur die Identifizierung der Bindungselemente, diér fdie Vermittlung der
Kaffeeinduktion verantwortlich sind, wurden versaeéne XRE- und ARE-
Bindungsstellen in detJGT1AL, UGT1A7? und UGT1A10Reportergenkonstrukten
mutagenisiert (Abb.34) und im Luciferase-Assay inYS€70-Zellen auf
Induzierbarkeit durch Kaffee und entkoffeinierteaft€e getestet.
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Abb.34Potentielle XRE- und ARE-Bindungsstellen & T1AL, UGT1A7Z und
UGT1A16Promotor.

Da dasUGT1AZXKonstrukt, das die ersten 1000 bp UEBT1AL5 -upstream Sequenz
enthielt, starker durch Kaffee induzierbar war {fadh) als das Konstrukt mit den
ersten 500 bp (4,1-fach), wurde fir die Mutageness Bindeelemente das
1000 bp-Konstrukt verwendet (Abb.35).
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Abb.35: Mutagenese von XRE- und ARE-Bindestellenit@T1AXPromotor und
dessen Einfluss auf die Kaffee-Induktion. Signifikan wurden in Bezug auf das

UGT1A11000bp-WT-Konstrukt berechnet.

Es zeigte sich, dass eine Mutation dEBT1ALXRE-586-Bindungsstelle die grolte
Reduktion der Kaffee-Induzierbarkeit bewirkte. Dealn resultierte auch eine separate
Mutation der XRE-102-, XRE-706- und ARE-96-Bindustglen in einer signifikanten
Reduktion der Kaffee vermittelten Induktion. Fie dnduktion durch entkoffeinierten

Kaffee ergaben sich &hnliche Ergebnisse.
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Die im UGT1AZPromotor gefundenen potentiellen XRE- und ARE-Bimgselemente
wurden im UGT1A7%530bp-Konstrukt mutagenisiert. Eine Mutation deRE<100-,
ARE-143- oder ARE-187-Bindungsstelle irdGT1A#Konstrukt fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion der Kaffee vermittelten itkéion (Abb.36).
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Abb.36: Mutagenese von XRE- und ARE-Bindestelleni@T1AZPromotor und
dessen Einfluss auf die Kaffee-Induktion. Signifikan wurden in Bezug auf das

UGT1AZWT-Konstrukt berechnet.

Fur die Induktion durch entkoffeinierten Kaffee a&ipgn sich &@hnliche Ergebnisse,
wobei die Reduktion aufgrund der mutagenisiertenEAR7-Bindungsstelle nicht
signifikant war.

Nach Mutagenese der XRE- und ARE-BindungselememeUGT1A10Promotor
ergab sich eine signifikante Reduktion der Kaffat{effeinierten Kaffee vermittelten
Induktion bei Mutation der XRE-101-, der XRE-136-ndu der ARE-149-
Bindungsstelle, wobei die Reduktion bei MutatiommvdRE-101 am starksten war
(von ca. 6-fach auf 2-fach) (Abb.37). Die Mutatider XRE-176- und XRE-256-
Bindungsstellen hatte wie auch bei der vorher bésshnen TCDD- undBHQ-
Induktion keinen Einfluss auf die Kaffeeinduktion.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass diedf@iuktion derUGT1AGene
sowohl durch XRE (AhR) als auch durch ARE (Nrf2ymételt wird. Dabei hat der

Koffeingehalt des Kaffees keinen Einfluss auf diessgulatorischen Mechanismus.
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Abb.37: Mutagenese von XRE- und ARE-Bindestellen & T1A16Promotor
und dessen Einfluss auf die Kaffee-Induktion. Siganzen wurden in Bezug auf

dasUGT1A10WT-Konstrukt ermittelt.

3.3.6 Einfluss eines AhR- und Nrf2-Knockdowns auf i¢ UGT1A1-, UGT1A7- und
UGT1A10-Induzierbarkeit durch Kaffee

KYSE70-Zellen wurden mit je 100 nM siRNA (AhR-, M¢f oder Kontroll-siRNA)
behandelt und die Luciferase-Aktivitat d&GT1AX, UGT1A7 und UGT1A10
Konstrukte nach Kaffee-Behandlung gemessen. Sobaitder Verwendung von AhR-
als auch bei der von Nrf2-siRNA wurde im Vergleimir Behandlung mit Kontroll-
SiRNA eine signifikante  Reduktion der UGT1AZInduzierbarkeit durch
Kaffee/entkoffeinierten Kaffee detektiert (Abb.38).
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Abb.38: Einfluss eines siRNA vermittelten AhR/Nrf2-Knoakans auf
die Kaffee-Induzierbarkeit vobGT1A1 Signifikanzen wurden in Bezug

auf die Werte der Kontroll-siRNA berechnet.

Genauso fuhrte die Behandlung mit entweder AhR-r odg2-siRNA zu einer
Verminderung der Kaffee/entkoffeinierten Kaffee mételten Induktion delJGT1A7
und UGT1A10Konstrukte (Abb.39). Demnach ist sowohl der Traimlonsfaktor
AhR als auch Nrf2 essentiell fir die Kaffee-Indubsrkeit vonUGT1Al UGT1A7

undUGT1A10
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Abb.39: Einfluss eines siRNA vermittelten AhR/Nrf2-Knoakdns auf die Kaffee-Induzierbarkeit von
UGT1A7undUGT1AL10 Signifikanzen wurden in Bezug auf die Werte dentfoll-siRNA berechnet.



3. Ergebnisse 85

3.3.7 UGT1A-mRNA-Induktion in HepG2-, CaCo2- und KYSE70-Zellen

Um zu untersuchen, ob digGT1AGene auch auf mRNA-Level und in verschiedenen
Zelllinien durch Kaffee induzierbar sind, wurdeng@®2-, CaCo2- und KYSE70-Zellen
fur 24 h mit Kaffee oder entkoffeiniertem Kaffeehiaadelt, die RNA isoliert und
daraus generierte cDNA mit Hilfe der TagMan PCR U&3pezifisch quantifiziert.
Eine Behandlung der HepG2-Zellen mit Kaffee fuladesiner Induktion der UGT1A1-
(17,8-fach), UGT1A3- (11,8-fach), UGT1A4- (5,9-fachUGT1A6- (5,8-fach),
UGT1A7- (1,6-fach), UGT1A9- (2,4-fach) und UGT1AMRNA (1,8-fach) (Abb.40).
Eine UGT1A8-mRNA konnte in den HepG2-Zellen niclaichgewiesen werden. Mit
Hilfe der ,UGT1Aall“-Primer und -Sonden konntenealUGT1A-mRNAs unabhangig
vom Exon 1 detektiert werden. Der relative mRNA-&keergibt allerdings keine
Summe aller Einzellevel, da die Reaktionsbedingongerschiedener Ansatze
aufgrund verschiedener Primer- und Sondeneffizienaeht miteinander verglichen
werden konnen. Die Behandlung mit entkoffeiniertéaffee ergab im Vergleich zu
der Behandlung mit koffeinhaltigem Kaffee keine [§ga Unterschiede in der
Induzierbarkeit der UGT1A-mRNA.
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Abb.40: Kaffee vermittelte UGT1A-mRNA-Induktion in HepGZellen.

In den mit Kaffee behandelten CaCo2-Zellen wurdenWWST1A-mRNA-Level auch
sehr stark induziert (UGT1A3 7,7-fach, UGT1A4 1@Ha UGT1lA6 8,7-fach,
UGT1A7 8,8-fach, UGT1A8 8-fach, UGT1A9 3,7-fach, DGA10 6-fach), wobei die
Kaffee vermittelte Induktion der UGT1A1-mRNA mit ner 29-fachen
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Heraufregulierung am starksten war (Abb.41). Auder hgab es keine grol3en
Unterschiede zwischen der Induktion mit koffeinlgdin Kaffee und der mit

entkoffeiniertem Kaffee.
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Abb.41 Kaffee vermittelte UGT1A-mRNA-Induktion in CaCazllen.

Die verwendeten KYSE70-Zellen wurden zusétzlich Aaffee auch noch mit AhR-,
Nrf2- und Kontroll-siRNA behandelt, um zu unterseoh ob die vom Kaffee
vermittelte UGT1A-mRNA-Induktion von den Transkiiutsfaktoren AhR und Nrf2
abhéngig ist. Eine separate Behandlung der KYSEERZ mit koffeinhaltigem
Kaffee resultierte in einer sehr starken Induktider UGT1A1-mRNA (20-fach)
(Abb.42). Auch die mRNA-Level von UGT1A3 (6,9-fachyGT1A4 (7,2-fach),
UGT1A6 (5,8-fach), UGT1A7 (4-fach), UGT1A8 (4,1-fg¢ UGT1A9 (2,6-fach) und
UGT1A10 (6,6-fach) wurden moderat gesteigert. Gmande Unterschiede zwischen
der Kaffee und der entkoffeinierten Kaffee vernfiée Induktion bestanden nicht. Der
Gebrauch von entweder AhR-siRNA oder Nrf2-siRNA riéhzu einer fehlenden
Kaffee-Induzierbarkeit aller getesteten UGT1A-mRN#AsVergleich zur verwendeten
Kontroll-siRNA. Die Ergebnisse zeigen, dass die f&afvermittelte Induktion der
UGT1A-mRNA sowohl von AhR als auch von Nrf2 abhanigi.
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Abb.42: Kaffee vermittelte UGT1A-mRNA-Induktion in KYSE7Rellen und Einfluss eines siRNA
vermittelten AhR/Nrf2-Knockdowns auf die Kaffeeirkdion der UGT1A-mRNA.

3.3.8 Kaffee vermittelte Aktivierung von AhR und Nif2

Die bisherigen Ergebnisse deuten auf eine Beteijgiler Transkriptionsfaktoren AhR
und Nrf2 an der durch Kaffee vermittelten Induktidar verschiedenen UGTs hin.
Daher Blot werdenb die
Transkriptionsfaktoren durch Kaffee aktiviert wemdélepG2-, CaCo2- und KYSE70-

sollte mittels Western untersucht beiden

Zellen wurden fir 48 h mit Kaffee inkubiert und @@ der gewonnenen Zelllysate in
den Western Blot eingesetzt. Wie in Abb.43 A zueselst, wurde AhR auf Protein-
Ebene durch die Behandlung mit Kaffee im Vergledan Kontrolle in allen getesteten

Zelllinien aktiviert.
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Abb.43: AhR/Nrf2-Aktivierung durch Kaffee in HepG2-, CaZound KYSE70-Zellen.
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Analog dazu wurde auch Nrf2 durch eine Kaffee-Behamg in allen Zelllinien
aktiviert (Abb.43 B). Aus den Western Blot Ergelseis kann man schliel3en, dass AhR
und Nrf2 durch Kaffee aktiviert werden und hoéchgtrgaheinlich direkt an der durch

Kaffee vermittelterJGT1ARegulation beteiligt sind.

3.3.9 Kaffee vermittelte UGT1A-Regulation im humanisierten tgUGT1A-WT-
Mausmodell

Sechs mannlichen und sechs weiblichen transgds@l 1AMausen sowie vier
weiblichen und vier mannlichen C57BL/6J-Mausen (Mdntrolle) wurde fur drei
Tage Kaffee-Stammlosung (siehe 2.2.21) zu trinkegegen. Nach Ablauf der Zeit
wurden die Mause getotet, die Organe entnommen RINA isoliert. Die daraus
generierte cDNA wurde in eine UGT1A-spezifische WMag PCR eingesetzt. Als
Kontrolle dienten unbehandelte transg&i@T1A-WFMause (3 Pools a 4 mannliche
und 4 weibliche Mause). Die C57BL/6J-Mause zeigtem Signal in der TagMan
PCR, da sie kein humane&ssT1ATransgen enthielten (Daten nicht gezeigt). Abb.44
zeigt einige Beispiele der Kaffee vermittelten lktlon von verschiedenen UGT1A-
Isoformen in der tgUGT1A-WTMaus. Vergleicht man die mRNA-Level der
Kontrollgruppe mit denen der Kaffee-behandelten s&iwerkennt man deutlich eine
Induktion derUGT1AZXExpression in der Leber (Abb. 44 A). Wenn man &hteerte
aus den Kontroll-Pools bildet, ergibt sich eine-aghe UGT1Al-mRNA-Induktion
durch Kaffee in mannlichen und eine 10-fache Inmwkin weiblichen Tieren. Im
Jejunum wird dahingegen nur digGT1A3Expression in méannlichen Tieren durch
Kaffee erhoht (7,7-fach) (Abb.44 B).
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Abb.44: Kaffee vermittelte UGT1A-mRNA-Induktion in der ber und im Jejunum von humanisierten
transgenetJGT1A-WTFMé&ausen.
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Analog dazu wird auchUGT1A4 im Jejunum durch Kaffee ausschlie3lich in
mannlichennigUGT1AM&ausen heraufreguliert (4-fach) (Abb.44 C).

Im Kolon wurde genau wie im Jejunum ausschliel3gaie UGT1AInduktion durch
Kaffee in mannlichen Mausen beobachtet. Dabei wudlideExpression vouGT1A3

3-fach und die voluGT1A42,9-fach durch Kaffee heraufreguliert (Abb.45).

A Kolon B Kolon
0.25 4 [@Kontroll-Pool | UGT1A3 0.25 4 @Kontroll-Pool | UGT1A6
@ Kontroll-Pool Il | @ Kontroll-Pool Il
024 ® Kontroll-Pool Il _| mKontroll-Pool Il

o
IN)

OKaffee

DO Kaffee

0.15 -

o

e

(42}
.

0.1

0.05 -
04

mannlich weiblich ’ mannlich weiblich

=
=)
a

relative mRNA Expression (x102)

relative mRNA Expression
o
[

o

Abb.45: Kaffee vermittelte UGT1A-mRNA-Induktion im Kolon von

humanisierten transgen&lGT1A-WTMAausen.

Die starkste Kaffee vermitteltdGT1AInduktion zeigte sich im Magen von weiblichen
und mannlichengUGT1AMausen. Dabei wurdd GT1Alin M&dnnchen 11-fach und in
Weibchen 9,2-fach durch Kaffee induziert (Abb.46 W) den transgenedGT1A-WT-
Kontrollmausen wurd&GT1A4nur sehr geringflgig oder gar nicht exprimiert.réu
die Kaffeebehandlung konnte di&sT1A4Expression jedoch sehr stark heraufreguliert
werden (Abb.46 B). Weiterhin wurde di#gGT1AGTranskription im Magen durch die
Behandlung mit Kaffee in Mannchen 13,4-fach undAfeibchen 14-fach gesteigert
(Abb.46 C).
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Abb.46: Kaffee vermittelte UGT1A-mRNA-Induktion im Magemn humanisierten transgeneie T1A
WT-Mausen.
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Mit Hilfe der humanisierten transgen&GT1A-WTMaus liel3 sich zeigen, dass die
humane UGT1AlInduktion durch Kaffee auchn vivo stattfindet. Dabei wurde
festgestellt, dass es geschlechtsspezifische dhiede in der Induktion von
verschiedenen UGT1A-Isoformen gab. Im Magen wuaeohl in Mannchen als auch
in Weibchen die starkste Heraufregulierung der UG&MRNA durch Kaffee

beobachtet.

3.4 Charakterisierung der verschiedenen UGT1A-Trankriptvarianten (v1/v2/v3)
im humanisierten tgUGT1A-Mausmodell und der Einfluss von SNPs auf die

Expression der Varianten

Fur die Charakterisierung der durch das alternaBypdicing generierten UGT1A-
Transkriptvarianten v1, v2 und v3 wurde aus der RHNi verschiedener Pools
(jeder Pool bestehend aus 4 weiblichgdGT1AWT- bzw. 4 weiblichentgUGT1A-
SNRMausen) cDNA hergestellt und je eine PCR spetifigr die Transkriptvariante
vl und eine fur die Varianten v2/3 durchgefuhrt. da Translation der Varianten v2
und v3 zur Herstellung des identischen Proteingefiihwurden beide Varianten in
einer einzigen PCR erfasst. Um den Einfluss von SMBf die Expression der
verschiedenen Transkriptvarianten zu untersuchendem alle PCR’s sowohl mit der
cDNA der tgUGT1AWT-Mauslinie als auch mit der deagUGT1ASNPMauslinie
durchgefuhrt. Dabei wurden die Transkriptvarianteheber, Magen, Jejunum, Kolon
und Niere analysiert. Abb.47 zeigt beispielhafteeWarianten-spezifische PCR eines
einzelnen Pools (bestehend aus je 4 weiblidigefGT1AWT- odertgUGT1ASNR
Mausen). Die Intensitdt der Banden der insgesami dinrchgefihrten PCR’s pro
Mauslinie wurde mit Hilfe der Software PCBAS 2.0mgessen und jeweils durch den
Wert der zugehorigen Actin-Bande geteilt. Es wurdein Mittelwert und die

Standardabweichung berechnet und die Ergebnisselil8 dargestellt.
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Abb.47: Beispielhafte UGT1A-Transkriptvarianten-spezifisd®CR von je einem RNA-Pool weiblicher
tgUGT1AWT- und tgUGT1ASNPMause in Leber, Magen, Jejunum, Kolon und Nieres iterne

cDNA-Mengen-Kontrolle wurde nach 10 Zyklen ActiniRer zugegeben. PCR-Produkt-Langen:
1A1_v1= 886 bp; 1A1_v2/3= 619 bp; 1A3_vl= 873 b@31lv2/3= 606 bp; 1A4 vi= 1039 bp;
1A4 v2/3= 772 bp; 1A5_vl1= 1329 bp; 1A5_v2/3= 1062 hA6_vl= 882 bp; 1A6_v2/3= 615 bp;
1A7_v1= 1305 bp; 1A7_v2/3=1038 bp; 1A9_v1=961DbA9 v2/3= 694 bp; Actin: 200 bp. Vergleiche

mit der UGT1A-Transkriptvarianten-Verteilung in gehiedenen humanen Organen (Abb.3).

UGT1A1l vl wurde in Leber, Jejunum, Kolon und Niemn tgUGT1AWT-Mausen
detektiert. In tgUGT1ASNRMausen wurde UGT1A vl in denselben Organen
detektiert, wurde aber im Vergleich 2gtJGT1AWT-Maus in Leber, Kolon und Niere
signifikant schwacher exprimiert. UGT1A1_v2/3 wuliddbeiden Mauslinien in Leber,
Jejunum, Kolon und Niere nachgewiesen, wobei dipréssion intgUGT1ASNP-
Mausen in der Leber und im Kolon im Vergleich 2gGT1AWT-Maus signifikant
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reduziert war. Interessanterweise konnten die krgtsarianten UGT1A1 v1 und
v2/3 im Magen ausschlief3lich igUGT1ASNRMausen detektiert werden.
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Abb.48: Expression der verschiedenen UGT1A-Transkriparagn in Leber, Magen, Jejunum, Kolon
und Niere vontgUGT1A-WT-und tgUGT1ASNPMausen. Die Saulen entsprechen den errechneten
Mittelwerten aus der Bandenintensitat von drei PCRiie unter Verwendung der RNA von je drei
verschiedenen RNA-Pools einer Mauslinie durchgefilurden. Zusétzlich wurde der Intensitatswert
einer Bande durch den Wert der zugehorigen Actinel®ageteilt, um die Werte zu normalisieren.
Signifikanzen wurden fir die Expression verschiedelarianten in detgUGT1ASNRMaus im
Vergleich zur Expression in dggUGT1AWT-Maus berechnet.

UGT1A3 vl wurde in der Leber ausschlieBlich tgUGT1AWT-Mausen und im
Jejunum, Kolon und Niere in beiden Mauslinien inrgleichbaren Mengen
nachgewiesen. Dahingegen wurde UGT1A3 v2/3 in d@uynKolon und Niere in
beiden Mauslinien in einem geringeren Mald gebild&gnifikante Unterschiede
zwischen den beiden Mauslinien bestanden allerdingft. Im Magen konnte
UGTA3 vl wiederum nur intgUGT1ASNRMausen detektiert werden. Die
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Expression der Transkriptvariante UGT1A4_v1 koninteler Leber ausschlie3lich in
tgUGT1AWT-Mausen und im Jejunum und Kolon in beiden Maustimachgewiesen
werden, wobei diggUGT1ASNRMaus UGT1A4 vl in Jejunum und Kolon in einem
geringeren Mald exprimierte. Eine sehr geringe Egiom von UGT1A4 vl konnte
auch in der Niere vorntgUGT1AWT-Mausen beobachtet werden. Die Variante
UGT1A4 v2/3 war ausschlief3lich in der Leber ugtyGT1AWT-Mausen zu finden,
wobei die Expression sehr viel schwécher als die M&T1A4 vl war. Weiterhin
wurde UGT1A4 v2/3 sehr schwach in Jejunum in beifiéguslinien exprimiert,
wahrend v2/3 im Kolon nur intgUGT1AWT-Mausen detektiert wurde. Die
Transkriptvariante  UGT1A5 vl wurde exklusiv im Knlogebildet, wobei die
Expression intgUGT1ASNRMausen signifikant niedriger war im Vergleich zu
tgUGT1AWT-Mausen. Dahingegen wurde UGT1A5 v2/3 in Jejunund #olon
nachgewiesen. Die Transkriptmenge war im VergleickdentgUGT1AWT-Mausen in
den tgUGT1ASNRMa&usen stark reduziert, der Unterschied war ahegsl nur im
Jejunum signifikant. Die Expression von UGT1A6_virde im Kolon ausschlie3lich
in tgUGT1AWT-Mausen und in der Niere in beiden Mauslinien diétek Obwohl die
Menge an UGT1A6_v1 ingUGT1ASNPMausen sehr viel geringer war, war der
Unterschied nicht signifikant. Die Transkriptvatian UGT1A6_v2/3 sowie die
Varianten UGT1A7_v1l und UGT1A7_v2/3 konnten in lem untersuchten Organ
nachgewiesen werden. Dahingegen wurden UGT1A9_dlvAf8 ausschliel3lich in der
Niere exprimiert, wobei diese intgUGT1ASNRMausen im Vergleich zu
tgUGT1AWT-Mausen signifikant reduziert war.

Um zu zeigen, dass die verwendeten Primer spdzifischumane UGT1A-Transkripte
sind und nicht gleichzeitig an UgtlA-Transkripter déaus-Ugt's binden, wurde mit
der cDNA, die aus der RNA von vier weiblichen nitteinsgenen C57BL/6J-Mausen
generiert wurde, die gleiche Varianten-spezifis€@R durchgefuhrt (Abb.49). Da
dabei jedoch keine einzige UGT1A-Transkriptvariatétektiert werden konnte, kann
man davon ausgehen, dass die Primer spezifischeanudhanen UGT1A-Trankripte
binden. In der Studie voirard et al. (24) wurde aus verschiedenen humanen
Geweben RNA isoliert und die verschiedenen Trapskfarianten wurden bestimmt
(Abb.3). Vergleicht man die Ergebnisse v@imard et al. mit denen dieser Arbeit kann
man einige Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiedier Transkript-Verteilung
feststellen. In dieser Arbeit wurde anstelle desgbagus der Magen verwendet, weil

es nicht moglich war, aus dem kleinen Osophagus/deis RNA zu isolieren.



3. Ergebnisse 94
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Abb.49: Negativ-Kontrolle: UGT1A-Transkriptvarianten-sjifische PCR von einem RNA-Pool
weiblicher nicht-transgener C57BL/6J-Mause in Leléagen, Jejunum, Kolon und Niere. Als interne

cDNA-Mengen-Kontrolle wurde nach 10 Zyklen ActiniiRer zugegeben.

In der Leber dertgUGT1A-WIMaus werden die Varianten UGT1Al1 vl und
UGT1A1l v2 zum Beispiel genau wie b@irard et al. etwa gleich stark exprimiert.
Gemeinsamkeiten weisen auch die Ergebnisse fUU@i€1A4-Transkriptvarianten in
Leber und Kolon auf. Dennoch gibt es auch vieleetstthiedetUGT1A6undUGT1A9
werden in detgUGT1A-WTMaus im Gegensatz zum humanen Gewebe nicht in der
Leber exprimiert. AuchUGT1A7 das im Menschen im Osophagus und Magen
exprimiert wird, konnte nicht im Magen degUGT1AWT-Maus nachgewiesen
werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass zwischen dem Mensch derd humanisierten
tgUGT1A-WHMaus in Bezug auf die UGT1A vl1/v2/v3-Transkriptedung neben
einigen Gemeinsamkeiten viele Unterschiede besteWéiterhin konnte mit den
Ergebnissen dieser Arbeit weiterflihrend gezeigtdemy dass Polymorphismen einen
entscheidenden Einfluss auf die Expression derckiezdenen Transktiptvarianten
haben. Zum Teil werden Transkriptvarianten in @gdGT1ASNRMaus hdher, zum
grof3en Teil aber niedriger im Vergleich 2gUGT1AWT-Maus exprimiert.
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4. Diskussion

4.1 Hohe Konservierung detUGT1A10-Promotorsequenz

Da der Mensch taglich potentiell toxische oder kwmgene Substanzen aus seiner
Umwelt, z.B. Uber die Nahrung, aufnimmt, ist es vboher Bedeutung, einen
Mechanismus fur die Detoxifizierung dieser Substanaktivieren zu kdnnen. Dabei
spielen UGTs eine wichtige Rolle, indem sie oxigieund potentiell karzinogene
Verbindungen mit Glukuronséure konjugieren und dalnne Ausscheidung tber Galle
oder Urin ermdglichen. Die Glukuronidierung von sartiedenen Substraten durch
UGTs weist allerdings eine hohe Variabilitat zwischverschiedenen Individuen auf,
da die UGT-Aktivitdt von der Prasenz von Polymogpmen und von verschiedenen
aktivierenden und inhibierenden endo- und xenodtben Substanzen abhéngt
(19,145). In der Vergangenheit wurden ber&lGT1APolymorphismen beschrieben,
die z.B. mit HCC oder einer erhéhten Pharmakattiizassoziiert sind (48,65).
Interessanterweise wurden allein in den Promotdesd GT1A8 undUGT1A10Gene
noch keine Polymorphismen entdeckt. Auch keine #ein dieser Arbeit getesteten
Personen wies einen Polymorphismus innerhalb dsererl000 bp deGT1A10
Promotorsequenz auf (siehe 3.1). Daher kann marondaausgehen, dass die
Promotorsequenz vddGT1A10sehr konserviert ist. Ein auftretender Polymonphis
hatte eventuell einen Nachteil fir den Organismelsracht und hat sich daher in der

Evolution nicht durchgesetzt.

4.2 Bedeutung derUGT1A8- und UGT1A10-Gene als indirekte Antioxidantien:
Koordinierte Regulation durch den ROS-aktivierten Transkriptionsfaktor Nrf2

und den Xenobiotika-aktivierten Transkriptionsfaktor AhR

UGT1A10 kommt eine wichtige Aufgabe in der gasttegtinalen Barierre zu, denn
das Enzym glukuronidiert eine Reihe von Medikament{®4-88), aber auch

karzinogene Substanzen wie BaP, das als VorlauerROS bekannt ist (14,50,146).
Die Auswirkung von ROS-induziertem oxidativen Sseeshangt von dem Ausmal3, der
Dauer und dem Vermégen der Zelle, die physiologisBhlance wiederherzustellen,

ab. Starker oxidativer Stress tragt zu altersbedimérankheiten wie kardiovaskularen
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Krankheiten, chronischen Entziindungen, neurodegémen Erkrankungen und Krebs
bei (5,147-149). Die Induktion von Abwehrgenen Bease Il (wie z.B. UGTS) ist fur
die Wiederherstellung der zellularen Redox-Homdestassentiell, um oxidative
Schaden zu vermeiden oder zu reduzieren (150,D8d yneisten dieser antioxidativen
oder detoxifizierenden Gene werden durch eine ARfE&stelle im Promotor
reguliert. Dabei ist Nrf2 der zentrale Transkripgfaktor, der sowohl die konstitutive
als auch die induzierbare ARE vermittelte Genexpoes reguliert (151).
Nrf2-Knockout-Mause, die einen Defekt in der Akéking dieses protektiven
genetischen Programms aufweisen, zeigen eine vel@nEmpfanglichkeit gegeniber
oxidativen Schaden (152,153). Aktuelle Studien hafiee Verbindung zwischen dem
Nrf2- und AhR-Pathway gezeigt. Allerdings fehlt bikeute eine genaue
Charakterisierung dieses Crosstalks. Die Ergebrdssser Arbeit identifizieren und
charakterisieren die Interaktion von Nrf2 und AhRder Regulation votuGT1A10
und UGT1A8im Vergleich zu dem nicht Nrf2-reguliertéfGT1A9Gen. Als indirekte
Antioxidantien spielen UGT1A10 und UGT1A8 eine wige Rolle in der
Aufrechterhaltung der Redox-Balance im Gastroima#itakt. Die Ergebnisse zeigen,
dass die Glukuronidierung nicht nur durch ihre x®atischen Substrate, sondern auch
durch oxidativen Stress reguliert wird.

UGT1A10konnte sowohl durch AhR als auch durch Nrf2 indtziverden. Erstaunlich
war dabei jedoch, dass eine separate EliminieruergXRE-101-, XRE-136- oder
ARE-149-Bindungsstelle zu einem gleichzeitigen \Vstlder TCDD- undtBHQ-
Induzierbarkeit fuhrte (siehe 3.2.2). Zwar wurdeneeiAbhangigkeit der TCDD-
Induktion von einem intakten ARE schon IGT1A6gezeigt (105), jedoch war die
Reduktion der Nrf2 vermittelten Induktion durch K&E-Mutagenese vollig neu und
erdffnet neue Einblicke in den Crosstalk der AhRd INrf2-Pathways.

Das Expressionsmuster vodGT1A8 ist dem vonUGT1A10 sehr &hnlich (66).
AulRerdem weist deUGT1A8Promotor im Vergleich zundGT1Al10Promotor eine
Sequenzhomologie von 89,6% auf. Weiterhin sind XRE-101- und ARE-149-
Bindestellen in beiden Promotoren identisch. Dalar zu erwarten, dass auch der
UGT1A8Promotor in einem ahnlichen Ausmald durch TCDD wRHQ induziert
wurde. Auch die Mutagenese der XRE-101- und ARE-R#flungsstellen im
UGT1A8Promotor resultierte in einem gleichzeitigen Vstlder TCDD- undBHQ-
Induzierbarkeit (siehe 3.2.3).
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Im Gegensatz dazu stimmen die ersten 500 bgJ@&F1A3Promotorsequenz nur zu
82,6% mit denen vonUGT1A10 Uberein und die ARE-143-Bindungsstelle
unterscheidet sich von deiGT1A10ARE-149-Sequenz in einem einzigen Basenpaar
(Abb.12). UGT1A9 wird als einziges Gen dedGT1A7-16Clusters in der Leber
exprimiert. Es unterscheidet sich vl T1A8und UGT1A10durch das Fehlen einer
signifikanten tBHQ-Induzierbarkeit (Abb.11), obwohl es in seinenorRotor eine
ARE-Bindungsstelle gibt, die der ARE-Konsensus-®egusehr ahnlich ist. Wenn die
ARE-143-Sequenz voJGT1A9 so mutagenisiert wurde, dass sie der ARE-149-
Sequenz vorUGT1Al0entsprach (Ausstausch eines einzelnen BasenpaaresT"

zu ,G" an Position -137, siehe Abb.12), ergab dithUGT1A9eine neu entstandene
tBHQ-Induzierbarkeit (siehe 3.2.6). Dahingegen féhreine Mutagenese der
UGT1A10ARE-Sequenz entsprechend der ARE-Sequenz W@&T1A9 zu einem
Verlust der Nrf2 vermittelten Induktion (siehe %).Gleichzeitig wurde jedoch auch
die TCDD-Induzierbarkeit stark reduziert. Diese rRotoranalysen weisen darauf hin,
dass dieser Basenpaarunterschied fur das Vorhagideeser tBHQ vermittelten
Induktion verantwortlich ist und dass die TCDD-ladrbarkeit direkt abhangig von
einer intakten ARE-Bindungsstelle zu sein scheieé differentielle Regulation von
UGT1A10 und UGT1A9 tragt auch zur Aufklarung der gewebespezifischen
Expressionsmuster trotz einer hohen Sequenzhoneotgi

Die siRNA-Experimente zeigen, dass die Prasenz AbR essentiell flr die Nrf2
vermittelte Induktion vorJGT1A10undUGT1AS8ist, sowie eine TCDD-Induktion das
Vorhandensein von Nrf2 erfordert (Abb.19). Wird dixpression von nur einem
Transkriptionsfaktor herunterreguliert, geht sowol® TCDD- als auch di¢gBHQ
vermittelte Induktion verloren. Dahingegen wurdee diCDD-Induzierbarkeit von
UGT1A9nicht durch den Knockdown von Nrf2 beeinflusst kA20). Auch die TCDD-
Induzierbarkeit de®JGT1A9-Konstruktes mit der ARE-Sequenz, die entspreclukard
UGT1A10ARE-Sequenz mutiert war, zeigte keine Abhangigkeit der Prasenz von
Nrf2, auch wenn seinBBHQ-Induzierbarkeit sehr wohl vom Vorhandensein ¥R
abhing (Abb.20).

In der Studie vorMiao et al.(107) wird postuliert, dass dNrf2-Transkription durch
TCDD induziert wird. Um auszuschliel3en, dass enewetle Transkriptionsfaktoren
gegenseitig ihre Expression heraufregulieren odeisiRNA unspezifisch ist, wurden
die Proteinlevel von AhR und Nrf2 in Antwort auf DO-, tBHQ- und siRNA-
Behandlung untersucht. Dabei zeigte sich, dass T@bhgchlie3lich AhR untBHQ
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ausschlief3lich Nrf2 aktiviert und die siRNA nur giisch fur ihr jeweiliges Target
war. Daher handelt es sich bei dem Crosstalk zwis&hR und Nrf2 nicht um einen
unspezifischen Effekt, sondern vermutlich um eiireklie oder indirekte Interaktion.
Die Widersprichlichkeit zur Studie voWliao et al. kann eventuell damit erklart
werden, dass die Autoren der Studie den Mdri&Promotor in verschiedenen
Mauszelllinien untersucht haben und sich Mi€2-Regulation in der Maus von der im
Menschen unterscheidet.

Um die Interaktion zwischen AhR und Nrf2 naher zuessuchen, wurden EMSAs
durchgefuhrt und mittels spezifischer Antikbrpezggt, dass AhR und Nrf2 fahig
sind, sowohl an die XRE-101- bzw. XRE-136- als auah die ARE-149-
Bindungsstelle de®&JGT1A10Promotors zu binden (siehe 3.2.9). Theoretischesst
auch mdoglich, dass beide Transkriptionsfaktoreneiméinder kompetitieren. Dann
wirde Nrf2 direkt und ohne AhR an XRE und AhR direkd ohne Nrf2 an ARE
binden. Jedoch sind die Bindungsmotive der Trapsknsfaktoren unter Saugetieren
hoch konserviert und es ist unwahrscheinlich, digs8indungsspezifitat innerhalb der
UGT-Gene verloren gegangen ist.

In einer anderen Studie, die sich mit der Untersnghder murinen Glutathion
S-Transferase Al (Gstal) befasste, wurde hypotbetisdass eine koordinierte
Regulation von AhR und Nrf2 durch physikalische ehaktion oder durch ein
Adapterprotein existieren konnte (154). Um aufziédé wie genau die Interaktion
zwischen AhR und Nrf2 stattfindet, bedarf es allegd weiterer Untersuchungen.

Die Ergebnisse sind wichtig, um zu verstehen, wee rdetabolische Abwehr gegen
Xenobiotika und oxidativen Stress reguliert wirdf2Nist aufgrund der Aktivierung
von Detoxifizierungsgenen essentiell fir die Zytipktion und die Pathogenese von
Toxizitatsreaktionen und EntzindungskrankheiteresBiAktivierung bestimmt Uber
die Empfanglichkeit gegenuber oxidativen und chemignduzierten Schaden.
Xenobiotika aktivieren den AhR-Pathway, der dendbetismus von CYPs, aber auch
den von detoxifizierenden Enzymen wie UGTs reguli@t,32,155). Fur die zellulare
Redox-Homoostase ist eine Balance zwischen oxielativMetabolismus und
Detoxifizierung (z.B. Glukuronidierung) entscheideiGemald den Ergebnissen dieser
Arbeit kann UGT1A10, das in der Mukosa des Verdgstrnaktes standig Xenobiotika
ausgesetzt ist, entweder direkt durch Xenobiotika XRE-Bindungsstellen oder
indirekt durch ROS-generierten oxidativen Stresa VARE-Bindungselementen

reguliert werden. Auf diesem Weg beeinflusst sowdiel AhR- als auch die Nrf2
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vermittelte Signaltransduktion die Detoxifizierundurch Glukuronidierung. Der
koordinierte Einfluss auf diesen entscheidenen Meigmus der zellularen Abwehr ist
biologisch sinnvoll und die Ergebnisse liefern eimightige Verbindung zwischen
oxidativem Stress und dem Metabolismus von Xendazosowie Pharmaka. Die
Aufklarung der biologischen Mechanismen der zeteddAbwehr ist wichtig fur eine
zukinftige Entwicklung von spezifischen therapeilten Strategien, um fur die
Vorbeugung von entzindlichen und neoplastischenraBkkingen den oxidativen

Stress und damit verbundene Zellschdden zu modalier

4.3. Kaffee als Modulator der Glukuronidierungsaktivitat und seine Bedeutung

fur das Gilbert-Meulengracht-Syndrom und eine HCC-Entwicklung

Im Jahr 2006 konsumierte jeder Deutsche durch46bhiB,1 Tassen Kaffee pro Tag.
Damit ist Kaffee neben Wasser das beliebteste @etnd Deutschland. Es wurde
bereits in vielen Studien gezeigt, dass Kaffeeairdgin vermindertes HCC-Risiko und
ein vermindertes Risiko fir Zirrhose, einem Haugitofaktor im Prozess der
Leberkarzinogenese, haben (113-116). Ein Grunddigsen positiven Effekt des
Kaffees sieht eine andere Studie darin, dass Kaffach die Erhéhung der
intrazellularen cAMP-Konzentration Gber TBE-den CTGF, der profibrotisch wirkt,
stark herunterreguliert (118). Eine andere Thetasiert auf der Annahme, dass
Kaffee detoxifizierende Enzyme induziert, die ogidé und karzinogene Verbindungen
konjugieren und damit ihre Ausscheidung aus denp&dermoglichen. Dabei wurde
Nrf2 als regulierender Transkriptionsfaktor, derraffu bestimmte Substanzen wie
Cafestol und Kahweol im Kaffee aktiviert wird, bigsadentifiziert (119,128). Ob noch
andere Transkriptionsfaktoren an der Induktion ®rase 1l Enzymen beteiligt sind
wurde allerdings bis heute nicht aufgeklart. Digdimisse dieser Arbeit zeigen, dass
die Promotoren aller getestetdT1AGene UGT1AL, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A7,
UGT1A8, UGT1AUNdUGT1A1Q im Luciferase-Assay durch Kaffee induzierbar sind
(siehe 3.3.1). Weiterhin wurde nicht nur auf Tramlonsebene, sondern auch auf
Protein-Level anhand von UGT1A1l gezeigt, dass dem@4 an UGT1A-Protein durch
die Kaffee-Behandlung in den Zellen ansteigt (ABp.2Die Kaffee vermittelte
Induktion konnte zum einen in verschiedenen Zedhn(HepG2, CaCo2 und KYSE70)

nachgewiesen werden und zum anderen wurde gedagg,die Induktion unabh&ngig
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von der Prasenz von Koffein war. In der Studie @ressner et alwird Paraxanthin,
ein Koffeinmetabolit, fur die Inhibition des profitgenen CTGF verantwortlich
gemacht (156). Demnach hatten nur diejenigen emmielertes Risiko fur eine
Fibrose, die koffeinhaltigen Kaffee trinken. Vedhshe Studien, die zwischen
koffeinhaltigem und entkoffeiniertem Kaffee untdreilen, gibt es jedoch nicht. Um
definitiv auszuschliel3en, dass die Kaffeeinduktien UGTs durch Koffein oder eines
seiner primaren Methylxanthinmetabolite vermitigitd, wurden die Zellen entweder
mit Koffein, Paraxanthin, Theobromin oder Theopimylbehandelt. Es zeigte sich
durch die Behandlung allerdings keine UGT1A-Indokti die dem Ausmald der
Induktion nach Kaffeebehandlung entsprochen héiehé 3.3.4). Aul3erdem wurde
eine Cafestol+Kahweol vermittelte Induktion in urege Zellkultursystem
ausgeschlossen, auch wenn in einer anderen Stuslieigy wurde, dass eine
Cafestol+Kahweol abhangige Induktion von NQOL1 inusféoroblasten durch ARE-
Bindungsstellen vermittelt wird (128), die auchvialenUGT1APromotoren zu finden
sind. Um die verantwortliche Substanz aus den naéhrtausend verschiedenen im
Kaffee enthaltenen Verbindungen herauszufinden, d siallerdings weitere
Untersuchungen notwendig. Ein vielversprechendemdiktat ware dabei das
Melanoidin, das zu den Rdoststoffen gehort, undzbi25% der Trockenmasse eines
gebrihten Kaffees ausmacht (129,130). Es wéare esnhoglich, dass die stark
stickstoffhaltigen und hochpolymeren Melanoidinen déryl Hydrocarbon Rezeptor
aktivieren und daruber dlgGT1ATranskription heraufregulieren konnen.

Wie unsere Ergebnisse zeigen, spielt auch die égtKkhffees und die Zubereitungsart
eine wichtige Rolle fur die Aktivierung der verselenenUGT1AGene. Durch die
Behandlung mit koffeinhaltigem und entkoffeinierténtterkaffee wurde eine ahnlich
hohe Induktion erzielt, wahrend der mit demselbexiféepulver hergestellte French
Press Kaffee (durch ein Metallsieb gefiltddsT1A7und UGT1A10sehr viel starker
heraufregulieren konnte (siehe 3.3.3). Die Behamglimit Instant Kaffee derselben
Herstellerfirma fihrte beiUGT1Al1 und UGT1A7 zu einer mit Filterkaffee
vergleichbaren Induktion, belIGT1A10jedoch zu einer viel héheren Induktion. Zu den
weiteren haufig in der Bevdlkerung konsumierten r@®en gehoéren griner und
schwarzer Tee sowie Kakao, denen auch eine angitw@oder gar antikarzinogene
Wirkung zugeschrieben wird (131-133,138,140-143% PRubereitungsart vom Kakao
ahnelt sehr der vom Kaffee, zumindest beziglich Riéstung der Bohnen. Jedoch

konnte ausschlie3lich fUlUGT1A10 eine signifkante Induktion durch Kakao
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nachgewiesen werden, die sogar das Ausmald der dfadfetion weit Uberschritt.
Wahrend der schwarze Tee ausschliel3lich B&T1A10 eine relativ kleine, aber
dennoch signifikante Induktion (3-fach) erzielteurden alle getestetedGT1A
Promotoren durch griinen Tee induziert.

Die UGT1A1*28-Variante zeigte im Luciferase-Assagirke signifikante Reduktion
der Kaffee- und Teeinduktion (Abb.29). Dies ist wol3er Bedeutung fur Patienten,
die das Gilbert-Meulengracht-Syndrom aufweisen, alach sie nach den hier
gewonnenen Ergebnissen in der Lage sein musstenuih 70% reduziertd GT1AL
Transkription durch den Konsum von Kaffee signifikazu steigern. Dazu im
Gegensatz ist die Kaffee-Induzierbarkeit der UGT1&#Variante im Vergleich zum
Wildtyp stark reduziert (Abb.30). UGT1A7 spielt eidul3erst wichtige Rolle in der
Detoxifizierung von Mutagenen. Individuen, die derhier getesteten
Promotorpolymorphismus in Verbindung mit einigedyiRwrphismen im Exonbereich
tragen (UGT1A7*3), haben ein erhdhtes Risiko an Hrkranken (65). Die Trager
einer UGT1A7Variante, die aufgrund des Promotorpoylmorphismeise um 70%
reduzierte UGT1A%Transkription aufweisen, kdnnten demnach htEGT1A7
Expression nicht durch Kaffee heraufregulieren.

Da sowohl fir den Kaffee als auch fir griinen Tee Kakao bereits gezeigt wurde,
dass sie bzw. ihre Inhaltsstoffe den Transkripfisktor Nrf2 aktivieren, wurden die
UGT1AZL und UGT1A7Promotoren auf potentielle ARE-Bindungsstellen tsueht.
Diese und die bereits oben beschriebene ARE-148tBigsstelle imUGT1A10
Promotor wurden mutagenisiert, um zu untersuchkergusch sie die Kaffeeinduktion
vermittelt wird. Weiterhin wurden diverse XRE-Bintlysstellen auf ihre Funktionalitat
in Verbindung mit einer Kaffeebehandlung untersuatd es sich bei Kaffee um
Xenobiotikum handelt und die Regulation Gber XRBkat sehr sinnvoll erschien. Die
Ergebnisse zeigten, dass die UGT1A-Induktion sowdlARESs als auch tUber XREs
vermittelt wird (siehe 3.3.5). SIRNA-Experimentdestbarten weiterhin, dass sowohl
der Transkriptionsfaktor AhR als auch der Tranglompsfaktor Nrf2 fur eine Kaffee
vermittelte UGT1A-Induktion préasent sein muss (sie8.3.6). Auch in den
durchgefuhrten Western Blots konnte sowohl einewidtung von AhR als auch eine
von Nrf2 durch Kaffee in verschiedenen Zellliniemchgewiesen werden (siehe 3.3.8).
Im Gegensatz dazu steht eine Studie, in der man /BBMausen, denen ein
funktioneller AhR fehlt, Kaffee zu trinken gab urdhs Phase Il Enzym NQOL1
trotzdem heraufreguliert wurde (128). In der Mawheint demnach die Kaffee
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vermittelte Induktion unabh&ngig vom Vorhandenseam AhR zu sein. Inwieweit
diese Ergebnisse auch auf den Menschen zutrefédot pdoch ungeklart.

Um zu untersuchen, ob die Kaffee vermittelte Incuktder UGT1ATranskription
abhangig vom Zelltyp war, wurden verschiedene bedh (HepG2, CaCo2 und
KYSE70) mit Kaffee und entkoffeiniertem Kaffee badalt und die mRNA-Level
mittels real-time-PCR analysiert. Es zeigte sicassddie UGT1A1-mRNA in jeder
untersuchten Zelllinie am starksten durch Kaffedumert wurde (18 bis 29-fach; siehe
3.3.7), wobei die héchste Heraufregulierung in Ca&ellen erreicht wurde.
UGT1A1Q das naturlicherweise exklusiv extrahepatisch iexprt wird, konnte in der
Leberkarzinomzelllinie (HepG2) durch Kaffeebehamdjuediglich 1,8-fach induziert
werden, wahrend der UGT1A10-mRNA-Level in der Kdlarzinomzelllinie 6-fach
angehoben wurde. Die Ergebnisse sprechen dafis, dlasUGT1A-Induzierbarkeit
durch Kaffee nicht nur von der Kaffeesorte und Zeliangsart sowie vom einzelnen
UGT1AGen, sondern auch vom jeweiligen Zelltyp abharig@émnach kann ein
konsumierter Kaffee in verschiedenen Zelltypen dienskription verschiedener
UGT1A-Isoformen und die damit verbundene Glukur@righgsaktivitat
unterschiedlich modulieren.

Um die Heraufregulierung von humanen UGTs airclvivo zu untersuchen, wurde
humanisierten transgenedGT1A-WTMausen fur drei Tage Kaffee anstelle von
Wasser zu trinken gegeben. Die Analyse der RNAteedass die Transkription des
humanerUGT1A%XGens durch den Konsum von Kaffee in mannlichenwaiblichen
Mausen in der Leber im Vergleich zu Wasser trinlkentausen stark heraufreguliert
wurde (siehe 3.3.9). Dahingegen wurde di®@T1A3 und UGT1A4Transkription im
Jejunum durch Kaffee nur in mannlichen transgetdslr1IAWT-Mausen um ein
Vielfaches erhoht, wahrend die Kaffeeinduktion ire¢hen nicht signifikant war
(Abb.44). Ein ahnliches Phanomen zeigte sich auchKiolon, wo UGT1A3 und
UGT1A6ausschlief3lich in Mannchen durch Kaffee induziestden konnten (Abb.45).
Diese geschlechtsspezifischen Unterschiede in W&T1AInduzierbarkeit durch
Kaffee lassen sich eventuell durch die verschiedeis®exualhormon-Level in
Mannchen und Weibchen erklaren. In der Tat wurdeitsebeschrieben, daB&GT1A4
undUGT1A10durch den Ostrogen-Rezeptor reguliert werden (E&j,

Im Magen der Kaffee trinkenden transgetBT1A-WFMause zeigte sich die starkste
Induktion derUGT21ATranskription. In sowohl mannlichen als auch inibhiehen
Tieren wurde die Transkription voJGT1Al UGT1A4 und UGT1A6 durch
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Kaffeekonsum stark heraufreguliert (Abb.46). Da M&gen im Gastrointestinaltrakt
das Organ mit dem ersten Kontakt zu aus der Umadijenommenen Xenobiotka
darstellt, ist es durchaus biologisch sinnvoll,sdde UGT1ATranskription schon hier
stark heraufreguliert wird. Damit kdnnen karzinogeBubstanzen direkt im Magen
metabolisiert und fir die Ausscheidung vorbereitetden, bevor sie zellulare Schaden
verursachen konnen. Diejenigen Substanzen, dieodbnden Magen passieren und
weiter in den Darm transportiert werden, konnent ddurch Darm-spezifisch
exprimierte UGTs glukuronidiert werden, die zumisiden Mannchen auch im Darm
durch den Kaffee heraufreguliert werden. Da in ldglver dieUGT1AZXTranskription
induziert wird, kdnnen auch viele UGT1Al-spezifiscBubstrate wie die Medikamente
Irinotecan, Gemfibrozil, aber auch die karzinoger®mP- und BaP-Verbindungen
durch einen Kaffeekonsum vermehrt entgiftet werdgrenso ist dién vivo-Induktion
von UGT1Al entscheidend fur die Hypothese, dassefanh mit dem Gilbert-
Meulengracht-Sydnrom ihre reduzierte Bilirubin-GQlu&nidierung durch den Konsum
von Kaffee ausgleichen kdnnten, was eine einfakbstenginstige und nicht-toxische
Methode der Modulierung der Glukuronidierungsakdivdarstellen wirde. Besondere
relevant ware diese Methode flr die Trager eine§ 1AsHaplotypen (UGT1A1*28,
UGT1A7*3 und UGT1A7*12), die bei Irinotecanbehanujueine erhéhte Toxizitat des
Zytostatikums aufweisen (48). Da nach den Ergebnisleser Arbeit die Prasenz von
Koffein nicht fir eine UGT1A-Induktion erforderlicist, ware der Genuss von Kaffee
auch ohne die moglicherweise unerwiinschten Nebkomgen von Koffein
(Blutdruckerh6hung, Schlafstérungen, Kurzatmigk&itteranfalle) zur Erhéhung der

Glukuronidierungsaktivitat effektiv.

4.4 Vergleich der UGT1A-Transkriptvarianten-Verteilung in Mensch und in der
humanisierten tguUGT1A-Maus und der Einfluss von SNPs auf die Expressiovon

UGT1A-Transkriptvarianten

In der Studie vonGirard et al. wurde ein neu entdeckter Splicing-Mechanismus
beschrieben, bei dem es zur Herstellung von dresciedenen Transkriptvarianten
pro UGT1AGen kommt (24). Da die Translation von Transkm& und v3 zur
Herstellung eines identischen Proteins fihrt, eegekich daraus neun neu entdeckte
UGT1A-Proteine (eines proddGT1AGen), die naclGirard et al. eine inhibitorische
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Wirkung auf die Glukuronidierungsaktivitat der urigpglichen UGT1A-Proteine
(die vom Transkript v1 translatiert werden) ausiulieie Frage, wie die Transkription
der unterschiedlichen Transkripte reguliert wirdirde innerhalb der Studie allerdings
nicht geklart.

Die Verteilung der verschiedenen UGT1A-Transkripteder tgUGT1AWT-Maus ist
der Verteilung im Menschen sehr ahnlich, zum Tt g¢s aber auch Unterschiede
(siehe 3.4). So wird UGT1A_v1 in der humanen Ledmwie in der transgenen Maus
etwa gleich stark wie die Transkriptvariante UGT1A2 exprimiert. Im Allgemeinen
wird die Variante v2 im humanen Gewebe schwacheriexert als die Variante v1,
was auch in der humanisierteagUGT1AWT-Maus der Fall ist. Dennoch konnten
UGT1A6undUGT1A9 die im Menschen konstitutiv in der Leber exprirhigerden, in
der Maus mit Hilfe der gewahlten Primer (aus derd& vonGirard et al. (24)) nicht
detektiert werden. Dieser Befund kann am ehestethadesch, durch die Wahl der
Primer oder der gewahlten Bedingungen fur die kotiseelle PCR erklart werden, da
in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Strassburg mitteksal-time-PCR bei der
Charakterisierung der transgeneg&T1AWT/SNPMauslinie sowohl die Expression
von UGT1A6 als auch die von UGT1A9 sicher in debé&enachgewiesen werden
konnten (Daten nicht gezeigt). Gleiches gilt fue @xpression votUGT1A7 dessen
Transkriptvarianten mit Hilfe der PCR naGiirard et al.in keinem untersuchten Organ
detektiert werden konnte. Mittels real-time-PCR Morarbeiten wurde die
UGT1A7-mRNA in hohen Leveln im Magen der transgendGT1AWT-Maus
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Die in dieser Arbeit detektierten Expressionsledel UGT1A-Transkriptvarianten
vl und v2/3 unterschieden sich in dgflUGT1ASNP-Maus teilweise enorm im
Vergleich zu denen in detgUGT1AWT-Maus. Im Allgemeinen wurden die
Transkriptvarianten in deagUGT1A-SNPMaus sehr viel geringer exprimiert als in der
tgUGT1A-WTMaus. So wurde die Variante UGT1Al1_v1 in der Lefast 5-mal und
UGT1Al1l v2/3 ca. 3-mal schwacher in dglGT1ASNRMaus exprimiert. Damit
haben die Polymorphismen nicht nur einen Einflusk die Gesamttranskriptmenge,
sondern auch auf das Verhéltnis der Expressionsieveschen vl und v2/3. Die
UGT1A4Expression konnte in der Leber dggUGT1ASNRMaus sogar gar nicht
detektiert werden, wahrend die Variante UGT1A4 wHer Leber delgUGT1AWT-
Maus sehr hoch exprimiert wurde. Als Sonderfall rkatie UGT1ALXEXxpression im
Magen angesehen werden. In diesem Fall wurde diefdath eine Expression von
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UGT1A1l vl und v2/3 Expression in degUGT1ASNPMausen und nicht in den
tgUGT1A-WTMausen detektiert. Demnach scheinen die im trarsge GT1ALokus
vorhandenen Polymorphismen dafir verantwortlichsein, dassUGT1Al das im
Menschen normalerweise nicht im Magen exprimientdwin dentgUGT1A-SNP
Mausen in einem relativ hohen Level exprimiert wird

Die Ergebnisse sprechen dafir, dass Polymorphissmesn starken Einfluss auf die
Regulation der Transkription haben. Sie sind fahile Expression einzelner
UGT1A-Isoformen herunterzuregulieren, sind aberhame Stande, die Transkription
einer UGT1A-Isoform in einem Organ zu aktivierem,dem sie normalerweise nicht
exprimiert wird. Weiterhin kbnnen Polymorphismens daxpressions-Verhaltnis von
vl- zu v2/3-Transkripten verandern und damit dassmald der inhibitorischen

Aktivitat der vom Transkript v2 translatierten UGA-Proteine modulieren.
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