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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Oxidativer Stress und Antioxidanzien

1.1.1 Ursachen und Wirkungen des oxidativen Stresses

In vielen eukaryontischen Zelltypen entstehen bei physiologischen Prozessen, wie
enzymatischen Oxidationen oder Zellatmung, standig reaktive Sauerstoffradikale und
-verbindungen, die u.a. als Botenstoffe und zur Abwehr bakterieller Infektionen dienen.
Bedingt durch ihre Elektronenkonfiguration besitzen Sauerstoffradikale eine hohe chemi-
sche Reaktivitat und kénnen aufgrund dieser Eigenschaft biologische Strukturen dauer-
haft schadigen. Zu den Sauerstoffradikalen zahlen u.a. das Superoxidanion- (O,"), das
Perhydroxyl- (HOO®), das Hydroxyl- (HO®), das Alkoxyl- (RO®) und das Peroxylradikal
(ROO’). Neben Sauerstoff ist Stickstoff das zweite wichtige Molekll, das Ausgangssub-
stanz fir die Bildung freier Radikale ist. Aus Sauerstoff- und Stickstoffradikalen kdnnen
in vivo nicht-radikale Folgeprodukte entstehen, die teilweise eine noch groRRere Toxizitat
besitzen. So reagiert z.B. das Superoxidanionradikal mit Stickstoffmonoxid zum Peroxy-
nitrit (ONOOQO") oder wird zu Wasserstoffperoxid (H.O,) umgewandelt. Zusammengefasst
werden Radikale und deren oxidierte Folgeprodukte auch als reaktive Sauerstoff- (ROS,
engl. reactive oxygen species) bzw. Stickstoffspezies (RNS, engl. reactive nitrogen spe-
cies) bezeichnet. Diese konnen Prozesse ausldsen, die zum sog. oxidativen Stress in der
Zelle fihren. Als oxidativer Stress wird das Ungleichgewicht zwischen Bildung und Abbau
von ROS oder RNS bezeichnet, wenn dies zugunsten der Bildung ausfallt. Oxidativer
Stress kann neben endogenen Ursachen auch durch exogene Faktoren wie Ozon, UV-
Strahlung und Toxine (z.B. Nikotin oder Alkohol) begunstigt werden. ROS oder RNS sind
aus mehreren Grunden zellpathogen. Sie kdnnen DNA-Strangbriche induzieren, Onko-
gene aktivieren, Tumorsuppressorgene hemmen sowie Enzyme oder Proteine inaktivie-
ren. Eine der am haufigsten untersuchten Reaktionen ist die Lipid-Peroxidation an Zell-
membranen und Lipiden. Oxidativer Stress und insbesondere die Lipid-Peroxidation wer-
den mit Krankheiten wie arteriosklerotische Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Krebs aber
auch mit Diabetes mellitus und neurologischen Erkrankungen, wie Alzheimer und Parkin-
son, in Verbindung gebracht (Ubersicht in [1, 2]).

Entgegen friherer Denkansatze lassen sich heute oxidative Prozesse nicht mehr
ausschlieB3lich mit zellpathologischen Veranderungen in Zusammenhang bringen. Geringe
Verschiebungen des zellularen Redoxgleichgewichts kénnen durchaus als physiologisch
angesehen werden. Ein moderater oxidativer Stress kann auch gulnstige Auswirkungen

haben, da die Zelle so auf akute gréRRere oxidative Stressphasen vorbereitet ist.



Einleitung 2

1.1.2 Antioxidative Schutzmechanismen

Im Organismus sind mehrere antioxidative Schutzmechanismen vorhanden. Dazu
gehdren enzymatische Abfangreaktionen und niedermolekulare Antioxidanzien. Unter en-
gem Zusammenwirken bilden Superoxiddismutase, Katalase, Glutathionperoxidasen und
Peroxiredoxine das enzymatische Schutzsystem (Abb. 1). Die Superoxiddismutase kata-
lysiert die Umsetzung des Superoxidanionradikals zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff.
Die Umsetzung des entstandenen Wasserstoffperoxids zu Wasser und Sauerstoff wird
durch die Katalase, die Glutathionperoxidasen oder Peroxiredoxine katalysiert. Die Selen-
abhangigen Glutathionperoxidasen und die Peroxiredoxine kdnnen neben Wasserstoff-
peroxid auch andere organische Hydroperoxide zu Wasser und den entsprechenden
Alkoholen umsetzen, wobei reduziertes Glutathion oder Thioredoxin reversibel zum Disul-
fid oxidiert wird. Das Disulfid wird durch die Glutathion- bzw. Thioredoxinreduktase wieder
in die reduzierte Form umgewandelt. Neben den intrazelluldren antioxidativen Enzymsys-
temen gibt es auch die nicht-enzymatischen Antioxidanzien. Zu dieser Gruppe zahlen
Vitamin E und Vitamin C sowie Polyphenole, wie z.B. Flavonoide. Weiterhin zdhlen auch
Harnsaure, Ubichinon, Glutathion und verschiedene Eisen-bindende Proteine (durch
Hemmung der Fenton- bzw. Haber-Weil3-Reaktion) zu den nicht-enzymatischen Antioxi-
danzien (Ubersicht in [2-4]).

Fez+/3+
0, + & — 0O O; + H,0, — > OH'i+ OH + O, ROS-Bildung
SOD enzymatischer ROS-Abbau
20, + 2H" — | H,0,i+ O,
Kat
2H,0, T 2H,0 + O,
ROS H,0,i+ 2RSH W 2H,0 + RSSR

Abb. 1: ROS-Bildung und enzymatischer ROS-Abbau

ROS-Bildung durch Ubertragung eines Elektrons auf molekularen Sauerstoff und die durch Ei-
sen(oder Kupfer)-katalysierte Fenton- bzw. Haber-WeiR-Reaktion; enzymatischer ROS-Abbau
durch Superoxiddismutase (SOD), Katalase (Kat), Glutathionperoxidasen (GPx) und Peroxiredoxi-
ne (Prx); RSH — reduziertes Thiol-Protein (bei GPx: hauptsachlich Glutathion, bei Prx: Thioredoxin,
Glutaredoxin), RSSR — Disulfid

Wie effektiv sowohl die enzymatischen als auch die nicht-enzymatischen antioxidati-
ven Schutzmechanismen letztendlich funktionieren, wird u.a. durch die Ernahrung beein-
flusst. Die Erndhrung stellt z.B. mit den Vitaminen, die eine direkte Schutzwirkung entfal-
ten kénnen, und den essentiellen Spurenelementen wie Kupfer, Zink, Mangan, Eisen oder

Selen, die die Wirkung antioxidativer Enzyme ermdglichen, die Bausteine bereit, die das
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antioxidative Schutzsystem bendétigt. Um dieses System des Kdérpers zu unterstitzen,
mussen die erforderlichen Mikrondhrstoffe und andere Nahrungsinhaltsstoffe taglich in
ausreichenden Mengen zugeflihrt werden. Dabei sollte aber immer die individuelle Wir-
kungsweise der einzelnen Substanzen sowie deren mdgliche toxische Eigenwirkung be-

dacht und bekannt sein.

1.2 Antioxidative Nahrungsinhaltsstoffe

Nahrungsinhaltsstoffe sind an vielen Steuerungsprozessen und Stoffwechselreaktio-
nen beteiligt. Insbesondere den mit der Nahrung aufgenommenen Mikronahrstoffen und
sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen kommt eine besondere Bedeutung fir die Aufrechter-
haltung eines gesunden Organismus zu. Zu den Nahrungsinhaltsstoffen, denen antioxida-
tive Eigenschaften zugeschrieben werden, zahlen hauptsachlich die Mikronahrstoffe Vi-
tamin C und E sowie verschiedene sekundare Pflanzeninhaltsstoffe (z.B. Flavonoide und
andere Polyphenole). Neben den nachgesagten antioxidativen Eigenschaften besitzen
diese Nahrungsinhaltsstoffe aber auch nicht-antioxidative Eigenschaften bzw. Funktionen.
Diesen Funktionen des Vitamin E und verschiedener sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe soll

sich in dieser Arbeit besonders gewidmet werden.

1.2.1 Vitamin E

Vitamin E wird noch heute haufig als wichtigstes lipophiles Antioxidanz bezeichnet.
Entdeckt wurde es jedoch als ,Fruchtbarkeits-Vitamin®“. Herbert M. Evans und Katherine
S. Bishop wiesen 1922 als erste auf einen bis dahin unbekannten fettléslichen Faktor hin,
der fir die Reproduktion von Ratten essentiell war [5]. Zunachst wurde der fehlende Fak-
tor als Bestandteil von Salat oder Weizenkeimél beschrieben. In den Folgejahren wurde
er auch aus Milch, Hafer und Mais isoliert, als Vitamin erkannt und aufgrund der bereits
bekannten Vitamine A, B, C und D nun Vitamin E genannt [6]. Abgeleitet von den altgrie-
chischen Woértern 1ok6¢ (tocos = Geburt) und @épeiv (pherein = voranbringen) und er-
ganzt um die Kennzeichnung als Alkohol (-ol) wurde das Vitamin E im Jahre 1936 zum
ersten Mal ,Tocopherol“ genannt [7]. Zwei Jahre spater erfolgte die vollstandige Struktur-
aufklarung und Synthese der Tocopherole [8, 9]. Vertreter der ebenfalls zu den Vitamin E-
Formen zahlenden Tocotrienole wurden erst spater beschrieben und synthetisiert [10-13].

Vitamin E ist heute der Sammelbegriff fr alle in der Natur vorkommenden Tocophe-
role und Tocotrienole. Alle Vitamin E-Formen werden ausschlief3lich in photosynthetisch
aktiven Organismen wie Pflanzen und Cyanobakterien synthetisiert (flir Tocopherole illust-

riert in [14, 15]). Die Grundstruktur aller Vitamin E-Formen bildet ein an Position 6 hydro-
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xylierter Chromanring, der an Position 2 bei Tocopherolen mit einer gesattigten Seitenket-
te und bei Tocotrienolen mit einer ungesattigten Seitenkette verknipft ist (Abb. 2 A). Auf-
grund ihrer chemischen Struktur besitzen die Tocopherole drei chirale Zentren an den C-
Atomen 2, 4 und 8. Bei den in der Natur vorkommenden Tocopherolen liegt stets die
RRR-Konfiguration vor (RRR-Tocopherole), wahrend synthetisch hergestellte Tocophero-
le (all-rac-Tocopherole) in Abhangigkeit vom Syntheseweg entweder aus einem Gemisch
aller acht moglichen Stereoisomere (RRR, RRS, RSR, RSS, SSS, SSR, SRS, SRR) oder
den Epimeren an Position 2 (RRR, SRR) bestehen. Die Tocotrienole besitzen nur ein chi-
rales Zentrum am C-Atom 2, so dass im Gegensatz zu den Tocopherolen nur zwei Stere-
oisomere (R oder S) auftreten konnen. Durch die Doppelbindungen an den Positionen 3’
und 7’ kdnnen die Tocotrienole jedoch als cis/trans-lsomere auftreten [16]. Sowohl die
Tocopherole als auch die Tocotrienole werden in Abhangigkeit der Methylierung ihres
Chromanrings in eine a-, -, y- oder 5-Form unterteilt (Abb. 2 B). Abhangig von der Anzahl
und der Verteilung der Methylgruppen und den Stereoisomeren variiert die biologische
Aktivitdt der Vitamin E-Formen. Sie wird in ,Internationalen Einheiten“ (IE oder 1U, engl.
international units) angegeben, wobei flir 1 mg all-rac-a-Tocopherylacetat eine Aktivitat
von 1 |IE definiert wurde [17]. Alle anderen Vitamin E-Formen und -Derivate werden auf
diesen Wert bezogen. Basierend auf Fetusresorptionstests an Ratten besitzt das RRR-
a-Tocopherol mit 1,49 IE die hochste biologische Aktivitat, gefolgt vom RRR-a-Tocophe-
rylacteat mit 1,36 IE und dem all-rac-a-Tocopherol mit 1,10 IE [18].

R1 Tocopherole

R1 R2

alpha- CH; CH;

beta- CHs, H
gamma- H CHs;
delta- H H

Abb. 2: Vitamin E-Formen
(A) Chemische Grundstruktur der Tocopherole und Tocotrienole (B) Anzahl und Position der
Methylgruppen der verschiedenen Vitamin E-Formen.
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1.2.1.1 Aufnahme, Verteilung und Metabolismus von Vitamin E

Vitamin E kommt in fast allen Nahrungsmitteln vor. Dabei sind pflanzliche Keimole,
Samen, Nisse und Getreidekorner die wichtigsten Quellen fiir Vitamin E, weil es sich im
Fettanteil der Pflanzen, d.h. vorwiegend im Pflanzenkeim, befindet. Die Mechanismen der
Absorption und Verteilung von Vitamin E sind in mehreren Ubersichtsartikeln zusammen-
gefasst worden (z.B. [19-27]). Danach ist die Absorption des Vitamin E im Darm an einen
intakten Fettstoffwechsel sowie die Anwesenheit von genigend Gallenflissigkeit gebun-
den und erfolgt mit den Nahrungslipiden. Enzyme des Pankreas und Gallensauren ermdg-
lichen die Triglyceridhydrolyse und die Bildung von Micellen, in deren lipophilen Kernen
Vitamin E eingeschlossen wird. Uber diesen Einschluss erfolgt die Aufnahme in die in-
testinalen Mukosazellen. Veresterte Vitamin E-Formen (Tocopherylester) werden vor ihrer
Absorption durch eine pankreatische Esterase oder zu einem geringen Teil auch in den
Mukosazellen durch eine intrazellulare Esterase gespalten [28]. In den Intestinalzellen
erfolgt die Bildung von Lipoproteinpartikeln, den Chylomikronen, mit denen das Vitamin E
und die anderen Nahrungslipide Uber das Lymphsystem in den Blutkreislauf und zur Le-
ber gelangen. Wahrend der Lipolyse der Chylomikronen durch eine Lipoproteinlipase ge-
langt ein geringer Teil der Tocopherole und Tocotrienole bereits ins Gewebe. Der weitaus
groliere Teil gelangt mit den Chylomikronen-Remnants in die Leber. Die Absorptionsrate
der Vitamin E-Formen wird auf bis zu 70 % geschatzt, sie sinkt jedoch mit steigender Do-
sis. Bis zur Aufnahme in die Leber gibt es keine Unterscheidung zwischen den verschie-
denen Vitamin E-Formen und Steroisomeren. Erst in der Leber kommt es zu einer Sortie-
rung zwischen den Vitamin E-Formen. Das hepatische a-Tocopherol-Transfer-Protein
(a-TTP) sortiert aus allen Vitamin E-Formen bevorzugt das RRR-a-Tocopherol aus und
vermittelt dessen Sekretion in die Blutzirkulation (illustriert in [29]). Es gibt aber auch Hin-
weise darauf, dass die a-Tocopherol-Sekretion tGber den ABC-Transporter A1 erfolgt und
somit mit dem zellularen Cholesteroltransport verbunden ist [30-32]. Der Einbau des
a-Tocopherols in die VLDL erfolgt vermutlich erst im sinusoidalen Spalt der Leber. Mit der
Umwandlung der VLDL zu LDL gelangt das a-Tocopherol in die LDL. Von den VLDL und
LDL kann das a-Tocopherol mit Hilfe des Phospholipid-Transfer-Proteins und einer Li-
poprotein-Lipase auf die HDL Ubertragen werden. Das vorrangig in LDL und HDL gebun-
dene a-Tocopherol [33] wird von den Geweben bei LDL-assoziiertem a-Tocopherol Uber
den LDL-Rezeptor und bei HDL-assoziiertem a-Tocopherol Uber den SR-B1-Rezeptor
(engl. scavenger receptor class B type 1) aufgenommen (illustriert in [26, 34]). Alle ande-
ren Formen werden nach bisherigem Kenntnisstand Uber Fazes und Galle oder metaboli-
siert Uber den Urin ausgeschieden.

Das o-TTP wurde erstmals in den 70er Jahren als ein cytosolisches Leberprotein in

der Ratte beschrieben, welches a-Tocopherol bindet [35, 36]. In den Folgejahren konnte
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gezeigt werden, dass das a-TTP beim Menschen in der Leber [37], in der Placenta [38,
39] und im Gehirn [40] exprimiert ist. Das a-TTP ist ein 32 kDa groRes Protein, das auf-
grund seiner im Vergleich zu allen anderen Vitamin E-Formen sehr grof3en Affinitat zum
a-Tocopherol [41] entscheidend zur Anreicherung von a-Tocopherol im Blutplasma bei-
tragt. Wie das geschieht, ist jedoch noch relativ unklar. Eine erst kirzlich erschienene Ar-
beit postuliert eine intrazellulare Transportfunktion des o-TTP; den Transport von
a-Tocopherol zur Zellmembran [42]. Ein a-TTP-Mangel flhrt zu einem extrem niedrigen
a-Tocopherol-Spiegel im Blutplasma und damit zu entsprechenden Symptomen eines
Vitamin E-Mangels, wie z.B. Ataxie. Charakteristische Symptome eines o-TTP-
Gendefekts sind Retinitis pigmentosa und AVED (Ataxie mit isolierter Vitamin E-
Defizienz), gekennzeichnet durch Muskelschwache, neurologische Ausfélle, Sprachsto-
rungen und geistige Retardierung [43-47]. Neben dem a-TTP wurden weitere intrazellula-
re Tocopherol-bindende Proteine in verschiedenen Geweben gefunden und charakteri-
siert. Dazu gehdren das Tocopherol-bindende Protein [48], das Phospholipid-Transfer-
Protein [49] und das Tocopherol-assoziierte Protein [50]. Ihre Aufgaben sind bislang weit-
gehend unbekannt, aber vermutlich im extra- als auch im intrazelluldren Transport zu su-
chen.

Der Metabolismus des Vitamin E war lange Zeit unklar. In den 50er Jahren des letz-
ten Jahrhunderts wurden zwei Metabolite des a-Tocopherols im Urin entdeckt. Dabei
handelte es sich um die a-Tocopheronsaure und ihr Lacton, die durch einen gedffneten
Chromanring und eine verkurzte Seitenkette gekennzeichnet sind (sog. ,Simon-Metabo-
lite”, [51]). Der gedffnete Chromanring wurde als Hinweis dafur gewertet, dass Vitamin E
in vivo als Antioxidanz gewirkt haben muss. Die Entdeckung neuer Metabolite im Urin, der
Carboxyethylhydroxychromane (CEHC) des a-, y- und 8-Tocopherols [52-54] sowie des a-
und y-Tocotrienols [55, 56] zeigte allerdings, dass der Metabolismus (iber einen oxidativen
Seitenkettenabbau ohne vorherige oxidative Offnung des Chromanrings ablauft. Heute ist
der Metabolismus der Vitamin E-Formen weitestgehend aufgeklart. Der Abbauweg ist fur
alle Formen gleich [57]. Er erfolgt Uber eine initiale w-Hydroxylierung der Seitenkette unter
Beteiligung von Cytochrom-P450-Enzymen (CYP). Aus Hemmungs- und Induktionsversu-
chen wurden das CYP3A4 [58-60] und das CYP4F2 [61] als mdgliche Enzyme postuliert.
Nach der w-Hydroxylierung erfolgt ein schrittweiser Abbau der Seitenkette durch mehrere
B-Oxidationen. Das Endprodukt ist das entsprechend methylierte CEHC, dessen Vorlaufer
das CMBHC ist (vgl. Abb. 3). Beide Metabolite werden als Glucuronid- oder Sulfat-
Konjugat Uber den Urin ausgeschieden [54, 62-64].
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Tocopherole Tocotrienole
R1 R1
HO HO
CH, CH, CH, CH, CH, CH,
R2 o CH, R2 o & # # CH,
cH, CH, cH, CH,
w-Hydroxylierung durch CYPs
und B-Oxidation
R1
HO
CH,
Carboxymethylbutyl-
R2 o i COOH hydroxychroman (CMBHC)
CH, 3
R1
HO
Carboxyethyl-
R2 o COOH hydroxychroman (CEHC)

Abb. 3: Metabolismus des Vitamin E
Dargestellt ist der Abbauweg der Vitamin E-Formen. Er erfolgt Uber die Verklrzung der Seitenkette
und beginnt mit einer w-Hydroxylierung, gefolgt von mehreren B-Oxidationsschritten. Fur die voll-

standige Darstellung des Abbauweges mit allen Zwischenprodukten und beteiligten Enzymen siehe
Brigelius-Flohé 2003 [65].

1.2.1.2 Antioxidative und nicht-antioxidative Wirkungen von Vitamin E

Seit der Entdeckung des Vitamin E im Jahre 1922 [5] und der Erkennung seiner es-
sentiellen Natur fur Tiere und Menschen sind seine Funktionen immer noch nicht eindeu-
tig geklart. Nachdem bereits 1931 antioxidative Eigenschaften des Vitamin E beschrieben
wurden (Ubersicht in [66]), wurde bzw. wird teilweise heute immer noch seine Hauptfunk-
tion darin gesehen, Zellmembranen vor der Zerstérung durch aggressive Sauerstoffver-
bindungen zu schitzen. Die antioxidative Wirkung des Vitamin E beruht auf der Fahigkeit,
mit Radikalen zu reagieren. Die hierflr nétige Strukturvoraussetzung ist durch die pheno-
lische OH-Gruppe an Position 6 des Chromanrings aller Vitamin E-Formen gegeben (vgl.
Abb. 2 A). Als lipophiles Molekil wird Vitamin E in Membranen oder Lipoproteinen einge-
baut. Hier kann es die Lipid-Peroxidation [67] durch Reaktion mit Lipidradikalen und
Hemmung von Radikalkettenreaktionen reduzieren (Abb. 4). Das hierbei entstehende To-
copheroxyl-Radikal muss wieder zum entsprechenden Tocopherol reduziert werden.
In vitro Experimente lassen vermuten, dass in Gegenwart anderer zellularer Antioxidan-
zien wie Vitamin C, Ubichinon und Glutathion das Tocoperoxyl-Radikal direkt oder indirekt

schnell wieder zum Tocopherol reduziert wird [68-70]. Wenn entsprechende Co-Antioxi-
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danzien fehlen, kann es auch zu prooxidativen Wirkungen des Vitamin E kommen [71,
72]. y-Tocopherol kann nicht nur mit ROS, sondern auch mit RNS reagieren (illustriert in
[73]). Die unsubstituierte Position 5 am Chromanring erlaubt die Reaktion mit den reakti-
ven Stickstoff-Spezies, wie NO, und Peroxynitrit, unter Bildung von 5-Nitro-y-Tocopherol
[74-76].

LH + R® — L + RH
L + 0, — LOO°’
Initiation der Radikalkettenreaktion Stopp der Radikalkettenreaktion
LOO®* + LH —— LOOH + L’ LOO* + TOH —» LOOH + TO°

Abb. 4: Lipid-Peroxidation durch freie Radikale

In einer Inititationsreaktion werden ungesattigte Fettsauren (LH) der Membran-Phospholipide oder
der im Blut zirkulierenden Lipoproteine durch Radikale (R’) zum Alkyl-Radikal (L") umgewandelt.
Dieses reagiert mit molekularem Sauerstoff (O,) zum Lipid-Peroxylradikal (LOO"). Liegt kein Vita-
min E vor, kann das gebildete LOO" erneut mit ungesattigten Fettsduren reagieren. Diese Reaktion
fUhrt zur Bildung von Lipid-Hydroperoxid (LOOH) und L’. Dies lasst eine Kettenreaktion entstehen.
In Gegenwart von Vitamin E (TOH) reagiert LOO™ mit TOH und anstelle von L* wird das Tocoper-
oxyl-Radikal (TO’) gebildet, das selbst relativ stabil und zu reaktionstrage ist, um erneut ein Was-
serstoffatom aus einer ungesattigten Fettsdure abzuspalten. Die Kettenreaktion ist somit unterbro-
chen und die Lipid-Peroxidation gehemmt.

Seit ca. 15 Jahren werden immer mehr Arbeiten publiziert, die Uber nicht-
antioxidative Wirkungen der Vitamin E-Formen berichten. Mit der Entdeckung, dass
a-Tocopherol die Aktivierung der Proteinkinase C Uber die Aktivierung der Proteinphos-
phatase 2A hemmt [77-79], begann ein neues Denken beziglich der Funktion(en) von
Vitamin E. Zum ersten Mal wurde eine nicht-antioxidative Eigenschaft beschrieben. Die
Existenz von Vitamin E-bindenden Proteinen (Ubersicht in [80]) lieR eine rein unspezifi-
sche antioxidative Rolle des Vitamin E schon immer eher unwahrscheinlich erscheinen.
Die Anzahl der in den letzten Jahren gefundenen Gene, die durch Vitamin E reguliert bzw.
beeinflusst sind, ist grol® und wachst standig. Die Genprodukte dieser Gene kénnen in
funf Gruppen eingeteilt werden: Genprodukte, die 1) die Aufnahme und den Metabolismus
von Vitamin E beeinflussen, 2) die bei der Lipidabsorption und der Entstehung von Athe-
rosklerose involviert sind, 3) die extrazellulare Proteine modulieren, 4) die bei Entzin-
dungsprozessen eine Rolle spielen und 5) die in Zellsignalwege und Zellzyklus eingreifen
(Ubersicht in [81-84]). Beispielhaft sollen hier genannt sein: die Herunterregulation der
HMG-CoA-Reduktase durch y-Tocotrienol [85], des Scavenger Rezeptors CD36 durch
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a-Tocopherol [86], des intrazellularen Adhasionsmolekils-1 durch a-Tocotrienol [87], die
gesteigerte Expression des PPARy durch a- und y-Tocopherol [88], des a-Tropomyosin
durch a-Tocopherol [89], der y-GCS durch a-Tocopherol [90] und des o-TTP durch a- und
d-Tocopherol [91] sowie die Aktivierung des PXR durch a-, y- und 8-Tocopherol sowie a-

und y-Tocotrienol [92].

1.2.2 Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe

Mit pflanzlichen Lebensmitteln werden eine Vielzahl sog. sekundarer Pflanzenin-
haltsstoffe aufgenommen. Diese werden von der Pflanze u.a. als Abwehrstoffe gegen
Schadlinge und Krankheiten, als Wachstumsregulatoren und als Farbstoffe synthetisiert
und sind chemisch sehr unterschiedliche Verbindungen. Dazu zahlen z.B. Carotinoide,
Terpene, Sterine, Glucosinolate und Saponine. Die grof3te und wichtigste Gruppe bilden
mit mehreren Tausend isolierten Formen die Polyphenole mit den phenolischen Sauren
(Hydroxybenzoe- und Hydroxyzimtsauren), Flavonoiden (Flavanone, Flavone, Flavonole,
Flavanole, Anthocyanidine und Isoflavone), Stilben (cis- und frans-Stilben) und Lignanen
(vgl. Abb. 5, Ubersicht in [93]).

Aufgrund der groRen Anzahl und der sehr unterschiedlichen chemischen Natur der
Polyphenole sind Absorption, Metabolismus und Ausscheidung und somit die Bioverfig-
barkeit sehr verschieden (Ubersicht in [93-95]). In den Nahrungsmitteln liegen die Poly-
phenole Uberwiegend als Ester, Polymere oder Glykoside vor. Lange ging man davon
aus, dass Polyphenole aufgrund ihrer glykosidischen Bindung im Dinndarm nicht resor-
biert werden kdnnen und erst im Colon durch die Darmflora mikrobiell in Aglykone gespal-
ten werden mussten. Nur diese hielt man fur fahig, die Darmwand zu passieren. Am Bei-
spiel des Flavonols Quercetin konnte jedoch gezeigt werden, dass auch deutliche Men-
gen glykosyliertes Quercetin im Dinndarm resorbiert werden und die Bindung an Glukose
die Absorption sogar fordert [96]. Zwischenzeitlich wurde in vitro und in vivo nachgewie-
sen, dass Quercetin-Glykoside ein Substrat des Na‘-abhangigen Glukose-Transporters
SGLT1 sind [97, 98]. Im Plasma sind die Polyphenole aufgrund ihrer chemischen Struktur
fast vollstandig an Albumin gebunden und erreichen in Abhangigkeit von ihrer Absorpti-
onsrate unterschiedliche Plasmakonzentrationen und Halbwertszeiten (Ubersicht in [99]).
Die Metabolisierung und Ausscheidung der Polyphenole erfolgt tber den allgemeinen
Weg der Biotransformation (vgl. 1.3). Dabei ist fir die meisten Polyphenole die Spaltung
der glykosidischen Bindung durch die B-Galaktosidase oder die Laktase-Phlorizin-Hydro-
lase der erste Schritt der Metabolisierung. Anschliefiend erfolgt eine Methylierung, Sulfa-
tierung oder Glukuronidierung durch entsprechende Phase lI-Enzyme sowie die Aus-

scheidung Uber die Galle oder den Urin.
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A B
Phenolsauren
Hydroxybenzoesaure Hydroxyzimtsaure Kaffeesaure
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Abb. 5: Polyphenole

Dargestellt ist die Grundstruktur der Polyphenolgruppen (A) und jeweils ein Vertreter der Gruppe
(B). Phenolsauren basieren auf einer Cgs-C4- (Hydroxybenzoesauren) oder einer Cg-Cs-Grund-
struktur (Hydroxyzimtsauren). Ein Vertreter der Hydroxyzimtsauren ist die Kaffeesaure. Die Struk-
tur aller Flavonoide basiert auf einem Flavanongerist (zwei aromatische und ein O-heterozyk-
lischer Kohlenstoffring). Das Flavonol Quercetin ist das am weitesten verbreitete und bekannteste
Flavonoid. Die Gruppe der Stilbene besteht aus zwei Phenylringen, die Uber eine ungesattigte Koh-
lenstoffbricke verbunden sind (es gibt jeweils eine cis- und trans-Form). Das u.a. im Rotwein vor-
kommende Resveratrol ist der bekannteste Vertreter dieser Gruppe. Als Lignane werden Zimtsau-
rederivate bezeichnet, die lber ihre C-Atome der Seitenkette miteinander verkniift sind. Das z.B. in
Getreide und Beeren vorkommende Secoisolariciresinol ist ein bekannter Vertreter der Lignane.

Schon seit einigen Jahren stellen epidemiologische Studien eine Verbindung zwi-
schen einer Obst- und Gemuse-reichen Erndhrung und einer teilweise verminderten Inzi-
denz fiir Krebs, kardiovaskularen und anderen chronischen Krankheiten her (Ubersicht in
[100-104]). Dafiir werden neben Ballaststoffen und essentiellen Mikronahrstoffen, wie Vi-
tamin E und Selen, vor allem die sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe (hier Polyphenole)

verantwortlich gemacht, die in Studien mit isolierten Polyphenolen vergleichbare Ergeb-
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nisse erzielt haben (Ubersicht in [105-107]). Hierbei werden den Polyphenolen antioxidati-
ve Wirkungen zugeschrieben, die in vitro auf dem direkten Abfangen von ROS und RNS
oder der Hemmung von prooxidativen bzw. Induktion von antioxidativen Enzymen beru-
hen (Ubersicht in [108, 109]). Die Ubertragung dieser Annahmen bzw. Ergebnisse auf die
in vivo Situation ist schwierig, da eine direkte antioxidative Reaktion in vivo noch nicht
nachgewiesen wurde und der Uber eine Methylierung der OH-Gruppen stattfindende Me-
tabolismus der Polyphenole eine solche vermutlich gar nicht zulasst.

Wie flr Vitamin E wurden auch fir Polyphenole zahlreiche nicht-antioxidative Wir-
kungen und genregulatorische Effekte beschrieben, wobei die exakten molekularen Me-
chanismen weitgehend unklar sind. Fir das Flavonol Quercetin konnten mittels Mikroar-
ray-Analysen eine Vielzahl von Genen identifiziert werden, die durch Quercetin in ihrer
Expression beeinflusst sind. Dabei handelt es sich um Gene, die z.B. bei der Zellteilung
und Zelldifferenzierung, bei der Apoptose und Signaliibertragung beteiligt sind oder um

Tumorsupressor- und Onkogene sowie um Phase II-Enzyme [110-113].

1.3 Biotransformation

Wahrend physiologischer Stoffwechselvorgange fallen lipophile Substanzen (z.B.
Gallenfarbstoffe, Steroidhormone) an, die nicht direkt iber Harn oder Fazes ausgeschie-
den werden kénnen. Darliber hinaus nimmt der Organismus zuséatzlich lipophile Fremd-
stoffe (Xenobiotika; z.B. Medikamente, Konservierungsmittel, Pestizide) aus der Umwelt
mit der Nahrung auf. Die enzymatische Umwandlung dieser lipophilen endo- und exoge-
nen Substanzen zu hydrophileren und damit ausscheidbaren Metaboliten stellt die Bio-
transformation (= Fremdstoffmetabolismus) dar. Die Biotransformation wird in zwei Pha-
sen unterteilt. Die meisten Gewebe und Organe sind durch das Vorhandensein von ent-
sprechenden Phase I- und Phase II-Enzymen zur Biotransformation befahigt. Die Haupt-
orte der Biotransformation sind jedoch die Leber und der Diinndarm. In der Phase | finden
sog. Funktionalisierungsreaktionen statt, bei denen z.B. durch Oxidation, Reduktion oder
Hydrolyse die Xenobiotika durch Einfiigung oder Freisetzung von funktionellen Gruppen,
wie OH-, NH,-, SH- oder COOH-Gruppen, verandert werden. Dabei kénnen zum Teil auch
hoch reaktive und mutagene Substanzen entstehen (sog. Giftung, Ubersicht in [114]). Fur
die Phase |-Reaktionen spielen die Cytochrom P450 abhangigen Monooxygenasen (CYP)
die zentrale Rolle. Bei den Phase Il-Reaktionen (sog. Konjugationsreaktionen) werden die
Xenobiotika Uber die eingefligten oder schon vorhandenen funktionellen Gruppen mit
hydrophilen endogenen Molekilen, wie Glutathion, Sulfat, Aminosauren oder Glukuron-
saure, konjugiert. Dadurch entstehen leichter ausscheidbare inaktive Molekile. Die Reak-

tionen der Phase Il werden daher auch haufig Entgiftungs- bzw. Bioinaktivierungsreaktio-
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nen genannt. Die wichtigsten Phase II-Enzyme sind die Glutathion-S-, die UDP-Glukuro-
nosyl- und die Sulfo-Transferasen. Als Erganzung zur klassischen Einteilung der Biotrans-
formation in zwei Phasen werden haufig die aktiven transmembranen Transportprozesse,
die die Ausscheidung der biotransformierten Xenobiotika aber auch die Aufnahme der
Xenobiotika regulieren, als Phase Ill der Biotransformation bezeichnet. Zu den Phase llI-
Transportern gehdren aus der ABC-Transporter-Familie das P-Glykoprotein und die
MRPs (engl. multidrug resistance associated proteins) sowie der OATP-Transporter (engl.
organic anion transporting polypeptide) (Ubersicht in [115, 116]).

Die an der Biotransformation beteiligten Enzyme und Transporter liegen in den meis-
ten Fallen auf einem basalen Niveau vor und werden erst nach der Aufnahme der Xeno-
biotika induziert. Die Beeinflussung der Biotransformation durch Hemmung bzw. Induktion
der beteiligten Enzyme und Transporter gilt als Hauptmechanismus der Pravention gegen

Mutagene und Karzinogene.

1.3.1 Regulation von Phase I-Enzymen

Die wichtigste Gruppe der Phase I-Enzyme sind die Cytochrom P450 Monooxyge-
nasen (CYP). Sie bilden eine Superfamilie von Hamproteinen, die eine Schlisselrolle im
oxidativen Stoffwechsel zahlreicher endogener und exogener Substanzen spielt, und un-
terschiedlich reguliert sind (Ubersicht in [117]). Beim Menschen ist innerhalb dieser Fami-
lie die CYP3A-Enzymfamilie mit den Isoformen CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 und
CYP3A43 [118, 119] die klinisch bedeutsamste, denn ca. die Halfte aller gegenwartig ein-
gesetzten Medikamente werden durch das CYP3A4/5 verstoffwechselt [120]. Die Leber ist
das Organ mit dem héchsten CYP-Gehalt des Organismus. Dabei machen das CYP3A4
und das CYP3A5 zusammen ca. 30 % des gesamten CYP-Gehaltes aus [120]. Das
CYP3A4 ist auch im Dinndarm exprimiert und somit haufig flr eine prasystemische Bio-
transformation ("first pass") verantwortlich. Neben der zentralen Rolle des CYP3A4 bei
der Biotransformation aufgrund seiner groRen Substratspannweite, ist es auch am Stoff-
wechsel endogener Steroide wie z.B. Testosteron beteiligt (Ubersicht in [121]).

Die transkriptionelle Regulation der CYP ist sehr vielfaltig und erfolgt Gber verschie-
dene Kernrezeptoren (PXR, CAR, PPAR, LXR, FXR und AhR; Ubersicht in [1186]). Die
Kernrezeptoren sind eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die sich durch ihre DNA-
und Liganden-Bindungsdomanen unterscheiden. Das flr die Phase | bedeutsamste En-
zym, das CYP3A4, wird hauptsachlich Gber den PXR reguliert. Der PXR (NR112; auch
PAR [122] oder SXR [123] genannt) ist ein Mitglied der Kernrezeptoren-Subfamilie NR1I
[124], zu der auch der VDR (NR1I1) und der CAR (NR113) gehdren. Unter den aktivieren-
den Verbindungen befinden sich eine Vielzahl verschiedenster Substanzen (Ubersicht in

[125-127]). Obgleich eine Liganden-unabhangige nukledre Lokalisation des PXR in hu-
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manen Zellen bereits beschrieben wurde [128], wird im allgemeinen davon ausgegangen,
dass in Abwesenheit eines entsprechenden Liganden der PXR assoziiert mit anderen
Proteinen im Cytosol vorliegt [129]. Erst nach einer Aktivierung Uber einen Liganden
transloziert der PXR in den Zellkern und bindet dort als Heterodimer mit dem RXRa
(NR2B1) an seine DNA-Bindestelle (responsives Element, engl. response element), die
aus zwei Halbseiten des Bindungsmotivs 5-RGKTCA-3’ (R = A oder G, K = G oder T,
haufig AGGTCA [130, 131]) besteht (illustriert in Abb. 7). Es sind mehrere solcher respon-
siven Elemente fliir den PXR bekannt. Sie werden allgemein PXR-E genannt. Dazu zahlen
u.a. die DR3-Sequenz (engl. direct repeat), eine direkte Wiederholung des Bindungsmo-
tivs mit einem Zwischenraum von drei Nukleotiden, und die ER6-Sequenz (engl. everted
repeat), eine umgekehrte und entgegengesetzte Wiederholung des Bindungsmotivs mit
einer Unterbrechung von sechs Nukleotiden, die sich mehrfach im CYP3A4-Promotor be-
finden [126, 132]. Fur eine Aktivierung des CYP3A4-Promotors scheinen mehrere Erken-

nungselemente verantwortlich zu sein (Abb. 6, [133, 134]).

<
— -7,8/-7,6 kbp -170/-140 bp CYP3A4

ER6
1 TGAACTcaaaggAGGTCA -154
-« —_—

dNR1 dNR2

DR3 ER6
7733 TGAACTtgcTGACCC 7719 -7689 TGAAAT catgtcGGTTCA 7672
«— Te——= «— —

NG XREM -

Abb. 6: Wichtige regulatorische Elemente des CYP3A4-Promotors

Der PXR bindet im CYP3A4-Promotor an das ER6-Motiv im proximalen Promotor und an ein DR3-
und ein ER6-Motiv im distalen XREM (engl. xenobiotic responsive enhancer module [133]), wobei
das DR3-Motiv des XREM kein komplett korrektes Bindungsmotiv aufweist. Eine maximale Indukti-
on des CYP3A4-Gens durch den PXR bendtigt sowohl das proximale ER6-Motiv als auch das
distale XREM. Abbildung aus [134]; modifiziert.

In PXR knock-out-Mausen werden sowohl Phase I- als auch Phase II- und Phase llI-
Gene nicht mehr exprimiert [135]. Dies macht die zentrale Stellung des PXR in allen drei
Phasen des Fremdstoffmetabolismus deutlich (Ubersicht in [116, 136]). Daran zeigt sich,
dass allein durch den PXR und seine Agonisten die Bioverfligbarkeit von Fremdstoffen

(z.B. Medikamente) stark beeinflusst sein kénnte.
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1.3.2 Regulation von Phase lI-Enzymen

Promotor-Analysen von mehreren Phase lI-Enzymen wiesen auf die Existenz von
funktionellen Sequenzbereichen (sog. cis-acting Elemente), wie das ARE (engl. antioxi-
dant response element), das XRE (engl. xenobiotic response element) sowie Bindungs-
stellen fur AP-1 (engl. activator protein-1) und NF-kB (engl. nuclear factor-kappa B) hin.
Viele Veroéffentlichungen unterstiitzen die Annahme, dass dem ARE (haufig auch EpRE
genannt; engl. electrophile response element) in der Regulation der Phase II-Gene eine
Schlisselrolle zukommt. Beim ARE handelt es sich um eine regulatorische Sequenz, die
sowohl flir die basale als auch fir die induzierte Expression von Genen verantwortlich ist.
Die Konsensussequenz umfasst die Basenfolge 5-TGACnhnnGC-3’, wobei auch die an-
grenzenden Basen eine Rolle zu spielen scheinen (Ubersicht in [115, 116, 137-139]).

Die transkriptionelle Regulation der Phase II-Gene mit einem ARE erfolgt Giber den
Transkriptionsfaktor Nrf2 (engl. NF-E2-related factor 2) [140]. Nrf2 gehért zu den basi-
schen Leucinzipper-Transkriptionsfaktoren und wird im unstimulierten Zustand vom am
Cytoskelett verankerten cysteinreichen Keap1 (engl. kelch-like ECH-associated protein 1)
gebunden, welches als Zink-Metalloprotein identifiziert wurde [141]. Das Keap1 agiert als
negativer Regulator des Nrf2 und somit der Nrf2-vermittelten Genexpression. Dies wurde
in Keap1 knock-out-Mausen deutlich, bei denen eine konstitutive nukleare Akkumulation
von Nrf2 verbunden mit einer sehr hohen Expression von Nrf2-Zielgenen beobachtet wer-
den konnte [142]. Im unstimulierten Zustand fuhrt das Keap1 das Nrf2 der Ubiquitin-
abhangigen Degradation zu [143]. Nrf2 wird im Normalzustand relativ schnell durch das
Proteasom abgebaut und besitzt eine Halbwertszeit von nur 10 bis 30 Minuten [144]. Erst
durch eine Modifikation von SH-Gruppen am Keap1 durch verschiedenste Substanzen
[145] kommt es zur Konformationsanderung des Keap1 und zur Dissoziation des Nrf2.
Bisher galt die Modifikation des Keap1 als Voraussetzung fir die Freisetzung des Nrf2
aus einem Nrf2-Keap1-Aktin-Komplex und seiner dann mdglichen Translokation in den
Zellkern. Entgegen dieser Auffassung, dass Keap1 das Nrf2 im Cytosol zuriickhalt, postu-
lieren neueste Veroéffentlichungen, dass Nrf2 standig neu synthetisiert wird und Keap1
allein Uber die Ubiquitin-abhangige Degradation im unstimulierten Zustand bzw. die
Hemmung dieser Degradation nach Stimulierung die Aktivierung bzw. nukleare Transloka-
tion von Nrf2 reguliert und gemeinsam mit Nrf2 in den Zellkern transloziert [146-149]. Bei-
den Theorien ist jedoch gemein, dass die Aktivierung der Nrf2/ARE-vermittelten Ge-
nexpression durch eine Modifikation am Keap1 erfolgt, die durch eine Verschiebung des
Redoxstatus der Zelle in Richtung Oxidation begtinstigt wird. Neben der Modifikation des
Keap1 konnte auch gezeigt werden, dass verschiedene Proteinkinasen bei der Aktivie-
rung von Nrf2 eine Rolle spielen (Ubersicht in [116, 138, 139, 150]).

Nrf2 bildet im Zellkern Heterodimere mit anderen basischen Leucinzipper-Proteinen
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(z.B. Maf-Proteine), bindet an die ARE-Sequenz und induziert die Transkription seiner
Zielgene (vgl. Abb. 7). Die bislang identifizierten Nrf2-Zielgene sind in der Regel Phase II-
Enzyme und gehdren in die Gruppe der antioxidativen und/oder detoxifizierenden Enzyme
[151, 152]. Ein erst vor kurzem neu entdecktes Nrf2-Zielgen ist die gastrointestinale
Glutathionperoxidase (GI-GPx, GPX2) [153].

® z.B. Chemikalien, ROS, Medikamente,
@ @ Elektrophile, Antioxidanzien, Metallchelatoren

—— ——
- L
~

Phase Il
Enzyme

Phase |
Enzyme

Abb. 7: Vereinfachte Ubersicht der Regulation von Phase I- und Phase ll-Enzymen am Bei-
spiel des PXR- und Nrf2-Weges

ARE (antioxidant response element), PXR (pregnane X receptor), PXR-E (PXR response element),
RXR (retinoid X receptor), Keap1 (kelch-like ECH-associated protein 1), Nrf2 (NF-E2-related fac-
tor 2), ROS (reactive oxygen species), Maf (small Maf proteins), L (Ligand/Modulator), Hsp (Hitze-
schockprotein), P (Phosphorylierung)

1.4 Antioxidanzien - Kritische Betrachtung

Die bisherigen biochemischen und pathophysiologischen Erkenntnisse belegen zwar
die Notwendigkeit eines antioxidativen Schutzes, aber eine Pravention von Krankheiten
durch Antioxidanzien in Form von isolierten Einzelsubstanzen oder bestimmter Kombina-
tionen ist bisher nicht eindeutig bewiesen. So wird fur Vitamin E ein praventiver Effekt bei
Erkrankungen vermutet, die mit erhéhtem oxidativen Stress in Verbindung stehen. Inwie-
weit die in vitro vorhandenen antioxidativen Reaktionen in vivo ablaufen, wurde bisher

jedoch nicht befriedigend geklart. Im Focus der meisten klinischen Studien stand die Wir-
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kung von Vitamin E (hier a-Tocopherol) bei der Pravention und Behandlung der Athe-
rosklerose und den damit verbundenen kardiovaskuldren Erkrankungen. Die Ergebnisse
der Studien, die aufgrund von unterschiedlicher Dauer, a-Tocopherol-Dosis und Anamne-
se der Probanden nur schwer zu vergleichen sind, sind sehr widerspriichlich (Ubersicht in
[24, 154-157]). Nur in zwei Studien (CHAOS und SPACE) zeigte supplementiertes Vita-
min E positive Effekte auf primare kardiovaskulare Ereignisse. Die protektive Wirkung von
Vitamin E bleibt jedoch umstritten, denn mindestens sieben andere Studien (ATBC,
GISSI, PPP, SECURE, HOPE, HPS und VEAPS) zeigten keinen vergleichbaren Effekt
von Vitamin E. Aufgrund dieser Studienergebnisse kann keine begrindete Hoffnung auf
einen prophylaktischen Effekt von Vitamin E, das haufig als Nahrungserganzungsmittel
angeboten wird, auf kardiovaskulare Erkrankungen gemacht werden. Ahnlich ist die Situa-
tion der Polyphenole. In den letzten 10 Jahren erschienen mehrere Tausend Artikel Uber
antioxidative Wirkungen von Polyphenolen in vitro [158]. Bei einem Vergleich von epide-
miologischen Studien und verschiedenen Interventionsstudien mit den in vitro-Effekten
von Polyphenolen zeigte sich auch hier, vergleichbar zu der Vitamin E-Situation, dass die
in vivo-Effekte deutlich geringer waren als es die in vitro-Ergebnisse hoffen lieRen [106,
159]. Quercetin als ein Hauptvertreter der Flavonoide hatte z.B. in vivo nur einen geringen
Einfluss auf verschiedene Krebs-Marker oder auf antioxidative Biomarker. Somit bleiben
die haufig aufgeworfenen Fragen zum Vitamin E und anderen Nahrungsinhaltsstoffen,
denen antioxidative Eigenschaften nachgesagt werden, im Raum: Antioxidanz oder nicht?
Direkte oder indirekte antioxidative Effekte? [26, 84, 158, 160, 161]

Neben den in vitro gezeigten antioxidativen Eigenschaften einer Substanz darf man
mdgliche zusatzliche oder hauptsachliche Eigenschaften in einem vielschichtigen biologi-
schen System nicht au3er Acht lassen. Eines der bekanntesten Beispiele ist das Retinol,
das in vitro als Antioxidanz gilt, aber sich in vivo als Retinal mit Opsin zum fur das Seh-
vermogen essentiellen Rhodopsin verbindet. Somit wird deutlich, dass die in vivo-
Funktion einer antioxidativen Substanz eine ganz andere als die antioxidative Funktion
sein kann und in den meisten Fallen auch sein wird. Auch das Vitamin E hat antioxidative
Wirkungen, doch seine Essentialitat fur den tierischen und menschlichen Organismus
kann darin nicht begriindet sein!? In vielen Fallen verlieren antioxidative Substanzen wah-
rend oder nach ihrer Absorption durch Methylierung oder Glukuronidierung bzw. Metaboli-
sierung ihre antioxidativen Eigenschaften und kbnnen nunmehr andere Eigenschaften und
Funktionen besitzen. Auch toxische Wirkungen bei hochdosierter Langzeitsubstitution mit
antioxidativen Substanzen sind mdéglich.

Die Ansicht von Azzi und Kollegen [160], dass es Zeit ist, die Periode der Forschung
mit Oxidanzien und Antioxidanzien kritisch zu reflektieren und mehr tber die wahren mo-

lekularen Funktionen dieser Substanzen herauszufinden, kann nur bekraftigt werden.
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1.5 Ziele der Arbeit

Von vielen Mikronahrstoffen und anderen Nahrungsinhaltsstoffen ist die physiologi-
sche Funktion nicht vollig bekannt. Auch Mangelsymptome geben keinen vdlligen Auf-
schluss uber ihre Funktionen. Oft werden in vitro gemachte Beobachtungen Uberinterpre-
tiert und den Nahrungsinhaltsstoffen insbesondere antioxidative Funktionen zugeschrie-
ben, die sie in vivo nicht haben. Haufig kommt es daher bei Ubersupplementierungen zu
Uberraschenden Wirkungen. Deshalb missen die Funktionen von Mikronahrstoffen und
anderen Nahrungsinhaltsstoffen genauer untersucht und identifiziert werden.

Verschiedene Mikronahrstoffe besitzen regulatorische Wirkungen. So wirkt Vitamin E
z.B. Uber genregulatorische Effekte entziindungshemmend, cholesterinsenkend und tu-
morprotektiv. Diese Eigenschaften lassen sich nicht allein durch das antioxidative Potenti-
al von Vitamin E erklaren. Deshalb sollten bei der haufig propagierten Supplementierung
von Nahrungserganzungsmitteln immer ihre individuelle Wirkungsweise und mdgliche to-
xische Eigenwirkungen bedacht und bekannt sein. Von grof3er Wichtigkeit fur die biologi-
sche Wirkung eines Elementes in Organismen sind seine Aufnahme, Metabolisierung,

Toxizitat, Einlagerung und Ausscheidung.

» Ein Ziel dieser Arbeit war somit, aufbauend auf vorhandenen Forschungsergebnis-
sen, die Aufnahme, den Metabolismus und die Toxizitdt der verschiedenen Vitamin E-
Formen in vitro weiter aufzuklaren.

» Weiteres Ziel war die Aufklarung des Einflusses von Vitamin E-Formen auf die Ex-
pression des humanen Phase I-Enzyms CYP3A4 in vitro und die Bestatigung der in vitro

gefundenen Effekte im Tierexperiment.

Neben Vitamin E zeigen auch viele sekundare Pflanzeninhaltsstoffe in Zellsystemen
sowie in vivo eine Reihe biologischer Wirkungen, deren Erklarung jedoch haufig auf die
antioxidative Wirkung vieler sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe reduziert wird. In den letzten
Jahren ist jedoch vor allem der Einfluss von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen auf die
Tumorentwicklung in den Focus der Forschung geruckt. Die Beeinflussung von Phase I-
und Phase IlI-Enzymen der Biotransformation spielt bei der Pravention gegen Mutagene

und Karzinogene eine zentrale Rolle.

» Deshalb sollte der Einfluss von verschiedenen Pflanzenextrakten und sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen in Form von Reinsubstanzen, die bisher hauptsachlich als Antioxi-
danzien klassifiziert wurden, auf die transkriptionelle Regulation von Phase |- und Pha-

se lI-Enzymen in vitro untersucht werden.
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2 Materialien

21 Chemikalien und Enzyme

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle laboriblichen Chemikalien von Sigma
(Taufkirchen), Merck (Darmstadt), Roth oder Gibco (beide Karlsruhe) bezogen. Enzyme

wurden von Promega (Mannheim), NEB (Frankfurt) oder Sigma (Taufkirchen) bezogen.

2.2 Zellkulturmaterialien, Antibiotika und Antikorper

Kulturmedium RPMI 1640 Gibco, Karlsruhe

Kulturmedium DMEM Gibco, Karlsruhe
L-Alanyl-L-Glutamin (Glutamax) Gibco, Karlsruhe
MEM-nichtessentielle-Aminosauren Gibco, Karlsruhe
Trypsin/EDTA-L6sung Sigma, Taufkirchen

FCS Biochrom Seromed, Berlin
Ampicillin Roth, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin Gibco, Karlsruhe

Geneticin G418 Sigma, Taufkirchen
PXR-Antikorper (A-20) Santa Cruz Biotechnologie, USA
Nrf2-Antikorper (C-20) Santa Cruz Biotechnologie, USA

IgG-POD (AP307P, Sekundar-Antikoérper) Chemicon, Hofheim

2.3 Puffer und Lésungen

Die Zusammensetzung haufig benutzter Puffer und Losungen ist hier zusammenge-
fasst. Puffer und Lésungen, die nur einmal verwendet wurden, sind im jeweiligen Metho-
denteil beschrieben.

e PBS: 140 mM NaCl; 10 mM Na,HPOy; 3 mM KH,PO4; pH 7,4

e 10x-TBE: 0,89 M Tris-HCI; 0,89 M Borsaure; 4 % 0,5 M EDTA (pH 8,0)

2.4 Plasmide

Zur in vitro Translation (siehe 3.4.6) und zur Analyse genregulatorischer Eigenschaf-
ten von verschiedenen Substanzen, Pflanzenextrakten oder Proteinen (siehe 3.4.9) wur-

den entsprechende Reportergen- und Expressionsplasmide eingesetzt.
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2.41 Reportergen- und Expressionsplasmide

Tab. 1: Verwendete Reportergen- und Expressionsplasmide

Plasmid Beschreibung/Verwendung Referenz
Reportergenplasmide
pGL3-basic kommerzieller ,leerer® Luciferase-Vektor ohne www.promega.com

pGL3-CYP3A4-3

pGL3-CYP3A4-6

pGL3-CYP3A4-9

pGL3-Gl-prom-|

pGL3-Gl-prom-VI

pGL3-Gl-prom-I-mut

pGL3-promoter

pGL3-HO-ARE

pGL3-GI-ARE

pGL3-(DR3),

pBLCAT2-(DR3),

Promotor zur Klonierung von Promotorfragmenten
und als Kontrolle

pGL3-basic mit 3.557 bp des CYP3A4-Promotors
fur Promotorstudien

pGL3-basic mit 6.954 bp des CYP3A4-Promotors
fur Promotorstudien

pGL3-basic mit 9.388 bp des CYP3A4-Promotors
fur Promotorstudien

pGL3-basic mit 2.111 bp des GI-GPx-Promotors
fir Promotorstudien

pGL3-basic mit 172 bp des GI-GPx-Promotors fiir
Promotorstudien

pGL3-Gl-prom-I mit Punktmutation im Bereich des
GI-GPx-ARE

kommerzieller ,leerer” Luciferase-Vektor mit SV40
Minimalpromotor zur Klonierung von Promotor-
fragmenten und als Kontrolle

pGL3-promoter mit dem Hamoxygenase-ARE flr
Studien zum Transkriptionsfaktor Nrf2

pGL3-promoter mit GI-GPx-ARE fir Studien zum
Transkriptionsfaktor Nrf2

pGL3-promoter mit zwei DR3-Elementen fur Stu-
dien zum Transkriptionsfaktor PXR

pBLCAT2 mit zwei DR3-Elementen aus dem
CYP3A1-Promotor der Ratte zur Umklonierung
der DR3-Elemente in den pGL3-promoter

Expressionsplasmide

pSV-p-Gal

pSG5

pSG5-hPXR
pCMX-hRXRa.

kommerzieller Vektor zur Expression von B-Galak-
tosidase zur Transfektionskontrolle und -normie-
rung

kommerzieller ,leerer® Vektor zur Klonierung von
zu exprimierenden Genen und als Kontrolle

Expression des humanen PXR

Expression des humanen RXRa

[162]

[162]

[162]

[153]

[153]

[153]

www.promega.com

[153]

[153]

diese Arbeit

[163]

www.promega.com

www.stratagene.com

[163]
[164]

Die Plasmide pGL3-CYP3A4-3, pGL3-CYP3A4-6 und pGL3-CYP3A4-9 wurden

freundlicherweise von Dr. Ramiro Jover (Universitat Valencia, Spanien) und die Plasmide

pGL3-Gl-prom-I und pGL3-prom-VI von Dr. Zewen Zhou (Deutsches Institut fur Ernah-
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rungsforschung, Potsdam-Rehbriicke) zur Verfigung gestellt. Die Plasmide pBLCAT2-
(DR3), und pSG5-hPXR wurden von Dr. Steven A. Kliewer (Glaxo Wellcome, Research
Triangle Park, North Carolina, USA) bereitgestellt. Das Plasmid pCMX-hRXRa wurde von
Dr. Ralph Ruhl (Institut fur Ernahrungswissenschaft, Universitat Potsdam) zur Verfligung
gestellt. Die Plasmide pGL3-Gl-prom-I-mut, pGL3-HO-ARE, pGL3-GI-ARE und pGL3-
(DR3), sind mit Unterstiitzung von und in Zusammenarbeit mit Dr. Antje Banning selbst

generiert worden (siehe 3.4.8).

2.4.2 Allgemeine Plasmide

Tab. 2: Plasmide zur Klonierung von Oligonukleotiden

Plasmid Beschreibung/Verwendung Referenz
pBluescript || KS+ kommerzieller Vektor www.stratagene.com
pCR®II-Topo® kommerzieller Vektor zur TA-Klonierung www.invitrogen.com

2.5 Oligonukleotide

Tab. 3: Oligonukleotide

Gen Sequenz 5> 3’ Temperatur Produkt-
Spezies + 5’-Oligonukleotid Zyklenzahl groRe
Genbank-Nr. » 3’-Oligonukleotid MgCl,

CYP3A4 * GGGAAGCAGAGACAGGCAAG 60°C 608 bp
Mensch, * GAGCGTTTCATTCACCACCA 32

M14096 2 mM

CYP3A5 * GAAGAAAAGTCGCCTCAAC 60°C 679 bp
Mensch * AAGAAGTCCTTGCGTGTCTA 28

J04813 4 mM

P-Actin * CAAGAGATGGCCACGGCTGCT 60°C 275 bp
Mensch * TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA 23

X00351 2 mM

Cyp3ai1 * TTTGGTAAAGTACTTGAGGCAGA 64°C 134 bp
Maus * CTGGGTTGTTGAGGGAATC 40

NM_007818 2 mM

a-TTP * ATGGCTACCTACTGGAAAGAAATA 62°C 132 bp
Maus * AGATGAACTGTCCTGAGATGAGAT 40

XM_131274 2 mM

HPRT * GCAGTCCCAGCGTCGTG 68°C 168 bp
Maus * GGCCTCCCATCTCCTTCAT 40

NM_013556 1 mM

Die Synthese der verwendeten Oligonukleotide wurde bei den Firmen BioTeZ Berlin-
Buch GmbH (Berlin) oder MWG-Biotech AG (Ebersberg) in Auftrag gegeben. Zur Optimie-
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rung der PCR-Bedingungen wurden fir jedes Oligonukleotidpaar die optimale Hybridisie-
rungstemperatur, Zyklenzahl und Magnesiumkonzentration experimentell bestimmt. Dies
ist besonders bei der real-time PCR wichtig, da sich das fir den Nachweis doppelstrangi-
ger DNA verwendete Agens SYBR®Green | auch in Oligonukleotiddimere einlagern kann
und somit das Fluoreszenzsignal des PCR-Produkts verfalscht. Die Sequenzen der Oli-

gonukleotide und die jeweiligen PCR-Bedingungen sind in Tab. 3 aufgefihrt.

2.6 Pflanzenextrakte und Substanzen

Die in der dieser Arbeit verwendeten Pflanzenextrakte und ein Teil der eingesetzten
Substanzen wurden freundlicherweise von Prof. Rune Blomhoff (Department of Nutrition,
Institute of Basic Medical Sciences, University of Oslo) zur Verfligung gestellt. Das ver-

wendete y-Tocotrienol war ein Geschenk von Dr. Peter Hoppe (BASF AG, Ludwigshafen).

Tab. 4: Verwendete Pflanzenextrakte

Pflanzenextrakte' 1

Name (deutsch) Name (englisch) Stammlésung Lésungsmittel
Blaubeere Blueberry 2 g/ml H,O

Gewurznelke Clove 2 g/ml 50 % DMSO
Himbeere Raspberry 2 g/mi H,O

Nelkenpeffer, Piment Allspice 2 g/mi 20 % DMSO
Thymian Thyme 2 g/ml 20 % DMSO
Walnuss Walnut 2 g/mi 10 % DMSO

! Extraktion/Konzentrationsangabe vgl. [111]

Tab. 5: Verwendete nicht kommerziell erworbene Substanzen

Substanzen

Name Bemerkung Stammldsung Losungsmittel

Curcumin Polyphenol (Farbstoff aus der 100 mM 100 % DMSO
Gelbwurz)

EGCG Polyphenol (Flavonoid aus gru- 100 mM 100 % DMSO
nen Teeblattern)

Medox Polyphenol (Anthocyanidin aus 100 mg/ml 100 % DMSO
der Blaubeere)

Quercetin Polyphenol (Flavonol) 100 mM 100 % DMSO

Resveratrol Polyphenol (Stilben) 100 mM 100 % DMSO

y-Tocotrienol Vitamin E-Form 97,8 % Reinheit 80 % Ethanol
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3 Methoden

3.1 Die Zellkultur als in vitro Testsystem

Als in vitro System wurden die aus einem humanen Leberkarzinom isolierte Hepa-
toblastom-Zelllinie HepG2 (ATCC; HB8065) und die aus einem humanen Adenocolonkar-
zinom isolierte Zelllinie Caco-2 (DSMZ; ACC 169) benutzt [165, 166]. Bei beiden Zelllinien
handelt es sich um haufig in der Forschung verwendete adharente Zellen. Neben den
HepG2-Wildtypzellen wurden auch HepG2-Zellen verwendet, die das a-Tocopherol-
Transfer-Protein (iberexprimieren (HepG2°''"-Zellen). Diese wurde von Frau Dr. Kirstin
Wingler (Deutsches Institut fur Erndhrungsforschung, Potsdam-Rehbrticke) hergestellt.

Die gesamte Arbeit mit den Zellkulturen wurde unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

3.1.1 Kultivierung der Zellen

HepG2- und Caco-2-Zellen wurden in ihren jeweiligen Kulturmedien als Monolayer-
Kulturen in einem Brutschrank bei 37°C in einer wasserdampfgesattigten Luftatmosphare,
angereichert mit 5 % CO,, kultiviert. Die Kultivierung erfolgte je nach Zielsetzung in unter-
schiedlichen Kulturgefalen aus Polystyren (siehe Tab. 6). Die HepG2-Zelllinie wurde in
RPMI 1640 mit 10 % FCS, 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin und einem pH-Wert von 7,1 kultiviert. Die HepG2°'™-Zellen erhielten zur
Selektion zusatzlich 400 pg/ml Geneticin G418. Die Caco-2-Zelllinie wurde in DMEM-high-
glucose mit ebenfalls 10 % FCS, 1 % MEM nichtessentielle Aminosauren, 100 U/ml Peni-

cillin und 100 pg/ml Streptomycin und einem pH-Wert von 7,1 kultiviert.

Tab. 6: Verwendete ZellkulturgefiRe

KulturgefaR Bodenflache Mediumzugabe Verwendung

6-Loch Platte 9,40 cm? 4-8ml RNA- und Proteingewinnung
Gehalt/Metabolismus von Vitamin E

24-Loch Platte 1,88 cm? 1ml Transfektionen

96-Loch Platte 0,32 cm? 0,2 ml MTT-Test

T-75 Flasche 75 cm? 20 mi Zellerhaltung

T-175 Flasche 175 cm? 50 ml Zellerhaltung

Gewinnung von Kernprotein
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3.1.2 Subkultivierung der Zellen

Kurz vor dem Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen subkultiviert. Dies erfolgte
in einem Wechsel von 3 bis 4 Tagen. Zur Subkultivierung wurden die Zellen mit PBS ge-
spult und anschlieBend durch die Einwirkung einer 37°C warmen Trypsin/EDTA-L&sung
(0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA in PBS, pH 7,4) flr ca. 5 min im Brutschrank vom Fla-
schenboden abgelést (Trypsinieren). Die Trypsin-Reaktion wurde durch die Zugabe von
serumhaltigen Medium gestoppt. Nach einem Zentrifugationsschritt (8 min bei 250 x g)
wurde das Zellpellet resuspendiert, um einen Faktor von 5 verdiinnt und in frischem Me-

dium ausgesat. Die Zellen befanden sich fiir ca. 30 — 35 Passagen in Kultur.

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellen wurden mit einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Vor der Zahlung wurden
20 pl Zellsuspension mit 20 pl Trypanblaulésung gemischt, so dass lebende nicht ange-

farbte Zellen von toten angefarbten Zellen unterschieden werden konnten.

3.1.4 Auftauen der Zellen

Um die in flissigem Stickstoff kryokonservierten Zellen (Kulturmedium mit 20 % FCS
und 10 % DMSOQO) wieder in Kultur zu nehmen, wurden diese im Wasserbad kurz angetaut
und in 50 ml des entsprechenden Kulturmediums Uberfuhrt. Zur Entfernung von toten Zel-
len und DMSO wurden die Zellen anschlieRend kurz bei 250 x g bei RT abzentrifugiert, in

frischem Kulturmedium resuspendiert und erneut ausgesat.

3.2 Das Tierexperiment als in vivo Testsystem

3.21 Tiermodell und Haltungsbedingungen

Das Tierexperiment ermoglicht es, die in vivo Situation zu untersuchen. Es wurde
sich flir das Maus-Modell entschieden, da dieses gut charakterisiert ist und eine kurze
Generationszeit sowie unkomplizierte Haltungsbedingungen die Versuchsdurchfiihrung
erleichtern. Mannliche Mause vom Stamm C57BL6 wurden unter Standardbedingungen
(Temperatur 22°C, relative Luftfeuchte 50 — 60 %, 12 h Tag-Nacht-Rhythmus) gehalten.
Bei Versuchsbeginn waren die Mause einen Monat alt. Die Haltung der Tiere erfolgte ent-
sprechend den Festlegungen der Tierversuchsgenehmigungsbehdrde und den gesetzli-
chen Bestimmungen der Federation of European Laboratory Animal Science Association

(FELASA). Futter und Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfigung.
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3.2.2 Versuchsaufbau und -ablauf

Um den Einfluss von Vitamin E auf die Genexpression in vivo zu untersuchen, wur-
den die Tiere in drei Futterungsgruppen mit unterschiedlichem a-Tocopherol-Gehalt auf-
geteilt. Fur diesen Zweck wurden dem Grundfutter verschiedene Mengen an RRR-a-To-
copherylacetat (Sigma, Deisenhofen) beigemischt. Das RRR-a-Tocopherylacetat wird
nach der Aufnahme Uber den Dinndarm im Koérper zu RRR-a-Tocopherol hydrolysiert
[33]. Die Acetat-Form des a-Tocopherols wurde deshalb gewahlt, da diese gegeniber
einem oxidativen Abbau unempfindlicher ist. Nach dem Erreichen der verschiedenen
a-Tocopherol-Stadien wurde am Ende der Fltterungsperiode jeweils der Halfte der Tiere
aus einer Gruppe y-Tocotrienol verabreicht (siehe Abb. 8). Es wurde erwartet, einen mog-
lichen Effekt von y-Tocotrienol auf der Basis einer unterschiedlichen a-Tocopherol-

Versorgung feststellen zu kénnen.

Gruppenbezeichnung
£ 250 ug/d y-T3, n=3
| ”/_{;p 2 mg/kg o-Toc-ac, n=3 pg—y Mangelgruppe 2 und 2+
£ _ 250 ug/d y-T3, n=6
| ”/—{;p 20 mg/kg a-Toc-ac, n=6 ug—y Normalgruppe 20 und 20+
£ i _ 250 pg/d y-T3, n=6
| I{//@;’ 200 mg/kg a-Toc-ac, n=6 E————— (Jberflussgruppe 200 und 200+
200 mg/kg a-Toc-ac, n=4 200 LZ
A A
3 Monate 7 Tage 6 Monate

A

A

Abb. 8: schematische Darstellung des Tierversuches
Die Gruppenbezeichnung ist an den Tocopherolgehalten der Didten angepasst. Das ,+“ steht fir
die zuséatzliche Schlindelung mit y-Tocotrienol.

Das Grundfutter wurde fir eine Vitamin E-Mangeldiat mit 2 mg/kg RRR-a-Tocophe-
rylacetat (6 Tiere), fur eine Vitamin E-Normaldiat mit 20 mg/kg RRR-a-Tocopherylacetat
(12 Tiere) und firr eine Vitamin E-Uberflussdiat mit 200 mg/kg RRR-a-Tocopherylacetat
(16 Tiere) angereichert. Die Diaten wurden 3 Monate geflttert. Vier Tiere der Vitamin E-
Uberflussdiat wurden 9 Monate gefiittert, um Langzeiteffekte zu untersuchen. Drei Tiere
der Vitamin E-Mangelgruppe, 6 Tiere der Vitamin E-Normalgruppe und 6 Tiere der Vita-
min E-Uberflussgruppe erhielten an den letzten 7 Tagen des Versuches taglich 250 pg in
Olivendl gelbstes y-Tocotrienol geschliindelt. Um Schliindeleffekte auszuschlieRen, wur-

den die restlichen Tiere der jeweiligen Gruppen nur mit Olivendl geschliindelt. Die 4 Tiere,
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denen die Uberflussdiat fiir 9 Monate verabreicht wurde, erhielten kein y-Tocotrienol (Abb.
8). Einen Tag vor Ablauf des Versuches wurden jeweils 3 Tiere jeder Gruppe in einen
Stoffwechselkafig gesetzt und der Urin von 24 h gesammelt.

Fir die Entnahme der Gewebe wurden die Tiere nach vorheriger Betaubung mit Flu-
rene® (Abbot, Wiesbaden) durch Dekapitation getdtet. Neben der Leber wurden weitere
Organe (Grof3hirn, Kleinhirn, Dinndarm, Dickdarm, Haut, Muskulatur, Herz, Lunge, Nie-
ren und Hoden) entnommen und zusatzlich Blut und Kot aufgefangen. Alle Organe und
der Kot wurden sofort nach Entnahme in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Aus dem Blut wurde sofort durch Abzentrifuga-

tion (3.000 x g, 4 min, 4°C) der festen Blutbestandteile Plasma gewonnen.

o Grundfutter (sniff - Spezialdidten GmbH, Soest): 240 g/kg Casein; 500 g/kg Star-
ke; 110 g/kg Glukose; 30 g/kg Kokusnussol; 50 g/kg Zellulose; 60 g/kg Minera-

lien- und Spurenelementemix; 60 g/kg Vitaminmix (ohne Vitamin E)

3.3 Vitamin E-Analytik

Fir die Messung der Tocopherole und Tocotrienole sowie ihrer Metabolite wurde die

High Performance/Pressure Liquid Chromatography (HPLC) angewandt.

3.3.1 Probengewinnung

Ca. 1,8 x 10° HepG2-Zellen bzw. Caco-2-Zellen wurden in 6-Loch-Platten ausgesét.
Nach 72 h und dem Erreichen einer 80 %igen Konfluenz der Zellen erfolgte ein Medium-
wechsel. Dem neuen Kulturmedium (8 ml) wurden die zu untersuchenden Tocopherole
und Tocotrienole mit einer Endkonzentration von jeweils 50 uM zugesetzt. Nach der ge-
wahlten Inkubationszeit wurde das Medium vorsichtig abgenommen und in Falcon-
Roéhrchen Uberfihrt. Die Zellen wurden 3x mit PBS gewaschen, mit einem Zellschaber
vom Plattenboden geldst und mit insgesamt 1,5 ml PBS in Falcon-Rdhrchen tberflhrt.

Erfolgte keine sofortige Aufarbeitung, wurden Medium bzw. Zellen zur Verhinderung
einer mdglichen Oxidation der Vitamin E-Formen und ihrer Metabolite mit Stickstoff be-

gast und bei —20°C gelagert.

3.3.2 Messung des Vitamin E-Gehalts in Zellen

Die Zellen wurden durch Ultraschallbehandlung aufgebrochen (20 St6Re, Amplitude
60 %; Zyklus 0,5 s; Dr. Hielscher UP 50 H). Fir die Proteinbestimmung (siehe 3.4.2) wur-
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den die Zelltrimmer kurz mit 21.000 x g bei 4°C abzentrifugiert und ein Aliquot von 50 pl
des Uberstandes abgenommen. Zu den aufgebrochenen Zellen (1,45 ml) wurden 5 ml
Hexan, 1 ml Methanol sowie der interne Standard 8-Tocopherol (4,3 nmol) gegeben und
fur 1 min gut durchmischt. Die organische Phase wurde in ein neues Falcon-Rdhrchen
Uberfiihrt. Die Extraktion wurde durch erneute Zugabe von 5 ml Hexan insgesamt dreimal
durchgefiihrt, bevor die gesammelte organische Phase im Vakuumkonzentrator (RC
10.22, Jouan, Frankreich) eingeengt wurde.

Der aus der organischen Phase bis zur Trockne eingeengte Rest wurde in 200 pl
Ethanol gelost und in ein HPLC-Probengefaly Gberfiihrt. Bis zur Messung der Proben wur-
den diese bei —20°C aufbewahrt. Die Elution der untersuchten Vitamin E-Formen erfolgte
isokratisch mit einem Methanol-Wasser-Gemisch (98:2) und die Detektion bei einer Wel-
lenldange von 293 nm mittels eines UV-Detektors. Der Ldsungsmittelfluss betrug
0,5 ml/min. Der Vitamin E-Gehalt konnte Uber die Flache und die Konzentration des inter-

nen Standards &-Tocopherol berechnet werden.

Verwendete HPLC-Anlage:

o L-6200A Pumpe; L-7400 UV-Detektor; AS-2000A Autosampler; ERC-3215 Ent-
gaser (alles Merck-Hitachi, Deutschland); 250 x 3 mm 6 um Partikel-Grofie RP-18
Saule (SEPSERYV, Deutschland)

e Software: Merck-Hitachi Model D-7000, Chromatography Data Software, Vers. 4

3.3.3 Messung der Vitamin E-Metabolite im Medium

Zum Medium (8 ml) wurden 1,6 ml einer 0,1 M Natriumacetatldsung (pH 4,5) sowie
der interne Standard a-Carboxypropylhydroxychroman (a-CPHC; 0,6 nmol) zugegeben.
Beim a-CPHC handelt es sich um einen synthetischen Standard, dessen Seitenkette im
Vergleich zum naturlichen Metaboliten a-CEHC um 1 C-Atom verlangert ist. Die Extrakti-
on der Metabolite aus dem Medium erfolgte mit 2 x 15 ml und 1 x 10 ml tert. Butylmethyl-
ether. Es wurde jeweils die organische Phase abgenommen, in einem Falcon-Réhrchen
gesammelt und anschlielRend mittels Vakuumkonzentrator (RC 10.22, Jouan, Frankreich)
bis zur Trockne eingeengt. Der Rickstand wurde durch Ultraschallbehandlung und zu-
satzliches Vortexen in 200 ul HPLC-Puffer gel6st, in ein HPLC-Probengefal} tberfihrt und
bis zur Messung bei —20°C eingefroren.

Die Detektion der Metabolite erfolgte elektrochemisch, da durch diese Methode auch
sehr geringe Mengen noch sicher bestimmt werden kdnnen. Bei der elektrochemischen
Detektion werden die zu bestimmenden Substanzen einer chemischen Reaktion an einer

Elektrode im ECD unterworfen. Dabei werden den Metaboliten zwei Elektronen entzogen
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(illustriert in [167]). Verwendet wurde ein coulometrischer Detektor, bei dem der Analyt
wahrend der elektrochemischen Detektion vollstandig umgesetzt wird. Der bei der Oxida-
tion entstehende Stromfluss ist daher zur Menge des Metaboliten direkt proportional und
kann als MessgroRe herangezogen werden. Die angelegte Spannung wurde konstant
gehalten und die Spannung gemessen, die noétig ist, um die bei der elektrochemischen
Reaktion entstandene Stromanderung auszugleichen.

Fir die Auftrennung der Metabolite wurde als Laufmittel ein HPLC-Puffer mit einem
hohen Acetonitril-Anteil verwendet. Dieser beschleunigt die Eluierung der hydrophoberen
Metabolite. Um auch die unpolaren Metabolite (die Polaritat nimmt vom CEHC bis zum
Tocopherol bzw. Tocotrienol immer mehr ab) von der Saule zu spllen, wurde ein binarer

Stufengradient gefahren. Dazu wurde Acetonitril als zweites Laufmittel eingesetzt.

e HPLC-Puffer: 540 ml H,O; 186 mg EDTA-Dinatriumsalz; 430 ml Acetonitril; 25 ml
20 % Tetraethylammoniumhydroxid (TEAH); pH 5,5

e binérer Stufengradient; HPLC-Puffer (A), Acetonitril (B): 0 — 34 min: 100 % A, 0 %
B; 35— 52 min: 100 — 55 % A, 0 - 45 % B; 53 — 55 min: 55 -4 % A, 55 - 96 % B;
56 — 65 min: 4 % A, 96 % B; 66 — 68 min: 4 — 100 % A, 96 - 0 % B; 69 — 78 min:
100 % A, 0% B

Verwendete HPLC-Anlage:

e 580 Pump; ED 50 Electrochemical Detector; ASI-100 Automatic Sample Injector,
UVD 170 U Column Oven (alles Dionex, Deutschland); 250 x 4 mm RP-18 Saule
(Merck, Deutschland)

e Software: Chromeleon Version 6.60

3.3.4 Bestimmung von Response-Faktoren

Fir die Quantifizierung der Vitamin E-Formen und ihrer Metabolite wurde vor den
Messungen ein entsprechender Response-Faktor ermittelt und bei der Berechnung der
Konzentration einbezogen. Der Response-Faktor beriicksichtigt die unterschiedliche Emp-
findlichkeit des Detektors flr Analyt (Substanz) und den verwendeten internen Standard.
Er gibt somit Aufschluss darlber, in wie weit die Gber die HPLC-Chromatogramme ermit-
telten Flachen verschiedener Substanzen miteinander vergleichbar sind. Er ist nicht nur
von den Substanzen, sondern auch vom Detektionsverfahren, den verwendeten Laufmit-
teln und Gradienten abhangig. Die jeweiligen Responsefaktoren wurden mit Stammi&sun-
gen der Vitamin E-Formen bzw. der synthetischen Metabolite bestimmt. Dazu wurden ver-

schiedene Konzentrationen der Tocopherole und Tocotrienole (jeweils a- und y-Form)
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sowie der Metabolite (o- und y-CEHC, a-CMBHC) mit einer konstanten Konzentration ei-
nes internen Standards (bei den Vitamin E-Formen 3-Tocopherol bzw. bei den Metaboli-
ten a-CPHC) gemischt. Der Responsefaktor errechnete sich aus den gemittelten Quotien-
ten der eingesetzten Soll-Konzentrationen und der chromatografisch bestimmten Ist-
Konzentration, bezogen auf den jeweiligen internen Standard.

Fir alle untersuchten Vitamin E-Formen und Metabolite (ausgenommen das
y-CMBHC, da hier kein synthetischer Standard vorlag) konnte so vor den jeweiligen Mes-
sungen der zu berlcksichtigende Responsefaktor ermittelt werden. Ausgehend von der
Beobachtung, dass die Responsefaktoren von o- und y-CEHC zueinander immer sehr
ahnlich waren und der Annahme, dass dies auch bei den CMBHC-Metaboliten zutrifft,
wurde fir das y-CMBHC der entsprechende Responsefaktor des a-CMBHC zur Berech-

nung der Konzentration verwendet [57].

3.4 Molekularbiologische und biochemische Methoden

3.41 MTT-Test

Soweit keine Erkenntnisse Uber zytotoxische Eigenschaften der verwendeten Sub-
stanzen und Extrakte vorlagen, wurden mindestens die verwendeten maximalen Konzen-
trationen auf zytotoxische Effekte mit Hilfe des MTT-Tests untersucht. Der MTT-Test ist
ein Test, der vitale Zellen durch ihre Stoffwechselaktivitat nachweist. Das wasserlosliche
gelbe Tetrazoliumsalz MTT wird von mitochondrialen Dehydrogenasen vitaler Zellen in
einer NADH-abhangigen Reaktion irreversibel zum wasserunldslichen blauen Formazan
reduziert. Da nur vitale Zellen Reduktionsaquivalente in Form von NADH zur Verfliigung
stellen kénnen, sind die Farbintensitat des gebildeten Formazan und die Vitalitat der Zel-
len einander direkt proportional [168].

Fir die Durchfiihrung des Tests wurden 3,7 x 10* Zellen in 96-Loch-Platten mit den
zu untersuchenden Konzentrationen der Substanzen und Extrakte im jeweiligen Kultur-
medium im Brutschrank angezogen. Vor dem Messzeitpunkt wurden die Zellen mit
0,5 mg/ml MTT (in PBS) far 40 min im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde das
Medium abgeschlagen und jeder Zellansatz mit 100 pl Lysepuffer (95 % Isopropanol, 5 %
Methansaure) fur 10 min unter intensivem Schutteln lysiert. Die photometrische Auswer-
tung erfolgte durch Messung der Extinktion bei einer Wellenlange von 550 nm im Elisa-
Reader MR5000 (Dynatech, Denkendorf). Eine Vitalitdtsabnahme bis auf maximal 80 %

des Ausgangswertes wurde als nicht toxisch gewertet.
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3.4.2 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode von Bradford [169] an-
gewendet. Diese beruht auf einer Verschiebung des Extinktionsmaximums des Farbstoffs
Coomassie Brilliant Blau G 250 von 465 nm nach 595 nm, wenn der Farbstoff mit Protei-
nen Komplexe bildet. Nach einer entsprechenden Verdinnung wurden 10 pl der zu tes-
tenden Proteinlésung mit je 200 ul Bradford-Farbeldsung (BioRad, Miinchen) versetzt und
15 min bei RT inkubiert. Zur Quantifizierung wurden sieben Standards von BSA-
Stammldsungen (20 - 300 ug/ml) erstellt und gleich behandelt. Die BSA-Stammidsungen
waren flir die Messung von Kernproteinen in 1 N NaOH und fiir die Messung der Proteine
von Cytosolen bzw. Gesamtlysaten in H,O geldst. Die Messung der Extinktion erfolgte bei

einer Wellenlange von 630 nm im Elisa-Reader MR5000 (Dynatech, Denkendorf).

3.4.3 RNA-Isolierung

3.4.3.1 RNA-Extraktion aus Zellen
Die RNA-Extraktion aus den Zellen erfolgte mit dem Invisorb Spin Cell RNA Mini Kit

(Invitek GmbH, Berlin). Dieser Kit ist fur die Isolation geringer RNA-Mengen aus mensch-
lichen und tierischen Zellen optimiert. Zur Vorbereitung der RNA-Extraktion wurden die
Zellen nach Beendigung des Versuches 2x mit PBS gewaschen und durch Trypsinieren
(siehe 3.1.2) steril geerntet. Das nach der Zentrifugation erhaltene Zellpellet wurde 2x mit
eiskaltem PBS gewaschen und bei -80°C eingefroren, sofern die RNA-Extraktion nicht
sofort erfolgte. Die Praparation der RNA aus dem Zellpellet erfolgte entsprechend der An-
leitung des Kits. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

3.4.3.2 RNA-Extraktion aus Mause-Gewebe

Die RNA von ca. 20 - 50 mg des bei -80°C gelagerten Gewebes wurde mit dem
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) entsprechend der Anleitung des Herstellers isoliert. Zur
Entfernung von mdglichen DNA-Verunreinigungen wurde zusatzlich fir 15 min ein DNA-
Verdau mit RNase freier DNase (Qiagen, Hilden) durchgefihrt. Die Homogenisierung des
Gewebes erfolgte in einem Potter-S-Homogenisator (Braun, Melsungen) unter Eiskiihlung
mit mindestens 20 Hiben bei 500 U/min. Um die Ausbeute an RNA zu verbessern, wurde
das gepotterte Gewebe zusatzlich durch eine Kanile (& 0,8 mm) mindestens 10x auf-
und abgezogen. Es wurde ausschlief3lich mit frisch autoklavierten Materialien bzw. fir
mindestens 3 h bei 240°C ausgeheizten Materialien und unter Verwendung von DEPC-
behandeltem Wasser gearbeitet. Ein Teil der isolierten RNA wurde sofort in cDNA umge-
schrieben (siehe 3.4.4.1) und der Rest bei -80°C gelagert.
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3.4.3.3 Bestimmung von Konzentration und Reinheit der RNA

Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA kdnnen photometrisch bestimmt
werden [170]. Bei einer Klvettendicke von 1 cm und einer Wellenlange von 260 nm ent-
spricht eine Extinktion von 1 gleich 40 ug/ml RNA. Die Konzentration der isolierten RNA
wurde nach geeigneten Verdunnungen mit Quarzkuivetten im Photometer (Smart Spec
3000, Bio-Rad, Mlnchen) dreifach gemessen und wie folgt berechnet: RNA-Konzentration
[Mg/ml] = Ezs X 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor. Die Reinheit wurde durch die Bestimmung
des Quotienten Eogo/Eogo untersucht. Ein Quotient von 1,8 bis 2,0 steht fiir reine Nuklein-
sauren ohne Kontaminationen mit Proteinen oder Detergenzien. Je nach Ldsungsmittel
kann der Quotient trotz reiner Nukleinsduren auch andere Werte besitzen [171, 172].

Bei der Isolierung der RNA aus den Mause-Geweben wurde die Reinheit stichpro-
benartig zusatzlich durch eine Auftrennung im Agarosegel untersucht. Bei guten RNA-
Praparationen laufen 28S-RNA (4,7 kb) und 18S-RNA (1,9 kb) als zwei scharfe, getrennte
Banden und dienen als Marker fiir die Reinheit der RNA. Fir das Gel wurden 1,2 g RNa-
se-freie Agarose in 80 ml RNase-freiem Wasser aufgekocht. Nach dem Abkuhlen auf ca.
70°C wurden 10 ml 10x-MOPS-Puffer und 5,4 ml Formaldehyd (37 %) dazu pipettiert. Zur
Vorbereitung der RNA-Proben wurden 10 ug der aus dem Gewebe isolierten RNA in einer
Vakuumzentrifuge (RC 10.22, Jouan, Frankreich) getrocknet, in 15 ul Probenpuffer aufge-
nommen, fur 5 min bei 95°C im Wasserbad denaturiert und anschlielend sofort auf Eis
gestellt. Die RNA-Proben wurden auf das ausgehartete Gel geladen und bei 70 V fir ca.

1 h im Laufpuffer aufgetrennt.

e 10x-MOPS-Puffer: 400 mM MOPS; 50 mM Natriumacetat; 10 ml EDTA-Na,-
2xH,0; pH 7,2

e Probenpuffer: 7,2 ml Formamid (deionisiert); 1,6 ml 10x-MOPS-Puffer; 2,6 ml
37 % Formaldehyd; 1,8 ml H,O (RNase-frei); 1 ml Glycerin (RNase-frei); 0,8 ml
Bromphenolblau-Ldsung

o Laufpuffer: 100 ml 10x-MOPS-Puffer; 20 ml 37 % Formaldehyd; 880 ml H,O

3.4.4 DNA-Gewinnung

3.4.41 Reverse-Transkriptase-Reaktion

Jeweils 3 ug der aus den Zellen und Geweben isolierten RNA wurden unter Verwen-
dung von 150 pmol Oligo-dT(15)-Nukleotiden, die an das fur die mRNA charakteristische
Poly-dA 3’-Ende binden, und 180 U Moloney’s murine leukemia virus RNase H- reversen
Transkriptase (M-MLV) flr 2 h bei 37°C in cDNA in einem Thermocycler (Biometra, Got-

tingen) umgeschrieben. Zur Enzyminaktivierung wurde der Reaktionsansatz nach der
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Umschreibung fir 10 min auf 94°C erhitzt. Um einen RNA-Abbau wahrend der Umschrei-
bung zu verhindern, wurden dem jeweiligen Ansatz 30 U eines RNase-Hemmers (rRNa-

sin) beigefugt. Die gewonnene cDNA wurde bei -20°C gelagert.

3.4.4.2 Bestimmung von Konzentration und Reinheit der cDNA

Die Konzentration und Reinheit der cDNA wurde analog zur der unter Punkt 3.4.3.3
beschriebenen Art und Weise ebenfalls photometrisch bestimmt. Bei DNA entspricht eine
Extinktion von 1 bei einer Kivettendicke von 1 cm und einer Wellenlange von 260 nm bei

einzelstrangiger DNA 33 ug/ml bzw. bei doppelstrangiger DNA 50 pug/ml.

3.4.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit der PCR kann die Expression ausgewahlter DNA-Bereiche mit Hilfe einer hitze-
stabilen Polymerase und sequenzspezifischen Oligonukleotiden (siehe Tab. 3) in vitro

untersucht werden [173]. Die Protokolle der PCR sind in Tab. 7 zusammengefasst.

Tab. 7: Standard-PCR-Protokolle

semiquantitative PCR real-time PCR
RNA-Aquivalent (cDNA) 133 ng' bzw. 16 ng? 133 ng
10x Polymerase-Puffer 1x 1Xx
MgCl, 1 mM?, 2 mm* 1 mM?, 2 mm*
dNTP 0,05 mM 0,05 mM
5’-Oligonukleoctide 500 nM 500 nM
3’-Oligonukleotide 500 nM 500 nM
Fluorescein -- 10 nM
SYBR®Green | -- 0,1x
Taqg-Polymerase 0,625 U 0,625 U
steriles H,O bidest. ad 25 ul oder 50 pl ad 25 i

' cYP3A4, CYP3A5 2 p-Aktin > CYP3A4, HPRT, p-Aktin ¢ CYP3A5, Cyp3al1, o-TTP

Die semiquantitative PCR wurde neben der Amplifikation von spezifischen DNA-
Abschnitten auch zum Einfligen vom Mutationen oder Schnittstellen eingesetzt (Mutage-
nese-PCR, siehe 3.4.7.1). Durch den Einbau spezifischer Restriktionsstellen in die PCR-
Oligonukleotide und somit in das PCR-Produkt konnte eine Klonierung der PCR-Produkte
in Expressions- oder Reportergenplasmide erfolgen. Neben der konventionellen semi-

quantitativen PCR wurde auch die Methode der real-time PCR (Echtzeit PCR) angewen-
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det. Die real-time PCR ist eine konventionelle PCR, die jedoch eine Auswertung der Ge-
nexpression wahrend des eigentlichen Amplifikationsprozesses ermdoglicht. Das Prinzip
der Methode beruht darauf, dass bei der Amplifikation ein fluoreszierender Farbstoff inter-
kaliert und ein Fluoreszenzsignal entsteht, welches wahrend jeder Hybridisierungs- und
Synthese-Phase der einzelnen Zyklen der PCR detektiert wird. Das Fluoreszenzsignal ist
in der exponentiellen Phase der PCR zur Menge des entstehenden PCR-Produkts direkt
proportional. Es wurde der iCycler von BioRad (Minchen) und der Cyaninfluoreszenzfarb-
stoff SYBR®Green | (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. SYBR®Green | interkaliert in das
entstehende doppelstrangige DNA-Produkt der konventionellen PCR, welches somit spe-

zifisch nachweisbar ist.

3.4.5.1 Quantifizierung der Genexpression mittels semiquantitativer PCR (Gel-

elektrophorese)

Je nach GroRe des erwarteten PCR-Produkts wurden 1 —2,5 % (w/v) Agarose in
TBE-Puffer aufgekocht. Das abgekihlte und ausgehartete Agarosegel wurde in eine Gel-
kammer mit TBE-Puffer eingesetzt. Der PCR-Ansatz wurde mit 12 % (v/v) 10x-DNA-Lauf-
puffer gemischt und 10 pl dieses Gemisches dann in die Probentaschen des Agarosegels
aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte mit ca. 80 - 90 V in
TBE-Puffer. Nach Abschluss der Auftrennung wurde das Gel mit Ethidiumbromid (5 pg/mi
in TBE-Puffer) gefarbt und die DNA mittels UV-Licht sichtbar gemacht. Die semiquantitati-
ve Auswertung erfolgte densitometrisch mit dem GelDoc2000 (Bio-Rad, Minchen) und
der dazugehorigen Software ,Quantity One 4.2.3%. Die Lange der DNA-Fragmente wurde
mit Hilfe eines parallel getrennten DNA-Langenstandardmixes (DNA-Leiter-Mix; PEQLAB
Biotechnologie GMBH, Erlangen) kontrolliert.

o 1x DNA-Laufpuffer: 20 % Ficoll 400; 0,1 M EDTA pH 8,0; 1 % SDS; 0,025 %

Bromphenolblau in H,O

3.4.5.2 Quantifizierung der Genexpression mittels real-time PCR

Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte mit Hilfe der zum iCycler gehdrigen
Software ,iCycler iQTM Real-Time Detection System Software® von BioRad (Minchen)
und unter Anwendung der komparativen Methode durch den Vergleich von Cr-Werten
(relative Quantifizierung; sog. AACt-Methode). Der Cr-Wert gibt den PCR-Zyklus an, bei
dem zum ersten Mal ein Fluoreszenzsignal des PCR-Produkts Gber einem selbst definier-
ten Schwellenwert gemessen wird. Der Schwellenwert wird dabei Ublicherweise in den

Anfang der exponentiellen Phase der PCR gelegt. Bei der AAC+-Methode wird im ersten
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Schritt fur jede untersuchte Probe der C-Wert des Referenzgens vom C-Wert des Ziel-
gens subtrahiert (ACt = C1Zielgen — CtReferenzgen). Nach dieser Normierung wird vom
ACt-Wert der behandelten Probe der AC+-Wert der Kontrolle subtrahiert und man erhalt
den AAC+-Wert (Maly fir die relative mRNA). Der relative Expressionsunterschied zur
Kontrolle ergibt sich dann aus der arithmetischen Formel 2724

Die AACt-Methode kann nur dann angewendet werden, wenn Ziel- und Referenzgen
mit gleicher Effizienz amplifiziert werden (Applied Biosystems User Bulletin #2). Dies wur-
de mittels Kalibrierungsstandards getestet. Ausgehend von der Berechnung — ,1 ug von
1.000 bp DNA = 1,52 pmol = 9,1 x 10" Molekiile“ - wurden fiir alle PCR-Produkte der zu
untersuchenden Gene, die zuvor durch PCR und Isolierung aus einem Agarosegel (siehe
3.4.8.2) gewonnen wurden, Standardreihen von 1 x 10° bis 1 x 10® Molekiilen hergestelit.
Dabei wurde darauf geachtet, dass die Standards nicht mit Ethidiumbromid angefarbt
wurden, um so eine eventuelle Beeinflussung der Einlagerung des Fluoreszenzfarbstoff
SYBR®Green | in die DNA auszuschlieRen. Die Standards wurden gleichzeitig mit der zu
untersuchenden Proben-DNA unter gleichen Bedingungen amplifiziert und gemessen.
Liegt bei einer Auftragung der eingesetzten Molekule gegen den ACt-Wert der Anstieg
der Gerade zwischen 0 und £ 0,1 kann die AACt-Methode angewendet werden. Ist das

nicht der Fall, ist die Quantifizierung Uber eine Standardgerade mdglich.

3.4.6 In vitro Transkription und Translation von humanen PXR und RXR

Die in vitro Translation ermoglicht eine zellfreie Synthese eines Proteins in hoher
Ausbeute und Reinheit. Die Proteinsequenz wird durch eine plasmidlokalisierte DNA-Se-
quenz definiert. Die in vitro Transkription und Translation erfolgte in sterilen silanisierten
ReaktionsgefaRen mit Hilfe eines gekoppelten Systems. Hierzu wurde der Kit ,TNT® T7
Coupled Reticulocyte Lysate Systems® (Promega, Mannheim) entsprechend den Herstel-
lerangaben verwendet. Als DNA-Matrize dienten Expressionsvektoren (vgl. Tab. 1) mit
den codierenden Sequenzen fir das humane PXR-Protein (pSG5-hPXR) und das huma-
ne RXRa-Protein (pPCMX-hRXRa). Das TNT-Lysat mit den in vitro translatierten Poteinen

wurde bis zur Verwendung bei —80°C gelagert.

3.4.7 EMSA

Im electrophoretic mobility shift assay (EMSA) werden Bindungen von Proteinen an
spezifische DNA-Sequenzen, oft die Bindung von Transkriptionsfaktoren an ihre responsi-
ven Elemente, nachgewiesen. Dazu werden radioaktiv markierte DNA-Fragmente mit
Zellkernlysaten oder aufgereinigten Proteinen inkubiert und anschlieRend durch ein nati-

ves Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt.
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Fir die in dieser Arbeit durchgefihrten Bindungsversuche zwischen DNA und Protein
wurde ein Oligonukleotid gewahlt, welches die spezifische Konsensussequenz eines
responsiven Elements des humanen PXR aus dem Promotor des CYP3A4 beinhaltet
(ER6-sense: 5'-GATCCATATGAACTCAAAGGAGGTCAGTG-3’, ER6-antisense: 5-GATC
CACTGACCTCCTTTGAGTTCATATG-3’). Die Hybridisierung von aquimolaren Mengen
der komplementaren Einzelstrange erfolgte durch Erwarmen auf 98°C fiir 5 min und eine
anschlieltende schrittweise Abklhlung bis auf 4°C mit 0,01°C/min. Die radioaktive Markie-
rung von 2,5 pmol des doppelstrangigen Oligonukleotids wurde mit 10 U T4-Polynukleo-
tidkinase und 30 uCi [y-**P]-ATP (Hartmann Analytic, Braunschweig) in einem 20 pl An-
satz flr 45 min bei 37°C durchgefuhrt. Nach anschlieRender Zugabe von 0,5 ul EDTA
(0,5 M, pH 8,0) und 29,5 ul STE-Puffer diente eine anschlieRende Gelfiltration mit einer
Probe QuantTM G-50 Mikro-Saule (Millipore, Eschborn) zur Entfernung von Uberschissi-
gem [y-**P]-ATP. Zur Bildung des DNA-Protein-Komplexes wurden jeweils 0,5 ul des TNT-
Ansatzes fir PXR und RXR (siehe 3.4.6) und 50 fmol des radioaktiv markierten Oligo-
nukleotids in 11 pl Bindepuffer fir 35 min bei RT inkubiert. Die Bindungsreaktion wurde
durch Zugabe von 2 ul Stopppuffer beendet. Die Elektrophorese der Proben erfolgte mit
einem nativen Polyacrylamidgel in 0,25x TBE-Puffer bei einer Spannung von 100 — 200 V.
Nach der vollstandigen Auftrennung wurde das Gel mit einem Geltrockner (Maxidry D-64;
Biometra, Gottingen) vakuumgetrocknet und in einer lichtdichten Kassette auf einen
Réntgenfilm (Kodak® BioMax MS Film; Sigma-Aldrich, Miinchen) aufgelegt, der fiir eine
angemessene Zeit bei —80°C exponiert wurde.

Fir Untersuchungen zur Spezifitat der Bindungsreaktion wurden ausgewahlte Proben
mit einem 100x Uberschuss an nicht-radiomarkiertem Oligonukleotid im Bindepuffer oder

1 ug PXR-Antikdrper 20 min vor Ende der Bindungsreaktion inkubiert.

e Polyacrylamidgel: 3,75 ml Polyacrylamid; 0,75 ml 10x-TBE-Puffer; 125 pl 40 %
APS; 30 ul 100 % TEMED; 25,35 ml H,0O

e Bindepuffer: 10 mM Tric-HCI (pH 8,0); 40 mM KCI; 6 % Glycerol; 0,5 ug dl-dC
(Promega, Manheim); 1 mM DTT; 0,05 % Nonidet P-40 (Boehringer, Mannheim)

o STE-Puffer: 10 mM Tris; 1 mM EDTA; 150 mM NaCl; pH 8,0

o Stopppuffer: 50 % Glycerin, 0,05 % Bromphenolblau in H,O

3.4.7.1 Mutagenese PCR

Um eine ortsgerichtete punktuelle Mutation in der ARE-Sequenz des GI-GPx-
Promotors im pGL3-Gl-prom-I durch einen ortsspezifischen Austausch von Basen (anti-
sense: 5-TGACttaGC - 5-TGACttaAT) zu erreichen, wurde eine Mutagenese mittels
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-PCR-Overlap-Extension“ durchgefuhrt (illustriert in [174]). In zwei parallelen PCR-Ansat-
zen (PCR1, PCR2) mit gleicher DNA-Matritze (pGL3-Gl-prom-I) aber verschiedenen Mu-
tagenese- und Amplifikations-Oligonukleotiden wurden zwei Gberlappende PCR-Produkte
hergestellt. Der Uberlappungsbereich, der die gewiinschte Mutation enthalt, wurde durch
die Verwendung von zueinander komplementaren Mutagenese-Oligonukleotiden erzeugt.
Die PCR-Produkte dienten als Ausgangsprodukt fiir eine dritte PCR mit den entsprechen-
den Amplifikations-Oligonukleotiden aus PCR1 und PCR2. Um anschlielRend den pGL3-
Gl-prom-I-mut zu generieren, wurde das PCR-Produkt der PCR3 (ber ein praparatives
Agarosegel aufgereinigt (siehe 3.4.8.3), entsprechend den Angaben des Herstellers (In-
vitrogen, Karlsruhe) mittels TOPO TA-Cloning®-Kit in den pCR®lI-Topo® kloniert, mit den
Restriktionsenzymen Kpn I und Mlu | herausgeschnitten und das Fragment in den pGL3-

basic kloniert.

o PCR1: DNA-Matrize (pGL3-Gl-prom-l); Amplifikations-Oligonukleotid 1 (5’-CCAC
TGAATTGGAATCACTGGAGG-3’) und Mutagenese-Oligonukleotid 1 (5-CCAG
GATGACTTATAAAAAACAGGTCC-3)

e PCR2: DNA-Matrize (pGL3-Gl-prom-I); Amplifikations-Oligonukleotid 2 mit Mlu I-
Schnittstelle (5-TTGGCAATGAAACGCGTGGTGAAGC-3) und Mutagenese-
Oligonukleotid 2 (5-GGACCTGTTTTTTATAAGTCATCCTGG-3’)

o PCR3: DNA-Matrize (PCR-Produkt 1 und PCR-Produkt 2); Oligonukleotide (Am-
plifikations-Oligonukleotid 1 und Amplifikations-Oligonukleotid 2)

3.4.8 Herstellung von Reportergenkonstrukten

3.4.8.1 Klonierung

Fir Reportergenanalysen zur Untersuchung der Aktivierung von Nrf2 und PXR wur-
den Oligonukleotide mit den entsprechenden responsiven Elementen in den pGL3-
promoter (Promega, Mannheim) kloniert. Die Plasmide pGL3-HO-ARE, pGL3-GI-ARE und
pGL3-(DR3), wurden entsprechend der in Abb. 9 dargestellten Klonierungsstrategie gene-
riert und enthielten als responsives Element flir das Nrf2 das ARE (TGACnnnGC) bzw. fr
den PXR zweimal die DR3-Sequenz (TGAACTnNnnTGAACT).

Die Restriktionsenzyme wurden in den jeweiligen Puffersystemen und bei den jewei-
ligen Temperaturen entsprechend den Angaben des Herstellers (NEB, Frankfurt) verwen-
det. Beim Doppelverdau mit Sma I und Xho I bzw. Kpn | wurde zuerst mit Sma | geschnit-
ten, die DNA gefallt und anschlieRend mit dem zweiten Restriktionsenzym behandelt. Der
Restriktionsverdau erfolgte in der Regel fir 1 — 2 h. Zur Vermeidung von Riickligationen

wurden die Vektorfragmente durch Gelelektrophorese und anschlieRende Extraktion des
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gewlnschten Fragments aus dem Agarosegel von den anderen Fragmenten getrennt
(siehe 3.4.8.3).

A EcoR |
I
Sn:1a 1 Eco:R ! H:inc 1 Xh:o 1 pBluescript Il KS+
| !
Sn:1a 1 Xh:o 1 pGL3-promoter
B

Hind Il EcoR1 pBLCAT2-(DR3),

Smal EcoR | Hind 1l Kpn | pBluescript Il KS+

Kpn | Smal pGL3-promoter

Abb. 9: Klonierungsstrategie

(A) Die Plasmide pGL3-HO-ARE und pGL3-GI-ARE wurden durch Spaltung der synthetischen
doppelstrangigen Oligonukleotide mit einer eingefligten EcoR I-Schnittstelle (HO-ARE-Sequenz: 5'-
GGAATTCTGTTTTCGCTGAGTCATGGTC-3, GI-ARE-Sequenz: 5-GGAATTCTGTTTTGCTAAGT
CATCCTGGGGA-3’) mit EcoR I und anschlieBender Klonierung in den mit EcoR I und Hinc Il ge-
schnittenen pBluescript || KS+ generiert. Aus dem entstandenem Plasmid wurde das Oligonukleo-
tid mit Sma I und Xho | ausgeschnitten und in den entsprechend geéffneten pGL3-promoter ligiert.
(B) Zur Generierung des pGL3-(DR3), wurden die zwei DR3-Elemente des pBLCAT2-(DR3), mit
Hind Il und EcoR | ausgeschnitten und in den entsprechend gedffneten pBluescript || KS+ ligiert.
Aus dem pBluescript || KS+ wurden die zwei DR3-Elemente mit Sma | und Kpn | ausgeschnitten
und in den pGL3-promoter kloniert.

3.4.8.2 DNA-Fillung
Zur Fallung der DNA wurde die DNA-L6sung mit 0,1 Volumen 3 M Natriumactetat

(pH 4,5) und 2 Volumen an eiskaltem Ethanol versetzt, gemischt und 15 min auf Eis inku-
biert. Nach der Zentrifugation mit 21.000 x g bei 4°C fiir 15 min wurde der Uberstand ver-
worfen und das Pellet mit kaltem 70 %-igen Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifu-
gation wurde das Pellet getrocknet und in H,O im gewunschten Volumen gelost. Die ge-

I6ste DNA wurde bei max. 4°C gelagert.
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3.4.8.3 Fragmentelution aus Agarosegelen

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte nach dem Aus-
schneiden der entsprechenden Banden unter UV-Licht mit dem ,Invisorb Spin DNA Ex-

traktion Kit“ (Invitek, Berlin) nach den Anweisungen des Herstellers.

3.4.8.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Bildung von Phosphodiester-Bindungen zwischen einer 5’-Phosphatgruppe
und der 3’-Hydroxygruppe der DNA werden DNA-Ligasen verwendet. Die mit den ent-
sprechenden Restriktionsenzymen geschnittenen PCR-Produkte oder synthetischen Oli-
gonukleotide wurden mit einer T4-DNA-Ligase fir 12 h bei 16°C in den ebenfalls entspre-
chend geschnittenen Zielvektor ligiert. Bei der Enzymmenge wurde sich an den Herstel-
lerangaben orientiert. Um eine effektive Ligation zu erreichen, wurden Vektor- und Insert-

DNA - so weit moglich - im Verhaltnis von 1 : 5 eingesetzt.

3.4.8.5 Transformation von E. coli

Bei der Transformation wird die natlrliche Fahigkeit mancher Bakterien ausgenutzt,
freie DNA aus der Umgebung aufzunehmen (Kompetenz). Die Transformation der gene-
rierten Plasmide aus den Ligationsansatzen erfolgte in E. coli vom Typ TOP10. Um eine
effiziente Aufnahme der DNA zu gewahrleisten, wurden kompetente Zellen hergestellt,
deren Zellmembran zur Aufnahme von DNA deutlich permeabel ist. Dazu wurde ein aus
einer 250 ml E. coli - Kultur (ODgg = 0,5) mit 5.000 x g bei 4°C abzentrifugiertes Bakteri-
enpellet mit 30 ml CaCl, (100 mM) fir 30 min auf Eis inkubiert. Das anschlieRend durch
erneute Zentrifugation erhaltene Bakterienpellet wurde in 5 ml CaCl, (100 mM) und 15 %
(v/v) Glycerin aufgenommen und in Aliquots zu je 100 pl bei —80°C bis zur Nutzung einge-
froren. Fur die Transformation wurden 50 pl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit
10 yl Ligationsansatz oder aufgereinigter Plasmid-DNA vorsichtig gemischt und 15 min
auf Eis inkubiert. Durch Hitzeschock bei 42°C fur 30 s wurde die Aufnahme von DNA ge-
stoppt. Der Transformationsansatz wurde sofort wieder auf Eis gestellt, 250 yl SOC-
Medium hinzugegeben und 60 min bei 37°C geschuttelt. Je 10 — 100 pl wurden auf S1-
Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Im Falle einer ,Blau-Weiss-
Selektion®, basierend auf der Umsetzung von X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranosid) durch das Enzym p-Galaktosidase, wurden die Agarplatten zuvor noch
mit je 70 pl X-Gal (40 mg/ml in DMF; Roth, Karlsruhe) bestrichen.

Die resultierenden Kolonien wurden in 5 ml S1-Medium in Ubernachtkulturen ver-
mehrt und die Richtigkeit der enthaltenen Plasmid-DNA durch Restriktionsverdaue analy-

siert. Positive Klone wurden bei —80°C in S1-Medium mit 5 % DMSO eingefroren.
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o  SOC-Medium: 2 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt (Difco Laboratories, Detroit, USA);
10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly; 10 mM MgSQ,; 20 mM Glucose

o S1-Agarplatten: Standard I-Nahragar mit 100 pg/ml Ampicillin

o S1-Medium: Standard I-Nahrbouillon mit 100 ug/ml Ampicillin

3.4.8.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien und Sequenzierung

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli-Ubernachtkulturen (200 rpm, 37°C, Cer-
tomat®R und H; Braun, Melsungen) erfolgte mit dem Plasmid Mini- bzw. Midi-Kit (Qiagen,
Hilden) nach der Anleitung des Herstellers. Die DNA wurde in 30 — 50 ul H,O resuspen-
diert und die DNA-Konzentration bestimmt (siehe 3.4.4.2). Die Sequenzierung der gerei-

nigten Plasmid-DNA wurde bei der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) in Auftrag gegeben.

3.4.9 Transiente Transfektion von Luciferase-Reportergenvektoren

Das Einschleusen von Fremd-DNA in eukaryontische Zellen wird als Transfektion
bezeichnet. Bei der transienten Transfektion soll es dabei zu einer voriibergehenden Ex-
pression eines Gens kommen. Ein Reportergenversuch erlaubt eine quantitative Analyse
von Faktoren, die die Genexpression eukaryontischer Zellen beeinflusst. Dazu werden
Zellen transient mit einem Reportergenkonstrukt transfiziert, das vorzugsweise fir das
Luciferasegen des Leuchtkafers Photinus pyralis kodiert. Da die Expression des Lucifera-
segens von vorgeschalteten Promotor- oder Enhancerelementen kontrolliert wird, ist die
gemessene Enzymaktivitat ein direktes Mal fur die Aktivitdt bzw. transkriptionsaktivier-
tende Effizienz dieser Elemente durch die eingesetzten Substanzen, Extrakte oder auch
Proteine aus kotransfizierten Expressionsvektoren.

Als Transfektionsverfahren wurde die Lipofektion mit Tfx™-20 (Promega, Mannheim)
gewahlt. Tix™-20 besteht aus einem synthetischen kationischen Lipid, welches mit der
negativ geladenen DNA interagiert. Die sich bildenden Komplexe aus Transfektionsrea-
genz und DNA werden per Endozytose von den Zellen aufgenommen.

Am Vortag der Transfektion wurden ca. 2,5 x 10° Zellen/Loch in 24-Loch-Platten in
1 ml des jeweiligen Kulturmediums ausgesat und tber Nacht im Brutschrank kultiviert. Bis
zur Transfektion erreichten die Zellen so eine Konfluenz von ca. 70 %. Die Transfektion
erfolgte entsprechend des Protokolls des Herstellers, wobei auf 1 uyg DNA maximal 3 pl
Tfx™-20 eingesetzt wurden. Bei HepG2-Zellen stellte sich ein Verhaltnis von 1: 1,5 am
effektivsten heraus. Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz und zur Normierung der
Luciferaseaktivitat wurde bei allen Transfektionen ein B-Galaktosidasevektor (pSV-B-Gal)

kotransfiziert. Der B-Galaktosidasevektor wird proportional zu den verwendeten Reporter-
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gen- und Expressionsvektoren in die Zellen aufgenommen. StandardmaRig wurden 0,5 ug
pSV-B-Galaktosidasevektor, 0,15 ug Reportergen- und 0,15 ug Expressionsvektor transfi-
ziert. Musste, z.B. aufgrund einer schwachen Expression des Reportergens infolge zu
grolder Inserts, mehr Reportergenvektor eingesetzt werden, wurde darauf geachtet, dass
die Gesamtmenge der zu transfizierenden DNA 0,8 ug nicht Uberstieg. Bei Stimulations-
versuchen wurden die Zellen 24 h nach der Transfektion mit dem entsprechenden Stimu-
lus fuir 24 h in serumfreiem Medium inkubiert. Im Fall von Vitamin E wurde die Stimulation
mit serumhaltigem Medium (10 % FCS) durchgefihrt. Die Vitamin E-Formen wurden dazu

vor der Stimulation mindestens 8 h in FCS inkubiert.

3.4.9.1 Lyse transfizierter Zellen

Die adharenten Zellen wurden in der 24-Loch-Platte lysiert, in der die Transfektion er-
folgte. Dazu wurde das Medium vollstandig abgesaugt und die Zellen 1x mit PBS gewa-
schen. Nach dem Absaugen des PBS wurden 150 ul Reporter-Lysepuffer (Promega,
Mannheim) zum Lysieren der Zellen verwendet. Nach einer Inkubation von 15 min bei RT
auf einem Schittler wurde das Lysat in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly Giberfiihrt und zur Stei-
gerung der Lyse fiir 24 h bei —80°C gelagert. Nach dem Auftauen der Lysate wurden die-
se zur Abtrennung von Zelltrimmern 10 min mit 21.000 x g bei 4°C zentrifugiert und der

klare Uberstand fiir die Bestimmung der Reportergenaktivitat weiter verwendet.

3.4.10 Bestimmung der Reportergenaktivitat

Die relative Reportergenaktivitdt wurde durch den Vergleich der Luciferaseaktivitat
zwischen unbehandelten und behandelten Zellen ermittelt. Hierzu wurden zuvor zwei
Normierungen vorgenommen. Zuerst wurde zur Bericksichtigung der Transfektionseffi-
zienz die ermittelte Luciferaseaktivitat durch Division mit den jeweiligen p-Galaktosidase-
Werten auf deren Aktivitdt normiert. AnschlieBend erfolgte durch eine erneute Division
eine Normierung auf die Reportergenaktivitaten der jeweiligen leeren Vektoren (pGL3-
basic, pGL3-promoter), um eine mogliche Beeinflussung dieser Vektoren durch die einge-
setzten Substanzen und Extrakte zu bertcksichtigen. Der doppelt-normierte Wert der Lu-
ciferaseaktivitat in unbehandelten Zellen wurde auf 1 gesetzt und die doppelt-normierten

Werte der Luciferaseaktivitdten aller behandelten Zellen darauf bezogen.

3.4.10.1 Luciferasemessung

Luciferase oxidiert ihr Substrat Luciferin in Gegenwart von ATP, O, und Mg”. Bei

dieser Oxidation entstehen AMP, CO, und Licht mit einem Emissionsmaximum bei
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562 nm. Die Lichtemission ist proportional zur Luciferasemenge und lasst sich mit einem
Luminometer messen [175, 176].

Die Messung der Luciferaseaktivitat erfolgte im Luminoskan Ascent (Labsystems,
Finnland). Dazu wurden 20 ul des Zelllysats der transfizierten Zellen (siehe 3.4.9.1) in
eine lichtundurchlassige 96-Loch-Platte pipettiert. Die Chemilumineszenz wurde nach ei-
ner automatischen Injektion von 100 ul Luciferingemisch (Luciferin und Reaktionspuffer)

fur 3 s in RLU (relative Lichteinheiten, engl. relative light units) gemessen.

e Reaktionspuffer: 20 mM Tricin; 1,07 mM MgCOs;; 0,1 mM EDTA; 33,3 mM DTT;
2,67 mM MgSOy; pH 7,8 - 8,0

e Luciferin: zu 5 ml 100 mM Tris (pH 7,8) wurden 6,2 mg Coenzym A (Sigma, Tauf-
kirchen), 4,3 mg Luciferin (P.J.K., Kleinblittersdorf) und 8,84 mg ATP (Sigma,
Taufkirchen) gegeben, bei —80°C tiefgefroren und gefriertrocknet

» 500 pl gefriergetrocknetes Luciferin wurden kurz vor der Messung mit auf 37°C

angewarmten 3 ml Reaktionspuffer vereinigt

3.4.10.2 B-Galaktosidasemessung

Die Aktivitat der in den transfizierten Zellen gebildeten p-Galaktosidase wurde durch
die Reaktion mit o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG) quantifiziert. Die B-Galakto-
sidase hydrolysiert ONPG zu o-Nitrophenol und Galaktose. Die Menge des gelben
o-Nitrophenol ist ein Mal fir die B-Galaktosidaseaktivitat und kann bei 405 nm gemessen
werden. Je 50 yl des Zelllysats der transfizierten Zellen (siehe 3.4.9.1) wurden in eine
lichtdurchlassige 96-Loch-Platte pipettiert und mit 70 yl B-Galaktosidasepuffer und 30 pl
ONPG-L6sung bei 37°C bis zur Gelbfarbung inkubiert. Die Extinktion wurde im Elisa-
Reader MR5000 (Dynatech, Denkendorf) bestimmt. Als Blindwert diente der Lysepuffer.

o (B-Galaktosidasepuffer: 120 mM Na,HPQO,; 80 mM NaH,PO,4; 20 mM KCI; 2 mM
MgCl,; 100 mM B-Mercaptoethanol; pH 7,3
o ONPG-L6sung: 4 mg/ml ONPG in 60 mM Na,HPQOy; pH 7,5

3.4.11 SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot

3.4.11.1 Gewinnung von Kernlysaten

Die Zellen wurden durch Trypsinieren (vgl. 3.1.2) geerntet und in Homogenisati-
onspuffer, der jeweils frisch mit Nonidet P-40 versehen wurde, fir max. 7 min bei 4°C und

standiger Rotation lysiert. Der Uberstand wurde nach einer 1-miniitigen Zentrifugation bei
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4°C und 6.800 x g vollstandig abgenommen und das Pellet in 100 yl Kernlysepuffer auf-
genommen. Die Lyse der Zellkerne erfolgte nach Zugabe von 6,25 ul 5 M NaCl fir 30 min
auf Eis. Das nach erneuter Zentrifugation (30 min, 21.000 x g, 4°C) erhaltene Kernlysat

wurde bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

e Homogenisationspuffer: 10 mM Hepes, 1,5 mM MgCl,; 10 mM KCI; 0,5 mM DTT;
0,5 mM PMSF; 0,1 % Nonidet P-40; pH 7,9 (1,2 ml flr 10’ Zellen)

o Kernlysepuffer: 40 mM Hepes; 400 mM KCI; 10 % Glycerol; 1 mM DTT; 0,1 mM
PMSF; pH 7,9

3.4.11.2 SDS-PAGE
Bei der SDS-PAGE werden Proteine durch die Einlagerung von SDS aufgefaltet und

mit einer negativen Oberflachenladung versehen. Dies erlaubt in der Gelelektrophorese
eine Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht [177]. Die Proteinproben
wurden fur 5 min bei 95°C mit Laemmli-Puffer denaturiert und in einem 7,5-%igem Poly-
acrylamidgel aufgetrennt. Um eine scharfere Bandentrennung zu erreichen, wurde Uber
das Trenngel ein 5 %iges Sammelgel gegossen. Die Matrix im Sammelgel besitzt grofRere
Poren und einen anderen pH-Wert als das Trenngel (Tab. 8). Zur GéRenbestimmung
wurde mit den Proben zusatzlich ein Protein-Marker (BioRad, Miinchen) mit Markerprotei-
nen definierter GroRe auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte in einer
Minigelapparatur zur vertikalen PAGE (BioRad, Minchen) bei einer Stromstarke von

15 mA bis die Bromphenolblau-Bande den unteren Rand des Gels erreicht hatte.

o Laemmli-Puffer: 62,5 mM Tris (pH 6,8); 2 % SDS; 2,5 % B-Mercaptoethanol; 10 %
Glycerin; 1,25 %0 Bromphenolblau

Tab. 8: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel

Sammelgel Trenngel

5% 7,5%
H,O 3,06 ml 3,21 ml
40 % Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 638 pl 1,12 ml
Puffer (0,5 M Tris; pH 6,8) 1,25 ml -
Puffer (1,5 M Tris ; pH 8,8) - 1,5 ml
10 % SDS 50 pl 60 pl
10 % APS 50 60 pl

10 % TEMED 50 pl 60 pl
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3.4.11.3 Western Blot

Nach der Gelektrophorese erfolgte der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schiill, Dassel). Dazu wurde das Gel auf eine mit
Transferpuffer B angefeuchtete Nitrozellulosemembran gelegt und zusammen mit Filter-
papieren, die in elektrolythaltigen Transferpuffern getrankt wurden, in eine Hoefer® Se-
miPhor™-Blotapparatur (Amersham Biosciences, Freiburg) gelegt. Zwei Filterpapiere, die
in Transferpuffer A, und ein Filterpapier, das in Transferpuffer B getrankt wurden, wurden
unter die Membran und drei Filterpapiere, die in Transferpuffer C getrankt wurden, auf das
Gel gelegt. Durch das Erzeugen eines elektrischen Feldes mit 1,2 mA/cm? Membran fiir
2 h bei 4°C wurden die Proteine senkrecht zum Gel auf die Membran Ubertragen. Zur Blo-
ckierung unspezifischer Bindungen wurde die Membran fur mindestens 1 h in 5 %iger
Magermilchlésung (in TTBS geldst) inkubiert und daraufhin mehrfach mit TTBS gewa-
schen.

Die Membran wurde mit dem in TTBS verdinnten Primar-Antikérper entweder flir 2 h
bei RT oder bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nach erneutem mehrmaligen Waschen der
Membran mit TTBS wurde diese mit dem in TTBS verdiinnten Peroxidase-konjugierten
Sekundar-Antikérper (IgG-POD) fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach Uberschichtung der Mem-
bran mit einer Peroxidase-Substrat-Losung (SuperSignal®West Dura Extendes Duration
Substrate; Perbio, Bonn) erfolgte die Detektion der Chemilumineszenz mit einem Fuji
LAS1000-CCD-Kamerasystem und der AIDA Image Analyser Software (Version 4.04).

e TTBS: 50 mM Tris; 150 mM NacCl; 0,1 % Tween-20; pH 7,5

o Transferpuffer A: 20 % Methanol; 0,3 M Tris; pH 10,4

e Transferpuffer B: 20 % Methanol; 0,025 M Tris; pH 10,4

e Transferpuffer C: 20 % Methanol; 0,025 M Tris; 0,04 M Aminocapronsaure; pH 9,4

3.5 Statistik

Aus den Einzelwerten oder Mittelwerten einzelner Versuche wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen aller Versuche berechnet (Software: Microsoft® Excel 2000).

in vitro Daten: Signifikanzen wurden mittels ungepaarten, zweiseitigen t-Test (Soft-
ware: Microsoft® Excel 2000) ermittelt.

in vivo Daten: Die statistische Auswertung der Daten aus den Einzelgruppen erfolgte
mittels zweiseitigen ANOVA-Test und anschlieBendem Bonferroni Post-Hoc Test (Soft-
ware: GraphPad Prism 4). Ausnahme bildet der Vergleich der beiden Vitamin E-Uberfluss-
diaten. Hier erfolgte der Test auf signifikante Unterschiede mit Hilfe des ungepaarten,

zweiseitigen t-Test (Software: Microsoft® Excel 2000).
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4 Ergebnisse

4.1 Zellulare Akkumulation, Metabolismus und Toxizitat von Vitamin E

4.1.1 Vitamin E-Gehalt in Zellen ist abhangig von der angebotenen Vitamin E-Form

Um neue Funktionen von Vitamin E erforschen zu kénnen, ist es wichtig zu wissen,
ob und in welchem Mafe Vitamin E vom Organismus aufgenommen wird und ob es Un-
terschiede zwischen den verschiedenen Vitamin E-Formen gibt. Die Aufnahme von Vita-
min E wurde in HepG2-Zellen untersucht, die unterschiedlich lange mit je 50 uM der in der
Nahrung des Menschen am haufigsten vorkommenden Vitamin E-Formen (RRR- und all-
rac-a-Tocopherol, y-Tocopherol, a-Tocotrienol und y-Tocotrienol) inkubiert wurden. Nach
der Extraktion der Vitamin E-Formen aus den Zellen und der Messung des jeweiligen Vi-
tamin E-Gehalts mittels HPLC zeigten sich Unterschiede im zellularen Gehalt der einzel-
nen Vitamin E-Formen. Aus Abb. 10 wird deutlich, dass nach 6-stlindiger Inkubation be-
reits geringe Mengen an a- und y-Tocotrienol, jedoch noch keine Tocopherole in den Zel-
len nachzuweisen waren. Relevante Konzentrationen an a- oder y-Tocopherol konnten
erstmals nach 12 h gemessen werden. Sie lagen fur die a-Formen bei allen Messzeit-
punkten und fir die y-Form bis einschlief3lich 48 h signifikant unter den Konzentrationen
der entsprechenden Tocotrienol-Form. Bei Tocopherolen und Tocotrienolen war jeweils
die y-Form bis zum Erreichen einer Konzentration von ca. 120 - 160 nmol/mg Protein die
Form mit den héheren Konzentrationen in den Zellen. Mit Ausnahme der a-Tocopherol-
Formen, die den Konzentrationsbereich von ca. 140 £ 20 nmol/mg Protein im gewahlten
maximalen Inkubationszeitraum nicht erreichten, stellt diese Konzentration ein Konzentra-
tionsmaximum fir alle anderen Formen dar. y-Tocotrienol erreichte dieses Maximum
schon nach 24 h, a-Tocotrienol nach 48 h und y-Tocopherol nach 96 h. Das Konzentrati-
onsmaximum des natlrlichen und synthetischen a-Tocopherols lag bei ca. 80 nmol/mg
Protein und somit deutlich unter dem der anderen Vitamin E-Formen.

Zusammenfassend kann zum Vitamin E-Gehalt in HepG2-Zellen festgestellt werden,
dass (I) die Vitamin E-Formen unterschiedlich schnell und in unterschiedlichem Ausmalf}
akkumuliert werden (y-Tocotrienol > a-Tocotrienol > y-Tocopherol > a-Tocopherol), (Il) es
unterschiedliche Konzentrationsmaxima fur a-Tocopherol (ca. 80 nmol/mg Protein) und
alle anderen Formen (ca. 160 nmol/ mg Protein) gibt, (Ill) Tocotrienole schneller und bis
zum Erreichen des Konzentrationsmaximums bei gleichen Inkubationszeiten mit héheren
Konzentrationen nachzuweisen sind und (IV) die y-Form der Tocopherole bzw. Tocotrie-

nole im Vergleich zu der jeweiligen a-Form in hdheren Konzentrationen vorliegt.
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Abb. 10: Vitamin E-Gehalt in HepG2-Zellen nach Inkubation mit Vitamin E

HepG2-Zellen wurden fir 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h oder 96 h mit je 50 yM RRR-a-Tocopherol
(RRR-a-Toc), all-rac-a-Tocopherol (all-rac-a-Toc), y-Tocopherol (y-Toc), a-Tocotrienol (a-T3) oder
y-Tocotrienol (y-T3) im Kulturmedium inkubiert. Nach der Zellernte und Extraktion der Vitamin E-
Formen aus den Zellen erfolgte die Messung der jeweiligen Konzentrationen mittels HPLC (UV-
Detektion). Die Daten stellen einen Mittelwert + Standardabweichung aus drei Einzelwerten dar; in
den jeweiligen Kontrollen konnten keine Konzentrationen der Vitamin E-Formen gemessen werden
(Kontrollbalken nicht abgebildet). Fir y-Tocotrienol konnte bei 96 h kein Wert ermittelt werden, da
nicht genligend Zellen aufgrund der toxischen Eigenschaften des y-Tocotrienols (vgl. 4.1.4)
tiberlebt haben. *p < 0,05 vs. RRR- und all-rac-a-Toc, #p < 0,05 vs. a-T3.

4.1.2 Die Metabolisierungsrate der Vitamin E-Formen ist unterschiedlich

Die Ergebnisse von 4.1.1 haben gezeigt, dass nach einer gleichen Inkubation mit den
verschiedenen Vitamin E-Formen deren Gehalt in den HepG2-Zellen unterschiedlich ist.
Um zu prifen, ob dies die Folge einer unterschiedlichen Metabolisierung der Vitamin E-
Formen ist, wurde die CEHC- und CMBHC-Freisetzung der Zellen gemessen. Die Meta-
bolite wurden aus dem gesammelten Kulturmedium extrahiert und ihre Konzentration mit-
tels elektrochemischer Detektion gemessen.

Bei der Auswertung der Metaboliten-Freisetzung zeigten sich Unterschiede zwischen
den Vitamin E-Formen. Auf CEHC-Ebene war das o-CEHC von den a-Tocopherol-
Formen gar nicht und das des a-Tocotrienols kaum zu bestimmen (die Nachweisgrenze
lag bei ca. 1 pmol). y-CEHC aus y-Tocopherol konnte nach 48 h und aus y-Tocotrienol
bereits nach 6 h nachgewiesen werden (Abb. 11). Daraus wird deutlich, dass die
y-Formen des Vitamin E schneller verstoffwechselt werden als die a-Formen. Soweit die
CEHC-Freisetzung messbar war, nahm diese mit zunehmender Inkubationszeit kontinu-

ierlich zu. Eine Sattigung wurde im Messzeitraum nicht erreicht.
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Abb. 11: CEHC-Freisetzung nach Inkubation mit Vitamin E

Gemessen wurde die Freisetzung des Metaboliten CEHC von HepG2-Zellen nach Inkubation mit je
50 uM RRR-a-Tocopherol (RRR-a-Toc), all-rac-o-Tocopherol (all-rac-a-Toc), y-Tocopherol (y-Toc),
a-Tocotrienol (a-T3) oder y-Tocotrienol (y-T3) fur 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h oder 96 h. Die Mes-
sung erfolgte mittels HPLC (elektrochemische Detektion). Die sich im Kulturmedium befindliche
Metabolitmenge wurde zur Vergleichbarkeit auf den Proteingehalt der Zellen bezogen. Die Daten
stellen einen Mittelwert £ Standardabweichung aus drei Einzelwerten dar. Fur das y-Tocotrienol
konnte bei 96 h aufgrund seiner toxischen Eigenschaften (vgl. 4.1.4) kein Wert ermittelt werden;
eine Normalisierung auf die Proteinwerte war nicht moglich. *p < 0,05 vs. RRR- und all-rac-a-Toc,
#p < 0,05 vs. a-T3.
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Abb. 12: CMBHC-Freisetzung nach Inkubation mit Vitamin E

Gemessen wurde die Freisetzung des Metaboliten CMBHC von HepG2-Zellen ins Kulturmedium.
Die Behandlung der Zellen, die Messung des Metaboliten und die Auswertung der Daten entspricht
den bei Abb. 11 gemachten Ausfihrungen.
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Legt man den Vorlaufer des CEHC das CMBHC fur die Analyse des Metabolismus
zugrunde (Abb. 12), zeigt sich, dass nicht die y-Form bevorzugt abgebaut wird, sondern
der Abbau der Tocotrienole im Vergleich zu den Tocopherolen schneller erfolgt. Das
CMBHC beider untersuchten Tocotrienole konnte bereits nach 6 h nachgewiesen werden,
wahrend das CMBHC der Tocopherole erst nach 48 h Inkubation detektiert wurde.
a-Tocotrienol wird somit in wesentlich héherem Ausmald verstoffwechselt, als es die
CEHC-Freisetzung vermuten |asst. Der Metabolismus des a-Tocotrienols stellt daher eine
Ausnahme bei den untersuchten Vitamin E-Formen dar. Trotz hoher CMBHC-Konzentra-
tionen ist die CEHC-Konzentration kaum messbar und liegt auf dem Niveau der CEHC-
Freisetzung der a-Tocopherole. Vermutlich gibt es einen limitierenden Faktor fir die letzte
B-Oxidation vom a-CMBHC zum a-CEHC. Vergleichbar zu den CEHC-Daten war auch bei
den CMBHC-Daten keine Sattigung im Messzeitraum zu beobachten.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass trotz gleichen Abbauweges die Me-
tabolisierungsrate der Vitamin E-Formen sehr unterschiedlich ist. Im Zusammenhang mit
den Ergebnissen von 4.1.1 zeigt sich, dass die Metabolisierungsrate keine Ursache fir
den unterschiedlichen Gehalt der Vitamin E-Formen in den Zellen ist. Moglicherweise ist
sie jedoch eine Folge des zelluldren Gehalts, d.h. je héher die Konzentration in der Zelle

desto starker die Metabolisierung der entsprechenden Vitamin E-Form.

4.1.3 Zellulare Akkumulation von Vitamin E ist nicht vom o-TTP abhangig

Nachdem festgestellt wurde, dass nicht der Metabolismus fir den unterschiedlichen
Gehalt der verschiedenen Vitamin E-Formen in den HepG2-Zellen verantwortlich ist, war
es von Interesse, ob das a-Tocopherol-Transfer-Protein (a-TTP) die zellulare Vitamin E-
Akkumulation beeinflusst. Deshalb wurde untersucht, ob HepG2-Zellen, die das o-TTP
stabil iberexprimieren (HepG2°"™"-Zellen), nach einer entsprechenden Behandlung einen
veranderten Gehalt der verschiedenen Vitamin E-Formen im Vergleich zu den Wildtypzel-
len (HepG2-Zellen) aufwiesen.

HepG2-Zellen und HepG2°'™"-Zellen wurden mit je 50 yM RRR- und all-rac-
a-Tocopherol, y-Tocopherol, a-Tocotrienol oder y-Tocotrienol flr unterschiedlich lange
Zeiten inkubiert. Die Zellen wurden nach der Inkubation auf ihren Vitamin E-Gehalt mittels
HPLC-Analytik untersucht (Abb. 13). Abgesehen vom y-Tocotrienol zeigten sich bis zu
einer Inkubationszeit von 24 h bei allen anderen untersuchten Vitamin E-Formen keine
oder nur geringe Unterschiede im Vitamin E-Gehalt zwischen HepG2- und HepG2“T™-
Zellen. Nach diesem Zeitpunkt lagen die Tocopherol- bzw. Tocotrienol-Konzentrationen in
den HepG2“"™"-Zellen stets unterhalb der Konzentrationen der Wildtypzellen und naherten

sich diesen erst wieder vor dem Erreichen der Sattigungskonzentrationen (vgl. 4.1.1) an.
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Festzuhalten ist, dass das o-TTP auf die unterschiedliche Akkumulation der ver-
schiedenen Vitamin E-Formen in den HepG2-Zellen keinen Einfluss hat. Das Vertei-
lungsmuster, Tocotrienole > Tocopherole und y-Form > o-Form, bleibt auch durch eine

Uberexpression des a-TTP unbeeinflusst.
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Abb. 13: Vitamin E-Gehalt in HepG2-Zellen und HepG2°"""-Zellen nach Inkubation mit Vita-
min E

Gemessen wurde der Vitamin E-Gehalt in HepG2-Zellen (WT) und HepG2“"™"-Zellen (TTP). Die
Behandlung der Zellen, die Messung des Vitamin E-Gehaltes und die Auswertung der Daten ent-
spricht den bei Abb. 10 gemachten Ausflihrungen.
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4.1.4 Unterschiedliche Toxizitat der verschiedenen Vitamin E-Formen

Haufig ist eine starke Metabolisierung mit der Toxizitat einer Substanz in Verbindung
zu bringen. Da die Vitamin E-Formen unterschiedlich stark metabolisiert wurden (vgl.
4.1.2), blieb zu prifen, ob dies ein Hinweis auf zytotoxische Eigenschaften der Vitamin E-
Formen ist. HepG2-Zellen wurden mit 25 yM, 50 yM, 100 uM oder 200 uM aller Tocophe-
role (RRR-a-~, all-rac-a-, -, y- und 8-Form) und zweier Tocotrienole (a- und y-Form) unter-
schiedlich lange inkubiert, um so Konzentrations-Zeit-Verlaufe zu untersuchen. Die Toxizi-
tat wurde mittels MTT-Test bestimmt. Eine Vitalitdtsabnahme bis auf 80 % wurde als nicht
toxisch gewertet. Zytotoxische Eigenschaften zeigten bei den Tocopherolen (Abb. 14 A) in
Abhangigkeit von Konzentration und Inkubationszeit die - und 3-Form. Eine 72-stlindige
Inkubation mit 100 bzw. 200 uM verursachte bei diesen beiden Tocopherolen eine Vitali-
tatsabnahme auf unter 50 %. Beide a-Formen und die y-Form zeigten keine zytotoxischen
Eigenschaften. Bei den Tocotrienolen konnten bei der y-Form zytotoxische Effekte beo-
bachtet werden (Abb. 14 B). Wahrend a-Tocotrienol nur bei 200 uM einen negativen Ein-
fluss auf die Vitalitat der Zellen zeigte, war das y-Tocotrienol bei Konzentrationen von
100 und 200 uM bei allen Messzeitpunkten zytotoxisch. Die Zellvitalitdt sank mit 100 yM
y-Tocotrienol bereits bei einer Inkubation von 24 h auf ca. 50 %. Bei 200 yM Uberlebten zu
allen Zeitpunkten nur ein Viertel der Zellen die Inkubation mit y-Tocotrienol.

Zytotoxische Effekte des Vitamin E wurden bisher nur ganz selten publiziert [178,
179]. Im Allgemeinen geht man davon aus, dass selbst hohe Dosen keine toxischen Ei-
genschaften besitzen. Daher war es von Interesse, die Ergebnisse zur Toxizitat in einem
anderen Zellsystem zu bestatigen. Caco-2-Zellen wurden in einem identischen Ver-
suchsaufbau ebenfalls mit den Vitamin E-Formen inkubiert. Im Vergleich zu den HepG2-
Zellen zeigten sich bei den Caco-2-Zellen starkere zytotoxische Wirkungen der Tocophe-
role (Abb. 15 A). Bereits nach 24 h hatten Konzentrationen von mehr als 25 yM -, y- und
d-Tocopherol schwache bis starke negative Einflisse auf die Vitalitdt der Zellen. Bei einer
Inkubation von 72 h senkten alle Tocopherole bei Konzentrationen von bis zu 100 uM die
Zellvitalitat auf ca. 75 %. Der Einfluss der Tocotrienole auf die Zellvitalitdt der Caco-2-
Zellen war vergleichbar mit dem auf die HepG2-Zellen, wobei bei einer Inkubation von
72 h a- und y-Tocotrienol bei Konzentrationen von bis zu 50 yM sofort toxisch waren und
die Zellvitalitat auf ca. 50 % senkten (Abb. 15 B).

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Tocopherole als auch Tocotrienole zytotoxi-
sche Eigenschaften besitzen, wobei jeweils die a-Formen im Vergleich zu den anderen
Formen die geringsten Einflisse auf die Zellvitalitat hatten. Bis zu einer Konzentration von
50 pM zeigten sich bei allen Vitamin E-Formen kaum zytotoxische Eigenschaften, so dass

bei allen weiteren Versuchen mit dieser Konzentration weiter gearbeitet wurde.
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Abb. 14: Zytotoxizitidt der Vitamin E-Formen in HepG2-Zellen

Die Messung der Zytotoxizitat erfolgte mittels MTT-Test. Daflir wurden HepG2-Zellen fiir 24 h, 48 h
oder 72 h mit 25 uM, 50 uM, 100 uM oder 200 uyM RRR-a-Tocopherol (RRR-a-Toc), all-rac-
a-Tocopherol (all-rac-a-Toc), B-Tocopherol (B-Toc), y-Tocopherol (y-Toc), 8-Tocopherol (3-Toc),
a-Tocotrienol (a-T3) oder y-Tocotrienol (y-T3) inkubiert. (A) Toxizitat der Tocopherole (B) Toxizitat
der Tocotrienole. Die Daten stellen einen Mittelwert + Standardabweichung aus zwei Versuchen
mit je drei Einzelwerten dar. Unbehandelte Zellen = 100 %.
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Abb. 15: Zytotoxizitat der Vitamin E-Formen in Caco-2-Zellen

(A) Toxizitdt der Tocopherole (B) Toxizitat der Tocotrienole. Die Behandlung der Zellen, die Mes-
sung der Toxizitdt und die Auswertung der Daten entspricht den bei Abb. 14 gemachten Ausfih-
rungen.
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4.2 Regulation von Phase I-Enzymen durch Vitamin E und antioxidative se-

kundare Pflanzeninhaltsstoffe

4.2.1 Vitamin E induziert die Genexpression von Phase I-Enzymen in vitro

4.2.1.1 Vitamin E-Formen aktivieren den Promotor des CYP3A4

Als fremdstoffmetabolisierendes Enzym wird das CYP3A4 haufig auch durch seine
eigenen Substrate in seiner Aktivitat beeinflusst. Wahrend die Hemmung des Enzyms
durch reversible sterische Einwirkungen des Substrats am Protein verursacht wird, erfolgt
die Induktion auf transkriptioneller Ebene. Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass
Vitamin E-Formen den PXR aktivieren [92] und aufgrund der Annahme, dass die Vita-
min E-Formen auch Substrate des CYP3A4 sind [59], war nun von Interesse, ob Vita-
min E die Expression des CYP3A4 beeinflusst. Aus diesem Grund wurde die Wirkung der
verschiedenen Vitamin E-Formen auf den Promotor des CYP3A4 untersucht. Dazu wur-
den drei Luciferase-Reportergenkonstrukte mit unterschiedlich langen CYP3A4-Promotor-

fragmenten transient in HepG2-Zellen transfiziert (Abb. 16).

—iH+— i ’I—I i -UC
~_CYP3A4-3 (3.557 bp)

~_CYP3A4-6 (6.954 bp) <

_CYP3A4-9 (9.388 bp)

Abb. 16: Potentielle PXR/RXR-Bindungsstellen im CYP3A4-Promotor

Die transfizierten Promotorfragmente pGL3-CYP3A4-3 (CYP3A4-3), pGL3-CYP3A4-6 (CYP3A4-6)
und pGL3-CYP3A4-9 (CYP3A4-9) hatten Langen von 3.557 bp, 6.954 bp bzw. 9.388 bp. Nach
einer Analyse der CYP3A4-Promotorsequenz (Genbank-Nr. AF185589) durch das Computerpro-
gamm ,Matinspector® [180] enthalt der CYP3A4-Promotor mehrere potentielle PXR/RXR-
Bindungsstellen, deren Positionen durch Balken gekennzeichnet sind. Ein distaler Enhancer, der
ca. 7,8 kb vom Transkriptionsstart entfernt liegt (vgl. auch Abb. 6), enthdlt zwei
Erkennungselemente (schwarze Balken), an die das PXR/RXRao-Heterodimer binden kann. Nach
Goodwin et al. [133] ist dieses Enhancer-Element essentiell fir die Transaktivierung durch
Rifampicin, dem bekanntesten Induktor des CYP3A4 in vitro und in vivo.

24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 10 yM Rifampicin als Positivkontrol-
le oder 50 uM der verschiedenen Vitamin E-Formen flr weitere 24 h inkubiert. Nach der
Ernte und Lyse der Zellen wurde die relative Reportergenaktivitat bestimmt. Die Lucifera-
seaktivitdt der beiden kirzeren Promotorfragmente (pGL3-CYP3A4-3 und -6) wurde so-
wohl durch das als Positivkontrolle verwendete Rifampicin als auch durch die eingesetz-
ten Tocopherole kaum bzw. gar nicht reguliert. Erst das langste Promotorfragment mit
9.388 bp (pGL3-CYP3A4-9) wurde durch Rifampicin (Faktor 2,7), aber auch durch a-To-
copherol und 6-Tocopherol mit Faktoren von 1,3 bzw. 1,8 signifikant aktiviert (Abb. 17).

All-rac-a-, B- und y-Tocopherol zeigten keinen Einfluss auf den CYP3A4-Promotor.
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Abb. 17: Aktivierung des CYP3A4-Promotors durch Tocopherole

HepG2-Zellen wurden mit 0,4 ug der Reportergenkonstrukte pGL3-basic, pGL3-CYP3A4-3, pGL3-
CYP3A4-6 oder pGL3-CYP3A4-9 transient transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zel-
len mit 10 yuM Rifampicin (Rifa; Positivkontrolle) bzw. jeweils 50 yM RRR-a-Tocopherol (RRR-a-
Toc), all-rac-a-Tocopherol (all-rac-a-Toc), B-Tocopherol (B-Toc), y-Tocopherol (y-Toc) oder 3-Toco-
pherol (8-Toc) fir 24 h inkubiert. Nach der Lyse der Zellen wurde die relative Reportergenaktivitat
(siehe 3.4.10) bestimmt. Die unstimulierten Konstrukte (Ethanol, K, Kontrolle) wurden auf jeweils 1
gesetzt und alle anderen Werte darauf bezogen. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. Kontrolle, (n = 2 fur
CYP3A4-3 und -6; n = 3 flir CYP3A4-9).

Der Einfluss der Tocotrienole auf den CYP3A4-Promotor ist in Abb. 18 dargestellt.
Hier erwies sich sowohl a- als auch y-Tocotrienol als starker Aktivator des CYP3A4-
Promotors. Die Luciferaseaktivitdt des Plasmids mit dem langsten Promotorfragment lag
mit Faktoren von 3,0 fur das a-Tocotrienol und 3,3 fir das y-Tocotrienol sogar geringfugig
Uber der der Positivkontrolle Rifampicin. Im Gegensatz zu den Tocopherolen war auch die
Luciferaseaktivitat der beiden kirzeren Promotorfragmente ein wenig gesteigert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Vitamin E-Formen das CYP3A4,
ein Enzym des Fremdstoffmetabolismus, auf transkriptioneller Ebene regulieren kénnen.
Dabei zeigen die Tocotrienole die starkste Aktivierung, gefolgt vom &- und vom RRR-
a-Tocopherol. a- und y-Tocotrienol aktivieren den CYP3A4-Promotor etwa gleich stark
und auf dem Niveau des Rifampicins. Die Aktivierung des Promotors durch 8- und RRR-
a-Tocopherol ist deutlich geringer. Abgesehen vom y-Tocopherol entspricht die gezeigte
Aktivierung des CYP3A4-Promotors durch RRR-a-Tocopherol, 3-Tocopherol, a-Toco-

trienol und y-Tocotrienol der von Landes et al. [92] gezeigten Aktivierung des PXR.
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Abb. 18: Aktivierung des
CYP3A4-Promotors durch
Tocotrienole

HepG2-Zellen wurden tran-
sient transfiziert und 24 h mit
10 uM  Rifampicin  (Rifa),
50 yM a-Tocotrienol (a-T3)
oder 50 puM y-Tocotrienol
(y-T3) inkubiert. Die Trans-
fektion und Auswertung der
Daten entspricht den bei
Abb. 17 gemachten Ausflih-
rungen. *p < 0,05, **p < 0,01
vs. Kontrolle, (n = 2 fur
CYP3A4-3 CYP3A4-6 CYP3A4-9 CYP3A4-3 und -6; n = 3 fur
CYP3A4-9).
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4.21.2 y-Tocotrienol induziert die Expression der endogenen mRNA von CYP3A4
und CYP3A5

Wenn Vitamin E-Formen den Promotor des CYP3A4 induzieren kdnnen, ist eine er-
hohte Expression der mRNA in den Zellen zu erwarten. Aus diesem Grund wurde von den
aktivierenden Vitamin E-Formen das y-Tocotrienol als starkster Aktivator (vgl. Abb. 18)
ausgewahlt, um den Einfluss auf die endogene Expression der mRNA des CYP3A4 zu
untersuchen. Zusatzlich wurde der Einfluss auf die endogene mRNA-Expression eines
weiteren Mitgliedes der humanen Cytochrom P450 3A-Subfamilie, des CYP3AS5, betrach-
tet. Dazu wurden HepG2-Zellen fiir 48 h in serumfreiem Kulturmedium mit 50 uM Rifampi-
cin (Positivkontrolle) oder 50 uM y-Tocotrienol inkubiert. Die Behandlung mit y-Tocotrienol
resultierte in einer deutlichen Steigerung der mRNA-Expression des CYP3A4 und des
CYP3AS5. Die densitometrische Auswertung ergab eine 2-fache Steigerung der mRNA-
Expression. Die Induktion durch y-Tocotrienol war vergleichbar mit der Induktion durch
Rifampicin (Abb. 19).

Somit konnte gezeigt werden, dass mindestens eine Vitamin E-Form, das y-Tocotrie-
nol, die Expression von zwei Isoformen der Cytochrom P450 3A-Subfamilie (CYP3A4 und

CYP3AD5) als Enzyme des Fremdstoffmetabolismus, induziert.
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Abb. 19: Endogene Expression der mRNA von CYP3A4 und CYP3A5

HepG2-Zellen wurden 48 h in serumfreiem Kulturmedium mit 50 yM Rifampicin (Rifa) und 50 uM
y-Tocotrienol (y-T3) kultiviert. Nach RNA-Extraktion, reverser Transkription und PCR mit genspezi-
fischen Oligonukleotiden wurden die PCR-Produkte auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen.
B-Aktin diente als Referenzgen. (A) Densitometrische Auswertung der relativen mRNA-Menge. Der
Mittelwert der Kontrollzellen (Ethanol, K) wurde auf 1 gesetzt und alle anderen Werte darauf bezo-
gen. Die Daten stellen einen Mittelwert + Standardabweichung aus vier Einzelwerten dar. *p < 0,05
vs. Kontrolle. (B) Abgebildet ist ein reprasentatives Gel mit zwei Einzelwerten.

4.2.1.3 y-Tocotrienol beeinflusst nicht die Bindung des PXR an die DNA

Da das CYP3A4 ein Zielgen des PXR ist und schon gezeigt werden konnte, dass
y-Tocotrienol an den PXR bindet und diesen aktiviert [92, 181], war von Interesse, ob
y-Tocotrienol auf die Bindung des PXR an die DNA einen Einfluss hat. Fir Gelshiftexpe-
rimente (EMSA) wurde ein synthethisches Oligonukleotid mit einer Lange von 29 bp, wel-
ches das responsive Element ER6 aus dem CYP3A4- und dem CYP3A5-Promotor enthalt
[182], radioaktiv markiert und mit in vitro translatiertem humanen PXR und/oder RXR in-
kubiert. Zu diesen Ansatzen wurden 10 uM Rifampicin als Positivkontrolle oder 50 yM
y-Tocotrienol gegeben.

Im Gel konnten zwei Banden auf unterschiedlichen Hohen detektiert werden. Die un-
tere Bande trat bereits beim TNT-Lysat alleine auf, so dass es sich hier um eine unspezi-
fische Bindung an das Oligonukleotid handelt (Abb. 20, Spur 1). Die obere Bande trat auf,
wenn PXR und RXR zusammen inkubiert wurden (Abb. 20, Spur 4). Die Spezifitat dieser
Bande wurde durch die Zugabe eines PXR-Antikérpers Uberprift. Bindet ein hinzugege-
bener Antikorper spezifisch an den DNA-Protein-Komplex, hat dieser grékere Komplex
eine langsamere Laufgeschwindigkeit im Gel, so dass die Bande nach oben ,geschiftet"
wird (sog. Supershift). Da der PXR-Antikérper gegen die DNA-bindende Doméne des

PXR gerichtet ist, kommt es hier nicht zum Supershift, sondern zur vollstdndigen Aufhe-
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bung der DNA-Protein Interaktion (Abb. 20, Spuren 5 und 8). Das Verschwinden der Ban-
de beweist die Bindung von PXR an das radioaktiv markierte ER6-Oligonukleotid. Die In-
tensitat dieser Bande wurde aber weder durch 10 yM Rifampicin noch durch 50 uM

y-Tocotrienol beeinflusst (Abb. 20, Spuren 6 und 7).

Abb. 20: Einfluss von y-Tocotrienol auf
die Bindung des PXR an die DNA

Ein mit [y-**P]-ATP radioaktiv markiertes
ERG-Oligonukleotid wurde mit in vitro
translatiertem humanen PXR (2), RXR (3)
oder PXR und RXR zusammen (4-8) inku-
biert. Neben der alleinigen gemeinsamen
Inkubation von PXR und RXR (4) wurden
zusatzlich Proben mit 1 uyg PXR-Antikérper
(AK; 5), 10 uM Rifampicin (Rifa; 6), 50 uM
y-Tocotrienol (y-T3; 7) oder 50 yM y-Toco-
trienol und 1 yg PXR-Antikérper (8) ver-
setzt. Abgebildet ist ein reprasentatives Gel
(n=23).

—= TNT-Lysat

® PXR + RXR

9 PXR + RXR + AK

@ PXR + RXR +Rifa

~ PXR + RXR + ¢-T3

®© PXR +RXR +y-T3 + AK

N PXR
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-

Zusatzlich wurde die Spezifitdt der betrachteten Banden durch einen Kompetitions-
versuch kontrolliert. Die Zugabe von nicht radioaktiv markiertem Oligonukleotid in 25-, 50-
und 100-fachem Uberschuss im Vergleich zum radioaktiv markierten Oligonukleotid fiihrte
zum Verschwinden der Banden (Gele nicht abgebildet).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Rifampicin und y-Tocotrienol als
Liganden des PXR keinen Einfluss auf die Bindung des PXR an sein responsives Element
(ER6) haben. Zuséatzlich konnte in vitro gezeigt werden, dass das Heterodimer PXR und
RXR auch ohne Liganden an die DNA bindet.

4.2.2 Vitamin E induziert die Genexpression von Phase I-Enzymen in vivo

4.2.21 o-Tocopherol induziert die mRNA von Cyp3a11 in der Leber

In vitro konnte sowohl die Aktivierung des CYP3A4-Promotors (vgl. 4.2.1.1) als auch
die Induktion der Expression der endogenen CYP3A4- und CYP3A5-mRNA (vgl. 4.2.1.2)
durch einzelne oder mehrere Vitamin E-Formen gezeigt werden. Um zu untersuchen, ob
diese Ergebnisse auch auf die in vivo-Situation Ubertragbar sind, wurde ein Tierversuch
durchgefiihrt. Mannliche Mause wurden dazu in vier Futterungsgruppen eingeteilt. Fir 3

Monate erhielt eine Gruppe 2 mg a-Tocopherylacetat/kg Futter (Vitamin E-Mangeldiat),
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eine zweite Gruppe 20 mg a-Tocopherylacetat/kg Futter (Vitamin E-Normaldiat) und eine
dritte Gruppe 200 mg a-Tocopherylacetat/kg Futter (Vitamin E-Uberflussdiat). Um Lang-
zeiteffekte zu ermitteln, erhielt eine vierte Gruppe die Uberflussdiat fiir 9 Monate (vgl. Abb.
8). Der a-Tocopherol-Gehalt nahm in der Leber und im Plasma mit zunehmendem Gehalt
an a-Tocopherylacetat im Futter zu (Tab. 9). Bei den Uberflussdiat-Gruppen war der Ge-
halt an a-Tocopherol nach einer Fltterungsdauer von 9 Monaten in der Leber und im

Plasma nochmals héher als nach einer 3-monatigen Fltterung.

Tab. 9: a-Tocopherol-Gehalt in Leber und Plasma’
**p < 0,01 vs. Mangel- und Normaldiat; #p < 0,05 vs. Uberflussdiat

Diat (a-Tocopherylacetat/kg Futter) a-Tocopherol-Gehalt

Leber Plasma

[nmol/g Gewebe] [uM]

Mangeldiat (2 mg/kg) 23,8+ 11,7 1,3+0,0
Normaldiat (20 mg/kg) 30,5+ 10,5 2,7+04
Uberflussdiat (200 mg/kg) 1412+ 61,2 ** 5,7 +23**
Langzeit-Uberflussdiat (200 mg/kg) 204,6 + 48,8 95+15 #
" nach [183]

Der unterschiedliche a-Tocopherol-Gehalt in der Leber in den vier Fltterungsgrup-
pen war Voraussetzung fur die Untersuchung der Genexpression in der Leber mittels real-
time PCR. Zur Quantifizierung auf der Grundlage der AACt-Methode (vgl. 3.4.5.2) musste
zunachst geprift werden, ob Zielgen (Cyp3a11) und Referenzgen (HPRT) unter den ge-
wahlten Bedingungen mit gleicher Effizienz amplifiziert werden. Dazu wurden sechs Ver-
diinnungen von 10° — 10® Kopien des PCR-Produkts der jeweiligen Gene mit genspezifi-
schen Oligonukleotiden mittels real-time PCR amplifiziert. Die Auftragung der eingesetz-
ten Kopienzahl gegen den AC+-Wert ergab einen Anstieg der Geraden von +0,086 (Abb.
21), so dass die AACr-Methode ange-

0+ wendet werden konnte.
1 - y = 0,086x - 4,534
2

ACT-Wert

2 bl ]

-4 - T I T | | Abb.21: ACr-Wert-Vergleich

-5 I J_ I Aus Agarosegel isolierte PCR-Produkte des

6 - Cyp3a11 und der HPRT wurden in definierten

Kopienzahlen (vgl. 3.4.5.2) mittels real-time

-7 ‘ ‘ ‘ w w w PCR amplifiziert. Der AC-Wert (Cr-
2 3 4 5 6 7 8 Wertcypsatr - Cr-Wertuprr) wurde gegen die

Kopienzahl des PCR-Produkts aufgetragen
log Kopienzahl DNA (n=3).
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Zur Bestimmung der Genexpression des Cyp3a11 wurde aus den homogenisierten
Lebern aller Tiere RNA isoliert und Uber real-time PCR quantifiziert. Abb. 22 A zeigt die
relative Menge an Cyp3a11 mRNA in den verschiedenen Fitterungsgruppen. Bezogen
auf die Mangeldiat (2) stieg die Expression der Cyp3a11 mRNA in der Normal- (20) und
Uberschussdiat (200) auf Mediane von 2,23 (Min 1,45; Max 3,10) bzw. 2,25 (Min 1,47;
Max 3,73) an. Die Langzeitfiitterung mit der Uberflussdiat (200LZ) lieR die Expression der
Cyp3a11 mRNA noch mal zusatzlich steigen. Hier lag der Median bei 3,82 (Min 2,50; Max
5,80). Demnach stieg die Expression der Cyp3a11 mRNA in den Lebern der Mause mit
zunehmender a-Tocopherylacetat-Konzentration im Futter (Abb. 22 A).

Betrachtet man die relative Cyp3a11 mRNA-Menge nicht in Abhangigkeit vom Vita-
min E-Gehalt im Futter, sondern vom tatsachlichen o-Tocopherol-Gehalt in den Lebern
der Einzeltiere (Abb. 22 B), wird erneut deutlich, dass es eine positive Korrelation zwi-

schen a-Tocopherol-Gehalt in der Leber und Expression der Cyp3a11 mRNA gibt.
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Abb. 22: Expression der Cyp3a11 mRNA in Abhangigkeit von a-Tocopherol

Mause wurden 3 Monate mit 2 mg (2), 20 mg (20) oder 200 mg (200) a-Tocopherylacetat/kg Futter
gefittert. Eine Langzeit-Gruppe wurde mit 200 mg a-Tocopherylacetat/kg Futter fir 9 Monate ge-
futtert (200LZ). Die RNA wurde aus den homogenisierten Lebern der Tiere isoliert, revers trans-
kribiert und mittels real-time PCR mit genspezifischen Oligonukleotiden amplifiziert. Die Daten stel-
len die relative Cyp3a11 mRNA-Menge, basierend auf den entsprechenden AAC:-Werten (siehe
3.4.5.2), dar. Der AAC+-Wert eines Tieres aus der Mangeldiat (Gruppe 2) wurde auf 1 gesetzt und
die Werte aller anderen Tiere darauf bezogen. Die Ct-Werte des Cyp3a11 wurden auf die Ct-
Werte der HPRT normalisiert. (A) Abgebildet ist der relative Expressionsunterschied der Cyp3a11
mRNA in den verschiedenen Fltterungsgruppen. *p < 0,05; **p < 0,01 vs. 2. (B) Abgebildet ist die
relative Cyp3a11 mRNA-Menge in Abhangigkeit vom a-Tocopherol-Gehalt in der Leber aller Ein-
zeltiere.
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Zusammenfassend konnte in vivo gezeigt werden, dass es in der Leber eine positive
Korrelation zwischen der Expression des Cyp3a11 und a-Tocopherol gibt und somit
a-Tocopherol auch in vivo die Expression des wichtigsten fremdstoffmetabolisierenden

Enzyms steigert.

4.2.2.2 y-Tocotrienol hat keinen Einfluss auf die Cyp3a11 Expression in der Leber

In den in vitro Versuchen stellte sich y-Tocotrienol als starkster Aktivator des
CYP3A4-Promotors sowie Induktor der mRNA-Expression von CYP3A4 und CYP3A5
heraus. Um dies auch in vivo zu Uberprifen, wurde jeweils der Halfte der Mause aus den
drei Vitamin E-Futterungsgruppen (Mangel, Normal, Uberfluss) y-Tocotrienol verabreicht.
Dazu wurde den Tieren in 50 pl Olivendl geléstes y-Tocotrienol (250 ug) 7 Tage vor Be-
endigung des Versuches taglich geschliindelt. Der Kontrollgruppe wurde die gleiche Men-
ge Olivendl geschliindelt. Die Supplementierung mit y-Tocotrienol hatte keinen signifikan-
ten Einfluss auf den a-Tocopherol-Gehalt in der Leber (Tab. 10). Lediglich in der Vita-
min E-Mangelgruppe zeigte sich eine leichte nicht signifikante Reduzierung des
a-Tocopherol-Gehalts. y-Tocotrienol lag teilweise unter der Nachweisgrenze (Daten nicht

abgebildet).

Tab. 10: Einfluss von y-Tocotrienol auf den a-Tocopherol-Gehalt in der Leber"

a-Tocopherol a-Tocopherol
Diat [nmol/g Gewebe] Diat [nmol/g Gewebe]
Mangeldiat 23,8+ 11,7 Mangeldiat + y-Tocotrienol 16,4 + 1,1
Normaldiat 30,5+ 10,5 Normaldiat + y-Tocotrienol 31,6+8,4
Uberflussdiat 141,2 £ 61,2 Uberflussdiat + y-Tocotrienol 161,0+ 73,8
" hach [183]

Die Expression der Cyp3a11 mRNA in den mit y-Tocotrienol geschlindelten Gruppen
ist mit der Expression der nicht mit y-Tocotrienol geschliindelten Gruppen vergleichbar
(Abb. 23 A). Teilt man die Mause nicht in ihre Fltterungsgruppen auf, sondern korreliert
den tatsachlichen o-Tocopherol-Gehalt in der Leber mit der relativen Expression der
Cyp3a11 mRNA, zeigt sich eine geringfiigige nach oben gerichtete Verschiebung der
Trendlinie durch die Daten (Abb. 23 B). Dies weist auf einen geringen Einfluss von
y-Tocotrienol hin, der aus dem Mittelwert der Cyp3a11 mRNA aller Tiere der einzelnen
Fatterungsgruppen nicht deutlich wird. Der nahezu gleiche Anstieg beider Trendlinien
zeigt aber auch, dass y-Tocotrienol den Einfluss von a-Tocopherol auf die Expression der

Cyp3a11 mRNA nicht beeinflusst, sondern nur geringfligig verstarkt.
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Abb. 23: Expression der Cyp3a11 mRNA in Abhangigkeit von y-Tocotrienol

Drei Mausegruppen wurden 3 Monate mit 2 mg (2), 20 mg (20) oder 200 mg (200) a-Tocopheryl-
acetat (a-Toc)/kg Futter gefittert. Sieben Tage vor Ende des Versuchs wurde den Tieren taglich
50 pl Olivendl mit oder ohne 250 pg y-Tocotrienol (y-T3) geschliindelt. Die Ermittlung der relativen
Cyp3a11 mRNA-Menge entspricht den Ausfiihrungen bei Abb. 22. (A) Abgebildet ist der relative
Expressionsunterschied der Cyp3a11 mRNA in den verschiedenen Futterungsgruppen mit und
ohne y-Tocotrienol. Der Mittwelwert der Mangeldiat ohne y-Tocotrienol (2 a-Toc) wurde auf 1 ge-
setzt und alle anderen Mittelwerte der Gruppen darauf bezogen. *p < 0,05 vs. 2 (ohne y-T3); **p <
0,01 vs. 2 (ohne y-T3); #¥p < 0,01 vs. 2 (mit y-T3), #p < 0,05 vs. 20 (mit y-T3). (B) Abgebildet ist die
relative Cyp3a11 mRNA-Menge in Abhangigkeit vom a-Tocopherol-Gehalt in der Leber aller Ein-
zeltiere. Der AACt-Wert eines Tieres aus der Mangeldiat ohne y-Tocotrienol (a-Toc) wurde auf 1
gesetzt und die Werte aller anderen Tiere darauf bezogen.

Um ausschlieBen zu kdnnen, dass die Schlindelung einen Einfluss auf die Expressi-
on der Cyp3al1 mRNA hatte, wurde diese zwischen den zum Versuch gehdrenden
geschlindelten Mausen der Vitamin E-Normaldidt und ungeschlindelten nicht zum
eigentlichen Versuch gehérenden Mausen der gleichen Diat verglichen. Die Schlindelung

hatte keinen Effekt auf die untersuchte Expres-

1,5 - sion der Cyp3a11 mRNA (Abb. 24).
= O
(«‘;5_ % 1,0
=
E % 05 - Abb. 24: Einfluss der Schliindelung auf die Ex-
S E pression der Cyp3a11 mRNA
= Die Expression der Cyp3a11 mRNA der mit 50 pl
Olivendl geschlindelten Mause wurde mit der Ex-
0,0 pression von ungeschlindelten Mausen (n = 3; Mit-
ohne mit telwert auf 1 gesetzt) verglichen. Die Berechnung
Schliindelung der relativen Cyp3a11 mRNA-Menge entspricht den
bei Abb. 22 gemachten Ausflihrungen.
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4.2.2.3 y-Tocotrienol erh6ht die a-TTP mRNA-Expression in der Leber
Analog zur Messung der Cyp3a11 mRNA wurde auch fiur die Messung der a-TTP

mRNA zuvor getestet, ob die AACt-Methode anwendbar war und ob es Schliindelungsef-
fekte auf die Expression der o-TTP mRNA gab (vgl. 4.2.2.1). Beim Vergleich der ACt-
Werte (Cr-Wert, rrp — Cr-Wertyprt) €rgab sich ein Anstieg von -0,088, so dass die AACt-
Methode zur Auswertung der Genexpression angewendet werden konnte (Daten nicht
abgebildet). Der Vergleich zwischen den mit Olivendl geschliindelten und ungeschlindel-
ten Mausen der Vitamin E-Normaldiat zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Ex-
pression der a-TTP mRNA (Daten nicht abgebildet).

Der a-Tocopherylacetat-Gehalt im Futter der verschiedenen Fitterungsgruppen be-
einflusste nicht die a-TTP mRNA-Expression in den Lebern der Mause. Dagegen flihrte
die Supplementation der Mause mit je 250 ug/d y-Tocotrienol an den letzten 7 Tagen des
Versuches in allen drei Fltterungsgruppen zu einer Steigerung der Expression der a-TTP
mRNA (Abb. 25).
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Abb. 25: Einfluss von a-Tocopherol und y-Tocotrienol auf die Expression der a-TTP mRNA
in der Leber

Drei Mausegruppen wurden 3 Monate mit 2 mg (2), 20 mg (20) oder 200 mg (200) a-Tocopheryl-
acetat (a-Toc)/kg Futter gefuttert. Sieben Tage vor Ende des Versuchs wurde den Tieren taglich
50 ul Olivendl mit oder ohne 250 ug y-Tocotrienol (y-T3) geschlindelt. Die Ermittelung der relativen
a-TTP mRNA-Menge erfolgte analog zu den bei Abb. 22 gemachten Ausfihrungen. (A) Abgebildet
ist der relative Expressionsunterschied der o-TTP mRNA in den verschiedenen Fitterungsgruppen
mit und ohne y-Tocotrienol. Der Mittelwert der Mangeldiat ohne y-Tocotrienol (2 a-Toc) wurde auf 1
gesetzt und alle anderen Mittelwerte der Gruppen darauf bezogen. *p < 0,05 vs. 200 (a-Toc) (B)
Abgebildet ist die relative a-TTP mRNA-Menge in Abhangigkeit vom Leber-a-Tocopherol-Gehalt
der Einzeltiere. Der AACt-Wert eines Tieres aus der Mangeldiat ohne y-Tocotrienol (2 a-Toc) wur-
de auf 1 gesetzt und die Werte aller anderen Tiere darauf bezogen.
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4.2.3 Antioxidative sekundare Pflanzeninhaltsstoffe und die Genexpression von

Phase I-Enzymen

4.2.3.1 Einfluss von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen auf die PXR-Aktivierung

Da Vitamin E auf der Genexpressionsebene modulierend auf Phase I-Enzyme wirkt
(vgl. 4.2.1), war es von Interesse, ob auch andere sog. Antioxidanzien ihre Wirkung Uber
die Regulation von Genaktivitdten ausiben kdnnen. Verschiedene Substanzen und Pflan-
zenextrakte wurden daher zunachst auf ihre Fahigkeit zur Aktivierung des PXR unter-
sucht. Von den Pflanzenextrakten zeigten die Extrakte von Gewdirznelke und Thymian
eine ca. 2-fache Luciferaseaktivitat im Vergleich zur Kontrolle. Bei den Substanzen waren
vergleichbare Aktivitdten nach Stimulation mit Curcumin und Sulforaphan sowie eine ge-
ringe Aktivitatssteigerung durch Resveratrol zu beobachten. 25 yM Quercetin hemmte die
Luciferaseaktivit (Abb. 26). Um zu Uberprifen, ob die gemessene Steigerung bzw. Hem-
mung der Luciferaseaktivitdt durch den PXR vermittelt war, wurden alle Stimulationsver-
suche auch ohne das Expressionsplasmid fir das humane PXR (pSG5-hPXR) durchge-
fuhrt. Abgesehen von einer geringen Aktivierung durch Rifampicin (Faktor 1,6) konnten
bei den anderen Substanzen und Pflanzenextrakten keine signifikanten Steigerungen der
Luciferaseaktivitat gemessen werden; Hemmungen der Luciferaseaktivitat wurden durch

Blaubeeren- und Nelkenpfefferextrakt sowie Medox hervorgerufen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 26: Aktivierung des responsiven Elements des PXR (DR3)

Verschiedene Pflanzenextrakte (graue Balken) und Substanzen (schwarze Balken) wurden auf
ihren Einfluss auf den PXR hin getestet. Dazu wurden HepG2-Zellen mit 0,15 pg pGL3-(DR3), und
0,15 ug pSG5-hPXR transient transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit
3 mg/ml Blaubeerextrakt (B), 1 mg/ml Gewirznelkenextrakt (G), 3 mg/ml Himbeerextrakt (H),
3 mg/ml Nelkenpfefferextrakt (N), 3 mg/ml Thymianextrakt (T), 3 mg/ml Walnussextrakt (W), 25 yM
Curcumin (C), 25 uyM EGCG (E), 50 pyg/ml Medox (M), 25 uM Quercetin (Q), 25 uM Resveratrol (R)
oder 5 uM Sulforaphan (S) flr 24 h in serumfreiem Medium stimuliert. Als Positivkontrolle dienten
10 uM Rifampicin (R). Nach Ernte und Lyse der Zellen wurde die relative Luciferaseaktivitat be-
stimmt. Die unbehandelten Konstrukte (DMSO, K, Kontrolle) wurden auf 1 normiert und alle ande-
ren Werte dazu ins Verhaltnis gesetzt. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. Kontrolle (n = 3).
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Die durchgeflihrten Transfektionsversuche haben gezeigt, dass die getesteten Sub-
stanzen und Pflanzenextrakte, denen antioxidative Wirkungen zugeschrieben werden,
den PXR beeinflussen. Diese Beeinflussung resultierte sowohl in einer Aktivierung als

auch in einer Hemmung der PXR-vermittelten Luciferaseaktivitat.

4.2.3.2 Aktivierung des CYP3A4-Promotors

Nachdem festgestellt wurde, dass der PXR durch die getesteten Substanzen und
Pflanzenextrakte beeinflusst wird, wurde zusatzlich getestet, ob dies auch zu einer Beein-
flussung des CYP3A4-Gens auf Promotorebene filhrt. HepG2-Zellen wurden mit ver-
schieden langen Luciferase-Reportergenkonstrukten (pGL3-CYP3A4-3, pGL3-CYP3A4-6
und pGL3-CYP3A4-9) transient transfiziert und 24 h mit 10 yM Rifampicin als Positivkon-
trolle sowie verschiedenen antioxidativen Substanzen und Pflanzenextrakten inkubiert.

Nach der Ernte und Lyse der Zellen wurde die relative Reportergenaktivitat bestimmt.

O Kontrolle B Rifampicin OEGCG E Medox
@ Quercetin @A Resweratrol B Curcumin = Sulforaphan

relative Luciferaseaktivitat

CYP3A4-3 CYP3A4-6 CYP3A4-9

Abb. 27: Aktivierung des CYP3A4-Promotors durch antioxidative Substanzen

HepG2-Zellen wurden mit 0,4 ug der Reportergenkonstrukte pGL3-basic, pGL3-CYP3A4-3, pGL3-
CYP3A4-6 oder pGL3-CYP3A4-9 transient transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zel-
len mit 10 yM Rifampicin (Positivkontrolle), 25 yM EGCG, 50 pg/ml Medox, 25 uM Quercetin,
25 uM Resveratrol, 25 yM Curcumin oder 5 yM Sulforaphan fiir 24 h in serumfreiem Medium inku-
biert. Nach der Lyse der Zellen wurde die relative Reportergenaktivitat (siehe 3.4.10) bestimmt. Die
unstimulierten Konstrukte (DMSO; Kontrolle) wurden jeweils auf 1 gesetzt und alle anderen Werte
darauf bezogen. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. Kontrolle, (n = 3).

Vergleichbar mit der Aktivierung des CYP3A4-Promotors durch einige Vitamin E-
Formen war auch hier die jeweils starkste Aktivierung beim langsten Promotorfragment zu
beobachten. Die Luciferaseaktivitat des pGL3-CYP3A4-9 wurde durch alle getesteten
Substanzen gesteigert und erreichte nach einer Stimulation mit 25 yM Quercetin einen

Induktionsfaktor (2,9), der tber dem des Rifampicins (2,3) lag. Abgesehen vom Sulfo-
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raphan mit einem Faktor von 1,5 konnten alle anderen Substanzen die Luciferaseaktivitat
um einen Faktor von ca. 2 steigern (Abb. 27). Wahrend Rifampicin als Positivkontrolle
keinen Effekt auf die Promotorfragmente pGL3-CYP3A4-3 und -6 ausibte, war die Lucife-
raseaktivitdt zumindest auch beim pGL3-CYP3A4-6 durch die eingesetzten Substanzen
geringflgig induziert.

Verschiedene Pflanzenextrakte stimulierten die Luciferaseaktivitat aller CYP3A4-
Promotor-Reporterkonstrukte (Abb. 28). Auffallend war die starke Aktivierung durch die
Extrakte aus Nelkenpfeffer und Thymian. Obwohl es keine Aktivierung des PXR durch
den Extrakt aus Nelkenpfeffer gab (vgl. Abb. 26), konnte dieser beim langsten Promotor-
fragment die Luciferaseaktivitat um einen Faktor von 4,7 zur Kontrolle und um einen Fak-
tor von 2,0 zur Positivkontrolle Rifampicin erhéhen. Beim Thymianextrakt, der den PXR
aktiviert hat, lagen diese Faktoren mit 6,1 bzw. 2,6 sogar noch etwas hdher. Auch die
relative Luciferaseaktivitat der Plasmide mit den beiden kirzeren Promotorfragmenten
konnte im Gegensatz zu Rifampicin durch die Extrakte aus Nelkenpfeffer und Thymian
erhoht werden. 3 mg/ml Blau- oder Himbeerextrakt induzierten ebenfalls die Luciferase-
und somit die CYP3A4-Promotoraktivitat.

O Kontrolle B Rifampicin ONelkenpfeffer  [@Blaubeere

@ Gewlrznelke  E]Himbeere l Thymian = Walnuss

relative Luciferaseaktivitat

CYP3A4-3 CYP3A4-6 CYP3A4-9

Abb. 28: Aktivierung des CYP3A4-Promotors durch verschiedene Pflanzenextrakte
HepG2-Zellen wurden mit 0,4 ug der Reportergenkonstrukte pGL3-basic, pGL3-CYP3A4-3, pGL3-
CYP3A4-6 oder pGL3-CYP3A4-9 transient transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zel-
len mit 10 uM Rifampicin (Positivkontrolle), 3 mg/ml Nelkenpfefferextrakt, 3 mg/ml Blaubeerextrakt,
1 mg/ml Gewdurznelkenextrakt, 3 mg/ml Himbeerextrakt, 3 mg/ml Thymianextrakt oder 3 mg/ml
Walnussextrakt flr 24 h in serumfreiem Medium inkubiert. Nach der Lyse der Zellen wurde die rela-
tive Reportergenaktivitat (siehe 3.4.10) bestimmt. Die unstimulierten Konstrukte (DMSO; Kontrolle)
wurden jeweils auf 1 gesetzt und alle anderen Werte darauf bezogen. *p < 0,05, **p < 0,01 vs.
Kontrolle, (n = 3).
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4.3 Regulation von Phase lI-Enzymen durch Vitamin E und antioxidative

sekundare Pflanzeninhaltsstoffe

Viele Phase lI-Enzyme werden Uber den Transkriptionsfaktor Nrf2 reguliert und geho-
ren in die Gruppe der antioxidativen und/oder detoxifizierenden Enyzme. So werden viele
intrazellulare antioxidative Schutzmechanismen, wie z.B. die Enzyme Katalase, Super-
oxiddismutase und die gastrointestinale Glutathionperoxidase (GI-GPx) sowie die
y-Glutamylcystein-Synthetase als Enzym der Glutathion-Biosynthese, durch den Trans-
kriptionsfaktor Nrf2 reguliert [153, 184, 185]. Vitamin E und allen anderen bisher in dieser
Arbeit in Form von reinen Substanzen oder Pflanzenextrakten getesteten sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen werden antioxidative Eigenschaften zugeschrieben. Ob sie auch
die Expression antioxidativer Enzyme beeinflussen und somit indirekt antioxidativ wirken,

sollte getestet werden.

4.3.1 Vitamin E wirkt nicht auf das Nrf2/Keap1-System

Von Interesse war, ob Vitamin E Nrf2 aktivieren und somit auch die Expression der
GI-GPx stimulieren kann. Um dies zu untersuchen, wurden die Sequenz des responsiven
Elements des Nrf2 (ARE) aus dem Promotor der Hamoxygenase-1 (HO-ARE) und der GlI-
GPx (GI-ARE) sowie die Sequenz des GI-GPx-Promotors in ein Luciferase-
Reportergenplasmid kloniert und dessen Aktivierung gemessen. Dazu wurden HepG2-
Zellen mit pGL3-HO-ARE, pGL3-GI-ARE oder mit pGL3-Gl-prom-I transient transfiziert
und mit jeweils 50 yM RRR-a- bzw. all-rac-a-Tocopherol, y-Tocopherol, a-Tocotrienol
oder y-Tocotrienol inkubiert. Keine der getesteten Vitamin E-Formen hatte einen signifi-
kanten Einfluss auf die Aktivitat des GI-GPx-Promotors (Abb. 29). Gleiches zeigte sich
auch bei der HO-
ARE- bzw. GI-ARE-

********************************* regulierten  Lucife-

raseaktivitat (Daten
nicht abgebildet).
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Abb. 29: Einfluss von Vitamin E auf die GI-GPx-Promotoraktivitét

HepG2-Zellen wurden mit 0,15 ug Reportergenkonstrukt pGL3-Gl-prom-I transient transfiziert. 24 h
nach der Transfektion wurden die Zellen mit 50 yM RRR-a-Tocopherol (RRR-a-Toc), all-rac-
a-~Tocopherol (all-rac-a-Toc), y-Tocopherol (y-Toc), a-Tocotrienol (a-T3) oder y-Tocotrienol (y-T3)
flr 24 h in Medium stimuliert. Nach Ernte und Lyse der Zellen wurde die relative Luciferaseaktivitat
bestimmt. Die unbehandelten Konstrukte (Ethanol; K, Kontrolle) wurden auf 1 normiert und alle
anderen Werte dazu ins Verhaltnis gesetzt (n = 2).



Ergebnisse 65

4.3.2 Einfluss von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen auf das Nrf2/Keap1-System

4.3.2.1 Aktivierung des ,,Antioxidant Response Elements“ (ARE)

Um zu testen, ob die antioxidativen Substanzen und Pflanzenextrakte Nrf2 aktivieren
kénnen, wurden HepG2-Zellen transient mit dem pGL3-HO-ARE und dem pGL3-GI-ARE
transfiziert und mit den Substanzen und Pflanzenextrakten fir 24 h inkubiert. Eine Aktivie-
rung des HO-ARE wurde durch Thymianextrakt, Quercetin und Resveratrol bewirkt (Abb.
30 A), die leicht vermindert auch beim GI-ARE noch messbar blieb (Abb. 30 B). Abgese-
hen von einer leichten Hemmung des HO-ARE durch Medox, beeinflussten alle anderen

getesteten Substanzen und Pflanzenextrakte die Aktivierung des ARE nicht.

relative Luciferaseaktivitat
relative Luciferaseaktivitat

KBGHNTWEMAQR K B GHNTWEMAQR

Abb. 30: Aktivierung des HO- und GI-ARE in HepG2-Zellen

Pflanzenextrakte (graue Balken) und Substanzen (schwarze Balken) wurden auf ihren Einfluss auf
das ARE hin getestet. HepG2-Zellen wurden transient mit 0,15 pg Reportergenkonstrukten (A)
pGL3-HO-ARE oder (B) pGL3-GI-ARE transfiziert. Als Kontrolle diente das leere Reportergen-
plasmid pGL3-promoter. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 3 mg/ml Blaubeerextrakt
(B), 3 mg/ml Gewulrznelkenextrakt (G), 3 mg/ml Himbeerextrakt (H), 3 mg/ml Nelkenpfefferextrakt
(N), 3 mg/ml Thymianextrakt (T), 3 mg/ml Walsnussextrakt (W), 25 uM EGCG (E), 50 pg/ml Medox
(M), 25 uM Quercetin (Q) oder 25 uM Resveratrol (R) fur 24 h in serumfreiem Medium stimuliert.
Nach Ernte und Lyse der Zellen wurde die relative Luciferaseaktivitat bestimmt. Die unbehandelten
Konstrukte (DMSO; K, Kontrolle) wurden auf 1 normiert und alle anderen Werte dazu ins Verhaltnis
gesetzt. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. Kontrolle (n = 3).

Um zu testen, ob die gemessene Aktivierung des HO-ARE und des GI-ARE auf die
HepG2-Zellen beschrankt ist, wurde die Aktivierung in einem anderen Zellsystem getes-
tet. Dazu wurden Transfektionen mit Caco-2-Zellen durchgefthrt. Die Stimulation erfolgte
mit 3 mg/ml Thymianextrakt und 25 yM Quercetin. Nur die in den HepG2-Zellen gemes-
sene Aktivierung des HO-ARE und des GI-ARE durch Thymianextrakt konnte in den Ca-
co-2-Zellen bestatigt werden (Abb. 31).
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Abb. 31: Aktivierung des HO- und GI-ARE in

oK mT mQ Caco-2-Zellen
. Caco-2-Zellen wurden transient mit 0,15 ug
3 * Reportergenkonstrukten pGL3-HO-ARE (HO-

ARE) pGL3-GI-ARE (GI-ARE) transfiziert. Als
Kontrolle diente das leere Reportergenplasmid
pGL3-promoter. 24 h nach der Transfektion
wurden die Zellen mit 3 mg/ml Thymianextrakt
1 (T) oder 25 uM Quercetin (Q) fiir 24 h in se-
rumfreiem Medium stimuliert. Nach Ernte und
Lyse der Zellen wurde die relative Lucifera-
0 seaktivitdt bestimmt. Die unbehandelten Kon-
HO-ARE GI-ARE strukte (DMSO; K, Kontrolle) wurden auf 1
normiert und alle anderen Werte dazu ins Ver-
haltnis gesetzt. *p < 0,05 vs. Kontrolle (n = 3).

relative Luciferaseaktivitat

Es konnte somit gezeigt werden, dass Thymianextrakt das HO-ARE und GI-ARE so-
wohl in HepG2- als auch in Caco-2-Zellen aktiviert. Quercetin und Resveratrol zeigten

eine geringe Aktivierung des HO-ARE in HepG2-Zellen.

4.3.2.2 Aktivierung des GI-GPx-Promotors

Um zu Gberprifen, ob die antioxidativen Substanzen und Pflanzenextrakte einen Ein-
fluss auf die Expression der GI-GPx haben, wurden HepG2-Zellen mit dem Luciferase-
Reportergenkonstrukt, welches 2.111 bp des GI-GPx-Promotors enthielt (pGL3-Gl-prom-
), transient transfiziert. Die Inkubation mit den zu testenden Substanzen und Pflanzenex-
trakten erfolgte fur 24 h in serumfreiem Medium. Entsprechend der bereits gezeigten Akti-
vierung des GI-ARE (vgl. Abb. 30) konnten 3 mg/ml Thymianextrakt die Luciferaseaktivitat
um einen Faktor von 3,2 deutlich steigern. Auch 25 uM Resveratrol oder Quercetin stei-
gerten die Luciferaseaktivitat signifikant um Faktoren von 1,7 bzw. 4,2. EGCG, Medox und
die Extrakte aus Gewiurznelken, Himbeeren und Walnissen senkten die Luciferaseaktivi-
tat des pGL3-Gl-prom-I. Auffallend war hier die Hemmung der Aktivitat auf einen Faktor
von ca. 0,1 durch 3 mg/ml Gewtrznelkenextrakt im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 32).

Zusatzlich zum pGL3-Gl-prom-I mit 2.111 bp des GI-GPx-Promotors wurde ein sehr
kurzes Promotorfragment mit 172 bp (pGL3-Gl-prom-VI), welches aber noch die ARE-
Sequenz enthalt, getestet. Dazu wurden zwei Aktivatoren (Thymianextrakt und Quercetin)
und zwei Hemmer (Gewlrznelken- und Himbeerenextrakt) des pGL3-Gl-prom-I verwen-
det. Wahrend die Veranderung der relativen Luciferaseaktivitat durch die Inkubation mit
3 mg/ml Thymianextrakt, 25 yM Quercetin und 3 mg/ml Gewitrznelkenextrakt nahezu un-
verandert blieb, war eine hemmende Wirkung des Himbeerenextraktes wie beim pGL3-
Gl-prom-I nicht mehr zu beobachten (Abb. 33).
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Abb. 32: Einfluss auf die GI-GPx-Promotoraktivitat

Pflanzenextrakte (graue Balken) und Substanzen (schwarze Balken) wurden auf ihren Einfluss auf
den GI-GPx-Promotor hin getestet. Dazu wurden HepG2-Zellen transient mit 0,15 ug Reportergen-
konstrukt pGL3-Gl-prom-| transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 3 mg/mi
Blaubeerextrakt (B), 3 mg/ml Gewirznelkenextrakt (G), 3 mg/ml Himbeerextrakt (H), 3 mg/ml Nel-
kenpfefferextrakt (N), 3 mg/ml Thymianextrakt (T), 3 mg/ml Walnussextrakt (W), 25 yM EGCG (E),
50 ug/ml Medox (M), 25 uyM Quercetin (Q) oder 25 uM Resveratrol (R) fir 24 h in serumfreiem Me-
dium stimuliert. Nach Ernte und Lyse der Zellen wurde die relative Luciferaseaktivitat bestimmt. Die
unbehandelten Konstrukte (DMSO; K, Kontrolle) wurden auf 1 normiert und alle anderen Werte
dazu ins Verhaltnis gesetzt. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. Kontrolle (n = 3).

Abb. 33: Einfluss auf die GI-GPx-
Promotoraktivitat

HepG2-Zellen wurden mit 0,15 ug Repor-
tergenkonstrukt pGL3-Gl-prom-VI transient
transfiziert. 24 h nach der Transfektion wur-
den die Zellen mit 3 mg/ml Gewulrznelken-
extrakt (G), 3 mg/ml Himbeerextrakt (H),
3 mg/ml Thymianextrakt (T) oder 25 uM
Quercetin (Q) fur 24 h in serumfreiem Medi-
um stimuliert. Nach Ernte und Lyse der Zel-
len wurde die relative Luciferaseaktivitat
bestimmt. Die unbehandelten Konstrukte
(DMSO; K, Kontrolle) wurden auf 1 normiert
und alle anderen Werte dazu ins Verhaltnis
gesetzt. *p < 0,05 vs. Kontrolle (n = 2).

relative Luciferaseaktivitat

Um herauszufinden, ob die Aktivierung des GI-GPx-Promotors durch Thymianextrakt
und Quercetin tatsachlich auf das ARE und somit auf die Aktivierung des Nrf2 zurlickzu-
fuhren ist, wurde die ARE-Sequenz im pGL3-Gl-prom-I mittels Mutagenese-PCR (siehe
3.4.7.1) mutiert. Die Mutation fihrte zum vélligen Verlust der Luciferaseaktivitat des Re-
portergenkonstruktes. Betrachtet man den pGL3-Gl-prom-I-mut allein, wird jedoch deut-

lich, dass 3 mg/ml Thymianextrakt und 25 pM Quercetin auch die Luciferaseaktivitat unter
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Regulation des pGL3-Gl-prom-I-mut noch induzieren, auch wenn der Faktor der Induzier-
barkeit geringer ist als beim pGL3-Gl-prom-I (Abb. 34 B, Abb. 32).
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Abb. 34: Rolle der ARE-Sequenz bei der Aktivierung des GI-GPx-Promotors durch Thymian-
extrakt und Quercetin

HepG2-Zellen wurden mit 0,15 pg Reportergenkonstrukt pGL3-Gl-prom-I oder pGL3-Gl-prom-I-mut
transient transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 3 mg/ml Thymianextrakt (T)
oder 25 pM Quercetin (Q) fir 24 h in serumfreiem Medium stimuliert. Nach Ernte und Lyse der
Zellen wurde die relative Luciferaseaktivitdt bestimmt. (A) Der unbehandelte pGL3-Gl-prom-I
(DMSO; K, Kontrolle) wurde auf 1 normiert und alle anderen Werte dazu ins Verhaltnis gesetzt. (B)
Der unbehandelte pGL3-Gl-prom-I-mut (DMSO; K, Kontrolle) wurde auf 1 normiert und die Werte
der stimulierten Proben dazu ins Verhaltnis gesetzt. **p < 0,01 vs. Kontrolle (n = 2).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Thymianextrakt und sog. antioxi-
dative Substanzen wie Quercetin und Resveratrol in der Lage sind, das ARE zu aktivie-
ren. Diese Aktivierung spiegelt sich auch in einer Aktivierung des Promotors der GI-GPx
als Zielgen von Nrf2 wider. Die starke Aktivierung des Promotors durch Quercetin im Ge-
gensatz zu der doch relativ schwachen Aktivierung des GI-ARE und die Beeinflussung
des Promotors durch Pflanzenextrakte und Substanzen, die das GI-ARE nicht aktivierten
oder hemmten, sowie die nicht vollstadndig verloren gegangene Aktivierung des mutierten
Promotorfragments durch Thymianextrakt und Quercetin weisen auf zusatzlich existieren-

de regulierende Transkriptionsfaktoren fur den GI-GPx-Promotor hin.

4.3.2.3 Translokation von Nrf2 in den Kern

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Thymianextrakt und Quercetin das ARE akti-
vieren konnen, wurde die nukleare Translokation von Nrf2 getestet. Dazu wurden HepG2-
Zellen fur 4 h mit 25 yM Quercetin oder 3 mg/ml Thymianextrakt inkubiert. AnschlieRend
wurden die Kernlysate der unbehandelten und behandelten Zellen auf das Vorhandensein

von Nrf2 (66 kDa) untersucht. Fur das Nrf2 wurde beschrieben, dass neben der eigentlich
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zu erwartenden Protein-Bande bei 66 kDa zuséatzlich eine weitere Bande bei ca. 100 kDa

detektiert wird. Hier wird eine Komplexbildung zwischen Nrf2 und Aktin vermutet [186].

Aus Abb. 35 ist ersichtlich, dass nach Behandlung mit Quercetin und Thymianextrakt bei-

de Protein-Banden vorhanden sind. Betrachtet man die Protein-Bande bei 66 kDa, scheint

nur die Thymian-Behandlung zu einer erhéhten Nrf2-Menge im Kern zu fihren. Dagegen

war die Protein-Bande bei 100 kDa sowohl in den Kernen der mit Thymianextrakt als auch

in den Kernen der mit Quercetin behandelten Zellen deutlich nachzuweisen, fehlte jedoch

in den Kernen der unbehandelten Zellen.

— =100 kDa

— —f— = 66 kD2

Abb. 35: Translokation von Nrf2 in den Kern
HepG2-Zellen wurden fir 4 h in serumfreiem Medium mit
DMSO (K), 25 yM Quercetin (Q) oder 3 mg/ml Thymianex-
trakt (T) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet
und Kernlysate gewonnen. Dargestellt ist ein repasentativer
Western Blot von drei unabhangigen Versuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation mit Quercetin und Thymianextrakt zu

einer verstarkten nukledren Akkumulation von Nrf2 in HepG2-Zellen flhrt, was die Aktivie-

rung des GI-GPx-Promotors erklaren kann.
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5 Diskussion

Zu Beginn dieser Arbeit war der Metabolismus der Vitamin E-Formen auch durch
Forschungsergebnisse unserer Arbeitsgruppe nahezu aufgeklart (Ubersicht in [65]). Bei
der Suche nach molekularen Wirkungen des Vitamin E stellt sich die Frage nach einer
ausreichenden Bioverfligbarkeit der Vitamin E-Formen, die durch die Aufnahme in die
Zelle und den Metabolismus bestimmt ist. Daher hatte die vorliegende Arbeit das Ziel,
neben der transkriptionellen Regulation von Phase l- und Phase lI-Enzymen des
Fremdstoffmetabolismus durch Vitamin E und antioxidative sekundare Pflanzeninhalts-
stoffe, auch die zellulare Akkumulation und den Metabolismus von Vitamin E zu untersu-

chen.

5.1 Zellulare Akkumulation und Metabolismus von Vitamin E

5.1.1 Die zellulare Akkumulation ist abhéngig von der Vitamin E-Form

Vitamin E ist fur Tiere und Menschen essentiell und besitzt eine bisher auf molekula-
rer Ebene unbekannte Rolle bei der Reproduktion. Zusatzlich ist es an vielen zellularen
regulativen Prozessen beteiligt und schiitzt Zellen vor der Schadigung durch Lipid-
Peroxidation. a- und y-Tocopherol sind die beiden Vitamin E-Formen, die vorrangig mit
der Nahrung aufgenommen werden, wobei aufgrund unterschiedlicher Nahrungsgewohn-
heiten in der europaischen Erndhrung a-Tocopherol und in der US-amerikanischen Er-
nahrung y-Tocopherol die dominierende Form ist. Nach der Resorption Uber den Dinn-
darm gelangt das Vitamin E in den Blutkreislauf und tber die Leber zu den Geweben und
Organen. Die Leber spielt bei der Vitamin E-Versorgung der Gewebe und Organe eine
zentrale Rolle (Ubersicht in [27]).

Von allen Vitamin E-Formen besitzt a-Tocopherol in vivo die hochste Bioaktivitat [18].
Fir die Bioaktivitat einer Substanz ist seine Aufnahme in die Zelle von entscheidender
Bedeutung. Obwohl diese im Zusammenhang mit den verschiedenen Vitamin E-Formen
und humanen Leberzellen bisher kaum untersucht wurde, wird allgemein davon ausge-
gangen, dass wahrend der Resorptionsvorgange im Dinndarm und bei der Aufnahme in
die Leber keine Unterscheidung zwischen den Vitamin E-Formen und Stereoisomeren
stattfindet (illustriert in [29]). In dem hier benutzten Zellkulturmodell war die zellulare Ak-
kumulation der verschiedenen Vitamin E-Formen in HepG2-Zellen aber sehr unterschied-
lich und erfolgte nach folgendem Muster: y-Tocotrienol > a-Tocotrienol > y-Tocopherol >

all-rac-a-Tocopherol = RRR-a-Tocopherol (Abb. 10). Bezogen auf den Vergleich zwi-
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schen Tocopherol- und Tocotrienol-Aufnahme machten verschiedene Arbeitsgruppen in
unterschiedlichen Zelltypen die gleichen Beobachtungen [187-189]. Neben der ungleichen
Akkumulation von Tocopherolen und Tocotrienolen besteht auch in Abhangigkeit der Me-
thylierung des Chromanrings ein Unterschied bei der zellularen Akkumulation. Die
y-Formen werden im Vergleich zu den entsprechenden a-Formen schneller und in héhe-
ren Konzentrationen akkumuliert (Abb. 10). Dieses Ergebnis steht fir a- und y-Tocopherol
im Widerspruch zu dem bisher einzigen bekannten analogen Vergleich in HepG2-Zellen,
bei dem nach 24 h in Abhangigkeit von der angebotenen Konzentration teilweise sogar
mehr a- als y-Tocopherol in den Zellen detektiert wurde [190]. In mehreren anderen Zell-
typen wurde jedoch ebenfalls eine erhoéhte zellulare Akkumulation der y-Form von Toco-
pherolen und/oder Tocotrienolen im Vergleich zur entsprechenden a-Form beobachtet
[188, 189, 191, 192]. Es bleibt aber offen, in wie weit dies auf die in vivo-Situation Uber-
tragen werden kann. Alle Nicht-a-Tocopherol-Formen erreichen aulierhalb der Leber nur
sehr geringe Konzentrationen, was in der Funktion des a-TTP begriundet liegt.

Die zellulare Akkumulation der Vitamin E-Formen ist mindestens durch die Parameter
Aufnahme, Metabolismus und Ausscheidung beeinflusst. Die Aufnahme des Vitamin E
erfolgt nach dem bisherigen Kenntnisstand Uber den LDL-Rezeptor und Uber den SR-B1-
Rezeptor (Ubersicht in [34]). Es ist bekannt, dass a-Tocopherol beide Rezeptoren gegen-
satzlich beeinflusst. Wahrend a-Tocopherol im Gegensatz zu y-Tocopherol in vitro die
Proteinexpression und Aktivitat des LDL-Rezeptors steigert [190], hemmt es in vitro und in
vivo die Proteinexpression des SR-B1-Rezeptors [193, 194]. Eine Hemmung der PKCa
fuhrt ebenfalls zur Reduzierung der Expression des SR-B1-Rezeptors [194]. Dies lasst
den Schluss zu, dass die Hemmung des SR-B1-Rezeptors durch a-Tocopherol Gber die
a-Tocopherol-induzierte Hemmung der PKCa [78, 79] erfolgt. Bisher wurde der Einfluss
von Vitamin E auf die PKCa nur fir zwei Vitamin E-Formen (a- und B-Tocopherol) unter-
sucht. Da aber B-Tocopherol nur einen sehr geringen bis gar keinen Einfluss auf die
PKCa hatte [78, 79], kann auch von einem spezifischen und nicht fir alle Vitamin E-
Formen gultigen Effekt des a-Tocopherols auf den SR-B1-Rezeptor ausgegangen wer-
den. Die auch flir HepG2-Zellen gezeigte Beeinflussung des SR-B1-Rezeptors durch
a-Tocopherol [194] erklart so mdglicherweise den unterschiedlichen zellularen Gehalt der
verschiedenen Vitamin E-Formen. Die Ergebnisse nach Abb. 10 lassen vermuten, dass
die angebotene o-Tocopherol-Konzentration die zelluldre Aufnahme aller Vitamin E-
Formen reguliert. Wird a-Tocopherol angeboten, kommt es durch eine gehemmte Expres-
sion des SR-B1-Rezeptors zu einer verringerten Aufnahme des o-Tocopherols. Bei Ab-
wesenheit von a-Tocopherol kommt es zu einer Steigerung der Expression des SR-B1-

Rezeptors [194] und so zu einer verstarkten Aufnahme aller Nicht-a-Tocopherol-Formen.
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Diese Annahme wirde jedoch voraussetzen, dass keine Aufnahme Uber den LDL-
Rezeptor erfolgt. Eine durch a-Tocopherol erhéhte und durch y-Tocopherol reduzierte
LDL-Rezeptoraktivitat [190] widerspricht der beobachteten Zellakkumulation von a- und
y-Tocopherol. Geht man jedoch davon aus, dass die Aufnahme der Vitamin E-Formen in
die HepG2-Zellen auch uber den LDL-Rezeptor erfolgt, ware eine analoge Hochregulation
des LDL-Rezeptors durch Tocotrienole - vergleichbar zur der beobachteten Hochregulati-
on durch ungesattigte Fettsduren [195] - eine Erklarung fir die vermehrte Aufnahme von
Tocotrienolen im Vergleich zu Tocopherolen. Letztendlich bleibt unklar, ob die unter-
schiedliche zelluldare Akkumulation der verschiedenen Vitamin E-Formen durch eine un-
terschiedliche Zellaufnahme hervorgerufen wird oder intrazelluldre Prozesse diese be-

grunden.

Rolle des a-Tocopherol-Transfer-Proteins (a-TTP)

Die Ausscheidung des Vitamin E aus der Leber erfolgt selektiv zugunsten des
a-Tocopherols (iber das o-TTP (Ubersicht in [29]). Dabei ist jedoch die Funktionsweise
des o-TTP noch nicht vollstdndige aufgeklart. Grundsatzlich wird angenommen, dass das
o-TTP den zellularen Gehalt von a-Tocopherol reguliert, indem es das a-Tocopherol aus
der Zelle herausschafft. Dem widerspricht die Beobachtung, dass a-TTP”-M&use bei glei-
cher Fitterung weniger o-Tocopherol in der Leber aufweisen, als a-TTP**-Mause [196].
Hier wird postuliert, dass das a-TTP dem metabolisierenden System das o-Tocopherol
entzieht und es so vor dem Abbau schitzt. Gleiches wird fir Menschen mit einem o-TTP-
Defekt (AVED-Patienten) postuliert, die im Vergleich zu gesunden Menschen eine héhere
a-CEHC-Ausscheidung aufweisen [197]. a-TTP Uberexprimierende Zellen missten dem-
nach einen veranderten zellularen a-Tocopherol-Gehalt aufweisen, als entsprechende
Wildtyp-Zellen, die im Fall der verwendeten HepG2-Zellen kaum o-TTP exprimieren. Auf
alle anderen Vitamin E-Formen diirfte sich die Uberexprimierung entsprechend den Affini-
taten des o-TTP (a-Tocopherol 100 %, y-Tocopherol 8,9 %, o-Tocotrienol 12,4 %,
y-Tocotrienol unbekannt) kaum auswirken [41]. Ein Einfluss des o-TTP auf die zellulare
Akkumulation der Vitamin E-Formen war zu erwarten, lield sich aber mit den erzielten Er-
gebnissen nicht bestatigen (Abb. 13). Die a-TTP-Uberexpression hatte wenig Einfluss auf
die zellulare Akkumulation vom a-Tocopherol, vielmehr lie es den Zellgehalt von
y-Tocopherol sowie von a- und y-Tocotrienol geringfligig sinken. Dies ist mdglicherweise
auf einen a-TTP bedingten vermehrten Metabolismus dieser Formen zurlickzuflihren.
Dies konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Lediglich auf CMBHC-Ebene kam es bei
a-TTP-Uberexprimierenden Zellen zu einem geringen, aber nicht signifikanten Anstieg der

Metaboliten-Konzentration im Vergleich zu den Wildtypzellen (Daten nicht gezeigt). Letzt-
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lich bleibt das zellulare Akkumulationsmuster (Tocotrienole > Tocopherole und y-Form >
a-Form) durch die Uberexpression von o-TTP unbeeinflusst. Auch wenn es denkbar ist,
dass das a-TTP Uber die Steuerung der Ausscheidung oder den Schutz vor Metabolismus
den zellularen Gehalt von a-Tocopherol in beide Richtungen beeinflussen konnte, bleibt

auch nach den Ergebnissen dieser Arbeit ein konkreter Nachweis dafr offen.

Vergleich zur in vivo-Situation

Es gibt nur wenige in vivo-Studien, die gleichzeitig verschiedene Vitamin E-Formen
untersucht haben. Versuche mit Ratten, denen a- und/oder y-Tocopherol gefittert wurde,
haben jedoch gezeigt, dass entgegen den in dieser Arbeit ermittelten in vitro-Daten stets
a-Tocopherol die dominierende Form in der Leber war [198]. Enthielt das Futter 30 mg/kg
a-Tocopherol, so lag der Lebergehalt an o-Tocopherol bei 33,6 nM/g Leber’, wahrend bei
einem Futter mit gleicher Konzentration an y-Tocopherol der Lebergehalt an y-Tocopherol
nur bei 4,0 nM/g Leber lag. Selbst wenn das Futter finf mal mehr y- als a-Tocopherol ent-
hielt (150 mg/kg Futter y-Tocopherol, 30 mg/kg Futter a-Tocopherol), lag der Lebergehalt
von y-Tocopherol bei nur 10,0 nM/g Leber im Vergleich zum o-Tocopherol-Gehalt von
43,5 nM/g Leber. Ahnliches konnte auch in anderen Versuchen mit Ratten und Mausen
gezeigt werden, auch wenn hier die Konzentrationen der im Futter enthaltenen Vitamin E-
Formen nicht immer gleich waren. a-Tocopherol war ebenfalls im Vergleich zu allen ande-
ren Tocopherolen oder Tocotrienolen in der Leber die vorherrschende Vitamin E-Form
[199-201]. Auch wenn hierfir keine Erklarung gegeben wird, lasst es sich mdglicherweise
Uber den bereits diskutierten Einfluss des a-Tocopherols auf den LDL-Rezeptor erklaren
[190]. Bei verschiedenen Versuchen fiel auf, dass die gleichzeitige Gabe von a- und
y-Tocopherol in vitro [192] und in vivo [198] zu einem hdheren a-Tocopherol-Lebergehalt
gefuhrt hat, als wenn a-Tocopherol in der gleichen Konzentration alleine gegeben wurde.
Dies ist ein Hinweis darauf, dass a- und y-Tocopherol in vivo beziglich der Aufnahme in
die Leber nicht konkurrieren. Gleichzeitig wurde fir diese Beobachtung die Hypothese
aufgestellt, dass y-Tocopherol mdglicherweise a-Tocopherol vor Metabolismus und
Oxidation schutzt. Die Daten einer aktuellen humanen in vivo-Studie bekraftigen diese
Hypothese nur zum Teil. Hier lag die urinare a-CEHC-Ausscheidung nach y-Tocopherol-
Supplementation zu den verschiedenen Messpunkten sowohl unter, aber auch teilweise
Uber der a-CEHC-Ausscheidung ohne y-Tocopherol-Supplementation [202].

Da es sich bei den in vivo-Leberkonzentrationen um Ergebnisse aus Tierversuchen

handelt und vergleichbare humane Studien nicht zur Verfligung stehen, bleibt offen, in wie

! Konzentrationsangabe entsprechend [198]
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weit die in dieser Arbeit in vitro beobachtete unterschiedliche zellulare Akkumulation der
Vitamin E-Formen mit der in vivo-Situation im Menschen vergleichbar ist bzw. ob die Da-
ten der Tierversuche ohne weiteres auf den Menschen ubertragbar sind. Auch wenn die
Ursache fir die ungleiche zellulare Akkumulation der verschiedenen Vitamin E-Formen
hier nicht geklart werden konnte, muss sie aber bei der Interpretation von physiologischen
Effekten durch verschiedene Vitamin E-Formen insbesondere bei in vitro-Versuchen Be-

rucksichtigung finden.

5.1.2 Verschiedene Vitamin E-Formen werden unterschiedlich stark metabolisiert

Der Abbauweg der Tocopherole und Tocotrienole Uiber die Verkirzung der Seitenket-
ten wurde oft postuliert und ist inzwischen durch den Nachweis aller Zwischenprodukte
und Metabolite weitgehend akzeptiert. Noch keine absolute Klarheit besteht tber das En-
zym, welches die erforderliche initiale w-Hydroxylierung katalysiert. Aus Hemmungs- und
Induktionsversuchen gibt es sowohl Hinweise auf das CYP3A4 als auch auf das CYP4F2
(Ubersicht in [65]).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte geklart werden, ob der Metabolismus der Vitamin E-
Formen fur deren unterschiedliche zellulare Akkumulation in humanen Leberzellen (Abb.
10) verantwortlich ist. Ist die Annahme weiter berechtigt, dass es vor dem Wirken des
o-TTP keine Diskriminierung zwischen den Vitamin E-Formen gibt, dann missten die
Formen mit geringer Zellkonzentration einen héheren Metabolismus aufweisen. Im hier
getesteten Zellsystem war die Metabolisierungsrate der Vitamin E-Formen zwar unter-
schiedlich, aber dem zellularen Akkumulationsmuster annahernd proportional:
y-Tocotrienol > a-Tocotrienol > y-Tocotrienol > all-rac-a-Tocopherol 2 RRR-o-Tocopherol
(Abb. 11/12). Gleiches wurde zwischenzeitlich in einer Prostata-Krebs-Zelllinie [203] und
ebenfalls in HepG2-Zellen [204] gezeigt. Die unterschiedliche Metabolismusrate kann da-
her nicht Ursache der unterschiedlichen zellularen Konzentrationen der Vitamin E-Formen
sein. Der Vergleich von zelluldrer Akkumulation (Abb. 10) und Metabolismusrate (Abb.
11/12) lasst eher vermuten, dass die Metabolismusrate der entsprechenden Vitamin E-
Formen der Hohe ihrer zelluldren Konzentrationen direkt proportional ist. Wie auch bei der
zelluldren Akkumulation gibt es einen Unterschied zwischen o- und y-Formen. Dass die
Tocopherole, die eine Methylgruppe an Position 5 des Chromanrings tragen (o- und
B-Tocopherol), weitaus weniger metabolisiert werden als die ohne entprechende Methyl-
gruppe (y- und &-Tocopherol), konnte auch schon durch Birringer et al. [59] gezeigt wer-
den. Unterschiede in der chemischen Struktur, wie die Anzahl und Stellung der Substi-
tuenten am Chromanring, als auch die Stereochemie der Seitenkette beeinflussen maogli-

cherweise die Affinitdten der abbauenden Enzyme flr die einzelnen Vitamin E-Formen
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und erklaren somit deren unterschiedliche Metabolisierungsrate. Auch ist es denkbar,
dass die w-Hydroxylierung der Vitamin E-Formen durch unterschiedliche Enzyme kataly-
siert wird. Der Vergleich der CEHC- (Abb. 11) mit der CMBHC-Freisetzung (Abb. 12) der
Vitamin E-Formen macht auch deutlich, dass es bei der B-Oxidation vom CMBHC zum
CEHC bei den a-Formen im Vergleich zu den y-Formen einen limitierenden Faktor geben
muss. Wéahrend der CEHC/CMBHC-Quotient beim y-Tocopherol im Mittelwert bei 1,2 und
beim y-Tocotrienol bei 0,5 liegt, sinkt dieser Quotient bei den a-Tocopherolen auf 0,3 und
beim a-Tocotrienol auf unter 0,1. Das bedeutet, dass bei den a-Formen im Vergleich zu
den entsprechenden y-Formen ca. 4 — 5 mal weniger CEHC aus CMBHC gebildet wird.
Geht man davon aus, dass das CYP3A4 die Schliisselrolle beim Metabolismus der
Vitamin E-Formen spielt, kbnnte die hohe Metabolismusrate, zumindest flir die Tocotrie-
nole, in der Aktivierung des PXR und damit in der Induktion des abbauenden Enzyms
durch die Vitamin E-Formen [92, 181] begriindet sein. Auch wenn bei den fir die Metabo-
lismus-Versuche eingesetzten Konzentrationen in HepG2-Zellen, im Gegensatz zu den
Caco-2-Zellen, kaum toxische Effekte zu verzeichnen waren (Abb. 14/15), kann ein erhoh-
ter Metabolismus auch in toxischen Eigenschaften einiger Vitamin E-Formen begrindet

sein.

Vergleich zur in vivo-Situation

Humane Studien haben gezeigt, dass auch in vivo ein ungleicher Abbau der Vita-
min E-Formen erfolgt. Wahrend etwa 50 % der oral aufgenommenen Menge von y-Toco-
pherol zum entsprechenden CEHC verstoffwechselt und als solches mit dem Urin ausge-
schieden wird [205], sind es vom a-Tocopherol nur ca. 1 — 3 % [197]. Tocotrienole werden
ebenfalls nur wenig verstoffwechselt. Im Gegensatz zu der hohen Verstoffwechselung in
den HepG2-Zellen (Abb. 11/12) werden in vivo lediglich 1 -2 % des verabreichten
a-Tocotrienols und 4 — 6 % des verabreichten y-Tocotrienols als a- bzw. y-CEHC Uber den
Urin ausgeschieden [56]. Vergleichbar zu den in vitro-Ergebnissen werden auch in vivo
die y-Formen starker als die a-Formen metabolisiert. Auch die in vivo beobachtete 3 — 4
mal starkere Metabolisierung der synthetischen a-Tocopherol-Form im Vergleich zur na-
turlichen Form [206] zeigt sich aus den vorliegenden Ergebnissen in HepG2-Zellen nicht.
Vollstandige Studien, die auch die langerkettigen Vorstufen des CEHC beriicksichtigen,
wurden allerdings bislang nicht beschrieben und kénnten eine vielleicht eine ganz andere
Situtation widerspiegeln. Der starke Abbau des y-Tocopherols zu y-CEHC ist von beson-
derem Interesse, da das y-CEHC bisher der einzige Vitamin E-Metabolit ist, dem eine
physiologische Aktivitat direkt nachgewiesen wurde. Neben einer natriuretischen Wirkung
[53] hemmt es auch die Aktivitat der COX-2 [191]. Allerdings wurden solche Effekte bisher

bei Menschen mit hohem y-Tocopherol-Verzehr nicht beobachtet.
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5.2 Regulation von Phase l- und Phase ll-Enzymen durch antioxidative

Nahrungsinhaltsstoffe

Die Phase I- und Phase II-Enzyme sind die Enzyme der Biotransformation, die eine
Aktivierung (Giftung), eine Inaktivierung (Entgiftung) oder eine Verbesserung der Aus-
scheidungsfahigkeit von endogenen und exogenen Substanzen bewirkt (siehe 1.3). Die
durch Phase |- und Phase lI-Enzyme katalysierten Umbauprozesse dieser Substanzen
beeinflussen deren Wirkungsumfang und -dauer und spielen aus pharmakokinetischen
Gesichtspunkten eine entscheidende Rolle. Wahrend Phase II-Enzyme meist entgiftend
und protektiv wirken, kdnnen Phase |I-Enzyme die Ursache der Giftung (Biotoxifikation)
sein. Daher gelten allgemein die Hemmung von Phase |-Enzymen und die Induktion von
Phase llI-Enzymen als Hauptmechanismen der Chemopravention gegen Mutagene und

Karzinogene.

5.2.1 Regulation durch Vitamin E

Einfluss von Vitamin E auf die Phase I-Enzyme CYP3A4 und Cyp3a11
Das CYP3A4 kann durch Xenobiotika, d.h. durch seine eigenen Substrate induziert
werden. Auch Vitamin E aktivierte in HepG2-Zellen den Promotor des CYP3A4 (Abb.
17/18), wobei sich a- und y-Tocotrienol effektiver als RRR-a- und 3-Tocopherol erwiesen.
Ob dies in der unterschiedlichen Struktur der Seitenkette oder in der héheren zellularen
Akkumulation der Tocotrienole (Abb. 10) begriindet liegt, I&sst sich hier nicht abschlie-
Rend beurteilen. Keinen Einfluss auf den CYP3A4-Promotor hatten all-rac-a-, - und
y-Tocopherol. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass der PXR bei der transkriptionel-
len Regulation des CYP3A4 die Schlisselrolle einnimmt und durch eine gro3e Anzahl von
Fremdstoffen, wie z.B. Rifampicin, aktivierbar ist (Ubersicht in [126]). Rifampicin wurde
daher als Referenzsubstanz verwendet. Ein endogener Ligand des PXR konnte bisher
nicht eindeutig identifiziert werden, obwohl Gallensauren und deren Vorstufen moégliche
Kandidaten zu sein scheinen [207, 208]. Auch wenn bereits transkriptionelle Aktivierungen
des CYP3A4 uber den GR (NR3CH1, engl. glucocorticoid receptor) und den CAR (NR1I13,
engl. constitutive androstane receptor) beschrieben wurden (Ubersicht in [209]), liegt es
trotzdem nahe, dass die hier gezeigte Vitamin E-vermittelte Aktivierung Uber den PXR
erfolgte. Dafir spricht, dass die Aktivierung des CYP3A4-Promotors durch die Vitamin E-
Formen
() mit der in unserer Arbeitsgruppe beobachteten PXR-Aktivierung durch Vita-
min E-Formen [92] weitgehend korreliert,
(I dem Aktivierungsmuster des starken PXR-Aktivators Rifampicin entspricht,

denn wie beim Rifampicin war auch durch die Vitamin E-Formen nur das
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langste Promotorkonstrukt aktivierbar (pGL3-CYP3A4-9, vgl. 4.2.1.1), das das
nach Goodwin et al. [133] fir die Rifampicin-vermittelte maximale transkriptio-
nelle Aktivierung des CYP3A4 essentielle distale Enhancer-Element (XREM,
vgl. Abb. 6) enthalt, und
(Il1) eine direkte Bindung von Vitamin E-Formen an den PXR bereits durch unsere
Arbeitsgruppe [210] und durch Zhou et al. [181] gezeigt werden konnte, ob-
gleich diese Bindung keinen Einfluss auf die DNA-Bindung des PXR an sein
responsives Element hat (Abb. 20).
Die Induktion der CYP3A4 mRNA durch y-Tocotrienol bestatigt die Aktivierung des
CYP3A4-Promotors durch Vitamin E (Abb. 19). Im Tierversuch kam es ebenfalls zu einer
Vitamin E-vermittelten Induktion des Cyp3a11, dem murinen Homolog zum humanen
CYP3A4 [211]. Mit steigenden Konzentrationen von a-Tocopherylacteat im Futter der Tie-
re, stieg in der Leber zusammen mit der Konzentration von a-Tocopherol (Tab. 9) auch
die Expression der Cyp3a11 mRNA (Abb. 22). Die Cyp3a11 mRNA-Expression lag in den
normal- und Uberflussversorgten Gruppen ca. 2,5-fach hdher als in der mangelversorgten
Gruppe (Abb. 22 A) und korrelierte direkt mit der a-Tocopherol-Konzentration in der Leber
(Abb. 22 B). Dass die a-Tocopherol-Konzentration in der Leber fur die Expression der
Cyp3a11 mRNA tatsachlich verantwortlich ist, wird zusatzlich daran deutlich, dass Tiere,
die Uber einen langeren Zeitraum mit der Uberflussdiat versorgt wurden, neben einer
nochmaligen Erhéhung der a-Tocopherol-Konzentration in der Leber auch eine nochmali-
ge Erhdhung der Cyp3a11 mRNA aufwiesen (Tab. 9/Abb. 22 A). Der Einfluss von a-Toco-
pherol auf die Expression von Cyp3a-Enzymen konnte zwischenzeitlich von einer anderen
Arbeitsgruppe bestatigt werden. In der Leber von Mausen stieg die Cyp3a-Proteinmenge
in Abhangigkeit vom a-Tocopherol-Gehalt [212].

Entgegen den Erwartungen aus den in vitro-Daten hatte die zusatzliche Gabe von
y-Tocotrienol keinen Einfluss auf die Expression der Cyp3a11 mRNA. Die a-Tocopherol-
induzierte Expression der Cyp3a11 mRNA blieb durch y-Tocotrienol nahezu unbeeinflusst
(Abb. 23). Dies kann mehrere Grinde haben. Neben einer zu kurzen Futterungsphase ist
eine spezies-spezifische Aktivierung des PXR denkbar. Eine unterschiedliche Aktivierung
des PXR von Mensch, Kaninchen, Maus und Ratte durch verschiedene Substanzen wur-
de bereits gezeigt [213], aber fir y-Tocotrienol bisher nicht getestet. Auch eine geringe
Bioverfugbarkeit des y-Tocotrienols ist wahrscheinlich. Die urindre y-CEHC-Ausscheidung
der Mause lag ca. 40-fach hdher als die a-CEHC-Ausscheidung [214], was flr einen
schnellen Abbau des y-Tocotrienols spricht. Diese in den Mausen beobachete extreme
Verstoffwechselung des y-Tocotrienols bis zum y-CEHC stellt im Vergleich zur in vivo-

Situation des Menschen, bei dem y-Tocotrienol nur geringfiigig mehr verstoffwechselt wird
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als a-Tocopherol [56, 197], einen Unterschied zwischen Maus und Mensch dar. Letztlich
ist auch eine nicht ber den PXR vermittelte Expression der Cyp3a11 mRNA denkbar,
denn in PXR”-Mausen konnte die Expression der Cyp3a11 mRNA gezeigt und durch
Phenobarbital (sowohl PXR- als auch CAR-Aktivator) induziert werden [215, 216].

Es bleibt jedoch festzuhalten, dass Vitamin E in vitro und in vivo die Expression des
Phase I-Enzyms CYP3A4 bzw. Cyp3a11 induziert.

Folgen einer Induktion des CYP3A4 durch Vitamin E

Die Ubertragung der Ergebnisse dieser Arbeit auf die in vivo-Situation des Menschen
liegt nahe, bleibt aber offen. Wenn die Ergebnisse Ubertragen werden kénnen, missen
sie als Indiz fur eine zu erwartende Interaktion zwischen Vitamin E und dem Fremdstoff-
metabolismus bzw. Arzneimittelstoffwechsel gewertet werden, da die Cytochrome 3A4
und 3AS als klinisch bedeutsamste Phase I-Enzyme etwa die Halfte aller gegenwartig
eingesetzten Medikamente verstoffwechseln [120]. Aus der Tatsache, dass viele Medika-
mente durch das CYP3A4 metabolisiert werden, ergeben sich ein betrachtliches Inter-
aktionspotential und kinetische Konsequenzen fir Arzneimittel. Die Induktion der CYP3A4
Expression ist die Ursache vieler Arzneimittelwechselwirkungen. Das bedeutet, dass nicht
ausgeschlossen werden kann, dass Arzneimittel durch Vitamin E schneller abgebaut wer-
den und ihre Wirkung dadurch verandert wird. Als Beipiel fiir einen vergleichbaren Fall soll
hier die durch Johanniskraut (lat. Hypericum perforatum) verursachte Interaktion mit Arz-
neimitteln aufgezeigt werden. Rezeptfrei erhaltliche Johanniskraut-Praparate, die als
pflanzliche Antidepressiva eingesetzt werden, induzieren Uber den Wirkstoff Hyperforin
die Expression von CYP3A4 [217-219] und verursachen so Arzneimittelinteraktionen mit
CYP3A4-Substraten. So kann es durch die Einnahme von Johanniskraut-Praparaten
in vivo z.B. zu einem beschleunigten Metabolismus und damit verbundenen gesenkten
Plasmaspiegeln von oralen Kontrazeptiva, dem Immunsuppressivum Cyclosporin, den
HIV-Medikamenten Indinavir und Nevirapine, dem Kardiakum Digoxin und dem Antide-
pressivum Sertraline kommen (Ubersicht in [220]). Eine bisher wenig untersuchte, aber
vermutlich ebenfalls wichtige Rolle, scheint in diesem Zusammenhang auch das
P-Glykoprotein zu spielen, welches als Transport- und Barriereprotein fungiert, ebenfalls
Uber den PXR reguliert wird [221, 222] und sowohl durch Johanniskraut [217] als auch
durch Vitamin E [181] in seiner Expression beeinflusst wird. Die nicht auszuschlieRende
Wirkung von Vitamin E auf den Arzneimittelstoffwechsel und der daraus resultierenden
Beeinflussung der Wirksamkeit von Medikamenten, ist gerade im Zusammenhang mit ei-
ner umstrittenen Meta-Analyse [223], nach der Vitamin E in hohen Dosierungen von mehr
als 400 IU/d die Sterblichkeit erhéhen soll, zu sehen. Die den meisten klinischen Studien

zugrundeliegenden Daten werden in der Regel an bereits chronisch erkrankten Patienten
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erhoben, die medikamentds behandelt werden. Die Gabe von hohen Dosen Vitamin E an
chronisch kranke Personen muss somit unter Berlicksichtigung der Ergebnisse dieser
Arbeit kritisch reflektiert werden. Auch die haufig propagierte Supplementierung von ge-
sunden Menschen bleibt fragwtirdig, da die Dosierung der meisten Vitamin E-Praparate
weit Uber dem natirlichen Bedarf liegt. Die DGE (Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung
e.V.) beziffert ihn auf 12 mg a-Tocopherol-Aquivalente (=18 IU) fir Frauen und 14 mg
a-Tocopherol-Aquivalente (=21 IU) fir Manner. Diese Menge kann Uber normale Le-
bensmittel im Rahmen einer gesunden und abwechslungsreichen Erndhrung aufgenom-
men werden.

Neben der Arzneimittelinteraktion ist eine weitere Wirkung des Vitamin E durch die
Induktion des CYP3A4 mdglich. Einige Substanzen werden in einer nicht-aktiven Form
aufgenommen und erst durch Phase |I-Enzyme in die eigentliche oftmals karziogene Wirk-
form tbertragen (Ubersicht in [114]). Die fiir das CYP3A4 bekannteste Giftungsreaktion ist
die CYP3A4-abhangige Epoxidierung des extrem starken Karzinogens Aflatoxin B4 (Toxin
des Schimmelpilzes, lat. Aspergillus flavus) [224, 225]. Die reaktionsfahigen Epoxide des
Aflatoxin B; gehen mit der DNA kovalente Bindungen ein, fuhren zu DNA-Schadigungen
und sind so neben chronischer Hepatitis oder Alkohol ein weiterer Ausldser flir das Leber-
zellkarzinom, einer der haufigsten malignen Tumore in Afrika, aber mit zunehmender Inzi-
denz auch in den westlichen Landern [226].

Die Induktion des CYP3A4 durch Vitamin E hat auch Auswirkungen auf seinen eige-
nen Metabolismus. Birringer et al. [59] zeigten, dass HepG2-Zellen nach Inkubation mit
Rifampicin a-Tocopherol starker verstoffwechseln und postulierten einen CYP3A4-
abhangigen Metabolismus von a-Tocopherol. Es kommt haufig vor, das Substrate von
Cytochromen P450 gleichzeitig auch Induktoren derselben Cytochrome sind. Vitamin E
wlrde so durch die Induktion des CYP3A4 auf seinen eigenen Metabolismus Einfluss
nehmen. Auch bisher nicht verdffentlichte Daten aus unserer Arbeitsgruppe, die zeigen,
dass y-Tocotrienol zu einer verringerten Metabolisierung von a-Tocopherol fuhrt, unter-
stitzen diese Annahme, obgleich aufgrund der Induktion des CYP3A4 durch y-Tocotrienol
(Abb. 19) eher ein verstarkter Metabolismus erwartet wurde. Berticksichtigt man aber die
in dieser Arbeit ebenfalls gezeigte Induktion der a-TTP mRNA durch y-Tocotrienol (Abb.
25) lasst sich der verringerte Metabolismus des a-Tocopherol durch den a-TTP-vermittel-

ten Schutz vor Metabolismus mdglicherweise nunmehr erklaren.

“cross-talk” CAR and PXR
Cytochrome der Subfamlie 3A kénnen sowohl durch den Kernrezeptor PXR als auch
durch den Kernrezeptor CAR transkriptionell aktiviert werden (Ubersicht in [118]). In

PXR™”-Mausen wurde die Expression der Cyp3a11 mRNA durch Phenobarbital induziert
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[215, 216]. Dies legt die Vermutung nahe, dass die transkriptionelle Aktivierung tber den
CAR erfolgte. CAR und PXR gehdren zur selben Kernrezeptorfamilie (NR1l; [124]) und
ahneln sich zu etwa 45 % in ihrer Ligandenbindungsdomane. Viele PXR-Liganden sind
daher auch CAR-Liganden. Beide Rezeptoren sind in der Lage, Gene Uber dieselben
responsiven Elemente zu regulieren, was einen ,cross-talk® in der Transkription nahe legt.
Daher muss von funktionellen Uberkreuzungen der PXR- und CAR-Mechanismen ausge-
gangen werden (Ubersicht [116-118, 125, 126, 227]).

Auch wenn bisher nur eine direkte Interaktion zwischen Vitamin E und dem PXR ge-
zeigt wurde [92, 181], ist eine Aktivierung des CAR durch Vitamin E nicht auszuschlie3en.
Auch die in dieser Arbeit in vivo gezeigte Expressionssteigerung der Cyp3a11 mRNA

konnte somit sowohl in einer Aktivierung des PXR als auch des CAR begriindet liegen.

Einfluss auf Phase lI-Enzyme durch Vitamin E

Ein Einfluss von Vitamin E auf das Nrf2/Keap1-System, das fir die Expression der
meisten Phase II-Enzyme verantwortlich ist, konnte nicht gezeigt werden (siehe 4.3.1),
obgleich Hinweise auf einen derartigen Einfluss vorliegen. Masaki et al. [90] beschrieb
eine Induktion der y-GCS durch a-Tocopherol. Die y-GCS wird Uber den Nrf2/Keap1-Weg
aktiviert [184]. Unabhangig davon bleibt ein Einfluss von Vitamin E auf Phase lI-Enzyme
Uber die Aktivierung des PXR denkbar, denn unter den PXR-regulierten Genen befinden
sich neben Cytochromen P450 z.B. auch die UDP-Glukuronosyl- und Sulfo-Transferasen
als klassische Phase [I-Enzyme [228, 229].

5.2.2 Regulation durch sekundare Pflanzeninhaltststoffe

Die in dieser Arbeit getesteten sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe gehdren zu den Po-
lyphenolen (EGCG, Medox, Quercetin, Curcumin und Resveratrol) und Isothiocyanaten
(Sulforaphan). Zusatzlich wurden Extrakte von Pflanzen (Blaubeere, Himbeere, Walnuss,
Thymian, Gewilrznelke und Nelkenpfeffer) verwendet, deren Inhaltsstoffe in vitro eine

zum Teil sehr hohe antioxidative Kapazitat aufweisen [230].

5.2.2.1 Einfluss auf PXR und CYP3A4

... durch Polyphenole

Die Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses von Polyphenolen auf den PXR er-
gaben ein unterschiedliches Wirkungsverhalten. Der Einfluss reichte von einer Hemmung
bis zur einer Induktion der PXR-Aktivitat (Abb. 26). Wahrend Curcumin und Resveratrol
den PXR aktivierten, hemmten Medox und das Flavonoid Quercetin dessen Aktivitat.

EGCG zeigte keinen Effekt. Der direkte Einfluss der hier verwendeten Polyphenolen auf
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den PXR ist bisher kaum untersucht worden. Lediglich fir Quercetin und Resveratrol (je-
weils 10 yM) wurde eine Aktivierung des PXR beschrieben [219, 231]. Eine Aktivierung
durch Quercetin konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Im Gegenteil, 25 uM Quer-
cetin hemmten sogar die PXR-Aktivitat. Das kann am abweichenden in vitro-Modell lie-
gen, aber auch am speziell fir Quercetin bereits beschriebenen biphasischen Effekt [232,
233]. Z.B. aktivierten 5 und 10 yM Quercetin den P-Glykoprotein-vermittelten Efflux von
[®H]-Vincristin (Zytostatikum), 25 und 50 uM Quercetin hingegen hemmten den Efflux
[232]. Da es sich beim P-Glykoprotein um ein PXR-Zielgen handelt [221], liegt ein bipha-
sischer Effekt von Quercetin bei der PXR-Aktivierung nahe und wirde die hier beobachte-
te Hemmung des PXR durch 25 yM Quercetin im Vergleich zu der bereits beschriebenen
Aktivierung durch 10 uM Quercetin erklaren. Ein Vergleich von 97 Studien zur Bioverfug-
barkeit von Polyphenolen [99] hat gezeigt, dass die Plasmakonzentration von Quercetin
kaum uber 1 ymol/l steigt, so dass eine Hemmung des PXR auf3erhalb von Darm und Le-
ber vermutlich keine physiologische Rolle spielen wird. Die Aktivierung des PXR ist cha-
rakteristisch fur Fremdstoffe und so ist seine Aktivierung durch Curcumin- und Resveratrol
neben einer moglichen physiologischen Funktion auch als Indiz daflr zu sehen, dass
Curcumin und Resveratrol in den verwendeten Konzentrationen als Fremdstoffe erkannt
und verstoffwechselt werden. Die PXR-vermittelte Aktivierung der Transkription von
CYP3A4 durch Curcumin konnte zwischenzeitlich ebenfalls in HepG2-Zellen durch eine
chinesische Arbeitsgruppe bestatigt werden [234].

Haufig werden flir Flavonoide eher hemmende Wirkungen auf die Expression von
Phase I-Enzymen beschrieben. So wird z.B. auch die Hemmung des CYP3A4 durch Gra-
pefruitsaft u.a. den im Saft enthaltenen Flavonoiden zugeschrieben (Ubersicht in [235]).
Wahrend die PXR-Aktivierung durch die getesteten Polyphenole unterschiedlich war, war
die Aktivierung des Promotors des CYP3A4 als Zielgen des PXR gleich. Alle Polyphenole
aktivierten den CYP3A4-Promotor (Abb. 27). Da auch die Polyphenole, die den PXR nicht
aktiviert oder sogar gehemmt haben, eine Aktivierung des CYP3A4-Promotors erzeugten,
ist es denkbar, dass die Aktivierung in diesem Fall nicht durch den PXR, sondern aus der
Aktivierung eines anderen Transkriptionsfaktors resultiert. Neben dem PXR spielen bei
der CYP3A4 Aktivierung auch der GR (NR3C1) und der CAR (NR1I3) eine Rolle (Uber-
sicht in [118]).

... durch das Isothiocyanat Sulforaphan

In der Pflanzenfamilie Brassicaceae weit verbreitet sind Isothiocyanate in glycosidi-
scher Form (Glucosinolate). Schwefelhaltige Glucosinolate dienen den Pflanzen haupt-
sachlich als Fraflschutz, denn bei einer Verletzung der Zellen katalysiert das Enzym My-

rosinase die Bildung des geschmacksintensiven Sulforaphans (1-Isothiocyanato-4-
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Methylsulfinylbutan) aus der nicht reaktiven Vorstufe Methylsulfinylbutylglucosinolat (Glu-
coraphanin). Das Isothiocyanat Sulforaphan wird vor allem wegen der Modulation von
Phase lI-Enzymen Uber das Nrf2/Keap1-System als antikanzerogen eingestuft [138, 236].
Neben der bekannten Nrf2-Aktivierung verursachte Sulforaphan im Rahmen der Untersu-
chungen dieser Arbeit in HepG2-Zellen eine Aktivierung des PXR und des CYP3A4-
Promotors (Abb. 26/27). Ein solcher Effekt von Sulforaphan wurde bisher nicht beschrie-
ben. Wahrend Mahéo et al. [237] in humanen Hepatozyten eine Hemmung der mRNA-
Expression des CYP3A4 und eine Hemmung der Oxidation von Nifedipin (CYP3A4-
Substrat) durch Sulforaphan beschrieben hat, konnten Paolini et al. [238] in Ratten eine
gesteigerte Aktivitat des CYP3A1, dem Homolog zum humanen CYP3A4 [211], durch
Glucoraphanin, der biologischen Vorstufe des Sulforaphans, zeigen. Die Wirkungen des
Sulforaphans scheinen daher zell- und/oder speziesspezifisch zu sein. Uber die verant-
wortlichen Mechanismen flir eine Hemmung oder Induktion von Phase I-Enzymen durch
Sulforaphan ist bisher nichts bekannt. Die hier gezeigte Beeinflussung des PXR durch

Sulforaphan gibt eine erste mogliche Erklarung.

... durch Pflanzenextrakte

Von den getesteten Pflanzenextrakten konnten die Extrakte aus Gewirznelken und
Thymian den PXR aktivieren (Abb. 26). Obwohl bereits eine Aktivierung des PXR durch
Lignane beschrieben wurde [231], zeigten die hier getesteten Lignan-haltigen Beerenex-
trakte (Himbeer- und Blaubeerextrakt) keine Wirkung auf den PXR. Auch das in WalnUs-
sen vorhandene Vitamin E zeigte keinen Effekt, was vermutlich auf die geringe
Konzentration zurtickgefihrt werden kann.

Wahrend sich die Aktivierung des PXR durch Thymianextrakt auch auf die Aktivie-
rung des CYP3A4-Promotors Ubertrug, blieb diese beim Gewilrznelkenextrakt aus (Abb.
28). Dem entgegen aktivierten Extrakte aus Nelkenpfeffer, Blaubeere, Himbeere und
Walnuss trotz fehlender PXR-Aktivierung den CYP3A4-Promotor (Abb. 28). Hier wird ahn-
lich wie bei den Polyphenolen deutlich, dass ein Einfluss auf den CYP3A4-Promotor nicht
zwingend eine PXR-Aktivierung voraussetzt. Insbesondere die Aktivierung der Promotor-
fragmente, die das flr eine PXR-vermittelte Aktivierung des CYP3A4-Promotors essentiel-
le XREM nicht mehr enthalten (vgl. Abb. 16 in Verbindung mit Abb. 28), macht eine zu-
mindest zum Teil PXR-unabhéangige Aktivierung des CYP3A4-Promotors wahrscheinlich.
Das zeigte sich insbesondere beim Nelkenpfefferextrakt, der keine PXR-Aktivierung, aber
eine deutliche Aktivierung des CYP3A4-Promotors in allen Promotorkonstrukten verur-
sachte (Abb. 28). Die fur die beobachtete Aktivierung verantwortlichen Bestandteile der
Extrakte lassen sich nur durch eine Extraktion von reinen Inhaltsstoffen ermitteln. Ko-

bayashi et al. [239] isolierten aus Nelkenpfeffer- und Thymianextrakten die aktiven Be-
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standteile. FUr Nelkenpfeffer war es das Pimentol und flir Thymian waren es Rosmarin-
saure und Luteolin-7-0O-B-glukosid. Ob diese sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe tatsachlich
fur die starke Aktivierung des CYP3A4-Promotors verantwortlich sind, konnte in dieser
Arbeit nicht mehr geklart werden und bleibt zu testen.

Letztendlich hat die Aktivierung des PXR bzw. die Aktivierung des CYP3A4 durch die
getesteten sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe und Pflanzenextrakte die gleichen Auswir-
kungen, wie die bereits unter Punkt 5.2.1 beschriebenen mdglichen Folgen einer Indukiti-
on des CYP3A4 durch Vitamin E und ist somit insbesondere in Bezug auf mdgliche

Wechselwirkungen mit Arzneimitteln zu beachten.

5.2.2.2 Einfluss auf das Nrf2/Keap1-System und den GI-GPx-Promotor
... durch Polyphenole

Der Einfluss verschiedener Polyphenole auf Nrf2 wurde mit Hilfe von in Luciferase-
Reportergenplasmide klonierten ARE-Sequenzen aus dem Promoter der Hamoxygena-
se-1 (HO-ARE), einem Enzym, das als Prototyp der Nrf2-regulierten Enzyme gilt, und der
gastrointestinalen Glutathionperoxidase (GI-ARE) getestet. Die Sequenz des HO- bzw.
GI-ARE stimmt mit der veréffentlichten ARE-Konsensussequenz [240] Uberein. Das ARE
ist ein Enhancer-Element, welches sich im Promoter vieler antioxidativ wirkender und de-
toxifizierender Phase lI-Enzyme befindet. Die transkriptionelle Regulation der Gene mit
einem ARE erfolgt iiber Nrf2 [140]. In vivo-Modelle mit Nrf2"-Mausen bestétigen die es-
sentielle Rolle des Nrf2 bei der Expression vieler Phase II-Enzyme [241, 242].

Die getesteten Polyphenole Quercetin und Resveratrol zeigten einen geringen akti-
vierenden und Medox einen geringen hemmenden Einfluss auf die Aktivitat des HO-ARE
(Abb. 30 A). Dies lasst eine grundsatzliche Aktivierung bzw. Hemmung des Nrf2/Keap1-
Systems vermuten, da diese Einflisse beim GI-ARE ebenfalls messbar waren (Abb.
30 B). Die fur das Quercetin untersuchte nukledre Translokation des Nrf2 bestatigt diese
Annahme (Abb. 35). Myhrstad et al. [111] postulierten ebenfalls eine Aktivierung des
Nrf2/Keap1-Systems durch Quercetin, nachdem sie zeigen konnten, dass Quercetin kon-
zentrationsabhangig die Promotoraktivitat der katalytischen Untereinheit der y-GCS als
Nrf2-Zielgen aktiviert. Auch die Induktion der mRNA-Expression der NQO1 durch Querce-
tin bestatigt diesen Einfluss auf die Nrf2-Aktivierung [112]. Die beobachtete Aktivierung
des Nrf2/Keap1-Systems durch Quercetin ist Gber mehrere Wege denkbar. Bei alkali-
schen oder physiolgischen pH-Werten kommt es zu einer nicht-enzymatischen Oxidation
des Quercetins (illustriert in [243]). Da oxidiertes Quercetin bevorzugt mit Thiolen reagiert
[244], kann es direkt das Keap1 modifizieren oder aber auch durch die Reaktion mit dem
zellularen Glutathion den Redoxstatus der Zelle in Richtung oxidierten Zustand lenken.

Uber eine dadurch erhdhte Thiolreaktivitat in der Zelle kommt auch eine indirekte Wirkung
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des Quercetins auf das Keap1 in Betracht. Die direkte oder indirekte Modifizierung der
Thiolgruppen des Keap1 wirde eine Aktivierung des Nrf2 zur Folge haben. Unabhangig
von dieser denkbaren Modifikation des Keap1 sind zwei weitere Wege der Nrf2-
Aktivierung durch Quercetin nicht auszuschliel®en. (I) Nachdem der Einfluss von Querce-
tin auf Proteinkinasen, die auch an der Nrf2-Aktivierung beteiligt sind, gezeigt wurde, ist
auch dieser Weg der Aktivierung denkbar [245]. (II) Da es sich beim Keap1 um ein Zink-
Metalloprotein handelt [141], ist auch ein Einfluss von vielen Flavonoiden Uber ihre Eigen-
schaft als Metallchelatoren nicht ausgeschlossen.

Zur Untersuchung, ob sich die gezeigte Beeinflussung des Nrf2/Keap1-System durch
die getesteten Polyphenole auch auf ein Zielgen des Nrf2 Ubertragen lasst, wurde die
Wirkung der Polyphenole auf den GI-GPx-Promotor untersucht. Nachdem die GI-GPx als
ein Zielgen des Nrf2 identifiziert wurde [153], reiht sie sich mdglicherweise als antioxidati-
ves Enzym in die Gruppe von Enzymen ein, denen anti-karzinogene Eigenschaften zuge-
schrieben werden. Kenntnisse Uber ihre Beeinflussung sind daher von besonderem Inte-
resse. Diese Annahme einer anti-karzinogenen Eigenschaft der GI-GPx wird durch eine
kidrzlich erschienene Publikation von Esworthy et al. [246] untermauert. Hier konnte in
doppel-ko-Mausen (cGPx und GI-GPx) gezeigt werden, dass die GI-GPx vor einer das
Krebsrisiko erhdhenden Colitis schitzt. Die fur das HO- und GI-ARE gezeigte Aktivierung
des Nrf2 durch Quercetin und Resveratrol bzw. dessen Hemmung durch Medox (Abb.
30 A) spiegelt sich beim Einfluss der Polyphenole auf den GI-GPx-Promotors wider (Abb.
32). Wahrend die Aktivierung des GI-GPx-Promotors durch Resveratrol (Faktor 1,7) etwa
dem Niveau der HO-ARE- (Faktor 1,5) bzw. GI-ARE-Aktivierung (Faktor 1,3) entsprach,
lag die Aktivierung des GI-GPx-Promotors durch Quercetin mit einem Faktor von 4,2 deut-
lich Gber der Aktivierung des HO- bzw. GI-ARE mit Faktoren von 1,3 bzw. 1,2. Das lasst
fur das Quercetin einen anderen Mechanismus der Aktivierung des GI-GPx-Promotors
vermuten. Diese Vermutung wird dadurch bekraftigt, dass der GI-GPx-Promotor trotz mu-
tierter GI-ARE-Sequenz noch durch Quercetin aktivierbar war (Abb. 34 B). Obwohl das
GI-ARE essentiell fur die basale Aktivitat des GI-GPx-Promotors ist (Abb. 34 A, [153]),
wird durch diese Ergebnisse deutlich, dass die GI-GPx auch durch andere Transkriptions-
faktoren in ihrer Expression beeinflusst wird. Ein solcher Transkriptionsfaktor muss seine
DNA-Bindungsstelle in den ersten 172 bp des Promotors haben, da die Quercetin-
vermittelte Aktivierung des GI-GPx-Promotors hier noch vollstédndig vorhanden war (Abb.
33). Nachdem eine Uberexpression des AP-1-Proteins c-Jun durch Quercetin [247] ge-
zeigt wurde und unter Berlcksichtigung, dass das mutierte ARE immer noch eine AP-1-
Bindestelle darstellt, ist eine Aktivierung des GI-GPx-Promotor durch Quercetin uber c-
Jun denkbar. c-Jun formt mit verwandten Proteinen (JunD, JunB) Homodimere oder mit

verschiedenen Mitgliedern der Fos-Familie Heterodimere und bildet so den AP-1
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Transkriptionsfaktorkomplex, der den GI-GPx-Promotor aktivieren kdnnte. AP-1 spielt eine
zentrale Rolle bei der Kontrolle von Zellwachstum und fungiert als positiver oder negativer
Regulator der Apoptose (Ubersicht in [4]).

Der Einfluss von Polyphenolen, insbesondere von Quercetin, auf die transkriptionelle
Regulation von Genen ist nicht unbekannt [110]. Die Hemmung der Promotoraktivitat der
COX-2 durch Quercetin und Resveratrol [248] ist im Zusammenhang mit der in dieser Ar-
beit gezeigten Aktivierung des Nrf2/Keap1-Systems und des GI-GPx-Promotors durch
eben diese Substanzen von besonderem Interesse. Bei der Hemmung der COX-2-Pro-
motoraktivitdt wird eine strukturabhangige Beeinflussung der Promotoraktivitat in Betracht
gezogen. Alle durch Mutoh et al. [248] untersuchten COX-2-Promotor-hemmenden Sub-
stanzen besitzen Resorcinol-ahnliche Strukturelemente (Resorcinol = m-Dihydroxybenzol)
und somit Metallchelator-Eigenschaften, was im Fall der Aktivierung des Nrf2/Keap1-
Systems einen Einfluss Uber das Zink-Metalloprotein Keap1 wahrscheinlich macht. Ob-
wohl EGCG ebenfalls ein Resorcinol-ahnliches Strukturelement enthalt, hemmte es weder
den COX-2-Promotor [248] noch aktiviert es den GI-GPx-Promotor. Eine Resorcinol-
ahnliche Struktur allein kann fur die beobachteten Effekte somit nicht verantwortlich sein.
Betrachtet man die Arbeit von Mutoh et al. [248] im Zusammenhang mit den Ergebnissen
aus dieser Arbeit wird die durch unsere Arbeitsgruppe postulierte Annahme einer direkten
gegenlaufigen Regulation von COX-2 und GI-GPx [249] weiter bekraftigt, da die gleichen
Substanzen den COX-2-Promotor hemmen und gleichzeitig den GI-GPx-Promotor aktivie-

ren.

... durch Pflanzenextrakte

Von den sechs getesteten Pflanzenextrakten verursachte der Thymianextrakt eine
sehr starke Aktivierung des HO- und GI-ARE sowohl in HepG2-Zellen als auch in Caco-2-
Zellen (Abb. 30/31). Da sich dieser Einfluss mit gleicher Intensitat beim GI-GPx-Promotor
und nur noch abgeschwacht beim GI-GPx-Promotor mit mutierter ARE-Sequenz zeigte
(Abb. 32/33), ist eine direkte Nrf2-Aktivierung durch Substanzen im Thymian sehr wahr-
scheinlich. Dies wird duch die Translokation von Nrf2 in den Kern der mit Thymianextrakt
behandelten HepG2-Zellen bestatigt (Abb. 35).

Obwohl das GI-ARE von allen Pflanzenextrakten nur durch den Thymianextrakt akti-
viert wurde, zeigten sich auf der Ebene des GI-GPx-Promotor auch deutliche regulatori-
sche Effekte durch andere Pflanzenextrakte. So hemmten die Extrakte aus Himbeeren,
Walnissen und Gewtlrznelken die GI-GPx-Promotoraktivitdt, wahrend zusatzlich zum
Thymianextrakt auch der Extrakt aus Nelkenpfeffer eine Aktivitatssteigerung des Promo-
tors hervorrief (Abb. 32). Vergleicht man den Einfluss der Extrakte auf das Nrf2/Keap1-

System und den GI-GPx-Promotor wird erneut deutlich, dass der GI-GPx-Promotor nicht
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nur durch Nrf2 beeinflusst wird. Ein drastischer Effekt ist die nahezu vollstandige Hem-
mung der GI-GPx-Promotoraktivitdt durch den Gewlrznelkenextrakt. Den beiden aktiven
Wirkstoffen der Gewulrznelke (Eugenol und Isoeugenol) werden anti-inflammatorische
Wirkungen Uber die Hemmung des NF-kB zugeschrieben (Ubersicht in [250]). Da sich im
GI-GPx-Promotor nur wenige Basenpaare vom ARE entfernt auch eine NF-kB-Bindestelle
befindet und der Gewtrznelkenextrakt auch im kurzen Promotorfragment (172 bp) seine
hemmende Wirkung zeigte (Abb. 33), ist es durchaus denkbar, dass bei der Regulation
der GI-GPx-Promotoraktivitdt auch NF-kB eine Rolle spielt.

Letztlich kénnen die Einfliisse von Extrakten nur schwer analysiert werden, da sie ei-
ne Vielzahl von bekannten oder unbekannten sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen enthal-
ten, die alle fiir die beobachteten Effekte verantwortlich sein kdnnen. Gleichzeitig bringt
dies jedoch den Vorteil, dass weitaus starkere Effekte zu erwarten sind als mit isolierten
Substanzen. Hinzu kommt, dass Pflanzenextrakte die reale Ernahrungssituation und so-
mit die Auswirkung der Erndhrung auf molekulare Prozesse besser widerspiegeln als ein-
zelne Testsubstanzen. Haufig ist gerade die Kombination von verschiedenen Pflanzenin-

haltsstoffen Voraussetzung fur eine physiologische Wirkung.

Folgen einer Aktivierung von Nrf2 und Phase Ill-Enzymen

Eine Aktivierung des Nrf2/Keap1-Systems lasst eine grof3e Spannbreite von physio-
logischen Wirkungen erwarten, da eine grofe Anzahl von Genen als Nrf2-Zielgene identi-
fiziert wurden [151, 152]. Hinzu kommt, dass den Nrf2-aktivierenden Substanzen haufig
chemopraventive Eigenschaften zugeschrieben werden [138]. Epidemiologische Studien
die das Krebsrisiko mit der Einnahme von Brassicaceae (z.B. Brokkoli, Rosen- oder
Weiltkohl) korrelieren, zeigen eine direkte Korrleation zwischen dem Verzehr von Brassi-
caceae und einem gesenkten Risiko fiir verschiedene Krebserkrankungen (Ubersicht in
[251]). Hierfur wird allgemein das in Brassicaceae vorkommende Glucoraphanin und sein
Hydrolyseprodukt Sulforaphan, als Nrf2-aktivierende Substanz, verantwortlich gemacht.
In vivo-Modelle mit Nrf2"-Mausen bestétigen die essentielle Rolle des Nrf2 bei der Ver-
hinderung einer Tumorbildung [241, 242]. Somit wird deutlich, dass Substanzen oder
Pflanzenextrakten, die Nrf2 aktivieren, durchaus gesundheitsforderne Eigenschaften zu-

geschrieben werden kdnnen.

5.3 Genregulation durch Nahrungsinhaltsstoffe - ,,Nutrigenomics*

Lange Zeit waren die Forschungsbereiche Erndhrung und Molekularbiologie klar
voneinander getrennt, doch immer mehr nachgewiesene direkte Interaktionen zwischen

Nahrungsinhaltsstoffen und genregulatorischen Prozessen lassen diese Bereiche mehr
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zusammen und in den Focus der Forschung ricken. Das véllig neue Forschungsfeld
,Nutrigenomics” ist entstanden. Die Europdische Kommission hat erst kurzlich die Euro-
pean NutriGenomics Organization (NuGO) eingerichtet, die die Forschung auf diesem
Gebiet koordinieren soll. Die Liste der bioaktiven Bestandteile der Erndhrung, die haufig
Uber eine Genregulation in viele zellulare Mechanismen (z.B. Zelldifferenzierung, Zell-
wachstum, DNA-Reparatur und -Methylierung, Fremdstoffmetabolismus) eingreifen, wird
immer umfangreicher. Zu ihnen gehoéren u.a. Vitamine, Mineralien und viele sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe, wie Isothiocyanate und Polyphenole. Verschiedene Transkriptions-
faktoren stellen einen sog. ,nutrient sensor” da. Insbesondere die zur Familie der nuklea-
ren Hormonrezeptoren gehdrenen Rezeptoren (z.B. PXR, VDR, PPAR, RAR) binden Mik-
ronahrstoffe und ihre Metabolite. Den bioaktiven Mikronahrstoffen und anderen Nahrungs-
inhaltsstoffen kommt immer mehr eine Schlisselrolle bei der Entwicklung bzw. Verhinde-

rung von chronischen Krankheiten zu (Ubersicht in [252]).

Antioxidanzien, Genregulation und ,,adaptive response*

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass auch Mikrondhrstoffe und sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe, denen bisher hauptsachlich rein antioxidative Funktionen zuge-
schrieben wurden, Uber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren genregulatorsiche Ei-
genschaften besitzen und z.B. Phase I- und Phase II-Enzyme in ihrer transkriptionellen
Regulation beeinflussen. Eine Vielzahl von Genen oder zellularen Signalwegen ist be-
kannt, die Uber Veranderungen des zelludren Redoxstatus beeinflusst sind (umfassende
Ubersicht in [253]). Die genregulatorischen Effekte von Antioxidanzien werden in der Re-
gel zu Unrecht allein durch das Wegfangen von schadigenden Radikalen (ROS/RNS) er-
klart, denn die molekularen Mechanismen der redoxabhangigen Regulation von Trans-
kriptionsfaktoren ist noch nicht vollstandig verstanden. In den meisten Fallen wird von ei-
ner Oxidation oder Reduktion von Proteinthiolen ausgegangen, in dessen Folge DNA-
Bindeaktivitaten, Komplexbildungen oder -auflésungen gesteuert werden (Ubersicht in
[253]). Da nicht alle redox-sensitiven zellularen Signalwege durch jedes Antioxidanz be-
einflusst werden, kann daher das Redoxpotential von Antioxidanzien nur teilweise fur gen-
regulatorsiche Effekte verantwortlich gemacht werden. Konzentrationsabhangige Indukti-
onen von verschiedenen Genen durch sog. Antioxidanzien sind vielmehr ein Indiz dafur,
dass es sich um spezifische physiologische Wirkungen handelt.

Die hier gezeigten Ergebnisse lassen die Wirkung von Antioxidanzien als reine Radi-
kalfanger, wie sie vor allem noch heute haufig fur das Vitamin E suggeriert werden, in den
Hintergrund ricken. Die mit Vitamin E und anderen antioxidativen Nahrungsinhaltsstoffen
in Verbindung gebrachten protektiven Wirkungen lassen sich vielmehr Uber die Induktion

zelleigener Schutzsysteme, einschlieRlich der Phase |- und Phase lI-Enzyme, erklaren
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(siehe Abb. 36). Diese Induktion oder auch Aktivierung der zelleigenen Abwehr durch
Nahrungsinhaltsstoffe lasst sich auch als adaptiver Prozess oder als Aufbau einer adapti-
ven Antwort (engl. adaptive response) gegentiber zellschadigende Ereignisse betrachten.
Gerade die auch in dieser Arbeit gezeigte Aktivierung des zellularen Nrf2/Keap1-Systems

wird als Regulation des adaptive response gegenuber Elektrophilen gewertet [254].

zelleigene Abwehr
z.B. Phase I- und Phase II- :

Enzyme, antioxidative und & | molekulare Ereignisse,
: detoxifizierende Enzyme wie z.B.Oxidierung von
" F Proteinen und Lipiden,
T /> DNA-Schadigung
adaptive Prozesse : oxidativer Stress i
Induktion/Aufbau des :  Xenobiotika

»adaptive response*

K Krankheiten

z.B.Atherosklerose,
o . 3 Krebs, neurologische
Antioxidanzien : Erkrankungen

z.B. Vitamine, Polyphenole

Abb. 36: Rolle von antioxidativen Nahrungsinhaltsstoffen bei der Aktivierung der zelleige-
nen Abwehr

Ahnlich wie z.B. ROS selbst zu einem adaptiven Schutz gegeniiber oxidativem
Stress flhren kénnen [255], liegt es nach den Ergebnissen dieser Arbeit nahe, dass anti-
oxidative Nahrungsinhaltsstoffe unabhangig von ihrer Eigenschaft als Radikalfanger, we-
sentlich bei der Steuerung adaptiver Prozesse und dem Aufbau einer ,Resistenz* gegen-
Uber zellularer Stérungen, z.B. durch oxidativen Stress oder Xenobiotika, Gber die Regula-
tion endogener Schutzsysteme beteiligt sein konnen (vgl. schematische Darstellung in
Abb. 36).
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6 Zusammenfassung

Immer mehr Interaktionen zwischen Nahrungsinhaltsstoffen und genregulatorischen
Prozessen werden gegenwartig publiziert. Dies gilt auch fir Nahrungsinhaltsstoffe, die als
reine Antioxidanzien klassifiziert werden. Dazu zahlen neben verschiedenen sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen insbesondere auch das Vitamin E.

Vitamin E ist ein Sammelbegriff fir lipophile Verbindungen, dessen Grundgerist ein
an Position 6 hydroxylierter Chromanring mit Seitenkette bildet. In Abhangigkeit von der
Methylierung des Chromanrings werden jeweils eine a-, -, y- oder 3-Form und in Abhan-
gigkeit vom Sattigungsgrad der Seitenkette Tocopherole (gesattigte Seitenkette) und To-
cotrienole (dreifach ungesattigte Seitenkette) unterschieden. Zahlreiche in vivo-Studien
machen deutlich, dass von allen Vitamin E-Formen das natirliche a-Tocopherol (RRR-
a-Tocopherol) die hochste biologische Aktivitat besitzt und die dominierende Form im
Plasma und extrahepatischem Gewebe ist. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die zellulare
Akkumulation der verschiedenen Vitamin E-Formen in HepG2-Zellen untersucht. Von al-
len getesteten Vitamin E-Formen wurden die geringsten zellularen Konzentrationen beim
a-Tocopherol gemessen. Beim Vergleich von Tocopherolen und Tocotrienolen (jeweils a-
und y-Form) ergab sich folgendes zelluldares Akkumulationsmuster: Tocotrienole > To-
copherole und y-Form > a-Form. Die ebenfalls untersuchte Metabolisierungsrate weist ein
ahnliches Muster auf. Das Ausmall der Metabolisierung entspricht somit der zellularen
Konzentration der verschiedenen Vitamin E-Formen. Die getesteten Tocotrienole werden
deutlich schneller als die Tocopherole und die y-Formen schneller als die a-Formen
verstoffwechselt. Die Methylierung des Chromanrings der verschiedenen Vitamin E-
Formen und deren Sattigungsgrad der Seitenkette scheinen somit eine wesentliche Rolle
bei der zellularen Akkumulation und beim Metabolismus zu spielen. Auch wenn die Grin-
de der unterschiedlichen zellularen Akkumulation, die neben dem Metabolismus auch in
einer unterschiedlichen zellularen Aufnahme bzw. - gerade im Fall des a-Tocopherols in
einer verstarkten - Abgabe der Vitamin E-Formen begriindet sein kann, nicht abschlie-
Rend geklart werden konnten, bleibt diese Beobachtung zur Interpretation von unter-
schiedlichen physiologischen Effekten der Vitamin E-Formen von Bedeutung.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Untersuchungen zur transkriptionellen Regulation
von Phase |- und Phase lI-Enzymen durchgefuhrt. Dabei wurde der Einfluss von Vita-
min E, sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen und verschiedenen Pflanzenextrakten auf die
Aktivierung des PXR und Nrf2 als wichtige Transkriptionsfaktoren der Phase I- und Pha-
se lI-Enzyme mittels Reportergenanalysen untersucht. Des Weiteren wurde jeweils der

Promotor eines Zielgens des PXR und des Nrf2 auf dessen Aktivierbarkeit getestet. Dabei
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stellte sich heraus, dass es sowohl zu Aktivierungen als auch zu Hemmungen der
Transkriptionsfaktoren kam, was direkte genregulatorische Effekte der getesteten Sub-
stanzen mit unterschiedlichen Konsequenzen erwarten 13sst (Ubersicht in Tab. 11). Wah-
rend eine Aktivierung von PXR bzw. Induktion von CYP3A4 in Bezug auf mdgliche Arz-
neimittelwechselwirkungen eher negative Folgen hat, ist eine Aktivierung von Nrf2 bzw.
Induktion von GI-GPx in Bezug auf mogliche anti-karzinogene Eigenschaften eher ge-
wlnscht. Zusatzlich zum gezeigten genregulatorischen Effekt der verschiedenen geteste-
ten Nahrungsinhaltsstoffe wird aus den Ergebnissen deutlich, dass in einigen Fallen trotz
fehlender Aktivierung der untersuchten Transkriptionsfaktoren eine Regulation des ent-
sprechenden Zielgens erfolgte. Das lasst den Schluss auf alternative und bisher teilweise

unbekannte Regualtionswege flir das jeweilige Zielgen zu.

Tab. 11: Ubersicht der in vitro-Ergebnisse zur transkriptionellen Regulation von Phase I-
und Phase lI-Enzymen

Einfluss auf das DR3-Element (PXR) bzw. HO-ARE (Nrf2) und die Promotoren des CYP3A4 bzw.
der GI-GPx (zwei Pfeile = Verdoppelung/Halbierung der Aktivitat); * kein Ergebnis dieser Arbeit

Phase | Phase Il
PXR CYP3A4 Nrf2 GI-GPx
Vitamin E M* ™M - -
Sekundére Pfanzeninhaltsstoffe
Curcumin " 1M 1 1*
EGCG - M - l
Medox ! ™M - l
Quercetin W M ! 11
Resveratrol 1 M 1 1
Sulforaphan " 1 M 11
Pflanzenextrakte aus ...
Blaubeeren - " - .
Gewiurznelken 1 - — [
Himbeeren 0 0 - !
Nelkenpfeffer — "1 . 1
Thymian M 1M1 M 11
Walnusse -- 1 - !

Die in vitro gezeigte Promotoraktivierung des humanen fremdstoffmetabolisierenden

Phase I-Enzyms CYP3A4 durch Vitamin E wurde zusatzlich auf mRNA-Ebene untersucht.
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Neben dem biologisch bedeutsamen natlrlichen a-Tocopherol und dem a-Tocotrienol
erwies sich das y-Tocotrienol als starkster Aktivator des CYP3A4-Promotors. Gleichzeitig
induzierte es die Expression der CYP3A4- und CYP3A5-mRNA in HepG2-Zellen ver-
gleichbar zum bekanntesten Induktor Rifampicin. In einem Tierexperiment konnte diese
genregulatorische Wirkung von Vitamin E auf die in vivo-Situation Ubertragen werden.
Invivo zeigte sich in der Leber der Mause eine direkte Korrelation zwischen der
a-Tocopherol-Konzentration und der Cyp3a11 mRNA-Expression, dem murinen Homolog
zum humanen CYP3A4. Entgegen zur in vitro-Situation hatte y-Tocotrienol einen kaum
nachweisbaren Effekt auf die Expression der Cyp3a11 mRNA, da es in hohem Mal} me-

tabolisiert und als y-CEHC ausgeschieden wurde.

Ausblick

Eine Supplementierung mit vermeintlich ,harmlosen” Antioxidanzien wird haufig un-
geachtet der Tatsache, dass weder Uber die Bioverfiigbarkeit noch iber die tatsachlichen
physiologischen Wirkungen der eingesetzten Substanzen ausreichend Informationen vor-
handen sind, empfohlen. Gerade diese Informationen sind jedoch essentiell, will man eine
aussagekraftige Beurteilung der gesundheitsfordernden Relevanz dieser Verbindungen
geben.

Die hier gezeigten Effekte von Vitamin E und verschiedenen sekundaren Pflanzenin-
haltsstoffen auf Transkriptionsfaktoren von Phase |- und Phase IlI-Enzymen und deren
Zielgene lasst weitere physiologische Wirkungen vermuten, die es in vitro und in vivo zu
untersuchen gilt. Pharmakokinetische Wechselwirkungen entstehen haufig durch die In-
duktion oder Hemmung der Biotransformation und/oder des aktiven Transports von Arz-
neimitteln (besonders P-Glykoprotein). Die gezielte Modulation von der Biotransformation
und des Transports bietet innovative Moglichkeiten, Probleme der Arzneimittelanwendung
wie Multidrug-Resistance oder unzureichende Bioverfiuigbarkeit zu Uberwinden. Sollten
sich die in vitro-Ergebnisse insbesondere fir die Aktivierung des PXR und des CYP3A4
auf mRNA-, Protein- und Aktivitatsebene bestatigen lassen, fiihren sie zu neuen Erkennt-
nissen u.a. auch bei Bekampfung von Krebserkrankungen. Neben dem Arzneimittelabbau
durch CYP3A4 stellt die Multidrug Resistance eines der Hauptprobleme einer erfolgrei-
chen Zytostatika-Therapie maligner Tumore dar. Ein entscheidender Faktor flr die Mani-
festierung dieser Resistenz ist die Uberexpression des PXR-regulierten P-Glykoproteins.

Weitere Untersuchungen zum Einfluss der getesteten Substanzen auf das Nrf2/
Keap1-System und der damit zu erwartenen Beeinflussung des adaptive response Uber
die endogenen Schutzsysteme der Zelle auf Protein und Aktivitdtsebene sowohl in vitro
als auch in vivo erscheinen vielversprechend. Gerade der Verzehr von Nrf2-Aktivatoren

wird mit gesundheitsférdernen Wirkungen in Verbindung gebracht.
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