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1. Einleitung

1.1 Interzellulare Kommunikation

Im Laufe der Evolution haben sich in mehrzelligen Organismen hoch komplexe
Signallbertragungsmechanismen  entwickelt, die eine Kommunikation und
Koordination zwischen den verschieden Zellen und Geweben ermoglichen.
Es werden zwei Arten der interzellularen Kommunikation unterschieden:

Eine Form beinhaltet die Sekretion von Signalsubstanzen (Neurotransmittern,
Hormonen, Lymphokinen) in den Extrazelluldarraum und die rezeptorvermittelte
Umsetzung dieser Signale durch die Zielzelle.

Die andere, direkte Form der Kommunikation zwischen Zellen beruht auf der
Diffusion niedermolekularer Substanzen durch Zell-Zellkanale (Gap junctions: GJ),
die eine direkte cytosolische Verbindung zwischen benachbarten Zellen und somit
eine funktionelle Kopplung des Zellverbandes herstellen. Diese Form der
Kommunikation wird als ,Gap Junctional Intercellular Communication® (GJIC) oder
interzelluldare Kommunikation Gber Gap Junctions (Zell-Zellkommunikation: ZZK)
bezeichnet [Evans et al. 2002; Paul et al 1995].

Im Folgenden wird eine Ubersicht liber den Aufbau von GJ und deren Funktionen
gegeben.

1.1.1 Interzellulare Kommunikation tiber Gap Junctions

Gap Junctions bestehen aus einer variablen Anzahl transmembraner wassergefullter
Kanéle, die das Cytoplasma benachbarter Zellen miteinander verbinden und die
Diffusion von Molekuilen bis zu 1 kDa, z.B. Zuckern, Aminosauren, Nukleotiden oder
Signalstoffen erlauben. Die einzelnen Kandle bestehen aus je zwei Hemikanalen,
den so genannten Connexonen, die aus je 6 Untereinheiten gebildet werden. Diese
Untereinheiten werden als Connexine bezeichnet und anhand ihres

Molekulargewichts unterschieden. Die Bezeichnung Connexin 43 bedeutet z.B., dass



dieses Connexin-Protein ein Molekulargewicht von 43 kD aufweist. Der Durchmesser
der Kanale betragt 2-4nm (Fig. 1). Bisher wurden ca. 20 homologe Produkte der

Connexingene in Mensch und Maus identifiziert [Willecke et al., 2002].
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a-b) Schematische Darstellung der Gap Junctions; jeweils 6 Untereinheiten
(Connexine) bilden einen Halbkanal (Connexon); c¢) Membrantopologie der
Connexine

In Sdugetieren sind Connexine in nahezu allen Geweben nachweisbar. Es gibt 2
Hauptconnexinklassen, o und . Da die meisten Zelltypen mehr als eine
Connexinisoform exprimieren, kdnnen die hexameren Hemikandle homomerisch
oder heteromerisch aufgebaut sein. Damit kénnen die Gap Junctions homotypisch
oder heterotypisch gestaltet sein [Jiang and Goodenough 1996] (Fig. 2).

Conneaxon

Connexon:  Homomerisch  Heteromerisch Homomerisch Heteromerisch
Kanale: Homotypisch Homotypisch Heterotypisch Heterotypisch

Fig. 2: Mégliche Konfigurationen funktioneller Zell-ZellKanale [Evans et al., 2002].
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Fig. 3: Membrantopologie der Connexine mit den unterschiedlichen Domé&nen
[Evans et al., 2002]..

Allgemein kann davon ausgegangen werden, dass heteromere Gap Junctions nur
zwischen Connexinen der gleichen Klasse gebildet werden. Nicht alle Connexine
lassen sich zu funktionellen Kanalen kombinieren, so sind z.B. Connexin40 und
Connexin43 nicht kompatibel [Evans et al. 2002; Haubrich et al., 1996].

Alle Connexine zeigen eine ahnliche Membrantopologie. Die Polypeptidkette der
Connexine umschlieBt viermal die Plasmamembran in einer M-Form mit den amino-
und carboxyterminalen Regionen sowie der zentralen Schleife im Cytoplasma (CL).
Die vier Transmembranbereiche (Fig. 3: M1-M4), die zwei extrazellularen Schleifen
(E1-E2) sind hoch konserviert, dagegen sind die intrazelluldren cytoplasmatischen
Schleifen und carboxyterminalen Regionen im Cytoplasma variabel (Fig. 1C und
Fig. 3). Die intrazellulare aminoterminale Region (N) zeigt bei allen Connexinen die
gleiche Lange (Fig. 3) [Simon and Goodenough 1998; Trosko and Ruch 1998]. Es
befinden sich drei Cysteinreste in den zwei extrazellularen Schleifen, die
wahrscheinlich bei der Bildung funktionsféhiger Kanale mitbeteiligt sind [Hennemann
et al., 1992]. Diese Cysteinreste kommen in fast allen Connexinproteinen auBer in

Connexin31 vor.



Der groBe Unterschied zwischen den Connexinen liegt in der Lange und Sequenz
der intrazellularen carboxyterminalen Region (C). Es wird angenommen, dass diese
Region in die Regulierung der GJ-Bildung und Kanalpermeabilitat involviert ist.

In eukaryotischen Zellen wird die strukturelle und biochemische Zusammensetzung
der Membranbestandteile und Organellen durch Transportproteine bestimmt. Die
Funktionsfahigkeit der GJ ist abhangig vom korrekten Ein- und Aufbau der
Connexine. Die meisten Plasmamembranproteine werden in membrangebundenen
Ribosomen synthetisiert und durch Vesikel vom ER zum Golgi-Apparat beférdert.
Bisher wurde angenommen, dass Connexinuntereinheiten im Golgi-Apparat zu
Connexonen oligomerisiert und anschlieBend durch Adhéasionsmolekile zur
Membran transportiert werden [Musil and Goodenough 1993]. Neuere Daten zeigen
jedoch, dass die Oligomerisation der Connexine ein fortlaufender Prozess ist, der im
ER oder dem entsprechenden ERGIC (,Endoplasmic-golgi-intermediate
compartiment®) beginnt und nach Erreichen des Golgi-Apparates abgeschlossen wird
[Diez et al., 1999; Georg et al., 1999; Samar et al., 2001].

Es gibt verschiedene Faktoren, die den Connexin-Transport und Umsatz (turnover)
beeinflussen [Paulson et al., 2000]. Mit unterschiedlichen Halbwertzeiten (2-5 Std.)
werden Connexine aus der Membran ausgebaut und von Lysosomen oder
Proteasomen abgebaut [Laird et al.,, 1996; Laing and Beyer 2000]. Es wird
angenommen, dass Endosomen beim Transport des Connexins32 von der
Plasmamembran zu den Lysosomen und somit beim Abbau (Autophagie) der
Connexine eine Rolle spielen [Pol et al.,, 1997; Haftek et al., 1999; Jordan et al.
2001]. In Saugetieren sind Connexine in nahezu allen Geweben nachweisbar, mit
der Ausnahme von einigen Nervenzellen, Erythrozyten und Spermien.

Connexin43 ist das am haufigsten vorkommende Connexin, z.B. in der Epidermis, im
Ruckenmark, im Myokard und in den Endothelzellen [Di et al., 2001; Kiehn and
Tresch 2002; Evans and Martin 2002]. Die Verteilung der Connexine ist gewebe-
spezifisch, z.B. kommt Connexin32 vorwiegend in der Leber, Connexin43 im Herzen,
Niere, Haut, Gehirn, Intestinaltrakt und auch in der Gallenblase vor [Bennett et al.,
1991; Willecke et al., 1991; Vorge et al., 1999; Vaney et al., 1999, Ruch und Trosko
1999, Willecke et al., 2002]. Zusatzlich zu der Gewebespezifitit konnte auch eine
zeitabhangige Expression wahrend der Entwicklungsphase beobachtet werden
[Delome et al., 1995].



1.1.2 Funktion der Zell-Zellkommunikation iiber Gap Junctions

Eine der wichtigsten Funktionen der Gap Junctions ist die Regulierung von
Proliferations- und Differenzierungsprozessen tber den Austausch von lonen und
niedermolekularen Substanzen zwischen benachbarten Zellen. Durch den
Stoffaustausch Uber GJ wird die Gewebehomdostase wahrend der embryonalen
Entwicklung und im multizelluldaren Organismus reguliert [Krutovskikh und Yamasaki
1997]. Je nach Zelltyp und Gewebe werden der GJIC besondere Funktionen
zugeordnet. Bei Neuronen, Cardiocyten und Zellen der glatten Skelettmuskulatur
dienen Gap Junctions der Ubertragung elektrischer Signale [Jongsma et al., 1993].
Die besondere Bedeutung der Connexine wird auch bei Krankheiten deutlich, die
durch Funktionsstérungen von Gap Junctions hervorgerufen werden. Als erste
genetische Abnormitat von GJ wurden die Mutationen des Connexin32-Gens bei
Patienten mit Charcot-Marie-Tooth-X Syndrom (CMT-X) beschrieben [Bergoffen et
al., 1993]. Inzwischen wurden Uber 200 Connexin32 Mutationen bei CMT-X
identifiziert [Nelis et al., 1999]. Diese Krankheit zeichnet sich durch eine degenerative
Anderung der peripheren Nerven mit Hypertrophie der Schwannschen Scheide aus,
die sich klinisch als chronisch fortschreitende Muskeldystrophie duBert.

Einige der humanen hereditdren Erkrankungen werden durch Connexinmutationen
hervorgerufen. Mutationen im Connexin26 sind mit der Inzidenz von Hautkrankheiten
korreliert [Kelsell et al 2001]. Das Auftreten zweier unterschiedlicher Formen der
Augenlinsentribung wird mit der Mutation von Connexind6 und 50 Genen in
Verbindung gebracht [Pal et al., 2000].

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die Connexin43-Expression in
Astroglialzellen eine wichtige neuroprotektive Rolle spielt. So korreliert z.B. bei der
Alzheimer Erkrankung ein Anstieg der BA4-Amyloidplaques mit einer erhdhten
Connexin43-Expression oder einer erhéhten Connexin30 Immunreaktivitat [Nagy et
al., 1999].



1.1.3 Regulation der Zell-Zellkommunikation

Die Connexinproteine haben im Organismus eine relativ kurze Halbwertszeit von
zwei bis finf Std., wobei zahlreiche Faktoren ihren kontinuierlichen Auf- und Abbau
beeinflussen kénnen. Es wird angenommen, dass sich die Connexinmenge als

Reaktion auf ein rezeptor-aktiviertes Signalsystem andert. Viele toxikologisch und

pharmakologisch aktive Substanzen sind in der Lage, sowohl die direkte als auch die

verzdgerte Regulation der Connexinmenge zu beeinflussen. Endogene Substanzen
sind auch an der Regulation beteiligt. In Abhangigkeit vom Gewebe- und

Connexintyp kénnen dabei erhebliche Unterschiede in der Auswirkung auf dieselben

Regulationswege beobachtet werden.

Zu den wichtigsten Faktoren, die die interzellulare Kommunikation beeinflussen,

gehdren:

e pH-Wert: die Senkung des zellularen pH-Wertes von ca. 7,4 auf 6,5 bis 6,8 fuhrt
in vielen Zellen zu einer Abnahme der ZZK [Spray et al., 1985]

e (Calcium: die Erhéhung der cytoplasmatischen Konzentration an freiem Calcium
fihrt zu einer Abnahme der Kommunikation. Héhere Konzentrationen um 0,05 uM
Ca®* fiihren sogar zu einer vollstandigen Hemmung der ZZK [Bruzzone et al.,
1996]

e cAMP: die Wirkungsweise von cAMP ist abhangig vom Gewebe- und
Connexintyp. Die Exposition von Zellen kann sowohl zu einer Erhéhung als auch
einer Senkung der GJIC fuhren. Die Auswirkung des cAMP wird teils mit einer
vermehrten Expression der Connexingene, teils mit der Phosphorylierung des
Connexin32 an einem Serinrest durch die cAMP-abhangige Proteinkinase A
(PKA) erklart [Hotz-Wagenblatt et al., 1993].

Es sind auch andere Mdglichkeiten der Beeinflussung der interzellularen
Kommunikation bekannt. So fuhrt die Exposition der Zellen mit Tumorpromotoren
(Phorbolestern, Lindan, DDT), Wachstumsfaktoren (EGF, PDGF) und Onkogenen
(ras, raf, scr) zu einer Inhibition der ZZK [Trosko and Ruch 1998; Hu et al., 1995].

Flr die meisten Connexine wird eine posttranslationale Modifikation als molekularer

Mechanismus der Hemmung angenommen.



Ein basales Niveau an posttranslationaler Phosphorylierung ermdglicht den
Zusammenbau funktioneller Kanale und die Aktivierung der GJIC [Musil et al., 1990];
eine Hyperphosphorylierung des Connexin-Proteins an den Aminos&uren Serin und
Threonin fuhrt dagegen zu einer Hemmung der Kommunikation.
Die Phosphorylierung von Aminosaureresten der carboxyterminalen Region durch
Proteinkinasen stellt somit eine Moglichkeit der Beeinflussung der Kommunikation
dar. Die serin-, threonin- und tyrosinspezifischen Kinasen gehdren zu den
wichtigsten Kinasen mit Einfluss auf die ZZK. Proteinkinase A (PKA reguliert durch
cAMP), Proteinkinase C (PKC reguliert durch DAG) und mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAPK) gehéren zu den serin- und threoninspezifischen Kinasen. In
der Sequenz des Connexin43-Proteins gibt es mehrere Positionen, die von PKA,
PKC und MAPK phosphoryliert werden kénnen [Yamasaki et al., 1997]. Zum Beispiel
fuhrt die Phosphorylierung des Ser368-Restes im Connexin43-Protein der Ratte
durch PKC in vivo zur Abnahme der interzellularen Kommunikation [Lampe et al.,
2000].
Phorbolester sind in der Lage, Uber die Aktivierung der PKC eine Phosphorylierung
des Connexin43 am Serin- oder Threoninrest zu vermitteln und dadurch die ZZK zu
hemmen. Es wird jedoch angenommen, dass die PKC in vivo nicht der eigentliche
Phosphorylierungsvermittler bei Connexin43 ist [Saez et al., 1997]. In einem in vivo
Versuch unter Einwirkung eines Wachstumsfaktors konnte gezeigt werden, dass
MAPK Connexin4d3 an 3 verschieden Serinresten phosphorylieren kann [Warn-
Cramer et al., 1998]. Es wird zudem noch angenommen, dass MAPK von der PKC
aktiviert werden kann.
Die Regulation der ZZK findet auch durch die Veranderung der Connexin-Expression
statt [Bex et al., 1995; Clairmont et al., 1996], wobei auch die stabilisierende Effekte
auf die Connexin-mRNA eine Rolle spielen.
Die Charakterisierung von regulatorischen Elementen in der Promotorregion zeigt fur
Connexin 43, dass es sowohl eine TATA-Box, als auch AP-1 (Activator Protein 1)
und AP-2 Bindungsstellen gibt [Chen et al., 1995]. Die AP-1 Bindungsstellen, an die
die Transkriptionsfaktoren Fos und Jun binden, kommen in Connexinen von Mensch,
Maus und Ratte vor. Die transkriptionale Aktivierung des Connexin43-Gens scheint
eine wichtige Rolle zu spielen. Die Aktivierung der PKC in kultivierten Muskelzellen
der menschlichen Gebarmutter, die Connexin43 exprimieren, flihrt zu einem Anstieg
von c-Jun und c-Fos. Dadurch wird eine Hochregulation der Connexin43-
Transkription durch ein AP-1 Element im Promotorbereich des Connexin 43
8



ausgelést und eine Vermehrung der Connexind3 Proteinmenge verursacht
[Geimonen et al., 1996]. Einige Substanzen wie Retinoide kdénnen durch die
Erhéhung der Connexin43-Proteinmenge die ZZK beeinflussen [Clairmont et al.,
1996]. Ebenso sind auch Flavone, Vitamin D, Melatonin, Schilddriisenhormone und
Thalidomid in der Lage die ZZK zu stimulieren [Chaumontet et al. 1994; Stahl et al.,
1994; Ubeda et al., 1995, Stock et al., 1998 und Nicolai et al., 1997].

1.1.4 Zusammenhang zwischen ZZK, Teratogenese und Embryogenese

In der pranatalen Entwicklung der Sdugetiere gibt es vier Phasen: Gametogenese,
Blastogenese, Embryogenese und Fetogenese. Dabei erfolgt wahrend der
Gametogenese die Entwicklung der Keimzellen, die Blastogenese stellt die ersten
Teilungen der Zygote bis zur Differenzierung des Keimes in Embryoblast und
Trophoblast dar. Die Embryogenese umfasst die Anlage von Organen und
Organsystemen sowie die Organdifferenzierung (Morphogenese). Morphogene
(Signalmolekule) I6sen eine Entwicklungskaskade in den Zielzellen aus. In vielen
Fallen ist der erste Schritt die Aktivierung von Homdobox-Genen
(Entwicklungskontroligenen). Weiteres Wachstum und Ausreifung des Keimes findet
wahrend der Fetogenese statt. Die héheren Lebewesen beginnen in der frihen
Embryonalentwicklung sich dreidimensional auszurichten [Rogers et al. 1997]. Die
Ausbildung von GJ wurde auch in embryonalem Gewebe beobachtet. Es wird
angenommen, dass GJIC am Entwicklungsprozess beteiligt ist [Goodenough et al.,
1996]. Connexin43 ist mitverantwortlich flr die Morphogenese der Extremitaten von
HUhnerkiken wéahrend der frihen embryonalen Entwicklung [Dealy et al., 1994,
Makarenkova and Patel 1999]. An Embryonen von M&ausen und Insekien wurde
gezeigt, dass die interzellulare Kommunikation tber GJ auf Zelldomanen desselben
Entwicklungspotentials beschréankt ist [Damen und Dictus 1993]. Bereiche zellulérer
Kommunikation stimmen in der frihen Embryogenese sowohl zeitlich als auch
raumlich mit Entwicklungskompartimenten Uberein. Zellen innerhalb dieser
Kompartimente zeigen eine hohe Kommunikation, wahrend die Zellkopplung tber GJ
an den Grenzen verschiedener Kompartimente niedrig ist.

Mit dem Begriff der Teratogenese bezeichnet man die Entstehung pranataler
Fehlbildungen. Die Teratogenitat wird als die Fahigkeit von chemischen Substanzen



(z.B. Retinoide, Thalidomid) und physikalischen Faktoren (z.B. ionisierende
Strahlung) oder biologischen Noxen kongenitale Fehlbildungen hervorzurufen,
beschrieben. Teratogene Substanzen weisen eine Phasenspezifitat auf.
Missbildungen entstehen nur dann, wenn der Embryo in einer definierten
Entwicklungsphase dem Teratogen ausgesetzt ist [Mast et al., 1985]. Die GJIC wird
durch einige teratogene Substanzen wie Retinsaure [Metha et al., 1989, Stahl et al.,
1998] und Thalidomid [Nicolai et al., 1997] stimuliert. Retinsdure fihrt zu
verschiedenen kongenitalen Defekten, von offener Gaumenspalte bis zu einer
Missbildung der Extremitaten.

1.2 Retinoide

1.2.1 Definition, Vorkommen, Funktion und Metabolismus der Retinoide

Definition

Vitamin A und seine Derivate werden nach der IUPAC Nomenklatur unter dem
Begriff Retinoide zusammengefasst. Somit gehdren Retinoide zu einer Klasse von
Verbindungen, die aus einem hydrophoben B-lononring, einer konjugierten
Tetraenseitenkette und einer polaren Endgruppe bestehen.

All-trans-Retinol, all-trans-Retinal und all-trans-Retinsaure und ihre cis-Isomere sind

einige Beispiele natlrlich vorkommender Retinoide (Fig. 4).

6\K\Q 6\K\QCHO
OH

All-trans-Retinol All-trans-Retinal

(0]

e A A
g ;

All-trans-Retinsaure

Fig. 4: Struktur von einigen natirlich vorkommenden Retinoiden

10



In den 80er Jahren wurden synthetische Verbindungen, z.B. TTNPB hergestellt
(Fig. 5), die sich strukturell von den natdrlichen Retinoiden unterscheiden, aber
trotzdem eine ahnliche biologische Aktivitdt aufweisen wie Retinol oder Retinsaure
[Newton et al. 1980]. Die Definition der Retinoide wurde daraufhin erweitert:
Retinoide sind eine Klasse von Substanzen, die spezifische biologische Antworten
durch die Bindung an und Aktivierung von Retinsdure-Rezeptoren hervorrufen.

Das Ersetzen des pB-lononrings durch einen substituierten Benzolring fihrt zu
aromatischen Verbindungen, von denen einige einen héheren therapeutischen Index

als die natdrlichen Retinoide aufweisen (z.B. Etretinat) (Fig. 5).

A N Y N N

| Etretinat

Fig. 5: Struktur von einigen synthetischen Retinoiden

Vorkommen, Metabolismus und Funktion:

Das Vitamin A gehért zu den Vertretern der fettléslichen Vitamine und ist ein
Bestandteil der Nahrung. Vitamin A wird entweder in Form von Carotinoiden
(Provitamine) aus pflanzlichen oder als Retinylester aus tierischen Nahrungsmitteln
aufgenommen. Carotinoide sind rote, gelbe oder orangefarbene fettlésliche
Pigmente, die von Pflanzen und photosynthetisch aktiven Mikroorganismen
synthetisiert werden. Die Grundstruktur der Carotinoide besteht aus 8
Isopreneinheiten. Es gibt Gber 400 Carotinoide, von denen jedoch nur wenige zu
Vitamin A metabolisiert werden kdnnen und somit eine Provitamin-A-Aktivitat
aufweisen. Bei den Carotinoiden zeigt B-Carotin die héchste Provitamin-A-Aktivitat.
Die Spaltung der Provitamin-A aktiven Carotinoide erfolgt in der Darmmucosa und zu

einem geringen Teil in Leber und Niere.
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FlOr den enzymatischen Abbau der Carotinoide zu den Retinoiden sind zwei Wege
bekannt:

a) Durch zentrale Spaltung mittels des Enzyms 15-15-B-Carotin-Oxygenase
entstehen zwei Moleklle Retinal, die nachfolgend zu Retinol oder Retinsaure
umgewandelt werden kdnnen.

b) Durch exzentrische Spaltung an verschiedenen Doppelbindungen werden
Carotinoide in verschiedene B-Apo-Carotenale Uberfliihrt. Daraus kann in
Folgereaktionen auch Retinol gebildet werden.

Das freie oder an spezifische Transportproteine gebundene Retinol wird im Darm
(Enterozyten) enzymatisch mit langkettigen Fettsduren (meist Palmitin und
Stearinsdure) verestert. Verestertes Retinol wird in Chylomikronen eingebaut, die
Uber die Lymphbahnen in das Blut gelangen. Im Blut werden die Chylomikronen zu
Chylomikronenremnants  abgebaut. @Wahrend dieser Umwandlung durch
Lipoproteinlipasen (LPL) werden die Retinylester freigesetzt und kdnnen in
verschiedene Gewebe aufgenommen werden. Dieser Aufnahmeweg flihrt zu einer
direkten Versorgung der Zielzelle unabhangig vom Transfer des Vitamins Uber die
Transportproteine. Wenn die Chylomikronenremnants die Leber erreichen, werden
die aufgenommenen Retinylester zu Retinol hydrolysiert und in den Speicherzellen
(Stellatumzellen) der Leber wieder verestert und dann gespeichert. Bei Bedarf
werden die Ester zu Retinol hydrolysiert, das an spezifische Transportproteine
gebunden transportiert und beim Erreichen der Zielzelle zu Retinsdure metabolisiert
wird. Es wird angenommen, dass spezifische Enzyme die Metabolisierung von
Retinol zu Retinsdure katalysieren. Retinsdure wird intrazelluléar in einer Reihe von
Oxidations- und Isomerisierungsreaktionen metabolisiert; auch die Metaboliten
kénnen teils die nukledren Retinsaurerezeptoren aktivieren. Zu diesen Metaboliten
gehdren 4-Oxo-Retinsdure und 9-cis-Retinsdure [Malik et al. 2000] (Fig. 6.). Auch die
Aldehyde des Retinols haben eine wichtige Funktion. Das 11-cis-Retinal spielt beim
Sehprozess eine zentrale Rolle (Rhodopsinzyklus), auf die hier im Detail nicht

eingegangen werden soll.
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N X Retinoldehydrogenase N O

—

Retinol (Vitamin A) Retinal

Retinaldehydrogenase

NN, COOH

CYP 450 abhangige
4-oxo-Retinsaure Monooxygenasen 1 All-trans-Retinséure
NS

9-cis-Retinsaure

Fig. 6: Metabolisierung von Vitamin A und Retinsaure.

Retinsdure selbst findet sich nur in sehr geringen Konzentrationen im Plasma [Napoli
et al., 1986, Randolph et al., 1997].

Die cis/trans Isomerisierung - insbesondere von Retinsdure - stellt eine wichtige
Reaktion dar. Auch von Retinol und Retinylestern sind Stellungsisomere bekannt
[Brinkmann et al., 1995]. Andere Metabolisierungsprodukte des Retinols sind 3,4-
didehydroretinol (3,4-ddROH), das als Vitamin A 2 bekannt ist. Auch 14-hydroxy-
4,14-retro-retinol (14-HRR) konnte als ein Hauptmetabolit des Vitamin A in Plasma
von Nagetieren nach oraler Aufnahme einer pharmakologischen Dosis von Vitamin A
nachgewiesen werden. Oral verabreichte Retinoide wie die therapeutisch wirksame
all-trans-Retinsaure und 13-cis-Retinsaure (Isotretionin) werden durch passive
Diffusion vom Dunndarmepithel aufgenommen und anschlieBend nach Passage der
Leber gebunden an Albumin im Blutkreislauf transportiert [Blaner and Olson 1994].
Vitamin A und seine natirlichen Derivate sind fir eine groBe Anzahl biologischer
Prozesse wie Wachstum, Sehvorgang, Zelldifferenzierung- und proliferation,

Reproduktion und Embryonalentwicklung zustandig.
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1.2.2 Retinoid Bindungsproteine, Rezeptoren und responsive Elemente

Zelluldre Bindungsproteine

Auf Grund der sehr geringen Wasserléslichkeit der Retinoide missen sie in der
wassrigen Umgebung des Organismus zum Transport an spezielle Proteine
gebunden werden. Es gibt fir Retinol die ,cellular retinol binding proteins® CRBP,
CRBPI und CRBPII und fir Retinsaure, ,cellular retinoic acid binding proteins®
CRABP, CRABPI, und CRABPII [Napoli et al., 1999]. CRBPI ist ubiquitar im
Organismus und kommt in héchsten Konzentrationen in Leber und Niere vor. CRBPII
findet sich ausschlieBlich in den Darmepithelzellen. CRBPI und Il kénnen Retinol und
Retinal binden, wobei CRABPI und Il Retinsdure und seine Metaboliten (4-hydroxy-
Retinsaure; 4-oxo-Retinsdure) binden [Napoli et al., 1995]. Wahrend die wesentliche
Aufgabe des CRABP darin besteht, Retinsdure im wassrigen Kompartiment des
Plasmas zu transportieren, besteht die Aufgabe des CRBP darin, verschiedene Blut-
gewebeschranken fir Retinoide passierbar zu machen [McDonald et al. 1990].

Nukleére Retinoid Rezeptoren

Zahlreiche Wirkungen der Retinoide werden Uber kernstédndige ligandenabhangige
Rezeptoren vermittelt. Es sind 2 Familien nukledrer Retinoid- Rezeptoren bekannt:
die Retinsdure-Rezeptoren (Retinoic Acid Receptor) RAR und die Retinoid X
Rezeptoren (Retinoid X Receptor) RXR. Sie gehdren zu der Superfamilie der
Hormonrezeptoren, zu denen auch der Thyroidhormon-Rezeptor (TR), der Vitamin
D-Rezeptor (VDR) und die peroxisomenproliferatoraktivierten Rezeptoren (PPAR)
zahlen. Bei den Liganden der Rezeptoren handelt es sich um lipophile Hormone wie
z.B. Steroidhormone, Schilddriisenhormone, Vitamin A- und D-Derivate, die die
Membran passieren kdnnen.

Alle Rezeptoren aus der Familie der liganden—aktivierbaren Transkriptionsfaktoren
enthalten sechs verschiedene Domanen. Die aminoterminale A-und B-Region haben
eine transkriptionsaktivierende Funktion. Die C-Region enthéalt 2 Zinkfinger Elemente,
die bei der DNA-Bindung auch eine Rolle spielen. Die D-Region ist fur die Bindung
der Corepressoren verantwortlich. Die konservative E-Region enthdlt die
Ligandenbindungsdoméne. Die F Region ist die Stelle der Derepression und CBP
[Chambon et al., 1996] (Fig. 7).
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LBD, AF-2,
AF-1 DBD Dimerisierung

N- terminal —_A/B ilc I D | E | F [~ C-terminal

Fig. 7:Ubersicht iiber die Doménen der nukledren Rezeptoren
A/B: Aktivierung der Genexpression, AF-1
C: DBD( DNA-Bindungsdoméne), 2 Zinkfingermotive, Dimerisierung
D: Scharnierregion (C und E sind durch D miteinander verbunden)
E: LBD: (Ligandenbindungdomane)

All-trans-Retinsaure und einige ihrer Derivate sind nattrliche Liganden von RAR. 9-
cis-Retinsaure zeigt nur eine sehr geringe Affinitat zu RAR, jedoch eine hohe Affinitat
zu RXR.

Beide Rezeptorfamilien haben jeweils drei Subtypen, die als o, B und y bezeichnet
werden. Die durch Ligandenbindung aktivierten Rezeptoren binden an eine
spezifische DNA-Sequenz - das sogenannte responsive Element - in Form von
Homo- oder Heterodimeren. Damit RAR an RARE (Retinoic acid-Responsive
Element) binden kann, ist es notwendig, dass RAR mit RXR vorher einen
heterodimeren Komplex bildet. RXR hingegen kann nicht nur als Heterodimer
sondern auch als Homodimer agieren (Fig. 8 A/B).

15



Retinol
{ROH)

Retinsaure

Retinylester
(Speicherform)
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Retinsédure -

anders. (RA2?]

=1 A

9-cis-Retinsaure

(Fig. 8 A): Schematische Darstellung der Wirkung von Retinoiden in der Zielzelle
Uber Retinsdurerezeptoren.

RXR ist auch in der Lage mit dem TR und VDR Heterodimere zu bilden. RXR
fungiert einerseits bei Abwesenheit des Liganden als stiller Partner, andererseits mit
gebundenen Liganden als aktiver Partner in der Signaltransduktion. Daher ist der
RXR als Co-Regulator von vielen nukledren Rezeptoren von Bedeutung. Dies
unterstreicht zudem die Rolle der Retinoide in der Steuerung biologischer Prozesse
[Chambon et al., 1996] (Fig. 8 B).

Die Expression der Retinoidrezeptoren ist sowohl gewebe- als auch
entwicklungsspezifisch. RARo kommt ubiquitar vor. Der RARB weist ein sehr
spezifisches Expressionsmuster auf. RARy findet man vorzugsweise in der Haut
[Fisher und Voorhees 1996].
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Retinoide RXR andere Hormone

o, B,y
RAR 8 RXR 9-cis-Retinsiure PPRAR RXR VDR VDR
RARy RXR TR RXR TRTR
RXR RXR |

(Fig. 8 B): Interaktion zwischen nukledren Rezeptoren (Dimerenbildung)

Die retinsdurespezifischen responsiven Elemente (RARE; RXRE) und AP1
Die Regulierung der Genexpression durch Retinoide und ihre Rezeptoren kann
entweder transkriptional oder posttranskriptional erfolgen. Auf der transkriptionalen
Ebene kdnnen Effekte durch die Wechselwirkung eines aktivierten
Retinsdurerezeptors mit RARE oder RXRE eines Gens vermittelt werden [Tzimas et
al. 2001].
Die Retinsaurerezeptoren binden als Heterodimer an eine spezifische DNA-Sequenz,
die als RARE bezeichnet wird. Das RARE im RARB — Promotor, das die
retinsdureinduzierte RARB2 Genexpression in vielen Zelltypen reguliert, bindet nur
RAR-RXR Heterodimere. Gene, die RAREs in ihrer Promotorsequenz enthalten, sind
sowohl an der Embryogenese als auch der Regulation von Wachstum und
Differenzierungsprozessen beteiligt [Deluca et al., 1991]. Unter den retinsdure-
responsiven Genen mit einem RARE in der Promotorregion gibt es auch eine groBe
Anzahl, die flUr retinoid-bindende Proteine kodieren. Weitere Gene mit RARE
kodieren flr das humane Laminin B1 und die ADH-3 (Alkoholdehydrogenase Klasse
3) und die Proteine der Homdoboxgene, die in der Embryonalentwicklung eine
zentrale Rolle spielen [Deluca et al., 1991]. Bei einer hohen Konzentration an 9-cis-
Retinsaure bildet sich ein RXR/RXR Homodimer, das an RXRE bindet. Die Gene von
Ratten CRBP Il, Maus CRABP Il und das menschliche Apolipoprotein A1 weisen in
ihrem Promotor RXRE auf. Die Transaktivierung der retinsdurespezifischen
responsiven Elemente durch Retinsdurerezeptoren scheint einer der wichtigsten
Mechanismen bei der Induktion der Zelldifferenzierung zu sein.
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Die Retinsaure-Rezeptoren konnen auBBer mit RARE auch mit dem
Transkriptionsfaktor AP-1 (Activator Protein 1) reagieren. AP-1 ist ein Dimer aus den
c-jun und c-fos, deren Aktivitdt durch Tumorpromotoren und Wachstumsfaktoren
stimuliert wird. Die Tumorpromotoren kdénnen AP-1 durch Bindung an die AP-1-
Bindungsstelle in der Promotorregion des Zielgens aktivieren.

Es werden 2 Wege der Interaktion zwischen Retinsaurerezeptoren und AP-1
angenommen:

a) RAR und c-jun- Protein bilden durch direkte Protein-Proteininteraktion ein
Heterodimer [Pfahl et al., 1993],

b) bei Anwesenheit von retinsdureaktiviertem RAR und zellspezifischen Faktoren
kann eine c-jun und c-fos Heterodimerisierung nicht stattfinden [Zhou et al., 1999].
Retinsaure kann die Transkription von c-jun und c-fos hemmen [Li et al., 1994]. Die
AP-1 Transrepression durch die Retinoide gilt als wichtiger Mechanismus, der fir die
inflammatorischen  und  antineoplastischen  Eigenschaften der  Retinoide
verantwortlich ist (Fig 9) [Fischer und Voorhees 1996; Géttlicher et al., 1998; Li et al.,
1999].

- Retinaic acid
P AP-1
Fetinoic acid transcription
receptor factor

(7 Transe riplicn \ A1 transeription
. . | > factor is blocked
AN f‘_‘?\")i AN Q}O(){ﬁ)«

{

RA-responsive Gene A A1 responsive Gene B

enhancer enhancer Repression of

sequence sequence cell division and
production of

metalloproteinases

Fig. 9: Regulation der Genexpression, AP-1 abhangige Gene durch Retinoide
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1.2.3 Therapeutische Anwendungen und Teratogenitat

Retinoide und Analoge der Retinsdure werden bei der Behandlung dermatologischer
Erkrankungen wie Akne und Psoriasis, in der Krebstherapie und Chemopravention
eingesetzt. [Depalo et al., 1995].

Es wurden viele Retinoide synthetisiert und auf ihre biologische Aktivitat untersucht.
Tazaroten (Zorac) ist ein rezeptorselektives Retinoid, das zur Behandlung der
Psoriasis eingesetzt wird. Es ist ein Ester, der im Kd&rper rasch in die aktive freie
Saure umgesetzt wird. Bei der Therapie der Akne werden auch all-trans-Retinsaure
und 13-cis- Retinsaure verwendet. Neben der Therapie von Hauterkrankungen
werden Vitamin A-Derivate bei der Pravention und Behandlung bestimmter
Krebserkrankungen eingesetzt. Klinische Untersuchungen haben gezeigt, dass
Retinoide die Bildung einiger Zweittumoren vermindern kénnen. Z.B. werden zur
Pravention der Zweittumorbildung beim Lungenkrebs 13-cis- Retinsaure (Isotretionin)
und Retinoylpalmitat eingesetzt. Acyclische Retinoide hemmen die Bildung von
sekundaren Hepatozelluldrkarzinomen nach einer Resektion von priméaren
Leberkrebs [Konstantin et al., 2000].

Es zeigte sich, dass ein VitaminA-Mangel Plattenepithelmetaplasien im oberen
Atemtrakt auslésen kann, die einer Prakanzerose von Rauchern ahnelt. Zudem findet
man beim VitaminA-Mangel ein erhéhtes Lungenkrebsrisiko [Zhang et al., 1994; Zou
et al., 1998; Lotan et al. 1997]. Die Expression von RARP ist wahrend der friihen
Phase der Karzinogenese verringert. Eine Absenkung der RARB- Expression wurde
bei der Pathogenese des Brust-, Lungen- Hals-, Bauchspeicheldrisen- und
Kehlkopfkrebses gefunden [Kaiser et al., Castillo et al., 1997]. Diese Abnahme an
RARB in frihen malignen Zellen kdnnte die Entwicklung von Tumorgewebe férdern
[Lotan et a., 1996]. Es konnte gezeigt werden, dass Retinsaure spezifisch die
maligne Umwandlung wahrend der Karzinogenese hemmt, da Retinsaure die RAR-
Expression hochreguliert. Es scheint daher, dass RARPB als Tumorrepressor agiert.
Retinoide zeigen eine ausgepragte Wirkung bei Prakanzerosen und der
Verhinderung von Zweittumorbildung, wohingegen sie in der Therapie solider
maligner Tumoren weniger effektiv sind [Lotan et al. 1997b]. Eine besondere
Wirksamkeit der Retinsdure konnte bei der Behandlung von promyeloischer
Leukadmie nachgewiesen werden [Varghese et al., 1999].

Unter der Therapie mit Retinoiden wird eine Reihe von Nebenwirkungen beobachtet.

Besonders problematisch ist das teratogene Potential der Verbindungen.
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Ihre Wirksamkeit ist an eine standige Einnahme gebunden, da bei einer
Unterbrechung der Therapie der Effekt reversibel ist [Lotan et al., 1996].

Die teratogenen Eigenschaften der Retinoide schrénken ihre Einsatzmdglichkeiten
ein. Die Exposition von Patienten mit 13-cis-Retinsdure wahrend des ersten Drittels
der Schwangerschaft (1-2 mg/kg/Tag zwischen der dritten und neunten Woche der
Schwangerschaft) fuhrt zu vielfaltigen kongenitalen  Missbildungen bei
Neugeborenen, wie z.B. Defekten des zentralen Nervensystems, Fehlbildungen von
Gehirn, Herz und Thymus [Collins et al., 1999; Rizzo et al., 1991]. Es gibt zahlreiche
Untersuchungen und daraus folgende Theorien zum Mechanismus der teratogenen
Wirkung der Retinoide. Als allgemein anerkannt gilt, dass die Retinoide wichtige
regulatorische Funktionen in Wachstums- und Differenzierungsprozessen besitzen,
und dass ein ausgeglichener Retinolhaushalt eine wichtige Rolle spielt. Sowohl ein
Vitamin A-Mangel als auch ein Uberschuss fiihren zu Stérungen in der
Embryonalentwicklung.

Die  Retinsaure fungiert vermutlich als ein  Morphogen bei der
GliedmaBenentwicklung. Es wird auch angenommen, dass Retinsdure die
Expression einer Reihe von Genen wie z.B. Hox-Gene, FGF-Gene (fibroblast growth
factor) reguliert, die fur die embryonale Entwicklung wichtig sind. Interessant ist, dass
Null-Mutation von einigen Hox-Genen in Mausen Phéanotypen induziert, die den
retinsaureinduzierten teratogenen Phanotypen &hneln. Dies stitzt die Annahme,
dass eine Veranderung der Expression der Hox-Gene ein mdglicher Mechanismus
der Retinsaureteratogenitat sein kann [Soprano et al., 1995; Gudas et al., 1994]. Es
wurde gezeigt, dass CRABPI wahrend der ersten Tage der embryonalen Entwicklung
von Kiken gewebespezifisch sehr hohe oder niedrige Expression aufweist; z.B. ist
die Expression in den FligelgliedmaBen deutlich erhéht [Maden, et al.1994]. Bei
einer Blockierung von CRABPI durch eine erhéhte Exposition mit Retinsaure kann es
zu einer unkontrollierten Genexpression kommen. Somit kdnnte zwischen CRABPI
und der Teratogenitat dieser Substanzen ein direkter Zusammenhang bestehen. Es
wird angenommen, dass durch die Bindung von CRABPI an cytoplasmatische
Retinsdure eine unverhéltnismaBige Genexpression verhindert werden kann und
somit eine praventive Funktion von CRABPI mdglich ist (Fig.10) [Morriss-Kay et al.,
1993].
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Retinol — Retinol-CRBP 1

l

Retinol (intrazellul&r)

l

Retinsdure (intrazellular gebildet oder direkte

Nosition)

Zellen mit CRABPI Zellen ohne oder mit blockiertem CRABPI
Retinsaure-CRABPI freie Retinsaure in Cytoplasma

keine F%etinséure in Kern  Retinsaure in Kern: Bindung an RAR-RXR
keine éenaktivierung Aktivierung von spezifischen Genen

Fig. 10: schematische Darstellung der CRABPI, Retinsaureinteraktion
(Modifiziert nach Morriss-Kay et al., 1993).

Die Retinsaurerezeptoren sind an den Prozessen auch maBgebend beteiligt. Jiang et
al. konnten zeigen, dass die retinsaureinduzierte Teratogenitat mit RAR-
Uberexpression in Verbindung steht [Jiang et al. 1994]. Dabei sind Gewebe mit einer
hohen RARB- Expressionsrate zugleich Zielgewebe retinsdureinduzierter
Missbildungen. Es wird angenommen, dass die durch retinsaurevermittelte
Teratogenitat letztendlich von den RAR/RXR- Reaktionswegen abhéngt [Tziams et
al., 2001].

21



1.3 Flavonoide

1.3.1 Definition, Vorkommen, Metabolismus und Funktion

Definition und Vorkommen:

Die Flavonoide leiten sich vom Flavan (2-Phenyl-benzodihydropyran) ab. Sie
bestehen aus drei Kohlenstoffringen mit 2 aromatischen (A und B) und einem O-
heterozyklischen Ring (C) (Fig. 11A). Aufgrund struktureller Unterschiede am
heterozyklischen Ring werden die Flavonoide in 6 Gruppen eingeteilt: Flavonole,
Flavanole, Flavone, Flavanone, Anthocyane und Isoflavonoide. Flavonoide stellen
die in der Nahrung am haufigsten vorkommende Gruppe der Polyphenole dar. Die
meisten Flavonoide kommen in der Natur nicht frei (Aglykon), sondern glykosidisch

gebunden vor.

A
Flavan
OH
B OH OH
e} O HO. O H
Flavanol ‘ -
(Flavan-3-ol) on o N A P
OH OH
Catechin (-)-Epicatechin
C
Isoflavonoid

Genistein

Fig. 11(A-C): Struktur einiger Flavonoide; A: Grundstrukiur der Flavonoide,
B: Flavanole; C: Isoflavonoid
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Flavanole (Flavan-3-ole) kommen primar in Tee, Frichten, Kakao und
Kakaoprodukten vor. Zu der Gruppe der Flavan-3-ole gehéren Catechin und
(-)-Epicatechin und einige Oligomere des (-)-Epicatechin (Fig. 11B). Generell |asst
sich sagen, dass Flavan-3-ole ((Epi-)Catechin, Gallo(epi)catechin) in Pflanzen zu
Proanthocyanidinen  oligomerisieren  kdnnen  (Procyanidin,  Prodelphinidin,
Profisetinidin, Prorobetinidin).

Metabolisierung

Die Metabolisierung der Flavonoide findet hauptsachlich in der Leber statt. Der
Hauptmetabolit von Epicatechin ist 3-ortho-Methylepicatechin. Flavanololigomere
kénnen durch die Magensaure zu Epicatechinmonomeren- und dimeren gespalten

und Uber den Dinndarm absorbiert werden [Watzl et al. 2001].

Funktion:

Es gibt eine groBe Anzahl an in vitro, tierexperimentellen und epidemiologischen
Studien, die die physiologische Wirkung der Flavonoide z.B. der aus dem griinen
Tee, beschreiben. Einige Studien bestédtigen die Annahme, dass Flavonoide
vorbeugend gegen kardiovaskuldare Erkrankungen und Krebs wirken kdnnen. In
anderen Untersuchungen wurde keine Wirkung nachgewiesen, und einige wenige
Studien zeigen eine mdgliche schadliche Wirkung der Flavonoide auf [Chung, et al.
2002].

Zu den biologischen Aktivitaten der Flavonoide geh6ren antioxidative,
antiproliferative, antiinflammatorische und antikarzinogene Wirkungen.

Viele Studien haben gezeigt, dass einige Flavonoide wie Flavonole, Flavone,
Isoflavonoide, Flavanole, Anthocyane eine antioxidative Aktivitdt aufweisen. Die
antioxidative Eigenschaft der Flavonoide ist strukturabhéngig. Eine wesentliche Rolle
bei der antioxidativen Wirkung spielen ortho-stadndige Hydroxylgruppen am B-Ring
sowie eine Kohlenstoff-Kohlenstoffdoppelbindung und eine 3-Hydroxylgruppe am C-
Ring (Fig. 11A). (-)-Epicatechin erfillt demnach nur 2 der 3 Vorraussetzungen fir
eine optimale antioxidative Wirkung (Fig. 11B). Die Fahigkeit der Flavonoide, durch
Abgabe von Wasserstoffatomen aus den phenolischen Hydroxylgruppen reaktive
Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen abzufangen, steht im Mittelpunkt ihrer
antioxidativen Wirkung. Dabei sind die Flavonoide wie Quercitin und
Epigallocatechingalat besonders effektiv [Watzl et al. 2001; Chung, et al. 2002].
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Epicatechin kommt als Hauptflavonoid in Kakao und in aus Kakao hergestellten
Produkten wie Schokolade vor. Dabei enthalt die dunkle Schokolade einen héheren
Flavonoidanteil als die Milchschokolade. Es wurde gezeigt, dass der Verzehr von 80
g dunkler Schokolade den Plasmaepicatechinspiegel von ca. 22 nM auf ca. 250 nM
erhéht. Dies ging mit einer Steigerung der antioxidativen Kapazitat des Plasmas
einher. Auch die Aufnahme von Flavan-3-olen Uber Tee korrelierte mit einer
Verbesserung des antioxidativen Status. In vielen Studien konnte gezeigt werden,
dass eine hohe Flavonoidzufuhr mit einer Abnahme des Risikos fur Herz-Kreislauf
Erkrankungen in Verbindung steht. In Tierexperimenten schitzen Flavonoide vor
Dickdarm-, Brust- und Hautkrebs. In diesem Zusammenhang werden verschiedene
Mechanismen diskutiert. Dazu gehd6rt auch die Hemmung spezifischer Enzyme wie
CYP 450-abhangige Monooxygenasen oder Induktion von Apoptose. Zudem kdnnen
einige Flavonoide Schllsselsignale der Signaltransduktion (PKC, Tyrosinkinase)
beeinflussen, die an der Regulation von Proliferation, Angiogenese und Apoptose
beteiligt sind [Watzl et al. 2001; Gamet-Payrastre et al. 1999; Arts et al., 2000; Ross
et al., 2002,].

Isoflavonoide (Genistein): Vorkommen, Funktion:

Genistein (Fig. 11B) ist ein Sekundarpflanzeninhaltsstoff, der zu der Gruppe der
Isoflavonoide gehért und hauptséachlich in Soja und Sojaprodukten (nicht in
SojasoBe) vorkommt. Genistein  wird den Phytodstrogenen zugeordnet.
Phytodstrogene sind Sekundarpflanzeninhaltsstoffe, die eine Bindungsaffinitat zu
den Ostrogenrezeptoren zeigen. Genistein kann dstrogen oder antiéstrogen wirken.
Es wird daher angenommen, dass Genistein bei der Chemoprévention bzw. bei der
Pravention der hormonabhéngigen Krebsentwicklung in Brust und Prostata eine
wichtige Rolle spielt. In epidemiologischen Studien konnte nachgewiesen werden,
dass eine signifikante Korrelation zwischen einer sojareichen Ernghrung und einem
verminderten Auftreten von Brustkrebs und der Sterblichkeit durch Prostatakrebs
existiert [Dixon et al. 2002]. Es wird angenommen, dass Genistein nicht nur das
Krebszellwachstum, sondern auch die Angiogenese (die GefaBneubildung innerhalb
des Tumors) hemmen kann. Genistein kann zudem Tyrosinkinase, EGF und PDGF-
Aktivitét inhibieren [Fotsis et al. 1995; Wilcox et al., 1995; Dixon et al. 2002; Akyiama
et al. 1989]. Andererseits kdnnen Isoflavonoide wie Genistein und Daidzein als
Antioxidantien wirken.
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1.4 Vitamin K 3 (Menadion)

1.4.1 Definition, Vorkommen, Metabolismus und Funktion

Definition und Vorkommen:

Die Vitamin K- Familie besteht aus nattrlich vorkommendem Vitamin K1
(Phyllochinon), K2 (Menachinon) und synthetisch hergestelltem Vitamin K3
(Menadion). Sie alle weisen das gleiche Grundgertst 1,4-Naphthochinon auf. Fur die
spezifische biologische Wirksamkeit von Vitamin K ist die Methylgruppe an Position 2
verantwortlich. Die K Vitamine unterscheiden sich in der Lange der Seitenkette, die
fir das Léslichkeitsverhalten und andere Eigenschaften verantwortlich ist (Fig. 12)
Vitamin K1 kommt in pflanzlichen Lebensmitteln vor. Vitamin K1 ist z. B. in
Sojabohnen, Milch und Milchprodukten, Muskelfleisch, Tomaten, Hagebutten,
grinem Gemuse und Kartoffeln enthalten, wahrend Vitamin K2 von Darmbakterien
synthetisiert wird.

O

C
C=—=—C
CH2/ \/\)\/\)\/\)\

O
Vitamin K1

@) O

CHz CH
C=—C
CH2/ \ H

CH
O 2 n 0]

Vitamin K2 Menadion (Vitamin K3)

Fig.12: Struktur der Vitamin K1, K2 und Menadion (Vitamin K3).

Metabolisierung und Funktion:

Vitamin K1 kann nur mit Hilfe von Gallensaure resorbiert werden, da das Vitamin K
fettléslich ist. Daher kann die Resorption durch gleichzeitige Aufnahme von Fetten
gesteigert werden. Im Kérper ist Vitamin K im Blutplasma vorhanden und wird in

Leber und Milz gespeichert. Hydroxyliertes Vitamin K1 (biologisch aktivierte Form)
25



fungiert als Cofaktor fur y-Glutamylcarboxylasen und spielt eine entscheidende Rolle

bei der y-Carboxylierung der Gerinnungsproteine. Weiterhin ist Vitamin K beteiligt an

der Biosynthese von Proteinen im Knochen, in der Niere und im Plasma. Menadion
zeigt im Vergleich zu Vitamin K1 und K2 eine niedrigere antihamorrhagische Wirkung
auf.

K-Vitamine sind in der Lage, das Wachstum vieler Tumorzellen zu hemmen [Kar and
Carr, 2000; Kar et al. 2002]. Der Mechanismus des inhibitorischen Effekts von
Vitamin K1 und K2 ist bisher nicht geklart. Fir Menadion konnte gezeigt werden,
dass die inhibitorischen Effekte sowohl durch Arylierung als auch durch Redoxcycling
ausgeldst werden. In Anwesenheit von Reduktionsmitteln durchlaufen Menadion und
andere Chinone Redoxcycling. Es sind 2 Wege bekannt:

a) eine 1-Elektronen- Reduktion und b) die 2-Elektronen- Reduktion. Durch die 1-
Elektronen- Reduktion - vermittelt durch verschiedene Enzyme wie Cytochrom P450,
Cytochrom P450 Reduktase u.s.w. - entstehen Semichinone, die instabil sind und
schnell mit Sauerstoff unter Bildung von reaktiven Sauerstoff Verbindungen
reagieren. Die 2 Elektronen- Reduktion fUhrt zur Bildung von Hydrochinon.
Hydrochinon weist eine niedrigere Reaktivitat als Semichinon auf, da es durch
Konjugation mit Glukuroniden oder Sulfaten eine Detoxifikation durchlauft.
Andererseits kann es durch Autoxidation von Hydrochinonen auch zu Bildung von
ROS kommen.

Menadion weist zwar einen starken Antitumoreffekt bei Nagetier-, und
Humantumoren auf, ist dafir aber auch stark zelltoxisch und verursacht
Nebenwirkungen, wie Cardiotoxizitdt und Anamien [Carr et al. 2002; Munday et al.,
1998; Tzeng et al., 1992].
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1.5 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Wirkung von Retinsadure, Retinsaurederivaten,

ausgewahlten Flavonoiden und Menadion auf die interzellulare Kommunikation Uber

Gap Junctions untersucht werden. Die Untersuchungen sind auf das Protein

Connexind43 fokussiert und sollen zur Aufklarung folgender Fragestellungen

beitragen:

1.

Haben Retinsduremethylester und seine Derivate einen der Retinsaure
vergleichbaren Einfluss auf die Zell-Zellkommunikation (ZZK)? Sind die
Effekte der Retinoide auf die ZZK konzentrations- und zeitabhangig? Kann
unter Retiniodbehandlung eine Veranderung der Connexin43-Proteinmenge
und der subzellularen Verteilung des Connexin-Proteins beobachtet werden?
Sind Retinsauremethylester und Derivate an der Transaktivierung des RARB2-

Promotors beteiligt?

. Haben die Flavonoide (-)-Epicatechin und Genistein einen Einfluss auf die

ZZK Uber Gap Junctions? Sind die Verbindungen in der Lage, inhibitorischen
Effekten des Tumorpromotors TPA auf die ZZK entgegenzuwirken? Stehen
solche Effekte mit einer Veranderung der Connexin 43-Proteinmenge und der
subzellularen Verteilung des Connexin-Proteins in Verbindung?

Welchen Einfluss hat das synthetische Vitamin K Analog Menadion auf die
ZZK.

Die funktionellen Untersuchungen zur ZZK sollen mit dem Farbstoff-Transfer-Assay

erfolgen. Zur Abkl&rung der molekularen Mechanismen sollen molekularbiologische

und immunologische Methoden eingesetzt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate, Materialien und Chemikalien

Waéhrend dieser Arbeit wurden folgende Gerate, Materialien und Chemikalien

verwendet.

Geréte:

Mikromanipulator (Typ S 170)
Mikroinjektor (Typ 5242)
Fluoreszenzmikroskop (Typ IM 35)
Femtotips

Microloader

InjectMan (Prog. V4)

Femtodet

Fluoreszenzmikroskop (Axiovert)
Camera ORCA Il
Begasungsbrutschrank
Elektrophoresekammer
Semi-Dry Blotting Maschine
Integrator

UV-Vis Detektor L 4200

Pumpe 655 A liquid Chromatograph
HPLC-Saule

Spektrophotometer

Chemikalien und Materialien:
Zellkulturmaterialen
Objekttrager

Glasplattchen

WB-F344

HFFF2-Zellen (No. 86031405)
HDF

SCL-1

F9B-Lac Z

Eppendorf
Eppendorf
Zeiss
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Zeiss
Hamamatsu
Binder GmbH
Novex
Pharmacia
Merck
Merck
Merck
Merck
Perkin Elmer

Greiner
Greiner
Greiner
(f)
EACC
()

()

(#)

Hamburg
Hamburg
KdlIn

Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
KdlIn

Tuttlingen
Frankfurt
Freiburg
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Uberlingen

Solingen
Solingen

Solingen

Salisbury, GB.
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He-La

Antikorper:

Alexa 546 goat anti rabbit IgG (H+L) Molecular probes Goéttingen
Rabbit anti-Connexin43 Zymed California, USA.
Anti-Rabbit IgG HRP Dianova

Milchpulver Biorad, California, USA.
Hybond-N-Nylonmembran(PVDF) Amersham, Braunschweig
Penicillin/Streptomycin-Lésung Sigma Deisenhofen
FCS' Greiner Solingen
DMEM-Medium Greiner Solingen
Lucifer Yellow CH dilithium Sigma Deisenhofen
Chemilumineszenz-Detektionskit (LumiGlo) Biolabs Schwalbach
MG-Marker (30-120 MG prestained) BioRad

MTT Sigma Deisenhofen
ZNS Vector California, USA.
Fluromount G Shandon

DAPI Sigma Deisenhofen

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten synthetischen Retinoide
Retinsduremethylester (RSME); 4-Oxo3-acetoxy-Retinsduremethylester (M1);
3-Ox0-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester (M2) und
4-Oxo0-3-pivaloyloxy-Retinsauremethylester (M3) wurden freundlicherweise von
Herrn Dr. Ernst (BASF) zur Verfligung gestellt.

(¥): Die Zelllinie WB-F344 wurde von Prof. Dr. Trosko (Washington, USA), die
Zelllinie (#) F9B-LacZ von Herrn Dr. P. van der Saag zur Verfigung gestellt.

(+): Beide Zelllinien HDF und SCL-1 wurden uns freundlicherweise von Herrn Priv.
Doz. Dr. Brenneisen flr zusatzliche Untersuchungen Uberlassen.

Andere verwendete Substanzen und Standardchemikalien wurden von Sigma
(Deisenhofen) Merck (Darmstadt) oder Aldrich (Steinheim) bezogen.

1: Das fétale Kalbserum wurde vor der Zugabe in das Kulturmedium 30 min. bei
56°C hitzeinaktiviert. Uberschiissiges Material wurde portioniert und bei -20°C

aufbewahrt.

29



2.2 Strukturen der Testsubstanzen

2.2.1 Retinoide

HsC  CHy CHs CH;  HO
N X xR X X
o)

CHjy
Retinsaure (RS)

CH,
Retinsauremethylester (RSME)
CH
HyC  CHjg CHz CHz o/ 3
- NN
o/ 0 CHg

4-Ox0-3-acetoxy-Retinsduremethylester (M1)



HiyC  CHy CHz CHs 0

N X Y,

=
o] CHy
3-Oxo0-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester (M2)
CHy
HsC  CHs CHs CHy 0
. N X xR X \O
H3C
O CHs
H3C CHjy e}

4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester (M3)
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2.2.2 Flavonoide

2.2.3 Menadion

OH

Genistein

Menadion

OH
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2.3 Herstellung der Stammlésungen

Folgende Stammlésungen wurden fir die zu untersuchenden Substanzen angesetzt,

wobei die Herstellung der Retinoidlésungen wegen ihrer hohen Lichtempfindlichkeit

in verdunkelten Raumen durchgefuhrt wurde. Die Stammlésungen wurden in der

Regel bei -20°C, und die Ubrigen Substanzen bei 4 °C aufbewahrt.

Substanzen

All-trans-Retinsaure

RSME

M1

M2

M3

Epicatechin

Genistein

TPA

Menadion

ONPG

db-cAMP

BSA

Konzentration

50 mM

50 mM

50 mM

50 mM

50 mM

40 mM

40 mM

10 mM

100 mM

0,1 M

10 mM

2 mg/ml

Losungsmittel

Ethanol

Ethanol

Ethanol

Ethanol

Ethanol

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

0,1 M NazHPO4

Milli-Q H20

Tris/HCI (pH=8,2)
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MTT 5 mg/ml PBS

DAPI 500 mg/ml PBS
Pufferzusammensetzung:

PBS: 137 mM NacCl, 2,6 mM KCI, 6,4 mM Na;HPO4 und 1,4 mM KH.PO4, pH 7,4
Magnesiumpuffer: 100 mM MgCl,, 5 M 2-Mercaptoethanol

Natriumphosphatpuffer: 0,1 M Na,HPO,4 mit 0,1 M NaH,PO, auf pH 7,3 eingestellt.

2.4 HPLC-System zur Retinoidanalytik

Die Retinoide wurden vor der Bestimmung der biologischen Aktivitat mittels HPLC
auf ihre Reinheit Uberprift.

Saule: Suplex pKb 100 (250x4,6 mm) 5 um KorngréBe

Vorsaule: Suplex pKb 100 (20x4,6 mm) 5 um, Supelco, PA, USA
FlieBmittel: Acetonitril/Methanol/Wasser/Essigsaure (64,5/20/15/0,5)
FlieBgeschwindigkeit: 1 ml/min

Detektion: 350 nm

Probenvolumen: 50 pl
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2.5 Zellkultur

2.5.1 Charakteristika der Zelllinien

o WB-F344

Hierbei handelt es sich um Rattenleber-Epithelzellen, die phenotypisch von normaler
Leber einer erwachsenen Ratte stammen und eine diploide Zelllinie darstellen [Tsao
et al., 1984]. Sie zeichnet sich durch eine sehr hohe Connexin43-Expression aus
[Zhang and Thorgeirsson, 1994]. Die Zellen wurden bis zu Passage 17 kultiviert.

e HFFF 2
Diese humanen Hautfibroblasten stammen von dem Praeputium eines 14-18
Wochen alten kaukasischen Fotus. Diese Zellen wurden bis zu Passage 20 kultiviert.

e HDFF(DO4)
HDFF Zellen sind humane primére Hautfibroblasten, die von Praeputien 5-12 Jahre

alter kaukasischer Jungen stammen.

e SCL-1

Die  SCL-1 Zellen  sind  wenig  differenzierte  menschliche  Haut-
Plattenepithelkarzinommzellen [Boukamp et al. 1982].

e HDFF+SCL-1

Diese Zellen wurden in einem Verhéltnis von 2:1 HDFF:SCL-1 Zellen als Cokultur
herangezogen.
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e F9 RARB-Lac Z

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um eine Teratokarzinomalinie der Maus, aus
einem 4 Tage alten Embryo eines Inzuchtstammes 129/SV [Guenet et al. 1974]. Sie
sind stabil mit einem Genkonstrukt aus RARP2-Promotor und LacZ
(B-Galaktosidase)-Reportergen transfiziert [Shen et al, 1992]. Die Zellen wurden bis
zu Passage 20 kultiviert.

e He-La-Zellen
Hierbei handelt es sich um eine humane, besonders stark wachsende Zelllinie aus

Zervixkarzinomen einer kaukasischen Frau.

2.5.2 Stammbhaltung und Anzucht der Zellen

Die oben genannten Zellen wurden in Dublecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM-
Medium), das mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS, 2 mM L-Glutamin und
Penicillin/Streptomycin (Komplettmedium) suplementiert ist, in einer
wasserdampfgesattigten, 37 °C warmen Atmosphare mit 5 % Kohlendioxid kultiviert.
Nach Erreichen einer 80-90% Konfluenz wurden sie zu erst mit PBS gewaschen und
nach Abnahme des Waschpuffers mit einer Trypsin-EDTA: PBS Ldésung (1:3)
abgelost. Die Trypsinaktivitat wurde nach 2-5 min. mit dem Anzuchtmedium
abgestoppt, die Zellen resuspendiert und auf die entsprechende Anzahl
Kulturflaschen oder -schalen Uberflhrt.

Dabei wurden die WB-F344, HFFF 2, F9 RARB-Lac Z und Hela Zellen entweder
1:10 oder 1:5 passagiert; bei den HDFF und SCL-1 Zellen wurden vor dem
Aussahen der Zellen in einer neuen Kulturflasche- oder schale mittels einer
Neubauer Zellkammer die Zellzahl bestimmt und bei der Cokulturherstellung ein
Verhaltnis von 2:1 HDFF:SCL-1 eingestellt.

Die Kulturflaschen und -schalen fir die Anzucht der Teratogenkarzinomazellen (F9
RARB-Lac Z) wurden einen Tag vorher mit Gelatine (0,1%) beschichtet.
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2.5.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden mdéglichst in friheren Passagen verwendet. Nach dem Abstoppen
der Trypsinaktivitat (s.0.) wurde die Zellsuspension zentrifugiert und das Zellpellet in
Einfriermedium (DMEM-Medium mit 20% FCS und 10% DMSO) wieder
aufgenommen und mit einer Dichte von ca. 10° Zellen/ml in speziellen Kryotubes bei
-80°C eingefroren.

Eingefrorene Zellen wurden schnell aufgetaut und in eine 75 cm? Kulturflasche mit
Komplettmedium Uberfihrt. Um den DMSO-Gehalt in dem Medium auf unter 1% zu
reduzieren und dadurch einer Membranschadigung vorzubeugen, wurde sowohl

nach 4-5 Std. als auch nach 24 Std. ein Mediumwechsel vorgenommen.

2.5.4 Inkubationsbedingungen der Testsubstanzen

2.5.4.1 Inkubationsbedingungen fiir Zell-Zellkommunikation

Zellen wurden in Petrischalen (Durchmesser 35 mm) bis zu 70-90% Konfluenz mit
Komplettmedium herangezogen. Sie wurden fir 24 Std. mit einem FCS-freien
Medium inkubiert, um eine durch FCS erh6hte Grundkommunikation zu reduzieren
(aushungern). Die Testsubstanzen wurden in den entsprechenden Verdinnungen
dem FCS freien Inkubationsmedium zugesetzt und nach einem Mediumwechsel auf
die Zellen gegeben. Fir die Inkubation der HDFF, SCL-1 und HFFF 2 Zellen wurden
die Testsubstanzen in einem 3% FCS-haltigen Medium aufgenommen. Sie wurden
anschlieBend je nach der Substanzklasse fir 90 min oder 24 und 72 Std. bei 37°C
und 5% Kohlendioxid im Brutschrank inkubiert. Die Endkonzentrationen der
Substanzen sind dem Ergebnisteil zu entnehmen; die Konzentration des als Kontrolle
verwendeten Lésungsmittels betrug flr das Ethanol 0,2% und fir DMSO 0,1%.
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2.5.4.2 Inkubationsbedingungen fiir F9 RARB-Lac Z

F9 RARB-Lac Z Zellen wurden auf mit 0,1%iger Gelatine beschichteten Petrischalen
(60 mm) ausgesat und wahrend des gesamten Experiments mit 10% FCS-haltigem
Medium inkubiert. Die Zellen wurden wie oben beschrieben mit den Testsubstanzen
far 24 Std. inkubiert, wobei das Inkubationsmedium zusatzlich mit

50 uM db-cAMP versetzt wurde.

2.5.4.3 Toxizitatsbestimmung

Um sicherzustellen, dass die inhibitorischen Effekte auf die ZZK und nicht auf die
allgemeine Zellschadigung oder Absterben der Zellen zurlckzufihren sind, wurden
die Zellen in 6-well Platten, wie in 2.4.4.1 beschrieben, behandelt. Nach der
Inkubation mit den Testsubstanzen wurden die Zellen fiir 4 Std. mit 0,4 ml 1 mg/ml
MTT L&sung in ascorbatfreiem Medium verdinnt und im Brutschrank inkubiert.

Die He-La Zellen wurden mit 0,5 mg/ml MTT versetzt und nur 2 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Lebende Zellen sind in der Lage, MTT mittels mitochondrialer
und mikrosomaler Dehydrogenase zu Formazan (schwarz-blauer Farbstoff)
umzusetzen. Danach wurde die MTT -Reaktion mit 10% SDS + 0,1% HCI gestoppt
und die Lésung Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Die so entstandene
Zellsuspension wurde sonifiziert und bei 570 nm und 700 nm gemessen. Als
Negativkontrolle wurde MTT Ldésung im Medium verwendet. Die Absorption der
Schwebeteilchen wurde durch die Messung bei 700 nm bertcksichtigt. Die
Auswertung erfolgte durch Subtrahieren der Extinktion bei 570nM und 700nm.
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2.5.4.4 Inkubationsbedingungen fiir die immunohistochemische Untersuchung

von Connexin 43

Die WB-F344 Zellen wurden auf einem Glasplattchen in einer Petrischale mit dem
Durchmesser von 35 mm bis zu 70-90% Konfluenz herangezogen. Die weiteren
Behandlungen wurden wie in 2.4.4.1 beschrieben durchgefihrt.

2.6 Kommunikationsassay

Fir die Bestimmung der Zell-Zellkommunikation durch Transfer eines
fluoreszierenden Farbstoffes sind folgende Methoden bekannt:

1. Mikroinjektion

2. Scrape loading

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Methode der Mikroinjektion des
Fluoreszenzfarbstoffes Lucifer Yellow angewandt. Die Messung der ZZK erfolgte
durch eine Geratekombination aus einem axioverten Fluoreszenzmikroskop,
Mikromanipulator (Femtodet) und Mikroinjektor (InjectMan). 50 bis 200 Femtoliter
einer 10 %igen Lésung (0,33 M LiCl) des Fluoreszenzfarbstoffes (Lucifer Yellow CH)
wurden mittels Femtotips bei einem Druck von 50 hPa und bei einer Injektionsdauer
von 0,5 Sek. intrazellular in eine Zielzelle injiziert. Die angewendete Lucifer Yellow-

Konzentration ist nicht zelltoxisch.
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Abb. 2: Struktur des Fluoreszenzfarbstoffes Lucifer Yellow
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Das Prinzip der Farbstoff-Transfer-Assays beruht auf der Diffusion des injizierten
Farbstoffes Lucifer Yellow Uber die Zell-Zellkanale von der injizierten Zielzelle in die
benachbarten Zellen. Dadurch lasst sich eine Aussage Uber den Kopplungsgrad des
Zellenverbandes und den relativen Offnungsgrad der Gap junction (Zellkanale)
treffen. Aufgrund des niedrigen pK-Wertes der beiden Sulfonatgruppen (Abb.2), die
bei physiologischen pH-Werten ionisiert vorliegen, sind intakte Membranen fir
diesen wasserléslichen Farbstoff impermeabel, so dass eine unspezifische
Membrandiffusion  ausgeschlossen wird [Steward et al.,, 1978]. Die
Anregungswellenlange von Lucifer Yellow liegt bei 426 nm wund das
Emissionswellenlangenmaximum bei 540 nm. Dieser Farbstoff zeichnet sich im
Vergleich zu anderen Farbstoffen durch eine relativ hohe Quantenausbeute von 0,2
aus, die im pH-Bereich 1-10 nahe zu konstant ist.

Far die Messung der ZZK wurde bei jeder Testreihe pro Kulturschale jeweils in 10
zuféallig ausgewahlte Zellen der Farbstoff Lucifer Yellow injiziert. Die Anzahl der
benachbarten, fluoreszierenden Zellen wurde ca.1 min. nach der Injektion der
Zielzelle ermittelt (Abb.3) [Bertram and Zhang 1994].

Abb. 3 Farbstoff-Transfer-Assay (Dye Transfer Assay)
Schematische Darstellung der Quantifizierung der interzellularen
Kommunikation tGber Gap Junctions
A: Kontrolle; A*: mikroskopisches Bild der Kontrolle B: nach der Behandlung
mit ZZK Stimulans.
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2.7 Bestimmung der p-Galaktosidase-Aktivitat

2.7.1 Herstellung der Zellextrakte

Die B-Galaktosidase-Aktivitat wurde in Zellextrakten der Zelllinie F9 RARB-Lac Z
nach der 24 stiindigen Inkubation mit den Testsubstanzen bestimmit.

Die Zellen wurden nach der Behandlung (s. 2.4.4.1) dreimal mit kaltem PBS
gewaschen, mechanisch von der Petrischale gelést und in EppendorfgefaBe
dberfihrt. Nach einer 5 mindtigen Zentrifugation bei 12000 U/min wurde das
Zellpellet in 150 ul Trispuffer resuspendiert und bei -20°C eingefroren.

AnschlieBend wurde die Zellsuspension wieder aufgetaut, ca. 30 Sek. lang sonifiziert
und erneut bei 5000 U/min zentrifugiert. Danach konnte der Uberstand sowohl zur
Bestimmung der Enzym-Aktivitat als auch zur Proteinbestimmung eingesetzt werden.

Der Uberstand kann mehrere Tage bei -40 °C aufbewahrt werden.
2.7.2 Bestimmung der Enzymaktivitat

ONPG wurde als Substrat der 3-Galaktosidase verwendet (Rosenthal, 1987).

Dabei wurden 20 bzw. 30 ml Zellextrakt mit 3 pl Magnesium-Mercaptoethanolpuffer,
66 ul ONPG und 211 ul Natriumphosphatpuffer gemischt und bei 37°C 1Std
inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieBend mit 0,5 ml Natriumcarbonat
unterbrochen. Nach dem AbklUhlen der Lésung erfolgte die photometrische
Bestimmung bei 420 nm gegen den Leerwert. Die Einheit der Enzymaktivitat U
wurde als 1 uM gebildetes o-Nitrophenol/min bei 37 °C definiert.

CH,0O
CH,OH

o
(0)
OH + H,O
NO,

Galak g NO2 OH
-Galaktosidase
ONPG B ONP Galaktose

Abb. 4 Bestimmung der (3-Galaktosidase Aktivitat durch Umsatz von ONPG mit der
entstandenen B-Galaktosidase zu ONP.
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2.7.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde nach Lowry [Lowry et al. 1951] unter Verwendung
kommerziell erhaltlicher L6sungen von BioRad, Protein Assay und DC-Protein Assay
durchgefuhrt. Dabei erfolgte die Proteinbestimmung durch Vergleich mit einer BSA
Kalibrationsreihe von 0-1 mg/ml. Die Proben wurden bei 570 nm gegen den Leerwert

gemessen.

2.8 Immunohistochemische Untersuchungen

2.8.1 Westernblot-Analyse

2.8.1.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Aus den WB-F344 Zellen wurde Gesamtprotein zum Nachweis von Connexin43
extrahiert. Dazu wurden die Zellen nach der Behandlung zweimal mit kaltem PBS
gewaschen, in 2X Probenpuffer lysiert und vor der weiteren Behandlung bei -20°C
eingefroren. Nach dem Auftauen der Lysate auf Eis wurden die Proben einige Sek.
sonifiziert, 5 min bei 95°C aufgekocht und anschlieBend 5 min bei 12000 U/min
abzentrifugiert. Diese Extrakte wurden kurzfristig bei -20°C, langfristig bei -80°C
gelagert.

Lésungen:

4x Probenpuffer:

8% (w/v) SDS

20% (v/v) Glycerin
250 mM Tris/HCI
0,2% Bromphenolblau

40 mM DTT (wurde immer frisch dazugegeben)
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2.8.1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die hier eingesetzte SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde nach der von

Laemli et al 1970 entwickelten Methode durchgefuhrt.

Folgende Lésungen wurden bei der Gelelektrophorese eingesetzt:

5x SDS-Laufpuffer:
60 g Tris
288 g Glycin

50 ml 20% SDS — ad 2 |

Zusammensetzung

der Gele

2.5x Trenngelpuffer:

277 g Tris (MG 112,4 g/mol)

2,5 g SDS (MG 288,38 g/mol)

—in 1 1HxO dest. pH 8,9

10% APS: Amoniumperoxydisulfat (MG 228,20) 1g/10 ml H>O dest.
AA/BAA: 30% Acrylamid (w/v), 0,8% N,N-Methylen-bis-Acrylamid

TBST:

20 mM Tris
137 mM NacCl

0,1% (v/v) Tween-20

5x Sammelgelpuffer:

18,15 g Tris (MG 112,4 g/mol)
2,5 g SDS (MG 288,38 g/mol)
— in 500 ml H2O dest. pH 6,7

Trenngel 10%

Sammelgel 5%

AA/BAA 26,7 ml AA/BAA 5ml

H-0 21,3 ml H-O 18,8 ml
Trenngelpuffer 32 ml Sammelgelpuffer | 6 ml
APS/TEMED 800/80 ul | APS/TEMED 300/30 pl

Gesamtvolumen: (80 ml)
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10%ige Gele wurden wie folgt hergestellt: zuerst wurde das Trenngel gegossen und
wahrend der Polymerisierung mit etwas Ethanol Uberschichtet, nach der
Polymerisierung wurde die Ethanolschicht entfernt und das Trenngel mit Sammelgel
Uberschichtet. Die polymerisierten Gele sind mehrere Tage bei 4 °C haltbar.

Zellextrakte wurden vor dem Aufragen sonifiziert, bei 95°C 5 min erhitzt, 5 min
zentrifugiert und davon jeweils 5 pl auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
Uber 5-6 Std. in einer Minigelkammer bei 15 mA pro Gel.

Um den gleichmaBigen Auftrag der Proteine zu Uberprifen, wurden Kontrollgele flr
10 min in Comassie Blau-Lésung gefarbt und der Gelhintergrund durch mehrmaliges
Waschen in Entfarberlésung wieder entfarbt.

Comassie Blau- Lésung: Entfarbelésung:
45% Methanol (v/v) 45% Methanol (v/v)
45% Ho0 (v/v) 45% Ho0 (v/v)
10% Eisessig (v/v) 10% Eisessig (v/v)

0,2% Comassie Blau (w/v)

2.8.1.3 Semi-Dry-Blotting

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Proteine aus dem SDS-PA-Gel
mittels Semi Dry Blotting auf eine PVDF-Membran (Hyobond N) tbertragen.
Dazu wurde zuerst die Membran zum Aktivieren in Methanol gelegt, in Anodepuffer 2
aquilibriert, danach die untere erste Lage Filterpapier in Anodenpuffer 1, die 2 Lage
Filterpapier in Anodenpuffer 2 eingelegt. Das Gel und die oberen Filterpapier wurden
in Kathodenpuffer aquilibriert. Der Blot wurde wie folgt von Anode zu Kathode
aufgebaut:
Kathodet 2 Lagen Filterpapier (in 2 eingelegt)

T Gel (in 2 eingelegt)

1 Nylonmembran (in Methanol aktiviert und in 2 &quilibriert)

1 1 Lagen Filterpapier (in 2 eingelegt)
Anode 7T 1 Lagen Filterpapier (in 1 eingelegt)

44



Transferpuffer:

1. Anodenpuffer I: 300 mM Tris, 10 %Methanol — pH 10,4

2. Anodenpuffer Il: 25 mM Tris, 10 %Methanol — pH 10,4

3. Kathodenpuffer: 25 mM Tris, 10 %Methanol, 40 mM Glycin— pH 9,4

TBST:
Tris-HCI 10 mM, ph=8,0
NaCl 150 mM

Blocklésung
5% fettfreies Milchpulver in TBST

Der Transfer wurde fir ca. 60 min bei einer konstanten Stromstarke von 100 mA pro
Membran (0.9 mA/cm?) durchgefihrt.

2.8.1.4 Immunologischer Nachweis von Connexin43

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran kurz mit TBST gewaschen und
mit einer 5%igen Blockl6sung Uber Nacht bei 4°C inkubiert, um freie Bindungsstellen
zu blockieren. Nach dreimaligem Waschen mit dem TBST-Puffer wurde die Membran
fir 2 Std. bei RT mit dem Erstantikdrper (polyclonaler Rabbit anti Cx 43) (1:1000 in
5%iger Milchpulver-TBST-Lésung) inkubiert. Danach erfolgte ein dreimaliges
Waschen je 10 min mit TBST, um unspezifisch gebundene Erstantikérper zu
entfernen.

Die Membran wurde mit dem Meerrettichperoxidase-gekoppelten anti-Rabbit-sek.
Antikérper (1:5000 in 5%igen Milchpulver-TBST-Lésung) 90 min bei RT inkubiert.
Danach wurde die Membran dreimal je 10 min mit dem Waschpuffer TBST
gewaschen und 5 min mit der Chemilumineszenzlésung (LumiGlo Kit) inkubiert, die
sich mit der Meerretichperoxidase der gebundenen sek. AntikGrper umsetzt und
dabei chemiluminisziert. Diese Signale wurden durch 1-15 min(tige Filmexposition

(Kodak) sichtbar gemacht.
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2.8.2. Immunohistochemischer Nachweis von Connexin43

Zellen wurden wie in 2.4.1 und 2.4.4 beschrieben mit den Testsubstanzen behandelt,
danach zweimal mit kaltem PBS gewaschen und fir 10 min mit -20°C kaltem
Methanol fixiert. Danach wurde das Methanol entfernt und die Zellen zweimal mit
PBS erneut gewaschen. Die Zellen wurden mit der Blocklésung (3%
Ziegennormalserum (ZNS) und 0,3% Triton X-100 in PBS) flir 45 min bei RT
behandelt. AnschlieBend wurde der primare Antikdrper Rabbit anti-Connexin43
(1:1500 in PBS mit 1% ZNS) uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen fir je 5 Minuten mit PBS wurden die fixierten Zellen mit
sek. Antikdrper Alexa 546 goat anti rabbit IgG (H+L) (1:800 in PBS) flr 45 min bei
37°C inkubiert.

Sie wurden erneut mit dem PBS dreimal je 5 min gewaschen, mit einem Tropfen
Immunomount auf einem Objekttrager befestigt und mit dem Fluoreszenzmikroskop,

das mit einer Kamera verbunden ist, ausgewertet.

2.8.2.1 DAPI-Farbung:

Um die Wirkung der Substanzen auf den Zellkern der WB-F344 Zellen zu
beobachten, wurden die Zellen vor dem Fixieren auf dem Objekttrager mit ca. 1ml
0,5 mg/ml DAPI-Lésung fir 5 min bei RT Inkubiert und anschlieBend dreimal je 5 min
mit PBS gewaschen. Danach wurde wie in 2.8.2 beschrieben weiter verfahren.
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3. Ergebnisse

3.1 Retinoide

Retinoide sind lipophile biologisch hochaktive Substanzen, die durch ihre Bindung an
spezifische nukledre Rezeptoren bestimmte Transkriptionsprozesse ausldsen. Sie
spielen eine groBe Rolle in der Regulierung von Wachstum und Differenzierung.
Retinoide sind in der Lage, in vitro die Zelltransformation zu unterdriicken. Sie
kénnen die Karzinogenese in verschiedenen Tiermodellen inhibieren und werden bei
der Behandlung pramaligner humaner Epithelialldsionen eingesetzt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Retinsauremethylester und einige seiner
Derivate untersucht. Die Strukturen der untersuchten Retinoide sind in 2.4
dargestellt.

3.1.1 Einfluss der Retinoide auf die Zell-Zellkommunikation

3.1.1.1 Allgemeines
In der Literatur werden verschiedene Methoden zur Bestimmung der zellularen
Kommunikation beschrieben [Budunova and Williams 1994, Yamasaki et al, 1997]
1. Metabolische Kooperation
2. Interzellularer Farbstofftransfer

e Mikroinjektion

e Scrape loading
3. elektrische Kopplung
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Retinsaure und einiger synthetisch
hergestellter Reinsauremethylester auf die interzellulare Kommunikation durch den
Farbstofftransfer mittels Mikroinjektion untersucht. Aufgrund des niedrigen
Molekulargewichtes kann der Farbstoff Lucifer Yellow durch Gap Junctions in
benachbarte Zellen diffundieren. Die Anzahl der Nachbarzellen, die den Farbstoff

aufnehmen, ist ein MaB flr den Kopplungsgrad der Zellverbande und damit ihrer
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Fahigkeit zur Zell-Zellkommunikation (ZZK) Gber die Gap Junctions. Die ZZK wird
hier in der Zelllinie der WB-F344 untersucht. Die Zelllinie WB-F344 wurde aus der
Leber erwachsener ,Fischer-Ratten* F-344 isoliert und kultiviert [Jou et al. 1995].
Diese  Rattenleberepithelzelllinie  zeigt  entsprechend den  vorhandenen
biochemischen Markern eine Ahnlichkeit zu ,Oval-Zellen* in vivo. Es gibt eine
kontroverse Diskussion Uber die Eigenschaften dieser ,Oval-Zellen“. Es wird
angenommen, dass diese Zellen fakultative Leberstammzellen sind. Die ,Oval-
Zellen* entstehen wahrscheinlich aus den Stammzellen und akkumulieren in der
Portalregion der regenerierenden Leber, wenn die Proliferation der Hepatozyten
blockiert ist. Sie kénnen in vivo sowohl zu Gallenblasenepithelzellen als auch zu
Hepatozyten differenzieren und dementsprechend Connexin43 oder Connexin32
exprimieren. Somit entstehen entweder Hepatozyten oder Gallenblasenepithelzellen.
Wahrend der Hepatokarzinogenese kommt es zum Verlust der ZZK, wobei der
fortschreitende Verlust des Connexin-Proteins der Leber mit einer Weiterentwicklung
der praneoplastischen Zellen zum Hepatoadenom- und Karzinom in Verbindung
gebracht wird [Ruch et al 1999].

Die WB-F344 Zellen dienen aufgrund ihrer hohen Basiskommunikation haufig als
Modellsystem fir die Untersuchung von Testsubstanzen (z.B. Phorbolester) mit
inhibitorischen Wirkungen auf die ZZK [Oh et al., 1991]. Das Hauptconnexin in den
Rattenleberepithelzellen ist Connexin43.

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Einfluss der Substanzen auf die ZZK der WB-F344
Rattenleberepithelzellen und HDFF (primare menschliche Hautfibroblasten)
untersucht. Die hier untersuchten Zelllinien WB-F344 und HDFF zeigen
unterschiedliche basale Kommunikationsraten. Die basale Kommunikationsrate
betragt unter den hier gewahlten Bedingungen bei den WB-F344 22+4 Zellen und bei
HDFF 1643 ca. 1 min. nach der Injektion der Zellen. Die Injektionen erfolgen in
jeweils zehn zuféllig ausgewahlte Zellen pro Ansatz und Zeitpunkt. Alle Ergebnisse
wurden 3-5-mal reproduziert.

Die Zytotoxizitdt aller hier untersuchten Substanzen wurde in den jeweils
angewendeten Zelllinien mittels MTT-Test (s. 2.5.4.3) tberprift. Die héchste bei WB-
F-344 Zellen und HDFF Zellen nicht toxisch wirkende Konzentration der Retinoide
betrug 20 uM. In Vorversuchen wurde festgestellt, dass die ZZK in WB-F344 Zellen
durch Retinsaure schon nach einem Tag stimuliert wird und nach drei Tagen sich
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dieser Effekt noch verstarkt. Daher wurden diese beiden Zeitpunkte fir die
Untersuchungen ausgewahlt. Die Wirkung der Substanzen wurde in Konzentrationen
von 0,001 uM bis 20 uM in Rattenleberepithelzellen (WB-F344) Uber 24 Std. und 72
Std. gemessen. Pro Testreihe wurden eine L&sungsmittelkontrolle und eine
Positivkontrolle mitgefhrt. Als Positivkontrolle bzw. Vergleichsubstanz wurde
Retinsdure untersucht. Die Stammlésungen der Retinoide wurden in Ethanol
angesetzt, daher wurde Ethanol als Ld&sungsmittelkontrolle verwendet. Die
Ergebnisse sind in Abbildungen und Tabellen dargestellt. Zum einen werden die
Absolutwerte der ZZK angegeben, zum anderen wird ZZK im Verhéltnis zur Kontrolle
in einer Tabelle dargestellt; die Kontrolle entspricht 100%. Die Daten wurden mittels
Student’s t-Test statistisch ausgewertet.

In Abb. 3.1.1.1a/b sind Beispiele fir die verschiedenen Effekte unterschiedlicher
Substanzen auf die ZZK der WB-F344 Zellen dargestellt. Die Abb. 3.1.1.1a zeigt den
Effekt der 24 stindigen Inkubation der Rattenleberepithelzellen mit 0,1 pM
Retinsaure und die dazugehdrige Kontrolle. Wahrend bei der Kontrolle 21 Zellen um
die injizierte Zelle fluoreszieren, erhéht sich die Anzahl fluoreszierender Zellen nach
der 24 stindigen Inkubation mit Retinsdure auf ca. 35 Zellen. In Abb. 3.1.1.1b wird
der Effekt einer 90 minttigen Inkubation der WB-F344 Zellen mit 100 nM TPA
(Phorbolester) und dazugehérigen Kontrolle dargestellt. Wahrend bei der Kontrolle
ca. 24 Zellen kommunizieren, fluoresziert bei der mit TPA behandelten Probe nur die

mikroinjizierte Zelle.

A:

Abb. 3.1.1.1a

Bestimmung der ZZK in WB-F344 Zellen durch Mikroinjektion des fluoreszierenden
Farbstoffes Lucifer Yellow nach einer 24 stindigen Inkubation mit A: 0,2% Ethanol
als Kontrolle; B: 1 uM Retinsaure als Positivkontrolle.
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Abb. 3.1.1.1b

Bestimmung der ZZK in WB-F344 Zellen durch Mikroinjektion des fluoreszierenden
Farbstoffes Lucifer Yellow nach einer 90 minditigen Inkubation mit A: 0,1% DMSO
als Kontrolle; B: 100 nM TPA.

3.1.1.2 A-E Ergebnisse der Messung der Zell-Zellkommunikation

Der konzentrations- und zeitabhéangige Einfluss der Substanzen auf die interzellulare
Kommunikation der WB-F344 Zellen wurde in den Versuchsreihnen A bis E
untersucht.

A) Konzentrationsbereich 0,001 uM:

Retinsaure ist in der Lage, in verschiedenen Zelllinien die ZZK zu stimulieren. Dabei
liegt die niedrigste Konzentration, bei der eine stimulierende Wirkung auf die
Zellkommunikation zu beobachten ist, bei 0,001 uM [Hossain et al., 1993]. Aus
diesem Grund wurden die Rattenleberepithelzellen (WB-F344) zunachst mit 0,001
UM Retinsdure, Retinsduremethylester und seinen Derivaten behandelt. In Abb.
3.1.1.2 sind die Ergebnisse der ZZK-Untersuchungen mit WB-F344 Zellen
dargestellt. Die Retinsaure selbst bewirkt unter den gewahlten Bedingungen keine
Stimulation der ZZK. Dagegen flhrt die Behandlung der Zellen mit RSME bei beiden
Zeitpunkten zu einer geringeren aber signifikante Erhéhung (p<0,01) der ZZK. Nach
der Inkubation mit M1 und M3 wurde erst zum Zeitpunkt t = 72 Std. eine signifikant
erhdhte ZZK gemessen. Bei der Behandlung der Zellen mit M2 war die stimulierende
Wirkung nur wenig ausgepragt. Retinsaure 0,1 pM wurde hier als Positivkontrolle
mitgeflhrt und induzierte nach 24 Std. einen Anstieg der ZZK auf das 1,4-fache der
Kontrolle. Nach einer 72 stindigen Inkubation erhéhte sich die ZZK auf das 1,7-fache
des Kontrollansatzes (p<0,001).
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A) Konzentrationsbereich 0,001 uM
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Abb. 3.1.1.2

Interzellulare Kommunikation der WB-F344 Zellen nach 24 und 72 stlndiger
Behandlung mit 0,001 uM RS: Retinsdure, RSME: Retinsduremethylester,

M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

M2: 4-Oxo-4-dehydro-5,6-acetoxy-Retinsduremethylester

M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester

Hierbei wurden die Mittelwerte von 5 unabhangigen Testreihen bestimmt. [*p<0,05,
**p<0,01; ***p<0,001].

24 Std. 72 Std.

Kontrolle (0,2% ETOH) | 100 £ 11 100 £ 17

RS 0,1 pM 140 £5 ** 177 £17
RS 0,001 pM 108+ 9 1105
RSME 0,001 pM 1246 * 1419 *
M1 0,001 pM 107 £ 9 159 + 15 ***
M2 0,001 pM 118 £17 1226 *
M3 0,001 puM 128 +4 * 156 £ 22 **

Tab 3.1.1.2 zu Abb. 3.1.1.2: ZZK (%) Bezogen auf Kontrolle (0,2% ETOH)
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B) Konzentrationsbereich 0,01 uM

In Abb. 3.1.1.3 werden die Ergebnisse der ZZK-Messung im Konzentrationsbereich
0,01 pM dargestellt. Die eintadgige Inkubation von WB-F344 Zellen mit 0,01 pM
RSME bewirkt eine signifikante Erh6hung der ZZK um das 1,3-fache der Kontrolle
(p<0,01). Am dritten Tag der Messung konnte kein signifikanter Unterschied zu der
Kontrolle festgestellt werden.

Die Behandlung mit 0,01 uM M1, M2 und M3 flhrte bei allen 3 Substanzen zu den
jeweiligen Zeitpunkten zu einer Stimulierung der ZZK. Dabei zeigte M1 nach der 24
Std. Inkubation eine 1,4-fache (p<0,001), M2 eine 1,3-fache (p<0,01) und M3 eine
1,3-fache (p<0,01) Erhéhung der ZZK gegenlber der Kontrolle. Durch die 72-
stiindige Inkubation mit M1 und M2 wurde eine Steigerung der ZZK auf das 1,5-fache
und mit M3 sogar noch auf ca. 1,7-fache der Kontrollgruppe gemessen (p<0,001). Im
Vergleich dazu war der Effekt nach der Behandlung mit RSME weniger ausgepragt.
Die Behandlung der Zellen mit 0,01 uM Retins&ure fiihrte jedoch nicht zur Steigerung
der ZZK; die Anzahl der kommunizierenden Zellen war mit der Kontrolle vergleichbar.
Wurden die Zellen mit 0,1 uM Retinsdure (Positivkontrolle) inkubiert, konnte eine
Stimulation der ZZK induziert werden. Hier konnte gezeigt werden, dass die
Behandlung der WB-F344 Zellen mit 0,01 pM M1; M2; und M3 unter den hier
vorliegenden Inkubationsbedingungen eine im Bereich der 0,1 pM Retinsdure

liegende Induktion der ZZK hervorrufen kann.
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B) Konzentrationsbereich 0,01 uM
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Abb. 3.1.1.3

Interzellulare Kommunikation der WB-F344 nach 24 und 72 stindiger Behandlung
mit 0,01 uM RS: Retinsdure, RSME: Retinsduremethylester,

M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester

M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester

Hier bei wurden die Mittelwerte von 5 unabhangigen Testreihen bestimmt. [*p<0,05,
**p<0,01; ***p<0,001]

24 Std. 72 Std.

Kontrolle (0,2% ETOH) | 100 +13 100 * 11

RS 0,1 uM 138 +9 *** 158 +17 ***
RS 0,01 uM 1125 117 £ 11
RSME 0,01 pM 133+7 ** 130 £23

M1 0,01 uM 137 +9 ™ 152 +7 ***
M2 0,01 uM 126 + 11 *** 150 +15 ***
M3 0,01 pM 128 £+ 8 *** 166 £ 12 ***

Tab 3.1.1.3 zu Abb. 3.1.1.3: ZZK (%) Bezogen auf Kontrolle (0,2% ETOH).
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C) Konzentrationsbereich 0,1 uM

In der Abb. 3.1.1.4 sind die Ergebnisse der Versuchsreihe mit 0,1 uM Retinsaure,
RSME M1, M2 und M3 dargestellt. Die Behandlung der Zellen mit Retinsdure fihrt zu
beiden Zeitpunkten zur signifikanten Induktion der ZZK (p<0,001). Die Inkubation der
Zellen mit RSME fiihrt dagegen bei beiden Zeitpunkten zur geringeren aber noch
signifikanten Erhdhung der Kommunikation (p<0,01). Im Konzentrationsbereich 0,1
UM waren die stimulatorischen Effekte der Derivate auf die ZZK in den WB-F344
insgesamt schwacher als bei 10-fach niedrigerer Konzentration. Erst bei 72 stlindiger
Inkubation der Zellen mit M1 und M2 konnte im Vergleich zur Kontrolle eine 1,3- 1,4-
fache Steigerung der ZZK (p<0,01) erzielt werden.

Die Behandlung der WB-F344 Zellen mit 0,1 uM M3 fihrt dagegen zu einem 1,4- 1,5-
fachen Anstieg der ZZK (p<0,001). Die etwas starkere Induktion der ZZK in den
Zellen wurden erst nach der 72 stiindigen Inkubation mit den Retinsdure Derivaten
beobachtet, wobei die Behandlung der Zellen mit dem RSME und seinen Derivaten
nicht so effektiv war, wie bei der Inkubation der Zellen mit der 0,1 uM Positivkontrolle

Retinsaure.
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C) Konzentrationsbereich 0,1 uM
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Interzellulare Kommunikation der WB-F344 nach 24 und 72 stindiger Behandlung
mit 0,1 uM RS: Retinsdure, RSME: Retinsduremethylester,

M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsauremethylester
M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester
Hier bei wurden die Mittelwerte von 5 unabhangigen Testreihen bestimmt. [*p<0,05,

**p<0,01; ***p<0,001]

24 Std. 72 Std.
Kontrolle (0,2% ETOH) | 100 =11 100 £ 8
RS 0,1 uM 135+7 ™ 169 £ 15 ***
RSME 0,1 uM 125+5 ** 143 +9**
M1 0,1 uM 115+4 * 140 +3 **
M2 0,1 uM 126 + 10 ** 134 +5 **
M3 0,1 uM 139+9 *** 149 + 14 =~

Tab 3.1.1.4 zu Abb. 3.1.1.4: ZZK (%) Bezogen auf Kontrolle (0,2% ETOH).
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D) Konzentrationsbereich 1 uMl

Aus der bisherigen Untersuchung der Effekte von Retinsaurederivaten auf die ZZK in
WB-F344 Zellen zeichnet sich ein konzentrationsabhangiger Induktionseffekt ab. Von
der Retinsaure ist bekannt, dass sie bei den physiologischen Konzentrationen in
vielen verschiedenen Zellkulturen eine Stimulation der ZZK hervorrufen kann
(Hossain et al., 1993; Budunova et al., 1994). In Abb. 3.1.1.5 sind die Ergebnisse der
Behandlung der WB-F344 Zellen mit 1,0 uM RS, RSME, M1, M2 und M3 dargestellt.
Hierbei wurde der Einfluss der 1 puM Retinsaure, die gleichzeitig auch als
Positivkontrolle eingesetzt ist, auf die ZZK in WB-F344 Zellen untersucht. Ein
signifikanter Anstieg der ZZK in den Zellen konnte schon nach 24 Std. beobachtet
werden. Dabei steigt die Kommunikationsrate in den Zellen nach 24 stindiger
Retinsaureinkubation auf das 1,5-fache und nach 72 Std. auf das 1,7-fache der
Kontrolle.

Die Inkubation mit Retinsauremethylester (RSME) flhrte nach 24 Std. zu einem
geringen aber noch signifikanten (p<0,01) Anstieg der ZZK gegenulber der Kontrolle
(1,24-fache der Kontrolle). Nach der dreitdgigen Inkubation erhéhte sich die Induktion
der ZZK auf das ca. 1,4-fache der Kontrolle.

Bei eintagiger Inkubation mit den Derivaten M1 und M2 konnte kein signifikanter
Unterschied zur Kontrolle gemessen werden. Erst nach drei Tagen Inkubation der
Zellen mit M1 und M2 konnte eine schwache aber signifikante (p<0,05) Erhdhung der
ZZK umdas 1,3 (M1) —und 1,2-fache (M2) der Kontrolle ermittelt werden.

Die Inkubation mit 1,0 uM M3 flhrte nach 24 Std. zu einem signifikanten Anstieg der
ZZK auf das 1,6-fache der Kontrolle. Die nachfolgende dreitdgige Inkubation
dagegen fuhrte zu einer Abnahme des Stimulationseffektis auf das 1,3-fache der
Kontrollgruppe. Trotz der verminderten Induktion der ZZK wurde ein signifikanter
(p<0,01) Unterschied zur Kontrolle festgestellt.
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D) Konzentrationsbereich 1 uMl
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Abb. 3.1.1.5

Interzellulare Kommunikation der WB-F344 nach 24 und 72 stindiger Behandlung
mit 1,0 uM RS: Retinsdure, RSME: Retinsduremethylester,

M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester

M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester

Hier bei wurden die Mittelwerte von 5 unabhangigen Testreihen bestimmt. [*p<0,05,
“*p<0,01; ***p<0,001]

24 Std. 72 Std.
Kontrolle (0,2% ETOH) | 100 +13 100 * 11
RS 1,0 uM 148 +20 *** 170 +15 ***
RSME 1,0 uM 124 £10 ** 139 +10 **
M1 1,0uM 116 £ 6 128+4 *
M2 1,0 uM 109 £10 121+6 *
M3 1,0 uM 156 £ 17 *** 130 £ 15 **

Tab 3.1.1.5 Abb. 3.1.1.5: ZZK (%) Bezogen auf Kontrolle (0,2% ETOH).
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E) Konzentrationsbereich 10 uM

In Versuchen an Nagetieren wurde fir die Retinsaure bereits bei Konzentrationen
von 1,0 uM und 10 pM Missbildungsentwicklung festgestellt. Dabei konnte die
Bildung von Gaumenspalten und Missbildungen in der Knorpelanlage beobachtet
werden [Klug, Kirschbaum 1995]. Daher wurde im nachsten Schritt Gberprift, ob die
Behandlung der WB-F344 Zellen mit 10 uM Retinsaure, Retinsauremethylester und
seinen Derivaten M1, M2 und M3 einen Einfluss auf die ZZK hat. Um sicherzustellen,
dass die gemessenen Effekte auf die ZZK nicht auf eine allgemeine Zellschadigung
bzw. ein Absterben der Zellen zurlckzufuhren sind, wurde die Zellvitalitat mittels
MTT-Test (s. 2.4.5) bestimmt. Es =zeigte sich, dass die hier getesteten
Konzentrationen der Retinoide nicht zelltoxisch sind (Daten nicht gezeigt).

In Abb. 3.1.1.6 sind die Ergebnisse der Behandlung der WB-F344 Zellen mit 10 pM
Retinsaure, RSME, M1, M2 und M3 dargestellt. Die Inkubation der Zellen mit
Retinsdure flhrte bei beiden Zeitpunkten zu 30-40%iger Hemmung der ZZK.

Durch die Behandlung der Zellen mit 10 pM RSME kam es nach 24 Std. zu einer ca.
40%igen Hemmung der ZZK, die sich nach der 72 stindigen Inkubation auf 60%
Hemmung erhoht hat. Die Behandlung der WB-F344 Zellen mit M1, M2 und M3
fihrte bei beiden Zeitpunkien zu einer 80-100%igen Hemmung der ZZK. Im
Vergleich dazu konnte durch die Behandlung der Zellen mit der Positivkontrolle
(0,1 uM Retinsaure) eine signifikante Erh6hung der ZZK gemessen werden.
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E) Konzentrationsbereich 10 uM
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Interzellulare Kommunikation der WB-F344 nach 24 und 72 stindiger Behandlung

mit 10 uM RS: Retinsdure, RSME: Retinsduremethylester,
M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsauremethylester,

M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester
M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester
Hier bei wurden die Mittelwerte von 5 unabhangigen Testreihen bestimmt. [*p<0,05,

**p<0,01; **p<0,001]

24 Std. 72 Std.
Kontrolle (0,2% ETOH) | 100 + 13 100 + 11
RS 0,1 uM 149 +5 ** 1595 **
RS 10 uM 67 £ 12 *** 59+ 16 ***
RSME 10 uM 5710 *** 404
M1 10pM 11 = 1£1
M2 10 pM 22 +10 ** 19 +17 **
M3 10 pM 2+1 31

Tab 3.1.1.6 Abb. 3.1.1.6: ZZK (%) Bezogen auf Kontrolle (0,2% ETOH).
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F) Konzentrationsbereich 20 uM

In der Tab. 3.1.1.7 sind die Ergebnisse der ZZK- Untersuchung nach der Behandlung
der Zellen mit 20 uM Retinsaure, RSME, M1, M2 und M3 dargestellt.

Die 24 stindige Inkubation der Zellen mit 20 uM Retinsaure fuhrte zur 96 %
Hemmung der ZZK. Die Behandlung der WB-F344 Zellen mit 20 pM RSME zeigte
bei den gleichen Inkubationsbedingungen nur eine 31%ige Hemmung der ZZK, die
sich signifikant von der Kontrolle unterschied (p<0,001). Dagegen kam es nach der
24 stindigen Inkubation der Zellen mit 20 pM M1, M2 und M3 zur 98-100%
Hemmung der ZZK. Die Inkubation der Zellen mit 0,1 uM Retinsaure, die als
Positivkontrolle mitgefihrt wurde, erhéhte die ZZK um das 1,4-fache der Kontrolle.
Nach der 72 stindigen Inkubation der Zellen mit 20 pM Retinsaure konnte ein
Anstieg der ZZK von 4% auf 51% der Kontrolle beobachtet werden. Dagegen fihrte
die dreitagige Inkubation mit 20 uM Retinsauremethylester zur starkeren Hemmung
als am ersten Tag der Inkubation. Nach dreitagiger Behandlung der Zellen mit den
Derivaten M1, M2 und M3 konnte immer noch eine vergleichbare Hemmung der ZZK
zu der eintagigen Inkubation gemessen werden. Wie bereits beschrieben, wurde die
Viabilitdat der Zellen nach der Behandlung mit den Retinoiden mittels MTT-Test
Uberprift und keine Zelltoxizitdt nachgewiesen. Daher sind die inhibitorischen
Effekte, die durch die Behandlung der Zellen mit den Retinoiden zu beobachten sind,

nicht auf Zellschadigungen zuriickzufihren.
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F) Konzentrationsbereich 20 uM
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Interzellulare Kommunikation der WB-F344 nach 24 und 72 stindiger Behandlung
mit 20 uM RS: Retinsaure, RSME: Retinsauremethylester;

M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester;

M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester;

M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester

Hier bei wurden die Mittelwerte von 5 unabhangigen Testreihen bestimmt. [*p<0,05,

**p<0,01; ***p<0,001]

24 Std. 72 Std.
Kontrolle (0,2% ETOH ) | 100 + 14 100 + 11
RS 0,1 uM 140+5 ** 160 +9 ***
RS 20 uM 4+3 51 £10 ***
RSME 20 uM 69+6 ™ 40 £17 ***
M1 20uM 1+1 1+£1
M2 20 uM 11 ™ 2+0,3 ™
M3 20 uM 2+1 ™ 11 ™

Tab. 3.1.1.7: Abb. 3.1.1.7: ZZK (%) Bezogen auf Kontrolle(0,2% ETOH).
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3.1.2 Einfluss der Retinoide auf das Connexin43-Protein

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten die interzellulare Kommunikation Gber Gap
Junctions zu beeinflussen. Fir Retinsdure wurde z.B. gezeigt, dass die Stimulation
der ZZK mit einer Erhéhung der Menge des Connexin Proteins korreliert [Bex et al.,
1995]. Eine andere Mdglichkeit zur Regulierung der interzellularen Kommunikation ist
die Phosphorylierung der Gap Junction-Proteine. In Rattenleberepithelzellen (WB-
F344) ist Connexin43 das am starksten exprimierte Gap Junction-Protein [Zhang et
al., 1994; Trosko et al., 1998]. In der folgenden Abbildung wird ein typisches Bild des
Connexin43-Proteins nach der Western Blot -Analyse dargestellt. Die drei Banden
zeigen die 3 Phosphorylierungsgrade des Connexin43-Proteins. Dabei stellt PO die
unphosphorylierte, P1 und P2 phosphorylierte Formen des Proteins dar. Der
Phosphorylierungsgrad der Connexine ist flr die Funktionalitdt der Gap Junctions
wichtig (Abb. 3.1.2.1).

P2 — . '
PO (43kD.) — - !

2
Abb. 3.1.2.1
Western Blot-Analyse des Connexin43-Proteins. Reihe 1: WB-F344 Zellen mit 0,1%
DMSO behandelten; Reihe 2: 100 nM TPA.

Die Phophorylierung des Connexin43-Proteins an Serin- bzw. Threonin- oder
Tyrosinresten wird mit Hemmung der ZZK in Verbindung gebracht. Inkubation mit
Phorbolester TPA fihrt zur Phosphorylierung des Connexind3 am Serinrest.
Dominant ist nur die P1 (Abb. 3.1.2.1).

Im vorherigen Kapitel wurden durch die Behandlung der Zellen mit den
verschiedenen Retinoiden inhibierende und stimulierende Effekte auf die ZZK
beschrieben. Um die unterschiedlichen Effekte zu untersuchen, wurde die Western-
Blot-Analyse auf Connexin43-Protein durchgeflhrt.

FUr diese Analyse wurden die gleichen Inkubationsbedingungen gewahlt, wie bei den
Messungen zur Bestimmung der ZZK im Farbstoff-Transfer-Assay (s. 3.1.1). Die
Herstellung der Zellextrakte und der Nachweis des Connexin43-Proteins erfolgten
wie in 2.8.1 beschrieben.
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In Abb. 3.1.2.2 A-D sind die Ergebnisse nach 24 und 72 stindiger Inkubation der
WB-F344 Zellen mit den Retinoiden wiedergegeben.

In Analysen der Extrakte 3 unabhangiger Testreihen mit der Zelllinie WB-F344 zeigte
sich nach 24 stindiger Inkubation mit 20 uM RS eine starke Hypophosphorylierung
des Connexin43-Proteins. Die beiden anderen Proteinbanden P1 und P2, die die
phosphorylierten Formen des Connexin-Proteins darstellen, konnten nicht detektiert
werden (Abb. 3.1.2.2 A)

Dagegen flihrte die Behandlung der Zellen mit 20 uM Retinsduremethylester nur zur
Abschwéachung der Proteinbanden. Im Vergleich dazu induzierte die 24 stindige
Behandlung mit 20 uM M1, M2 und M3 in den WB-F344 Zellen eine deutliche
Hyperphosphorylierung des Connexin43-Proteins (Abb. 3.1.2.2 A). Die 72 stiindige
Inkubation mit Retinsdure (Abb. 3.1.2.2 B) flhrte zu einer Connexin-Protein-
Verteilung die wieder mit der Kontrolle vergleichbar war. Die unphosphorylierte und
die phosphorylierten Formen des Connexin-Proteins waren wieder detektierbar. Im
Fall des RSME fuhrte die dreitdgige Inkubation zur weiteren Abnahme der Connexin-
Menge. Die Behandlung der Zellen mit 20 uM M1, M2 verursachte nach einer
dreitagigen Inkubation eine starke Abnahme der Connexin-Menge. Nach der
dreitagigen Behandlung mit 20 uM M3 konnte am Phosphorylierungsgrad des
Connexin-Proteins keine Veranderung beobachtet werden.

Die Ergebnisse der 1-tdgigen Inkubation von WB-F344-Zellen mit 10 uM RS, RSME,
M1; M2 und M3 sind in der Abb. 3.1.2.2 C dargestellt. Durch die RS Behandlung der
Zellen kam es zu einer Abnahme der Connexin-Menge. Bei der Inkubation der Zellen
mit 10 pM RSME konnte kein signifikanter Effekt auf das Connexin-Protein
festgestellt werden. Die Behandlung der Zellen mit 10 uM M1 und M3 flUhrte zur
Phosphorylierung des Connexin-Proteins. Dagegen |6ste die M2 Inkubation nur eine
Abnahme der Connexin-Menge aus, die vergleichbar war dem Effekt der Inkubation
mit 10 uM RS.

In Abb. 3.1.2.2 D werden die Ergebnisse der Western Blot—Analyse nach der
dreitagigen Behandlung der Zellen mit 10 uM Retinsdure, RSME, M1, M2 und M3
dargestellt. Die Behandlung der Zellen mit 10 uM Retinsaure fihrte zur Halbierung
der Connexin—Proteinmenge; nach Inkubation mit RSME konnte kein Unterschied
zur Kontrolle festgestellt werden. Die Untersuchung der Zellextrakte aus der mit M1,
M2 und M3 behandelten Zellen zeigte eine deutliche Hyperphosphorylierung des
Connexin-Proteins (Abb. 3.1.2.2 D).
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Im vorigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass die ZZK in WB-F344 Zellen durch die
Behandlung mit den Retinsaurederivaten konzentrationsabhangig stimuliert werden
kann (Abb. 3.1.1.2-5). Es wurden daher weitere Connexin-Protein-Analysen nach
der ein- und dreitagigen Inkubation mit 1 bis 0,001 uM Retinoide durchgefthrt.

Die folgende Abbildung (Abb. 3.1.2.3 A-B) wird als ein Beispiel fur die Effekte auf die
Connexin- Proteinmenge nach der Behandlung mit 0,01 uM RSME, M1, M2 und M3
aufgefahrt. Hierbei wurde die 0,1 uM Retinsaure als Positivkontrolle mitgefihrt, da
zahlreiche Untersuchungen eine Erhéhung der ZZK mit einer Steigerung des
Connexin- Proteinmenge in Verbindung bringen [Stock 1998].

In Abb. 3.1.2.3 A sind die Ergebnisse der eintagigen Inkubation mit 0,01 uM RSME,
M1, M2 und M3 wiedergegeben. Durch die Behandlung der Zellen mit 0,1 pM
Retinsaure als Positivkontrolle stieg die Connexin-Proteinkonzentration schon nach
24 Std. auf das 1,5 fache der Kontrolle an. Fir 0,01 pM Retinsdure konnte keine
signifikante Beeinflussung der Connexin-Menge nachgewiesen werden. Die
Behandlung mit RSME flhrte zu einer leichten aber signifikanten Steigerung der
Connexin-Proteinmenge. Nach der eintagigen Inkubation mit den Derivaten (M1, M2
und M3) konnte in den WB-F344 Zellen eine signifikante Akkumulation des
Connexin43-Proteins festgestellt werden (Abb. 3.1.2.3 A). Nach der dreitagigen
Inkubation der Zellen mit 0,01 phM RSME konnte ein leichter Anstieg der Connexin-
Proteinmenge beobachtet werden. Die dreitagige Inkubation der Zellen mit 0,01 uM
M1, M2 und M3 flihrte hier zur deutlichen Akkumulation des Connexin43-Proteins.
(Abb. 3.1.2.3 A).

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass die hier untersuchten
Retinoide in der Lage sind, die ZZK in den WB-F344 Zellen durch Beeinflussung des

Connexin43-Proteins zu stimulieren bzw. zu hemmen.
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24 Std. Inkubation 72 Std. Inkubation
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Abb. 3.1.2.2(A-D)

Nachweis des Gap junction-Proteins Connexin43 aus WB-F344 Zellenextrakt nach
24 und 72 stindiger Inkubation mit:

1: Kontrolle (0,2% Ethanol);

2: RS: Retinsaure, 3: RSME: Retinsauremethylester,

4: M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

5: M2: 3-Oxo0-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester

6: M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsauremethylester

24 Std. Inkubation 72 Std. Inkubation
A B
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L1pe I MRy - FS Fles e bR
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Abb. 3.1.2.3 A/B

Nachweis des Gap junction-Proteins Connexin43 aus WB-F344 Zellenextrakt nach
24 stindiger (Teil A) und 72 stindiger (Teil B) Inkubation mit:

1: Kontrolle (0,2% Ethanol);

2: Retinsaure 0,1 uM (als Positivkontrolle), 3: Retinsauremethylester 0,01 uM,

4: M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester 0,01 puM,

5: M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsauremethylester 0,01 pM,

6: M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsauremethylester 0,01 uM.
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3.1.3 Der Einfluss der Retinoide auf die subzellulare Lokalisierung von
Connexin43

Die interzellulare Kommunikation Uber Gap Junctions unterliegt vielfaltigen
Regulationsmechanismen. Unter anderem kann durch externe Stimuli der Transport
von Connexinen in der Zelle und deren Einbau in die Plasmamembran beeinflusst
werden. Die Anwesenheit funktionsfahiger Kanalproteine in der Zellmembran ist eine
Voraussetzung zum Aufbau interzellularer Kanalverbindungen (Gap Junctions).

Es wird angenommen, dass die Phosphorylierung von Connexin4d3 eine
Delokalisierung des Proteins von der Membran ins Zytoplasma und dadurch eine
Abnahme der ZZK zur Folge hat [Musil et al, 1993].

Nachdem festgestellt wurde, dass die Derivate der Retinsdure M1, M2 und M3 in der
Lage sind, die ZZK durch Phosphorylierung zu inhibieren, sollte deren Einfluss auf
die Lokalisation der Proteine Uberprift werden

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung wurde der Einfluss der Retinoide auf die
Lokalisation der Connexin-Proteine in WB-F344 Zellen untersucht. Die Zellen wurden
mit verschiedenen Konzentrationen von Retinsdure und ihren Derivaten behandelt.
Nach 24 und 72 stiindiger Inkubation der Zellen mit den Substanzen wurde weiter
wie in 2.8.2 beschrieben verfahren. Bei der Farbung des Connexin43-Proteins
werden die Zellen zuerst mit einem spezifischen primaren Antikérper (Rabbit anti-
Connexin43) inkubiert und anschlieBend mit einem sekundaren Antikdrper (Alexa
546 goat anti rabbit IgG (H+L)), der einen fluoreszierenden Farbstoff enthalt, sichtbar
gemacht. Gleichzeitig wurde eine Anfarbung des Kerns mit DAPI (DNA-Farbung)
durchgeflhrt (zur Methode s. 2.8.1 und 2.8.2). Im Fluoreszenzmikroskop werden die
Anfarbungen sichtbar. In den folgenden Abbildungen werden die Ergebnisse der
Connexin- und Kernfarbungen nach der Retinoidbehandlung dargestellt. Die Bilder
aus den jeweiligen Versuchsreihen wurden zum besseren Vergleich mit der gleichen
Belichtungszeit aufgenommen. In den Bildern sind die Connexin43-Proteine grin und
die Kerne (DNA) rot dargestellt.

In den Abb. 3.1.3.1- 3.1.3.6 werden die Ergebnisse der 24 und 72 stindigen
Behandlungen mit 20 uM bis 1 uM Retinsaure, RSME, M1, M2 und M3 dargestellt.

In Abb.3.1.3.1(A) wurde eine Kontrollgruppe mit einer typischen Verteilung des
Connexin43 dargestellt. Die Proteinplaques sind hauptsachlich in der Zellmembran
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lokalisiert. Durch die Behandlung mit 20 uM Retinsdure kam es zu einer starken
Abnahme der Connexin-Proteine in der Membran. Es konnte aber kein Anstieg des
Connexinplauges im Zytoplasma detektiert werden.

Die RSME Behandlung zeigte keinen ausgepragten Effekt auf die Lokalisierung des
Connexin-Proteins. Dagegen konnte schon nach einer 24 stiindigen Inkubation mit
M1, M2 und besonders M3 sowohl eine deutliche Abnahme der Connexin43-Proteine
in der Membran als auch gleichzeitig eine Zunahme des Connexin43-Proteins im
Zytoplasma und am Kern beobachtet werden (Abb.3.1.3.1 D-F).

Die 72 stindige Inkubation mit RSME, M1, M2 und M3 flhrte bei allen Substanzen in
erster Linie zu einer starken Abnahme der Connexin43-Proteine (Abb.3.1.3.2). Bei
den mit M1, M2 behandelten Zellen konnten kaum noch Connexin-Proteine detektiert
werden. Dabei verursachte die dreitagige Inkubation mit 20 uM M3 auch noch eine
Delokalisation der Proteine ins Zytoplasma. Im Gegensatz zu den Derivaten,
bewirkte die dreitagige Inkubation mit 20 uM RS einen Wiedereinbau des Connexins
in die Membranen.

Nach der 24 stiindigen Inkubation (Abb.3.1.3.3) der Zellen mit 10 uM Retinsaure,
RSME, M1, M2 und M3 kam es im Vergleich zur Kontrolle zu einer leichten Abnahme
des zellmembrangebundenen Connnexins; nur die RS Behandlung flhrte zu einem
deutlichen Verlust an Connexin43-Plaques. Die dreitagige Inkubation (Abb.3.1.3.4)
mit den Derivaten M1, M2 und M3 in der gleichen Konzentration bewirkte eine
ausgepragte Delokalisation des Connexins aus der Zellmembran ins Zytoplasma.
Dieser Effekt war bei mit M1 behandelten Zellen besonders deutlich. Nach der
dreitagigen Behandlung der Zellen mit den 10 uM M3 (Abb. 3.1.3.4 F) wurde eine
starke Akkumulation des Connexins43 am Kern beobachtet. Dieser Effekt ist
vergleichbar mit dem der eintagigen Inkubation mit 20 pM.

Die Behandlung der Zellen mit 10 uM RS und RSME fliihrte nur zu einer Abnahme
der Connexinplaques in der Zellmembran.

Die ein- und dreitdgige Inkubation der WB-F344 Zellen mit 1- 0,001 uM Retinsdure,
RSME, M1, M2, und M3 bewirkte keinen deutlichen Anstieg der Connexin-Menge in
der Zellmembran. Beispiele sind in der Abb. 3.1.3.5-6 dargestellt.
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Konzentrationsbereich 20 uM (Inkubationszeit: 24 Std.)

Abb.3.1.3.1

Nachweis der subzellularen Verteilung des Connexind3-Proteins mittels
Immunfluoreszenz-Analyse in WB-F344 Zellen nach 24 Std. bei einer Konzentration
von jeweils 20 pM. Als Lésungsmittelkontrolle wurde 0,2% Ethanol eingesetzt.
WeiBer Pfeil (—): Connexind3 in der Membran; gelbe Pfeile (—)Connexind3 in
Cytosol; blauer Pfeil (—): mitotischer Kern

A: Kontrolle (0,2% Ethanol);

B: RS: Retinsédure, C: RSME: Retinsduremethylester,

D: M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

E: M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester,

F: M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester.
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Konzentrationsbereich 20 pM (Inkubationszeit: 72 Std.)
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Abb.3.1.3.2

Nachweis der subzellularen Verteilung des Connexind3-Proteins mittels
Immunfluoreszenz-Analyse in WB-F344 Zellen nach 72 Std. bei einer Konzentration
von jeweils 20 pM. Als Lésungsmittelkontrolle wurde 0,2% Ethanol eingesetzt.
WeiBer Pfeil (—): Connexin43 in der Membran; gelbe Pfeile () Connexin43 in
Cytosol; blauer Pfeil (—): mitotischer Kern

A: Kontrolle (0,2% Ethanol);

B: RS: Retinsédure, C: RSME: Retinsduremethylester,

D: M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

E: M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester,

F: M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester.
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Konzentrationsbereich 10 uM (Inkubationszeit: 24 Std.)

Abb.3.1.3.3

Nachweis der subzellularen Verteilung des Connexind3-Proteins mittels
Immunfluoreszenz-Analyse in WB-F344 Zellen nach 72 Std. bei einer Konzentration
von jeweils 20 pM. Als Lésungsmittelkontrolle wurde 0,2% Ethanol eingesetzt.
WeiBer Pfeil (—): Connexind3 in der Membran; gelbe Pfeile (—)Connexind3 in
Cytosol; blauer Pfeil (—): mitotischer Kern

A: Kontrolle (0,2% Ethanol);

B: RS: Retinsédure, C: RSME: Retinsduremethylester,

D: M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

E: M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester,

F: M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester.
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Konzentrationsbereich 10 uM (Inkubationszeit: 72 Std.)

Abb.3.1.3.4

Nachweis der subzellularen Verteilung des Connexind3-Proteins mittels
Immunfluoreszenz-Analyse in WB-F344 Zellen nach 72 Std. bei einer Konzentration
von jeweils 10 pM. Als Lésungsmittelkontrolle wurde 0,2% Ethanol eingesetzt.
WeiBer Pfeil (—): Connexind3 in der Membran; gelbe Pfeile (—)Connexin43 in
Cytosol; blauer Pfeil (—): mitotischer Kern

A: Kontrolle (0,2% Ethanol);

B: RS: Retinsédure, C: RSME: Retinsduremethylester,

D: M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

E: M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester,

F: M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester.
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Konzentrationsbereich 1,0 pM (Inkubationszeit: 24 Std.)

Abb.3.1.3.5

Nachweis der subzellularen Verteilung des Connexind3-Proteins mittels
Immunfluoreszenz-Analyse in WB-F344 Zellen nach 72 Std. bei einer Konzentration
von jeweils 1,0 pM. Als Lésungsmittelkontrolle wurde 0,2% Ethanol eingesetzt.
WeiBer Pfeil (—): Connexin43 in der Membran in Cytosol;

A: Kontrolle (0,2% Ethanol);

B: RS: Retinséure, C: RSME: Retinsduremethylester,

D: M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

E: M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester,

F: M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester.
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Konzentrationsbereich 1,0 pM (Inkubationszeit: 72 Std.)

Abb.3.1.3.6

Nachweis der subzellularen Verteilung des Connexind3-Proteins mittels
Immunfluoreszenz-Analyse in WB-F344 Zellen nach 72 Std. bei einer Konzentration
von jeweils 1,0 uM. Als Lésungsmittelkontrolle wurde 0,2% Ethanol eingesetzt.
WeiBer Pfeil (—): Connexin43 in der Membran in Cytosol;

A: Kontrolle (0,2% Ethanol);

B: RS: Retinsédure, C: RSME: Retinsduremethylester,

D: M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

E: M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester,

F: M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester.
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3.1.4 Einfluss der Retinoide auf die Aktivierung des Retinsaurerezeptor
RARB

In der Literatur wird eine retinoidrezeptorabhdngige @ Chondrogenese
(Gliedmassenentwicklung bei Embryonalphase) beschrieben. Eine besondere
Funktion in der Differenzierung und Embryonalentwicklung wird den
Retinsaurerezeptoren der Unterklasse B (RARB) zugeschrieben [Yu-Jui et al., 1992].
Es wird angenommen, dass diese Rezeptoren auch eine Rolle bei der
retinsauregesteuerten Regulation der ZZK spielen. Die Untersuchungen zu einer
maoglichen Bindung bzw. Aktivierung des RARB durch RSME und seiner Derivate
wurden in einer Reporterzelllinie von Teratokarzinomzellen der Maus (F9 RARB
LacZ) durchgefiihrt. Diese Zellen sind stabil mit einem Genkonstrukt transfiziert, das
aus RARB-Promotor und dem LacZ (B-Galaktosidase) Reportergen besteht. Im
RARB-Promotor ist ein retinsdurespezifisches responsives Element (RARE)
lokalisiert. Retinoide binden an Retinsdurerezeptoren (RAR, RXR), die als
Heterodimere an das RARE binden. Dadurch wird die Transkription des LacZ
(B-Galaktosidase) Gens stimuliert. Das Produkt dieser Transkription ist das Enzym
B-Galaktosidase, dessen Aktivitat durch Umsetzung von ONPG (ortho-Nitrophenyl-3-
D-Galaktopyranosid) zu Nitrophenol bestimmt werden kann (zur Methode siehe. 2.7).
Die Retinsaure ist ein natlrlicher Ligand von RARB. Es wurde gezeigt, dass die
Behandlung dieser F9 RARB LacZ Zellen mit all-trans-Retinsaure, 9-cis-Retinsaure
oder 4-oxo-Retinsaure zu einem Anstieg der B-Galaktosidase-Aktivitat flihrt. [Nikawa,
et al 1995].

Die Ergebnisse nach der 24 stindigen Inkubation der F9 RARB-LacZ Zellen mit
Retinoiden sind in der Abb. 3.1.4.1A/B dargestellt. Die Behandlung der Zellen mit
Retinsaure fihrte wie erwartet zur Transaktivierung des RARPB-Promotors bei
Konzentrationen zwischen 10 und 0,01 uM. Nach der Inkubation der Zellen mit 10-
0,01uM RSME wurde ein &hnlicher Effekt wie bei der Retinsdureinkubation
beobachtet. Wahrend Retinsdure eine 4-7fache Induktion der B-Galaktosidase-
Aktivitat bewirkt, zeigt der RSME in Konzentrationsbereich 10-0,01 uM nur eine 2-5-
fache Erh6hung der p-Galaktosidase-Aktivitat. Beide Substanzen bewirkten bei 0,001
UM Konzentration keine signifikante Erhéhung der B-Galaktosidase-Aktivitat. Die
Behandlung der Zellen mit 20 und 10 uM M2 fiihrte dagegen zu einer Abnahme der
B-Galaktosidase-Aktivitat (die Substanz erwies sich in den Konzentrationen von
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20uM und 10 pM als zelltoxisch fir diese Zelllinie). Nach der Behandlung der Zellen
mit 1 bis 0,01 uM M2 konnte eine signifikante 3-2-fache Induktion der -
Galaktosidase-Aktivitdt gemessen werden. Die 24 stiindige Inkubation mit 20 uM M1
und M3 fuhrte im Vergleich zur Kontrolle zu keinem signifikanten Anstieg der B-
Galaktosidase-Aktivitat. Die Behandlung der F9 RARB-LacZ Zellen mit 10 uM RSME
fihrte zu einer 4 fachen Induktion der B-Galaktosidase-Aktivitat; gleichzeitig zeigt die
Behandlung der Zellen mit 10 uM M1 und M3 nur eine 2-2,6-fache Erhéhung der -
Galaktosidase-Aktivitat. Nach der Behandlung der Zellen mit 0,01 pM M1 und 0,01
MM M3 konnte ein signifikanter Anstieg der B-Galaktosidase- Konzentration auf das
1,8 Fache der Kontrolle gemessen werden. Im Gegensatz zu Retinsdure, RSME und
M2 flihrte die 24 stiindige Inkubation der Zellen mit 0,001uM M1 und 0,001 uM M3
zur 1,8 bzw. 1,9-fachen Induktion der B-Galaktosidase-Aktivitat. Zusammenfassend
zeigen diese Daten, dass RSME und seine Derivate in der Lage sind, den RARB-
Promotor zu transaktivieren.

RS RSME M1 M2 M3

Kontrolle

(0,2% ETOH) 100 + 39 100 + 39 100 + 39 100 + 39 100 + 39

20 pM 159 £+ 71 251 £ 116 86+ 47 34 +44 214 £ 170
10 uM 694 +176 *** | 399 + 112 *** | 260 + 21 *** |38 + 46 207 £ 45 ***
1,0 uM 563 + 169 *** | 394 +160 *** | 476 + 166 *** | 328 + 95 *** | 287 + 54 ***
0,1 uM 319 +£42 *** | 238 +33 *** 244 +51 *** | 269 + 163 *** | 164 + 29 **
0,01 pM 359 +110 *** | 250 + 77 *** | 181 +55** 185 +55 * 187 + 57 **
0,001 pM 127 £+ 29 105 +24 180 +41 *** | 126 + 36 193 + 52 ***
Tab. 3.1.4.1A

Aktivitat der B-Galaktosidase in der F9-RARB-LacZ Zellen nach eintagiger Inkubation
mit den Retinoiden, 0,2 %Ethanol wurde als Lésungsmittelkontrolle mitgefthrt. Die
Daten sind in Prozent der L6sungsmittelkontrolle (100% Kontrolle) angegeben. Dabei
entspricht die Kontrolle mit 100 + 39 % einer Enzymaktivitat von 2,1 + 0,81 mU/mg.
Kontrolle (0,2% Ethanol);

RS: Retinsdure, RSME: Retinsduremethylester,

M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester,

M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester.

Hierbei wurden die Mittelwerte von 5 unabhangigen Testreihen bestimmt. [*p<0,05,
**p<0,01; ***p<0,001].
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Abb. 3.1.4.1B(Diagrammdarstellung)

Aktivitat der B-Galaktosidase in der F9-RARB-LacZ Zellen nach 1-tagiger Inkubation
mit den Retinoiden, 0,2 %Ethanol wurde als Lésungsmittelkontrolle mitgefthrt. Die
Daten sind in Prozent der Lésungsmittelkontrolle (100% der Kontrolle) angegeben.
Dabei entspricht die Kontrolle mit 100 + 39 % einer Enzymaktivitat von 2,1 + 0,81
mU/mg.

Kontrolle (0,2% Ethanol),

RS: Retinsdure, RSME: Retinsduremethylester,

M1: 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester,

M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylester,

M3: 4-Oxo-3-pivaloyloxy-Retinsduremethylester.

Hierbei wurden die Mittelwerte von 5 unabhangigen Testreihen bestimmt. [*p<0,05,
**p<0,01; ***p<0,001].
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3.1.5 Einfluss der Retinoide auf die Kommunikation anderer Zelllinien

In der Literatur wird beschrieben, dass in bestimmten Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Halsbereiches [Xu et al.,, 1994] und Bronchialkarzinomen die Expression von
RARB2 deutlich reduziert ist oder vollstandig fehlt. Retinoide vermindern signifikant
das Risiko von Kopf- und Nacken Plattenepithelkarzinomen (Squamous Carcinom)
bei Patienten, die eine héhere Tendenz zur Entwicklung eines Zweittumors zeigen
[Lotan et al., 1997]

Die untersuchten SCL-1 Zellen sind wenig differenzierte menschliche
Plattenepithelkarzinomzellen [Boukamp et al. 1982]. Es ist bekannt, dass einige
Tumorzellen nicht in der Lage sind, miteinander und/ oder mit der umgebenden
normalen Zellen mittels Gap Junctions zu kommunizieren [Trosko et al., 1998].
Zuerst wurde mittels Farbstofftransfer (Mikroinjektion eines fluoreszierenden
Farbstoffs) untersucht, ob diese Zellen eine Kommunikation Gber Gap Junctions
aufweisen. Die hier getesteten Plattenepithelkarzinomzellen der Haut (SCL-1 Zellen)
zeigten wie bei vielen Tumorzellen bekannt [Metha et al., 1989; Budunova et al.,
1994; Trosko et al., 1998], keine Kommunikation Uber Gap Junctions (Abb. 3.1.5.1
A). Weiterhin sollte das Verhalten der Zellen in Bezug auf die
Kommunikationsféhigkeit Uber Gap Junctions in einer Cokultur mit ,normalen”
Hautfibroblasten untersucht werden.

Im nachsten Schritt wurde zuerst die Basis Kommunikation der menschlichen
Hautfibroblasten -HDFF Zellen- in Monokultur gemessen. Die HDFF Zellen weisen
eine Basiskommunikation von 16+3 Zellen auf. Die HDFF und SCL-1 Zellen wurden
in einem 2:1 Verhaltnis cokultiviert. In der zu Monolayer gewachsenen Cokultur
wurde die  Kommunikationsfahigkeit  beider  Zellarten gemessen. Die
Kommunikationsrate der HDFF Zellen nimmt in der Cokultur um 50-60% ab. Bei den
SCL-1 Zellen konnte auch in Cokultur keine Kommunikation gemessen werden (Abb.
3.1.5.1 A und Abb. 3.1.5.2 (A-D). Abb. 3.1.5.2 zeigt ein Beispiel flr die
mikroskopischen Aufnahmen der HDFF, SCL Zellen in Mono- und Cokultur nach der
Mikroinjektion des fluoreszierenden Farbstoffs Lucifer Yellow. Dabei wurde in eine
willkrlich ausgewahlte Zelle der Farbstoff Lucifer Yellow mikroinjiziert und nach ca. 1
min die Anzahl der fluoreszierenden Nachbarzellen der Zielzelle ermittelt.
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Die Immunohistochemische Untersuchung zeigte, dass die beiden Zellarten
Connexin43 exprimieren. Bei den SCL-1 Zellen wurden die Connexin43-Plaques nur
im Zytoplasma nachgewiesen [Stuhimann/Ale-Agha unverdffentlichte Daten].

Hier sollte untersucht werden, ob die Retinoidbehandlung einen Einfluss auf die
Kommunikationsrate der SCL-1 und HDFF Zellen in Mono- und Cokultur hat.

Die Inkubation fand unter den gleichen Bedingungen statt, die fir die vorherigen
Versuche galten.

Da Retinsaure als Stimulans der ZZK bekannt ist, wurden im folgenden Versuch die
Cokultur HDFF und SCL 1 Zellen (2:1) fur 24 Std. mit 1Tund 10 uM Retinsaure, 1 und
10 uM M2 inkubiert. Die Ergebnisse sind in der Abb. 3.1.5.1(A-D) dargestellt. Als
Kontrollen wurden von HDFF und SCL-1 Monolayer getrennt kultiviert und auch mit
Retinsdure und M2 behandelt. Die 24 stindige Inkubation der HDFF Zellen in
Monokultur mit 1 uM Retinsdure flhrte zu einer signifikanten Erhéhung der ZZK auf
das 1,5 fache der Kontrolle. Die M2 Behandlung zeigte keinen Einfluss auf die ZZK
der HDFF Zellen Abb. 3.1.5.1(B, C). Nach der 24 stiindigen Inkubation konnte weder
in SCL- Monolayerkultur, noch in Cokultur eine Veranderung der ZZK beobachtet
werden Abb. 3.1.5.1(C). Dagegen flhrte die Retinsaureinkubation bei den HDFF
Zellen der Cokultur zu einer Stimulation der ZZK im Vergleich zur Kontrollgruppe in
der Cokultur. Dadurch konnten SCL-1 Zellen zwar nicht stimuliert, aber der
inhibitorische Effekt der Tumorzellen auf die ,Normalzellen* aufgehoben werden
Abb. 3.1.5.1(D) und Abb. 3.1.5.2 (E-G).

78



50 - 50 -
™
c O 24Sid é O 24Std
E 40 - g 40
[ >
he] N
c o *kk
g 30- g 30/
N ® T
S ks
E 20/ =
(5’3 1 o g *k*k
< T g 0
g
<
0 T T 1 0
HDFF SCL-1  HDFF+SCL- Q
1(2:1) O SRS $
\ oé} %\Q N %\0 o
AN AN N
C D
50 - 50 -

5 5
S N _
o S~
&= 301 3% 304
N NSO
c O c
22 22
E 20- EL 5 -
g LE
5 5
510 N 10

o4+——F = = - o= 0 . . .

Q>
éosz\ \°§ ,\§ \Q§ )\§ éo \Q§ %\§ \Q§ (z/\§
o\o E 9 W oo o & ¢ N
o > 7 <& W

Abb. 3.1.5.1 (A-D)

A: Basiskommunikation von HDFF, SCL-1 und HDFF+SCL-1 (2:1)

B: Interzellulare Kommunikation von HDFF Zellen nach 24 stiindiger Behandlung
mit 1 pM Ldésungen der RS: Retinsdure, M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-
Retinsduremethylester.

C: Interzellulare Kommunikation von SCL-1 Zellen nach 24 stiindiger Behandlung mit
1 uM Loésungen der RS: Retinsdure, MZ2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-
Retinsduremethylester.

D: Interzellulare Kommunikation von HDFF Zellen in Cokultur von HDFF+SCL-1
Zellen im Verhaltnis von (2:1) nach 24 stindiger Behandlung mit 1 uM Lésungen
der RS: Retinsdure, M2: 3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsduremethylesterr.

Hier bei wurden die Mittelwerte von 3 unabhangigen Testreihen bestimmt. [*p<0,05,

**p<0,01; ***p<0,001]
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Abb. 3.1.5.2 (A-G)

Interzellulare Kommunikation von HDFF, SCL-1 und HDFF+SCL-1(2:1) Zellen nach
24 stundiger Behandlung.

A: 0,2% Ethanol in HDFF Zellen; B: 0,2% Ethanol in SCL-1 Zellen;

C: 0,2% Ethanol in HDFF+SCL-1 (2:1) Zellen,

D: 0,2% Ethanol in HDFF+SCL-1 (2:1) Zellen (Phasenkontrast),

E: 1 uM RS: Retinsaure in HDFF,

F: 1 uM RS: Retinsaure in HDFF aus HDFF+SCL-1 (2:1) Cokultur,

G: 1 uM RS: Retinsaure in SCL-1 Zellen.
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3.2 Flavonoide

Die Strukturen der hier untersuchten Flavonoide (-)-Epicatechin und Genistein sind in
Kapitel 2.4 dargestellt.

3.2.1 Einfluss von (-)-Epicatechin und Genistein auf die Zell-Zell-

Kommunikation

Einige antioxidativ wirksame Mikronahrstoffe wie Carotinoide und Flavonoide sind in
der Lage, die interzellulare Kommunikation zu beeinflussen [Chaumontet et al.1997,
Stahl et al. 1998].

In dem vorliegenden Kapitel wird der Einfluss von (-)-Epicatechin auf die Induktion
von ZZK in WB-F344 Zellen beschrieben. Die Zellen wurden wie in 2.5.4.1
beschrieben far 24, 72 und 120 Std. mit 40 pM (-)-Epicatechin inkubiert. Die
Stammlésungen fir (-)-Epicatechin und Genistein wurden in DMSO eingesetzt, daher
wurde als Kontrolle DMSO mit einer Endkonzentration von 0,2% mitgefiihrt. Es ist
bekannt, dass Genistein (Tyrosinkinasehemmer) in der Lage ist, nach einem 24 und
72 stindigen Inkubation die ZZK in Hautfibroblasten zu stimulieren [Nikolai, 1997].
Daher wurde Genistein als Positivkontrolle eingesetzt. Die Messung der ZZK erfolgte
wie in 2.6 und 3.1.beschrieben. Genistein zeigt bei einer Konzentration von 40 uM
nach Literaturdaten einen inhibitorischen Effekt auf tyrosinspezifische Proteinkinasen
[Akiyama et al., 1987]. Die Zellen wurden daher fir 24 bis 120 Std. mit 40 uM
Epicatechin inkubiert. In der Abb. 3.2.1.1 sind die Effekte der mehrtagigen Inkubation
der Zellen mit 40 uM (-)-Epicatechin und Genistein dargestellt. Bereits nach einer 24
stiindigen Inkubation mit 40 pM (-)-Epicatechin konnte eine Erh6hung der ZZK auf
das 1,5-fache und mit 40 uM Genistein auf 2,1fache der Kontrolle gemessen werden.
Eine langere Inkubation (72 Std.) mit (-)-Epicatechin flhrte in den WB-F344 Zellen zu
einem weiteren Anstieg der ZZK auf das 2,1-fache der Kontrolle. Im Vergleich dazu
zeigte die 72 stiindige Inkubation mit Genistein eine 2,9fache Erhdhung der ZZK.
Eine langere Inkubation der Zellen mit (-)-Epicatechin induzierte keine weitere
signifikante Veranderung der ZZK im Vergleich zu der 72 stiindigen Inkubation.
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Dagegen konnte nach der 120 stiindigen Inkubation mit Genistein eine Abnahme des
stimulierenden Effektes beobachtet werden.

O 24 Std
| 72 Std
= 120 Std

50 -

40 -

30

20 -

Anzahl kkommunizierender Zellen

10

DMSO 0,2 % Genistein 40 pM (-)-Epicatechin 40 uM

Abb. 3.2.1.1

Interzellulare Kommunikation in der Zelllinie WB-F344 nach 24, 72 und 120 stlndiger
Behandlung mit 40 uM von Genistein und (-)-Epicatechin. Als Lésungsmittelkontrolle
wurde 0,2% DMSO eingesetzt.

Da die 72 stiindige Inkubation der Zellen mit den beiden Flavonoiden einen Anstieg
der interzellularen Kommunikation um das 2-3-fache der Kontrolle induziert, wurde
fir die Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeit nur der Zeitpunkt von 72 Std.
gewahlt. (Abb.3.2.1.2). Dabei zeigte sich, dass die Behandlung mit der niedrigsten
hier eingesetzten Konzentration 4 uM in den WB-F344 Zellen einen Anstieg der ZZK
auf das 1,6-fache der Kontrolle bewirkt. Genistein wurde wieder als Positivkontrolle
mitgefUhrt und hat einen fast 3-fachen Anstieg der ZZK hervorgerufen.
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Anzahl kommunizierender Zellen

\SO

~l~°(\

Abb. 3.2.1.2

Darstellung des konzentrationsabhangigen Einflusses von (-)-Epicatechin auf die
interzellulare Kommunikation der WB-F344 Zellen nach 72 stindiger Behandlung.
0,2% DMSO wurde als Ldsungsmittelkontrolle und 40 pM Genistein als
Positivkontrolle mitgeflhrt.
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3.2.2 Einfluss von (-)-Epicatechin auf das Connexin43-Protein

Flr die Western-Blot-Analyse des Connexin43 Proteins wurden die WB-F344 Zellen
mit 40 uM (-)-Epicatechin mit 40 uM Genistein und 0,2% DMSO fur 72 Std. inkubiert.
Es wurden die gleichen Inkubationsbedingungen gewahlt, wie zuvor bei 3.2.1
beschrieben. Die Herstellung der Zellextrakte und der Nachweis des Connexin43-
Proteins erfolgte wie in 2.8.1 beschrieben.

Nach der gelelektrophoretischen Trennung des Connexin4d3 lassen sich bei
Connexin4d3 3 Proteinbanden detektieren PO; P1; P2. Dabei stellt die PO
Proteinbande die unphosphorylierte, und die P1/P2 die phosphorylierten Formen dar
(Abb.3.2.2.1). Nach der dreitdgigen Inkubation mit (-)-Epicatechin und Genistein
konnte in den WB-F344 Zellen eine leichte aber signifikante Erhéhung des
Connexin43-Proteins gegeniber der Kontrolle festgestellt werden.

Ef 3 ‘ - u
PO
1 2 3
Abb.:3.2.2.1

Nachweis des Gap Junction-Proteins Cx 43 nach der 72 stiindigen Inkubation mit
1: Kontrolle 0,2% DMSO; 2: 40 uM (-) Epicatechin; 3: 40 uM Genistein

3.2.3 Interaktion zwischen Phorbolester (TPA) und (-)-Epicatechin

TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat) zahlt zu den Tumorpromotoren. Der
Phorbolester und einige andere Substanzen wie DDT und Lindan wurden in der
Literatur als Inhibitoren der ZZK (Hu J. et al. 1995, Krutovskikh et al. 1995)
beschrieben. TPA ist in der Lage, durch die Aktivierung von PKC Connexin43 am
Serinrest zu phosphorylieren und damit die ZZK zu hemmen.

Hier wurden die TPA-Effekte auf die ZZK in WB-F344 Zellen, die Connexin43 als

Haupt- Gap Junction- Protein exprimieren, untersucht.
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Die Messung der ZZK erfolgte nach einer 90-minltigen Inkubation mit
unterschiedlichen TPA- Konzentrationen.

Die Zellen wurden mit TPA in Konzentrationen von 0,1 nM, 1 nM, 5 nM, 10 nM und
100 nM inkubiert. Die Ergebnisse werden in der folgenden Abb. 3.2.3.1
wiedergegeben. Die Behandlung der Zellen mit 0,1 nM TPA wies keinen Unterschied
zur Kontrolle auf. Die Inkubation mit 1 uM TPA verursachte im Vergleich zur Kontrolle
nur eine 45%ige Inhibition der ZZK. Dagegen fuhrte die Behandlung mit 5, 10 und
100 nM TPA Uber 90 min. zu einer vollstdndigen Inhibition der interzellularen

Kommunikation.

50 -
40 -
20 -

10 +

Anzahl kommunizierender Zellen

Abb. 3.2.3.1

Interzellulare Kommunikation der WB-F344 Zellen nach 90 min Behandlung mit
A: 0,2% DMSO, B: 0,1 nM TPA, C: 1 nM TPA, D: 5 nM TPA, E: 10 nM TPA, F: 100
nM TPA. k.K.: keine Kommunikation
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Im nachsten Schritt wurden die Zellen fir 90 min mit TPA + 40 uM (-)-Epicatechin
oder TPA + 40 pM Genistein inkubiert. Dabei wurde bei gleichbleibender
Konzentration von (-)-Epicatechin und Genistein die TPA- Konzentration variiert.

In der Abb.3.2.3.2 sind die Ergebnisse fir TPA 0,1 und 1 nM in Kombination mit 40
UM (-)-Epicatechin und Genistein dargestellt. Die Inkubation der Zellen mit 0,1 nM
TPA hat keinen Einfluss auf die ZZK in den WB-F344 Zellen.

Die 90 minutige Inkubation mit 1 nM TPA flhrte zu einer 45 %igen Hemmung der
ZZK gegenuber der Kontrolle. Die Behandlung der Zellen mit der Kombination von 1
nM TPA + 40 uM (-)-Epicatechin bzw. 1 nM TPA + 40 uM Genistein fihrte zu einer
Wiederherstellung der interzellularen Kommunikation in der GréBenordnung der

Kontrolle.

50 -
40 -

30 - *kk

20 -
10] ' - I I
0 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
A B C D E F

Abb. 3.2.3.2

Interzellulare Kommunikation der WB-F344 Zellen nach 90 min Behandlung mit
A: Kontrolle 0,2% DMSO, B: 0,1 nM TPA, C: 1 nM TPA,

D: 0,1 nM TPA + 40 uM (-)-Epicatechin,

E: 1 nM TPA + 40 uM (-)-Epicatechin, F: 1 nM TPA + 40 uM Genistein.

Anzahl kommmunizierender Zellen
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Die 90-mindtigen Behandlungen der Zellen mit 5 und 10 nM TPA fahrten in den WB-
F344 Zellen zu einer kompletten Inhibition der ZZK.

Die vollstindige Hemmung der interzellularen Kommunikation nach einer
90-mindtigen Behandlung der WB-F344 Zellen mit 5 und 10 nM TPA konnte durch
Coinkubation sowohl mit 40 uM (-)-Epicatechin als auch mit 40 puM Genistein
aufgehoben werden (Abb. 3.2.1.4). Dabei wurden bei der Coinkubation mit
(-)-Epicatechin ZZK-Werte um 50-60% der Kontrolle erreicht.

Es zeigte sich, dass die Behandlung mit 40 pM Genistein bei beiden
TPA-Konzentrationen effektiver war als die mit 40 uM (-)-Epicatechin.

Die 90-minltige Inkubation mit 40 uM (-)-Epicatechin und Genistein induzierte keine
Stimulation der ZZK. Die inhibitorischen TPA-Effekte sind nach 24 Std. reversibel
(Daten nicht gezeigt).
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Anzahl kommunizierender Zellen

Abb. 3.2.3.3

Interzellulare Kommunikation der WB-F344 Zellen nach 90 min Behandlung mit
A: Kontrolle 0,2% DMSO, B: 5 nM TPA, C: 5 nM TPA + 40 uM (-)-Epicatechin,

D: 5 nM TPA + 40 uM Genistein,

E: 10 nM TPA,

F: 5 nM TPA + 40 uM (-)-Epicatechin,

G: 10 nM TPA + 40 pM Genistein,

k.K.: keine Kommunikation.
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3.2.4 Einfluss von TPA / (-)-Epicatechin auf das Connexin43-Protein

In Abb:3.2.4.1 wird der Einfluss von unterschiedlichen TPA- Konzentrationen auf
Connexin43- Protein nach 90 min Inkubation dargestellt.
Deutliche Phosphorylierungseffekte wurden nur bei 10 und 100 nM TPA beobachtet

. I 4 3 —P2
i TE T B Bss
—PO
1 2 3 4 5
Abb:3.2.4.1

Nachweis des Gap Junction Proteins Connexin43 nach 90 min. Behandlung mit
1: 0,2 % DMSO, 2: 1 nM TPA, 3: 5nM TPA, 4: 10 nM TPA, 5: TPA 100 nM.

Vor der Herstellung der Zellextrakte fur die Western Blot- Analyse wurden die Zellen
wie in 3.2.3 beschrieben 90 min mit TPA, TPA + 40 uM (-)-Epicatechin und TPA + 40
UM Genistein inkubiert.

Nach der Coinkubation von TPA mit (-)-Epicatechin oder TPA + Genistein konnten
nur bei 5, 10 nM TPA + 40 uM (-)-Epicatechin und 5, 10 nM TPA + 40 uM Genistein
deutliche Effekte ermittelt werden.
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Abb:3.2.4.2

Nachweis des Gap Junction Proteins Connexin43 nach 90 min Behandlung mit
1: 0,2% DMSO,

2: 1 nM TPA,

3: 1 nM TPA + 40 pM (-)-Epicatechin,
4: 1 nM TPA + 40 uM Genistein,
5:5nM TPA,

6: 5 nM TPA + 40 uM (-)-Epicatechin,
7: 5 nM TPA + 40 uM Genistein,

8: 10 nM TPA,

9: 10 nM TPA + 40 pM (-)-Epicatechin,
10: 10 nM TPA + 40 uM Genistein.
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3.2.,5 Einfluss von TPA / (-)-Epicatechin auf die Lokalisation des
Connexin43-Proteins

Es wird angenommen, dass TPA als PKC-Aktivator das Connexin43-Protein
phosphoryliert. Durch die Hyperphosphorylierung des Connexin43-Proteins kommt
es zu einer Stérung bzw. einer Unterbrechung des Connexin- Traffickings. Dadurch
ist eine Anhaufung des Connexin43 im Cytosol zu beobachten. Da in den vorherigen
Messungen festgestellt wurde, dass Genistein und (-)-Epicatechin den inhibitorischen
Effekten des Tumorpromotors entgegenwirken, sollte hier untersucht werden, ob die
Coinkubation der Substanzen auch der Delokalisation des Connexins
entgegenwirken kann. Dafiir wurde die Verteilung und Lokalisation des Connexin43-
Proteins in den WB-F344 Zellen mittels immunohistochemischer Farbung untersucht.
Die Inkubationsbedingungen entsprachen denen in den Kapiteln 3.2.4 und 2.8.

Es wurden 1, 5, und 10 nM TPA und die Effekte der Coinkubation mit 40 puM
(-)-Epicatechin bzw. 40 uM Genistein untersucht.

In der folgenden Abb. 3.2.5.1 sind nur die Effekte mit 10 nM TPA Behandlung
dargestellt. Fir die Kontrolle wurden die Zellen mit 0,2% DMSO behandelt. Nach 90
min Inkubation konnte eine Proteinlokalisation in der Zellmembran gezeigt werden
(A). Die Behandlung mit 10 nM TPA fihrte zu einer ausgepragten Delokalisation des
Connexin-Proteins aus der Zellmembran ins Zytoplasma. Wenn 40 uyM
(-)-Epicatechin oder Genistein mit inkubiert wurden, konnte der von TPA induzierte
Effekt vermindert und Connexin43-Protein wieder in der Zellmembran detektiert
werden. Dabei war Genistein effektiver als (-)-Epicatechin. Somit k&nnen
(-)-Epicatechin und Genistein der TPA induzierten Hemmung der ZZK in WB-F344
Zellen entgegenwirken, indem sie in den intrazellularen Transport des Connexin43
eingreifen [Ale-Agha et al., 2002].
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Abb.3.2.5.1

Nachweis der subzellularen Verteilung des Connexind3-Proteins mittels
Immunfluoreszenz-Analyse in WB-F344 Zellen nach 90 min Behandlung mit:

A: Kontrolle: 0,2% DMSO

B: TPA 10 nM,

C: 10 nM TPA + 40 uM (-)-Epicatechin,

D: 10 nM TPA + 40 uM Genistein,

WeiBer Pfeil (—): Connexind3 in der Membran; gelbe Pfeile () Connexin43 in
Cytosol.
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3.3 Menadion (Vitamin K3)

Die K-Vitamine sind Derivate von 2-Methyl-1,4-naphthochinon, die am C3-Atom
unterschiedlich substituiert sind (Struktur s. 2.2.2). Darliber hinaus gibt es eine
Reihe von Derivaten, die synthetisch hergestellt werden und therapeutisch
Anwendung finden. Menadion ist cardiotoxisch und wirkt toxisch in Erythrozyten.
Daher ist Menadion als Medikament und Supplement in Deutschland nicht
zugelassen. Menadion wird als Modell-Chinon fir in vivo- und Zellkultur-
Untersuchungen eingesetzt, und zeigt eine ausgepragte Toxizitdt gegen
Tumorzellen.

Es ist bekannt, dass Menadion in der Lage ist, ERK1/2 (extrazellular regulierte
Kinase 1 und 2) zu aktivieren. ERK1/2 gehéren zu der Gruppe der MAPK (mitogen
aktivierte Kinasen) und spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung von
Zelldifferenzierungs- und Proliferationsvorgéangen. Es wird angenommen, dass
ERK1/2 auch an der Phosphorylierung von Connexin43 beteiligt sind.

In Vorversuchen wurde festgestellt, dass die Behandlung von WB-F344 Zellen mit
100 uM Menadion schon nach 30 min bei 70% der Zellen Zelltod verursacht. Die
Behandlung mit 50 uM Menadion flhrte erst nach 2 Std. zum Zelltod (Daten nicht
gezeigt). Daher wurde flr beide Konzentrationen eine Inkubationszeit von 15 min.
gewahlt. TPA wurde hier als Positivkontrolle und DMSO als Lésungsmittelkontrolle
eingesetzt.

In Abb. 3.3.1 werden die Ergebnisse der 15 minltigen Inkubation der WB-F344
Zellen mit 50 und 100 nM Menadion dargestellt.

Es konnte hier gezeigt werden, dass Menadion mit beiden Konzentrationen nach 15
min Inkubation die ZZK hemmt. Dabei fihrte die 15 minutige Inkubation mit 100 uM
Menadion zur 70 % Hemmung der interzellularen Kommunikation. Dagegen wurde
durch die 15 minttige Behandlung mit 50 uM Menadion nur eine 50 % ige Hemmung
der ZZK induziert. Eine 15 mindtige TPA Inkubation kann in den WB-F344 Zellen zur
96-100%igen Hemmung der ZZK fihren. Diese Hemmung konnte mit einer
Delokalisation des Connexin43-Proteins in Verbindung gebracht werden. Als
nachstes sollte untersucht werden, ob die inhibitorischen Effekte von Menadion mit
einer Internalisation des  Connexins43  verbunden ist.  Durch die
immunohistochemische Farbung des Connexin4d3-Proteins mittels spezifischer
Antikérper konnte die subzelluldare Connexin-Verteilung in WB-F344 Zellen
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untersucht werden (Abb.3.3.2). Die 15 mindtige Inkubation der Zellen mit 100 nM
TPA fihrte wie erwartet zu einer Delokalisation des Connexin-Proteins (Abb.3.3.2
B). Dagegen konnte in Zellen, die 15 Min. mit 50 uM Menadion behandelt wurden,
keine Internalisation, keine Delokalisation und auch kein Abbau des Connexin43
(Abb.3.3.2 C) beobachtet werden. Die 15 minltige Behandlung mit 100 nM
Menadion flihrte ebenfalls nicht zum Abbau des Connexin43-Proteins. (Abb.3.3.2 D)

25

Anzahl Kommunizierender Zellen

DMSO 0,2% Menadion 50 yM  Menadion 100 pM TPA 100 nM

Abb.3.3.1
Interzellulare Kommunikation der WB-F344 nach 15 min Behandlung mit 0,2%
DMSO als Kontrolle, 50; 100 uM Menadion. 100 nM TPA wurde als Positivkontrolle
mitgefuhrt.
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Abb.3.3.2

Nachweis der subzellularen Verteilung des Connexind3-Proteins mittels
Immunfluoreszenz-Analyse in WB-F344 Zellen nach 15 min Inkubation mit:

A: Kontrolle: 0,2% DMSO,

B: TPA 10 nM,

C: 50 uM Menadion,

D: 100 nM Menadion,

WeiBer Pfeil (—): Connexind3 in der Membran; gelbe Pfeile () Connexin43 in
Cytosol.
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4. Diskussion

4.1 Retinoide

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung von Retinsaure, Retinsduremethylester
(RSME) und seiner Derivate 4-Oxo-3-acetoxy-Retinsauremethylester (M1), 3-Oxo-4-
dehydro-5,6-dihydro-Retinsauremethylester (M2) und 4-Oxo0-3-pivaloyloxy-
Retinsauremethylester (M3) auf die ZZK untersucht. Die Strukturen sind in Kapitel
2.2.1 dargestellt.

4.1.1 Bestimmung des Einflusses der Retinoide auf die interzellulare
Kommunikation im Farbstoff-Transfer-Assay

Der Farbstoff-Transfer-Assay mittels eines fluoreszierenden Farbstoffes (Lucifer
Yellow) gehort zu den wichtigsten Methoden zur Bestimmung des Kopplungsgrades
der Zellen und der Veranderung der ZZK nach einer Behandlung der Zellen mit
stimulierenden und hemmenden Substanzen.

Der Einfluss von Retinsaure auf die ZZK wurde bereits mehrfach mit dieser Methode
untersucht und in der Literatur beschrieben. Retinsdure wies in verschiedenen
Zelllinien einen konzentrations- und zeitabhangigen Effekt auf die ZZK auf, wobei
sowohl eine Stimulation als auch eine Hemmung der ZZK gezeigt wurde [Bex et al.,
1995; Hossain et al. 1993; Rogers et al., 1991].

Im hier verwendeten Zellsystem (Rattenleberepithelzellen WB-F344) wurde ebenfalls
ein konzentrations- und zeitabhangiger Effekt auf die ZZK beobachtet. Es konnte
gezeigt werden, dass bei der Inkubation mit Retinsdure in Konzentrationsbereichen
von 20 uM-0,001 uM sowohl stimulatorische als auch inhibitorische Wirkungen auf
die ZZK auftreten. Die ein- und dreitdgige Inkubation der Zellen mit 0,1 pM und 1 uM
Retinsaure flhrte zu einem 140%-170% fachen Anstieg der ZZK [Abb. 3.1.1.2-3].
Daher wurde Retinsdure in unserem Testsystem in diesem Konzentrationsbereich
zusatzlich als Positivkontrolle mitgefthrt. In der Literatur wurden bei Konzentrationen
der Retinsaure von 0,01 pM und 0,001 puM noch stimulatorische Wirkungen auf die
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ZZK angegeben [Hossain et al. 1993]. Wir konnten unter den hier gewahlten
Bedingungen jedoch keinen Effekt auf die ZZK feststellen. Die inhibitorischen Effekte
wurden erst nach der ein- und dreitagigen Inkubation der WB-F344 Zellen mit 10 pM
Retinsaure beobachtet, wobei eine statistisch signifikante Hemmung von ca. 30 -40%
gemessen wurde. Die eintagige Inkubation mit 20 uM Retinsaure flhrte zur 96%igen
Hemmung der ZZK. Dieser Effekt war jedoch nach dreitagiger Inkubation teilweise
reversibel, dabei wurde die 96%ige Hemmung der ZZK auf 50% reduziert
[Abb. 3.1.1.6-7]. Darlber hinaus wurden weitere Effekte der Retinsaure auf die WB-
F344 Zellen untersucht.

Hier konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass Retinsduremethylester die
Regulation der ZZK beeinflussen kann. Es scheint, dass die Einflhrung einer
Estergruppe einen Einfluss auf die biologische Aktivitdt der Substanz hat. Im
Farbstoff-Transfer-Assay (Dye Transfer Assay) zeigte RSME unter den hier
gewahlten Bedingungen eine konzentrations- und zeitabhangige Stimulation bzw.
Hemmung der ZZK in den WB-F344 Zellen. Die ein- und dreitagige Inkubation der
Zellen mit 0,01 pM und 0,001 pM RSME fUhrte im Gegensatz zur Behandlung mit
Retinsdure zur signifikanten 130%-140% fachen Stimulation der ZZK
[Abb. 3.1.1.2-3]. Diese Effekte kdnnten mit der Veresterung der Retinsdure in
Verbindung stehen. Da die Veresterung die Verflgbarkeit der Substanz fir die Zelle
erhéht und der Ester intrazelluldar durch Esterasen zu Retinsaure abgebaut wird,
konnte der stimulatorische Effekt des RSME in den Konzentrationsbereichen 0,01
UM und 0,001 uM damit in Verbindung stehen. Im Bereich der 1 puM und 0,1 pM
Konzentration zeigte die entsprechende Behandlung der Zellen mit RSME eine noch
signifikante aber im Vergleich zu Retinsaure niedrigere Induktion der ZZK. Die ein-
und dreitagige Behandlung der Zellen mit 10 uM und 20 uM RSME verursachte im
Gegensatz zu der Behandlung mit Retinsaure nur eine 30-60%ige Hemmung der
ZZK [Abb. 3.1.1.4-7]. Die inhibitorischen Effekte des RSME auf die ZZK sind nicht so
stark ausgepragt wie die durch Retinsaure hervorgerufene Hemmung. Es ist nicht
klar, ob dieser Effekt mit der Veresterung in Zusammenhang steht. Es mulssten
zusatzliche Untersuchungen im Bezug auf die Verfugbarkeit, Aufnahme und die
Esteraseaktivitat in den WB-F344 Zellen bei hohen Konzentrationen durchgefihrt

werden.
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M1, M2 und M3 sind Derivate von RSME, die unterschiedliche Substituenten am
Ring tragen. M1 und M3 weisen beide eine Oxo-Gruppe am C4-Atom auf,
unterscheiden sich jedoch durch Substitution am C3-Atom, wobei M1 eine acetoxy-
Gruppe und M3 eine tert-butylacetoxy-Gruppe aufweist. M2 tragt eine Oxo-Gruppe
am C3-Atom. Im Gegensatz zu den anderen Verbindungen ist an der C5-C6-Position
des Ringes substituiert. Die Strukturen dieser Substanzen sind im Kapitel Material
und Methoden 2.2.1 dargestellt. Die Regulation der ZZK in den WB-F344 Zellen
durch M1, M2 und M3 erfolgte konzentrations- und zeitabhangig. Dabei fihrte die 72
stiindige Behandlung der Zellen mit 0,01 uM und 0,001 pM M1 und M3 zu einer
150%-170% fachen Erhéhung der ZZK [Abb. 3.1.1.2-3]. Die Stimulation der ZZK
durch M1 und M3 in diesem Konzentrationsbereich ist mit dem Effekt der 0,1 uM
Retinsaure vergleichbar. Die effektivste Konzentration fir eine Stimulation der ZZK
durch M2 lag bei 0,01 pM. Erst nach einer dreitagigen Inkubation mit 0,01 uM M2
konnte flir diese Substanz eine mit M1 und M3 vergleichbare Aktivitdt beobachtet
werden.
Alle drei Abkdmmlinge des RSME zeigen somit im Konzentrationsbereich von 0,01
UM und 0,001 uM eine héhere biologische Aktivitat als die Stammverbindungen in
den gleichen Konzentrationen. Andere ahnlich substituierte Retinsduren wie 4-Oxo-
Retinsaure zeigten in Hautfibroblasten eine stimulatorische Wirkung auf die ZZK
[Teichert et al., 1999]. Daher kann angenommen werden, dass die Substituenten am
Ring und im Fall von M2 die Lage der Doppelbindung im Ringsystem eine Wirkung
auf die biologische Effektivitat haben. Dabei zeigte sich, dass M1 und M3, die ahnlich
am Ring substituiert sind, vergleichbare biologische Aktivitat aufweisen. M2 dagegen
wirkt in den WB-F344 Zellen geringer stimulierend auf die ZZK als M1 und M3. Die
Unterschiede in der Effektivitat fir die Stimulation der ZZK kénnten somit auf die
unterschiedliche Substitution am Ring zurlickzufihren sein. Die unterschiedliche
Position der Doppelbindung scheint aber ebenfalls eine Rolle zu spielen. Im
Vergleich zur Ausgangsverbindung RSME mit einer unterschiedlichen Position der
Doppelbindung zeigt M2 im vorliegenden System eine héhere biologische Wirkung.
Im hohen Konzentrationsbereich (10 uM und 20 uM) wurde fur Retinsdure, RSME
und die Derivate M1, M2 und M3 eine inhibitorische Wirkung auf die ZZK festgestellt.
Die Effizienz und Zeitabhangigkeit waren jedoch unterschiedlich, was vermutlich auf
unterschiedliche Wirkungsmechanismen oder Stabilitdt der Substanzen im Zellmodell
zurickzufihren ist. Nach ein- und dreitagiger Inkubation der Zellen mit sowohl 10 uM
als auch mit 20 pM M1, M2 und M3 konnte eine ca. 80-99%ige Hemmung der ZZK
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gemessen werden. Die eintdgige Behandlung mit Retinsaure (20 uM) fihrte zur
96%igen Hemmung der ZZK; im Gegensatz zu RSME und den Derivaten M1, M2
und M3 war dieser Effekt jedoch nach drei Tagen Inkubation reversibel. Die
Behandlung der Zellen mit 10 uM und 20 uM RSME hemmte die ZZK um ca. 60%
[Abb. 3.1.1.6-7]. Somit scheint es, dass den inhibitorischen Effekten durch M1, M2
und M3 auf die ZZK ein anderer Mechanismus zu Grunde liegt, als der durch
Retinsaure und RSME verursachten Hemmung.

4.1.2 Wirkung der Retinoide auf das Connexin43-Protein

Retinsaure und ihre Derivate haben Einfluss auf die Regulation der Genexpression
und beeinflussen so die Bildung der verschiedensten Proteine.

Um die molekularen Mechanismen der oben beschriebenen Stimulation und
Hemmung zu untersuchen, wurde der Einfluss dieser Substanzen auf die Expression
des Hauptconnexinproteins (Connexin43) der WB-F344 Zellen mittels Western-Blot-
Analyse ermittelt. Eine vermehrte Expression kdnnte mit stimulatorischen Wirkungen
in Verbindung gebracht werden.

Die hier beobachtete Stimulation der ZZK durch die Retinoide geht mit einer
Erhéhung der Connexin-Proteinmenge einher, wie in Western-Blot-Analysen
nachgewiesen wurde.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte so zum ersten Mal gezeigt werden, dass
die Behandlung von WB-F344 Zellen mit RSME und seinen Derivaten ahnlich der
Retinsaure zu einem Anstieg der Connexin43-Proteinmenge flihrt. Dabei zeigte sich,
dass dieser Effekt konzentrationsabhéangig und im Gegensatz zur Retinsaure noch
bei sehr geringen Konzentrationen (0,01 uM) zu beobachten ist. Durch Steigerung
der Lipophilie wird die Wirksamkeit bei Retinoiden entsprechend der modifizierten
Struktur erhdéht [Soprano et al.,, 1995]. Dies kann auf eine erhdhte zellulare
Verfagbarkeit oder Affinitdt zum Zielmolekul (z.B. Rezeptoren) zurlckzufihren sein.
In der Krebstherapie werden synthetische Retinoide wie Acitretin eingesetzt, die
einen aromatischen Ring tragen und an der 3-Position mit einer Methoxygruppe
substituiert sind. Alle neueren synthetisch hergestellten Retinoide verfligen als
Strukturelement Uber ein hydrophobes Ringsystem [Lu et al., 1997; Sun et al., 1997].
Die Verbindungen weisen in der Regel eine bessere Wirkung als die
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Stammverbindungen auf und zeichnen sich durch spezifische Effekte auf die
Rezeptoren aus.
In der vorliegenden Arbeit konnten auch inhibitorische Effekte der Retinoide mit
Veranderungen der zellularen Connexin-Proteinmenge in Verbindung gebracht
werden. Dabei zeigte sich flr Retinsaure, dass die moderaten inhibitorischen Effekte
bei der Konzentration 10 yuM mit einer Abnahme der Connexin-Proteinmenge
einhergehen. Die ausgepragte Hemmung der ZZK bei Behandlung mit 20 uM
Retinsaure dagegen ging mit einer Hypophosphorylierung des Connexin43-Proteins
einher [Abb. 3.1.2.1A/B]. Durch die Hypophosphorylierung des Connexin43-Proteins
kommt es zum Anstieg der unphosphorylierten Form (P0); die phosphorylierten
Formen P1 und P2 sind nicht mehr nachweisbar. Eine Veradnderung des
Phosphorylierungsgrades  von  Connexin4d3  beeinflusst die ZZK. Die
Hypophosphorylierung  von Connexind3  wurde unter anderem  als
Wirkungsmechanismus der inhibitorischen Effekte von Tumorpromotoren wie Dieldrin
und Heptachlorepoxid beschrieben [Matesic et al 1994]. Die vorliegenden Ergebnisse
legen nahe, dass auch eine Hypophosphorylierung durch Retinsaure im
verwendetem Zellsystem zur Inhibierung der ZZK fihrt und fir die Ausbildung
funktionsfahiger Gap Junctions alle 3 Connexin43-Phosphorylierungszustidnde PO bis
P2 in ausgewogenem Muster bendtigt werden [Trosko et al., 1998; Matesic et al.,
1994]. GJIC und Retinsaure spielen in der Embryogenese eine wichtige Rolle
[Trosko et al., 1998]. Eine Veranderung in der Expression und Funktionalitédt der Gap
Junctions kann zu Stérungen in der Embryonalentwicklung fiihren. Somit kénnte die
Hypophosphorylierung durch Retinsaure in hoher Konzentration mit der Teratogenitat
der Retinsaure in Verbindung stehen und als ein Mechanismus der Induktion von
Missbildungen in Frage kommen.
Nach dreitagiger Inkubation mit Retinsdure (20 pM) war die Hypophosphorylierung
kaum mehr festzustellen. Somit kénnte die zeitabhdngige Anderung im
Phosphorylierungsmuster ein Grund fir die wiederhergestellte Kommunikation nach
dreitagiger Inkubation sein.
Im Gegensatz zur Retinsaure flhrte die ein- und dreitdgige Behandlung mit 10 pM
und 20 uM Retinsduremethylester  nicht  zur  Veranderung des
Phosphorylierungsgrades sondern zur zeitabhangigen Abnahme der Connexin-
Proteinmenge, womit die hemmende Wirkung der Substanz erklart werden kann.
Die 24 stundige Inkubation der WB-F344 Zellen mit 10 uM M1 und M3 fahrte hier
entsprechend der Western Blot- Analyse zur Hypemphosphorylierung des
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Connexin43-Proteins. Im Gegensatz zur Hypophosphorylierung zeichnet sich die
Hypermphosphorylierung des Connexin43-Proteins dadurch aus, dass keine
unphosphorylierte Form (P0), sondern verstarkt die phosphorylierte Formen P1
und/oder P2 detektierbar sind. Die 24 stiindige Behandlung mit M2 verursachte
dagegen nur eine starke Abnahme der Connexin43-Proteinmenge. Die 72 stindige
Inkubation mit M1, M2 und M3 verursachte eine Hypemhosphorylierung
[Abb. 3.1.2.2]. Nach eintagiger Behandlung der Zellen mit 20 pM M1, M2 und M3
konnte eine Hyperphosphorylierung des Connexin43-Proteins beobachtet werden.
Die dreitagige Inkubation der Zellen unter den gleichen Bedingungen flhrte
zusatzlich zu einer starken Abnahme des Connexin43-Proteins, die bei der
Behandlung mit M1 und M2 sehr ausgepragt war.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Effekte der hier untersuchten Retinoide auf
die ZZK auf unterschiedliche Wirkungsmechanismen zurlckzufiihren sind. Im
Vordergrund stehen zum einen Anderungen im Phosphorylierungsmuster des
Connexin43 mit der Tendenz zu Hyper- und Hypophosphorylierung und zum anderen
Effekte auf die Connexinexpression. Die unterschiedliche Substitution am Ring der
Retinsdure-Derivate scheint fir die beobachteten Effekte verantwortlich zu sein und
korreliert mit den unter 4.1.1 diskutierten Wirkungen der Retinoide auf die
Funktionsfahigkeit der Gap Junctions, die mittels des interzellularen

Farbstofftransfers gemessen wurden.

4.1.3 Einfluss der Retinoide auf die subzellulare Connexin43-Verteilung

Die posttranslationale Phosphorylierung von Connexin43 hat einen Einfluss auf den
Transport der Connexin-Proteine zur Plasmamembran, auf ihre Aggregation zu
funktionsfahigen Kanélen und auf die Ausbildung von Gap Junctions [Aronica et al.,
2001; Saez et al., 1998; Hossain et al., 1994]. Daher beeinflusst eine Veranderung
des Phosphorylierungsgrades von Connexin43 auch die subzellulare Verteilung von
Connexin-Proteinen. Uber den Einbau bzw. Abbau von Connexin-Proteinen in die
Plasmamembran kann die ZZK gesteuert werden.

Anders als in der Literatur beschrieben, fuhrte die Behandlung der Zellen mit 1 uM -
0,001 pM Retinsdure und RSME und den Derivaten bei den untersuchten
Zeitpunkten nicht zu einem eindeutigen Anstieg der membransténdigen Connexin43-
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Proteinmenge [Bex et al., 1995]. Der Grund dafir koénnte die hier gewahlten
spezifischen Untersuchungsbedingungen oder das Zellkulturmodel sein.

Im hohen Konzentrationsbereich (10 uM und 20 uM) konnte jedoch nach der
Behandlung der WB-F344 Zellen mit Retinoiden ebenfalls eine konzentrations- und
zeitabhangige Veranderung der subzellularen Verteilung des Connexin43-Proteins
festgestellt werden.

Die ein- und dreitdgige Behandlung der Zellen mit 10 uM Retinsaure und 10 pM
RSME flahrte zu einer Abnahme der membranstédndigen Connexinproteine, wobei
eine Akkumulation des Connexins im Cytoplasma nicht festgestellt werden konnte.
Nach eintagiger Inkubation der Zellen mit 20 uM Retinsdure kam es ebenfalls zur
Abnahme der membranstandigen Connexin-Proteine. Dieser Effekt korreliert mit der
verminderten ZZK und der Veranderung des Phosphorylierungsgrades.

Die Behandlung der Zellen mit 20 uM RSME flUhrte zu einer zeitabh&angigen
Abnahme der membranstandigen Connexin43-Proteine.

Wurden die Zellen mit 10 uM M1, M2 und M3 flir 24 Std. behandelt, kam es zu einer
Abnahme der Connexin43-Menge in der Plasmamembran, wobei die Zellen, die mit
M1 und M3 behandelt wurden, eine starkere Akkumulation des Connexins im
Zytoplasma aufweisen, als die mit M2 behandelten Zellen. Dies erklart im Vergleich
zu Retinsaure und RSME den starkeren Verlust der Kommunikationsfahigkeit bei den
WB-F344 Zellen nach der Behandlung mit den Derivaten M1, M2 und M3.

Eine deutliche Akkumulation im Cytoplasma, verbunden mit vollstindigem Ausbau
des Connexin-Proteins aus der Membran, konnte nach der 72 stiindigen Behandlung
der Zellen mit 10 pM M1, M2 und M3 beobachtet werden. Dabei war der
Internalisationseffekt durch M2 etwas schwéacher als bei M1 und M3.

Die eintédgige Behandlung der Zellen mit 20 pM M1, M2 und M3 flhrte bei den
verwendeten Substanzen zu einer ausgepragten Delokalisation des Connexin43-
Proteins aus der Membran und zur Akkumulation des Connexin43 im Cytoplasma.
Dieser Delokalisationseffekt war bei einer langeren Inkubation (dreitéagig) verstarkt
[Abb. 3.1.3.1-6]. Alle Effekte korrelieren mit dem vollstandigen Verlust der ZZK. In
der Literatur wurden solche Effekte der Behandlung der Zellen mit Tumorpromotoren
beschrieben. Dabei wird angenommen, dass die Kommunikationshemmung mit einer
Hyperphosphorylierung und damit verbundenen Ausbau membranstandiger
Connexin-Proteine und einer Internalisation des Connexin-Proteins einhergeht [Ren
et al. 1998; Trosko et al. 1998; Ale-Agha et al. 2002].
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Wie schon erwahnt, erlaubt ein basales Niveau an posttranslationaler
Phosphorylierung den Zusammenbau funktioneller Kanéle und die Aktivierung der
Gap Junctions [Musil et al., 1990]; eine Hyperphosphorylierung des Connexin-
Proteins an den Aminosauren Serin und Threonin fuhrt dagegen zu einer Hemmung
der Kommunikation. Die serin-, threonin- und tyrosinspezifischen Kinasen gehoéren
zu den Kinasen mit Einfluss auf die ZZK. Proteinkinase C (PKC reguliert durch DAG)
und mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) gehéren zu den serin- und
threoninspezifischen Kinasen. In der Sequenz des Connexin43-Proteins gibt es
mehrere Positionen, die von PKC und MAPK angegriffen werden kénnen [Yamasaki
et al., 1997]. Tumorpromotoren wie TPA sind in der Lage Uber die Aktivierung von
PKC eine Phosphorylierung an Serinresten des Connexin43 in verschieden Zelllinien
hervorzurufen, die gleichzeitig mit einer Delokalisation des membranstandigen
Connexin43-Proteins ins Cytoplasma verbunden ist [Kang et al., 2000; Trosko et al.
1998; Ale-Agha et al. 2002]. Fur eine weitere Aufklarung des Mechanismus misste
noch die Beteiligung von Proteinkinasen an der in dieser Arbeit beobachteten
Hypemhosphorylierung nachgewiesen werden.

Fazit:

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass die Derivate M1, M2
und M3 die ZZK durch einen anderen Mechanismus als Retinsaure und RSME
beeinflussen. Dabei konnte festgestellt werden, dass diese Substanzen in der Lage
sind, durch Hypemhosphorylierung des Connexin43-Proteins einen Ausbau des
Proteins aus der Membran und eine damit verbundene Akkumulation des Proteins im
Cytoplasma hervorzurufen und tber diesen Mechanismus die ZZK zu hemmen. Der
Vergleich von RSME mit den Derivaten M1, M2 und M3 zeigt, dass die Einflihrung
von Substituenten am Ring des RSME mit einer Hypemphosphorylierung des
Connexin43 einhergeht. Eindeutige Struktur-Wirkungsbeziehungen kdnnen auf
Grund der wenigen untersuchten Verbindungen nicht gemacht werden.

Wir konnten zeigen, dass eine Hypophosphorylierung nur mit einem Ausbau des
Connexin-Proteins in Verbindung steht. Dies entspricht den in der Literatur
beschriebenen Effekten flr die Hypophosphorylierung durch den Tumorpromotor
Dieldrin, wobei die Behandlung mit Dieldrin ebenfalls keine Internalisation von
Connexin43 ins Cytoplasma verursachte [Matesic et al., 1994].

101



In Rahmen dieser Arbeit konnte zudem festgestellt werden, dass die untersuchten
Retinoide konzentrations- und zeitabhangig die ZZK stimulieren kdnnen. Dabei
besitzen die RSME und die Derivate in Konzentrationen zwischen 0,01 uM und 0,001
UM eine hdhere Effektivitat als die Retinsédure. Dieser Effekt beruht auf strukturellen
Unterschieden zwischen Retinsaure und den anderen untersuchten Retinoiden.

Als Mechanismus fir die stimulatorischen Effekte der Retinoide auf die ZZK konnte
fir alle Substanzen eine Erhéhung der Menge des Connexin43-Proteins identifiziert
werden. Fir Retinsdure wurde dieser schon beschrieben [Clairmont et al., 1996; Bex
et al. 1994]. Untersuchungen zur biologischen Aktivitat der Retinsaure zeigten, dass
sie Uber die Stabilisierung der mRNA am 3’ -untranslatierten Bereich (3° -UTR) und
nicht Uber den Anstieg der Transkriptionsrate die Connexin-Menge erhdht. Die 3’
UTR ist eine AU reiche Sequenz und enthalt sechs AUUUA Motive, wodurch die
Stabilitat der m-RNA verringert wird [Ross et al., 1995]. Die Stabilisierung der
m-BRNA geht mit einer Verlangerung der Lebensdauer (Halbwertszeit) von
Connexin43-m-RNA einher. Damit verbunden ist eine Connexin-Proteinakkumulation
und dementsprechenden Stimulation der ZZK [Bex et al., 1995, Clairmont et al.,
1996; Clairmont et al., 1997]. AuBer Retinsaure sind auch einige Derivate wie 4-Oxo-
Retinsdure in der Lage, Uber eine Stabilisierung der Connexind3-mRNA die ZZK zu
stimulieren [Teichert et al. 1999]. Andere Substanzen wie acyclo-Retinsaure zeigen
dagegen keinen Einfluss auf die ZZK, oder wirken erst bei unphysiologischen hohen
Konzentrationen [Stahl et al., 2000].

102



4.1.4 Einfluss der Retinoide auf den Retinsaurerezeptor

Untersucht wurde die transaktivierende Wirkung von Retinsdure-Derivaten im
Reportergen-Assay bestehend aus dem RARB-2 Promotor und dem LacZ
Reportergen.

In diesem System zeigen RSME und seine Derivate eine niedrigere Transaktivierung
des RAR-B2- Promotors im Vergleich zum natlrlichen Liganden Retinsdure. Erst bei
einer Konzentration von 0,01 und 0,001 uM kommt es durch die Derivate zu einer
gesteigerten Transaktivierung. Interessant ist, dass die effektivste Konzentration fir
eine Transkativierung des Promotors flr alle 4 Ester bei 1 uM liegt und diese
Konzentration einen 3-4-fachen Anstieg der Promotoraktivitat hervorruft. Retinsdure
als natdrlicher Ligand von RAR bewirkt bei der gleichen Konzentration eine ca. 6
fache Transaktivierung des RARP2-Promotors. Diese Abnahme der Aktivitat im
Vergleich zur Retinsdure kénnte im Falle vom RSME mit der Veresterung am
Carboxylende und im Falle der Derivate mit der Substitution der 4 und 3-Stellung am
Ring in Verbindung stehen.

M1 und M3 weisen am C4-Atom des Ringes die gleiche Substitution wie 4-Oxo-
Retinsdure auf. Die 4-Oxo-Retinsdure zeigte eine ahnlich starke Transaktivierung
des RAR-B2- Promotors wie Retinsaure [Teicher et al., 1999]. M1 und M3 sind wie
schon erwahnt weniger effektiv als Retinsdure, obwohl sie durch die lipophile
Substitution am C3-Atom besser in die Rezeptortasche passen und dadurch eine
hdhere Aktivitat aufweisen sollten. Durch die Steigerung der Lipophilie wird die
Wirksamkeit der Retinoide erhdht [Soprano et al., 1995]. Andererseits konnte fr
acyclo-Retinsaure auch nur eine geringe Transaktivierung des RAR-B2- Promotors
nachgewiesen werden [Stahl et al., 2002]. Eine niedrige Transaktivierungs-Aktivitat
von M1 und M3 kénnte unter anderem durch sterisch unglnstige Substitution am
Ring begriindet sein; M3 mit dem tert-Butylrest weist die niedrigste Aktivitat auf. Ein
anderer Grund kénnte die niedrige Affinitdt zu RARPB sein. Es ist jedoch mdglich,
dass diese Derivate zu den anderen RAR-Subtypen (o, y) oder zum RXR eine
héhere Aktivitat aufweisen.

In Zellkultur und in vivo Versuchen bei Nagetieren wurden flir die Retinsdure bereits
bei Konzentrationen von 1,0 uM und 10 pM die Entwicklung von Missbildung
festgestellt. Dabei wurde die Ausbildung von Gaumenspalten und Missbildungen in
der Knorpelanlage beobachtet. Es ist zudem gezeigt worden, dass RARB2 wéahrend
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der Embryogenese die am haufigsten exprimierte RARB-Isoform ist [Morriss and
Sokolova 1996]. Die Applikation einer teratogenen Dosis von Retinsaure bzw.
Retinoiden fluhrt in vielen Untersuchungen zu einem Anstieg des RARB2 mRNA-
Spiegels und zu einer Erhéhung der Menge an RARB2 Proteins. Die
Heterodimerierung von RAR mit RXR und des RXR mit anderen Kernrezeptoren
spielt eine groBe Rolle bei der Regulation der Genexpression durch Retinoide. Daher
fuhrt jegliche Veranderung im Bereich dieser Rezeptoren zu einem Ungleichgewicht
in der relativen Konzentration der heterodimeren Rezeptoren in Embryonen. Jeder
dieser Rezeptoren ist fir die Expression von spezifischen Gengruppen zustandig
(z.B Hox- Genen). Eine Veranderung dieses Expressionsmusters zu einem
sensitiven Zeitpunkt in der Embryogenese fuhrt zu einer transkriptionalen Aktivierung
oder Repression von Genen, die wiederum fir die embryonale Entwicklung wichtig
sind. Somit kann es zu verschiedenen Missbildungen kommen [Soprano et al., 1995].
RARB wird in Limbmesenchymen von Mausen und HUhnern nach Exposition mit
einer teratogenen Dosis von Retinsdure Uberexprimiert, wodurch eine Missbildung
der GliedmaBen induziert wird [Jiang et al. 1994; Underhill et al., 1998].

RSME und seine Derivate bewirken bei héheren Konzentrationen - bei denen
Retinsdure bereits teratogen wirkt - eine geringere Rezeptoraktivierung als
Retinsaure selbst. In wie weit die niedrige Transaktivierung des RARB2-Promotors
durch die hier untersuchten Retinoide, mit einer geringeren Teratogenitat der
Substanzen zusammenhangt, muss noch untersucht werden. Da angenommen wird,
dass die durch Retinsdure vermittelte Teratogenitat letztendlich von den RAR/RXR-
Signalwegen abhéangt, ist ein solcher Zusammenhang von Bedeutung beim Versuch,
Retinoide mit spezifischen Aktivitdten zu synthetisieren, die sich durch geringe
Teratogenitat auszeichnen [Tziams et al., 2001].

4.1.5 Einfluss der Retinoide auf die interzellulare Kommunikation anderer
Zellarten

In der Literatur wird beschrieben, dass in bestimmten Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Halsbereiches [Xu et al., 1994], oralen Leukoplakien [Lotan et al 1997],
Prostatakarzinomen [Lotan et al., 2000] und Bronchialkarzinomen die Expression von
RARB2 deutlich vermindert ist oder sogar vollstandig fehlt. Eine Mutation des RARp2
Rezeptors erhdht z.B. das Risiko, an Lungenkrebs zu erkranken [Berard et al. 1996].
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Nach Gabe von Retinsdure oder anderen Retinoiden wird RARB2 in bestimmten
Bronchialkarzinomzelllinien verstarkt exprimiert [Lotan et al., 1997a]. Dadurch wird
ein Mechanismus aktiviert, Gber den ein Teil der wachstumshemmenden Wirkung der
Retinsaure vermittelt wird [Weber et al.,, 1999]. Es wird angenommen, dass die
Hemmung des Wachstums durch Retinsdure auf einen Stillstand wahrend der G1-
Phase des Zellzyklus zurlckzufihren ist [Wu et al., 1997a]. Die hier untersuchte
Zelllinie (Plattenepithelkarzinomzellen der Haut - SCL-1-Zellen) zeigte wie bei vielen
Tumorzellen beschrieben, keine Kommunikation tber Gap Junctions [Metha et al.,
1989; Budunova et al., 1994; Trosko et al., 1998]. Es wird angenommen, dass die
meisten Tumorzellen nicht in der Lage sind, miteinander und/oder mit den
umgebenden Zellen gesunder Gewebe zu kommunizieren [Budunova et al., 1994;
Trosko et al., 1998].
Es ist bekannt, dass fétale Hautfibroblasten in der Lage sind, Gber Gap junctions zu
kommunizieren [Teicher et al., 1999; Stahl et al., 2000]. Es konnte hier gezeigt
werden, dass die normalen primaren Hautfibroblasten HDFF-Zellen ebenfalls Uber
Gap Junctions kommunizieren. Die SCL-1 Zellen und HDFF wurden als ein Modell
fir Wechselwirkungen von neoplastischen Zellen und gesundem Gewebe in Cokultur
im Verhaltnis 1:2 gezichtet und die Kommunikationsfahigkeit der beiden Zelltypen
innerhalb der Cokultur gemessen. Dabei stellte sich heraus, dass die Kommunikation
der HDFF in der Cokultur im Vergleich zur HDFF-Monokultur um 50-60%
abgenommen hat. Bei den SCL-1 Zellen konnte wie in der Cokultur Kommunikation
gemessen werden.
Es wird angenommen, dass bei Tumorzellen eine Wiederaufnahme der Fahigkeit
Uber Gap Junctions zu kommunizieren, z.B. durch Transfektion mit Genen, die fir
Connexine kodieren, zu einem kompletten Verlust der Tumorgenitat fihren kann
[Mesnil et al., 1993; Budunova et al., 1994; Trosko et al. 1998]. Die Erhéhung der
ZZK in Tumorzellen mit ZZK-stimulierenden Substanzen kénnte einen zusatzlichen
Vorteil bei der Verminderung des Tumorwachstums haben [Trosko et al. 1998,
Denning et al., 1997]. Die Zellen in Cokultur wurden fir 24 Std. mit 1 und 10 pM
Retinsdure inkubiert. Als Kontrollen wurden jeweils HDFF und SCL-1 Monolayer
kultiviert und ebenfalls mit Retinsaure behandelt. Nach der 24 stiindigen Inkubation
konnte weder in den SCL- Monolayerzellen, noch in Cokultur eine Veranderung der
ZZK beobachtet werden. Dagegen fihrte die Inkubation mit Retinsdure bei den
HDFF Zellen der Cokultur zu einer Stimulation der ZZK im Vergleich zur Kontrolle.
Dadurch konnten SCL-1 Zellen zwar nicht stimuliert werden, zu kommunizieren, aber
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der inhibitorische Effekt der Tumorzellen auf die Normalzellen wurde aufgehoben.
Dies ist von Bedeutung, da eine Abnahme der ZZK in Normalgewebe mit einer
neoplastischen Verédnderung der Zellen und Tumorentwicklung in Verbindung
gebracht wird [Trosko et al., 1998].

Tumorzellen kénnen durchaus Connexin-Proteine enthalten, die aber oftmals nicht
als funktionsfahige Einheiten vorliegen [Loewenstein et al., 1979]. Daflr spricht der
Befund der Immunfarbung des Connexin43-Proteins in SCL-1 Zellen; in diesen
Zellen konnten Connexin43-Proteine nur im Cytoplasma nachgewiesen werden. Die
Cokultivierung fahrte auch zu einer Abnahme der Connexinplaques in den
Membranen der HDFF-Zellen [Stuhlmann/Ale-Agha in Vorbereitung]. Die weiteren
Behandlungen mit héher konzentrierter Retinsaure zeigten keinen signifikanten
Einfluss auf die ZZK des Zelltyps.

Es ist méglich, dass die SCL-1 Zellen wenig oder gar nicht retinsaure-sensitiv sind.
Dies kdnnte darauf zurtckzuflhren sein, dass die basale RAR-Expression niedrig
oder gar nicht vorhanden ist. Wie schon erwahnt st in einigen
Plattenepithelkarzinomen die RARB-Expression vermindert [Lotan et al., 1997; Lotan
et al., 2000].

4.2 Flavonoide und Tumorpromotor TPA

Die GJIC spielt eine groBe Rolle bei der Regulierung des Tumorwachstums [Trosko
et al. 2000; Omori et al., 2001]. Tumorpromotoren wie Phorbolester TPA oder
Insektizide wie DDT, Lindan sind dafiir bekannt, dass sie die ZZK in verschiedenen
Zellkultursystemen hemmen. Die Regulierung der GJIC ist komplex. Die Bildung und
Funktion der Gap Junctions wird durch Stabilisierung der Connexin-mRNA oder
posttranslational wie z.B. durch Phosphorylierung des Gap Junction-Proteins
(Connexin) reguliert [Lampe et al., 2000].

Die Fahigkeit der Phorbolester wie TPA die ZZK durch Connexinphosphorylierung zu
hemmen, wird mit der aktivierenden Wirkung auf die Proteinkinase C in Verbindung
gebracht. Connexin43-Protein weist eine spezifische Phosphorylierungsstelle auf, die
bevorzugt von der PKC phosphoryliert wird. Andererseits kann TPA auch den MAPK
(ERK1/2) Weg durch die Aktivierung von Raf stimulieren. Dies wiederum kdénnte ein
Hinweis fir eine Interaktion zwischen den beiden Signalwegen sein [Schonwasser et
al., 1998; Rivedal et al., 2001].
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Die in der Literatur beschriebenen inhibitorischen Effekte der TPA auf die ZZK
zeigten sich auch in unserem Zellsystem [Ale-Agha, et al., 2002; Ren et al., 1998].
Wir konnten bei der TPA-Behandlung von WB-F344 Zellen ahnlich wie Rivedal et al.
eine konzentrationsabhangige Hemmung der ZZK feststellen [Rivedal et al., 2001].
Dabei zeigte 0,1 nM TPA keine inhibitorischen Effekte nach 90 min Inkubation. Erst
ab 1 nM konnte zu diesem Zeitpunkt eine 40%ige Hemmung der ZZK gemessen
werden. Hohere Konzentrationen von TPA 5, 10 und 100 uM fahrten nach 90 min
Inkubation zur vollstdndigen Hemmung der ZZK. Diese Hemmung war auch mit einer
Veranderung im Phosphorylierungsmuster des Connexin43-Proteins verbunden,
wobei unter Behandlung mit 1 und 5 nM TPA keine so deutliche
Hyperphosphorylierung des Connexin43-Proteins in den WB-F344 Zellen
nachweisbar war, wie nach der Behandlung mit 10 nM und 100 nM TPA. Die
Untersuchungen der TPA Effekte zeigen, dass nur bei niedriger TPA-Konzentration
die ERK1/2 aktiviert sind und diese Aktivierung fir den Verlust an ZZK und
Connexin-Phosphorylierung  verantwortlich ist, aber bei hbéheren TPA-
Konzentrationen PKC mdglicherweise direkt die Gap Junctions beeinflusst [Ruch et
al., 2001].
Die interzellulare Kommunikation Gber Gap Junctions ist auch sensitiv gegeniber
oxidativem und nitrosativem Stress. Die Behandlung der Zellen mit
Wasserstoffperoxid und Peroxynitrit kann die ZZK hemmen [Briviba et al., 1999].
Einige antioxidativ wirksame Mikrondhrstoffe wie Flavonoide und Carotinoide sind in
der Lage, die ZZK zu stimulieren. Zu der Flavonoidgruppe der Flavan-3-ole gehért
unter anderem (-)-Epicatechin, das in verschiedenen Obstsorten, Tee oder Kakao
vorkommt [Watzl et al. 2001]. Es konnte hier zum ersten Mal gezeigt werden, dass
(-)-Epicatechin die ZZK auf das 2,1 Fache der Kontrolle stimulieren kann [Ale-Agha
et al, 2002]. Genistein zeigte in diesem Zellsystem eine ausgepragtere
stimulatorische Wirkung auf die ZZK als (-)-Epicatechin. Nach der Behandlung mit
beiden Substanzen konnte nach 72 Std. Inkubation eine signifikante Akkumulation
des Connexin 43-Proteins nachgewiesen werden.
Nach einer 90 mindtigen Inkubation mit TPA kann die ZZK durch
Hyperphosphorylierung des Connexin-Proteins gehemmt werden. Die Inhibition der
ZZK mit 1 nM, 5 nM und 10 nM TPA konnte durch eine Coinkubation mit jeweils 40
UM Epicatechin oder mit 40 uM Genistein verhindert werden [Ale-Agha et al., 2002;
Kang et al., 2000]. Andere Flavonoide wie Apigenin und Tangerin sind ebenfalls in
der Lage, der durch Tumorpromotoren induzierten Hemmung der ZZK
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entgegenzuwirken [Chaumontet et al., 1997]. Wie schon erwahnt, flhrte die
Behandlung mit 10 nM TPA zur deutlichen Hyperphosphorylierung des Connexin-
Proteins. Durch die Coinkubation mit (-)-Epicatechin oder Genistein wurde die
Hyperphosphorylierung durch 10 nM TPA verhindert. Dieser Effekt war mit einer
Wiederherstellung der funktionellen Kommunikation verbunden. Da die 90 minUtige
Inkubation von 40 uM (-)-Epicatechin und Genistein keinen Anstieg der ZZK
verursacht, kann die Wirkung nicht der Erhéhung der ZZK zugeschrieben werden.
Durch die TPA induzierte Hyperphosphorylierung von Connexin 43 kommt es bei den
WB-F344 Zellen zu einer Delokalisation von Connexinplagues aus der Membran und
nachfolgender Internalisation ins Cytoplasma [Ale-Agha et al., 2002; Kang et al.
2000; Rivedal et al., 1994]. Bei Coinkubation von TPA mit 40 uM (-)-Epicatechin oder
40 uM Genistein kommt es zu einem Wiedereinbau des Connexin-Proteins in die
Membran. Es werden noch einige Connexinplaques im Zytoplasma registriert, wobei
die mit Genistein-Coinkubation erzielte Relokalisation des Connexin43-Proteins in
die Membran starker ausgepragt ist, als mit (-)-Epicatechin. Es gibt 2 Wege, durch
die diese Effekte erklart werden kdnnen:
a) Einfluss auf die kinaseabhangigen Signalwege und b) antioxidative Wirkung.
Zu a): Genistein ist ein Tyrosinkinasehemmer und ist in der Lage die PKC-
Enzymaktivitat teilweise zu hemmen [Akiyama et al., 1987].
Nicht nur far (-)-Epicatechin, sondern auch flr andere Verbindungen der Flavan-3-ol
Gruppe aus dem Grlnteeextrakt gibt es zahlreiche Studien, die verschiedene
biologische Wirkungen dieser Mikron&hrstoffe aufzeigen. So sind die Verbindungen
in der Lage, PKC- und ERK 1/2- Aktivitat zu hemmen [Chung et al., 2002; Sartippour
et al.,, 2002]. (-)-Epicatechin weist im Vergleich zu den Epicatechingalaten eine
niedrigere  Wirkung auf PKC und ERK1/2 auf. Die niedrige Aktivitdt von
(-)-Epicatechin kénnte auch ein Grund fir die schwachere Inhibition des TPA-
Effektes sein, die aber dennoch ausreicht um 50 bis 60% der ZZK in Verbindung mit
einem Wiedereinbau der Connexinplagues in den Membranen zu bewirken.
Zu b): Beide Flavonoide sind gute Antioxidantien, und in der Lage sind reaktive
Sauerstoffradikale und NO abzufangen. TPA kann in bestimmten Zellen die ROS-
[Datta et al. 2000] und NO-Bildung induzieren, die durch Flavonoide des griinen
Tees inhibiert werden kann [Srivastava et al., 2000]. Unter der Einwirkung von ROS
wird eine Hemmung der ZZK hervorgerufen [Wie et al. 1998]. Somit kénnen die
inhibitorischen Effekte von (-)-Epicatechin und Genistein ebenfalls auf ihren
antioxidativen Eigenschaften beruhen. Es ist durchaus denkbar, dass beide
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Mechanismen bei der protektiven Wirkung von Flavonoiden gegentber TPA-
vermittelter Hemmung der ZZK eine Rolle spielen.

4.3 Menadion

Vitamin K 3 (Menadion), das als Modellchinon in vitro und in vivo eingesetzt wird,
wurde auf seine Effekte im Hinblick auf die ZZK untersucht. In vitro konnte far
Menadion nachgewiesen werden, dass es das Wachstum vieler Krebszellen
hemmen kann [Munday et al., 1998]. Darlber hinaus fihrt die Menadionbehandlung
in vitro und in vivo zu zelltoxischen Effekten. Die Behandlung mit Menadion ruft
starke Nebenwirkungen hervor, weshalb Menadion in Deutschland als Medikament
oder Ersatz fur Vitamin K1- und K2- nicht zugelassen ist. Menadion weist eine
Toxizitat gegen Erythrozyten auf und fihrt bei Ratten, Hunden, Kaninchen, Katzen
und Menschen zur hamolytischen Anamie [Munday et al., 1998]. Daneben wurden
auch kardiotoxische Effekte unter der Gabe von Menadion beobachtet [Tzeng et al.
1992].

Menadion hat im Gegensatz zu seinen natlrlich vorkommenden Analoga (Vitamin K1
und K2) ein anderes Ldsungsverhalten (geringere Hydrophilie) und wird daher
anders als die fettléslichen Vit K1 und K2 metabolisiert. Menadion und andere
Chinone sind sogenannte Redoxcycler. Menadion kann in vivo und in vitro den durch
Redoxcycling induzierten oxidativen Stress und durch Arylierung das Zellwachstum
inhibieren [Kar et al. 2002].

Zu der Gruppe der MAPK gehéren unter anderem ERK1/2, die eine wichtige Rolle
bei der Regulierung von Zelldifferenzierungs- und Proliferationsvorgangen spielen.
Die Eigenschaft von Menadion, das Wachstum von Krebszellen zu hemmen und
Zelltod zu induzieren, korreliert mit der Menadion-vermittelten Aktivierung von ERK1
und ERK2 [Klotz et al., 2002].

Die interzellulare Kommunikation Uber Gap Junctions spielt beim Zellwachstum und
Differenzierung eine groBe Rolle [Trosko et al., 1998]. Es wird angenommen, dass
ERK1/2 an der Phosphorylierung des Connexin43-Proteins mitbeteiligt sind [Klotz et
al., 2002]. Wir konnten zum ersten Mal zeigen, dass Menadioninkubation schon nach
15 min. konzentrationsabhangig die ZZK in WB-F344 Zellen zu 50 -70% hemmen

kann. Die rasche Abnahme der ZZK lasst die Annahme zu, dass der Effekt auf

109



posttranslationaler Ebene stattfindet. TPA, ein Tumorpromotor, ist in der Lage durch
Hyperphosphorylierung von Connexin 43 die ZZK zu hemmen. Es wird
angenommen, dass TPA entweder Uber PKC-Aktivierung die Connexine direkt
phosphoryliert oder durch Aktivierung von ERK1 und ERK2 zur Phosphorylierung
fuhrt. Von Klotz und Mitarbeitern wurde gezeigt, dass ERK1 und ERK2 in WB-F344
Zellen durch Menadion aktiviert werden, wahrend TPA nur eine schwache ERK-
Aktivierung hervorruft [Klotz et al., 2002]. Der starke Phosphorylierungseffekt von
TPA kbénnte durch eine Interaktion der beiden Signalwege erklart werden. TPA
Behandlung fahrt bei WB-F344 Zellen zu einer Delokalisation von Connexinplaques
[Ale-Agha et al. 2002, Trosko et. Al 1998]. Mit 50 uM Menadion behandelte Zellen
zeigen keine Internalisation, keine Delokalisation und auch keine Degradierung des
Connexin43-Proteins. Es scheint also, dass die menadionabhdngige Hemmung der
ZZK nicht mit einer Stérung in der Connexinlokalisation in Verbindung steht.

Die vorliegenden Untersuchungen zu den Effekten des Menadions auf die ZZK und
des Gap Junction-Proteins (Connexin43) lassen vermuten, dass flr die toxischen
Eigenschaften des Menadions ebenfalls die Verdnderungen in der interzellularen

Kommunikation verantwortlich sind.
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5. Zusammenfassung

Die interzellulare Kommunikation Uber Zell-Zell-Kanale (Gap Junction) erlaubt den
Austausch von niedermolekularen Verbindungen in gekoppelten Zellverbéanden und
dient unter anderem der Signaltransduktion. Sie spielt eine Rolle bei der Regulation
von Zellwachstum und Differenzierung. Stérungen in der Gap Junctional Intercellular
Communication (GJIC) stehen im Zusammenhang mit teratogenen und karzinogenen
Wirkmechanismen. Die Zellkanale sind aus Membranproteinen, den sogenannten
Connexinen aufgebaut. Die Regulation der GJIC erfolgt auf transkriptionaler und
posttranskriptionaler Ebene; zahlreiche biologisch aktive Verbindungen, wie
Retinoide, Carotinoide, Flavonoide oder Tumorpromotoren beeinflussen die Zell-
Zellkommunikation (ZZK).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung strukturell verschiedener
Retinoide, Flavonoide und des Menadions auf die Zell-Zellkommunikation Gber Gap
Junctions in WB-F344 Zellen (Rattenleberepithelzellen) untersucht. Neben
Untersuchungen zum Einfluss der Verbindungen auf die Funktionalitdt von Gap
Junctions, konnten auch Mechanismen der Regulation aufgeklart werden.
Im funktionellen Farbstoff-Transfer-Assay zeigt sich, dass die Retinsduremethylester
und seine Derivate M1 (4-Oxo-3-acetoxy-Retinsduremethylester),
M2  (3-Oxo-4-dehydro-5,6-dihydro-Retinsauremethylester) und M3 (4-Oxo-3-
pivaloyloxy-Retinsduremethylester) im niedrigen Konzentrationsbereich (0,001 pM -
1 uM) die interzellulare Kommunikation stimulieren. Inhibitorische Effekte werden
dagegen bei hohen Konzentrationen (10 pM - 20 pM) gemessen. Die
stimulatorischen Effekte gehen mit einer Erhéhung der Menge an Connexin43-
Protein einher, die vermutlich auf retinoidvermittelte stabilisierende Effekte der
Connexind3-mRNA zurtckzufthren ist. Die inhibitorische Wirkung der Derivate M1,
M2 und M3 auf die Zell-Zellkommunikation bei hohen Retinoidkonzentrationen
korreliert mit einer Hypemhosphorylierung des Connexin43. Diese Verschiebungen
im Phosphorylierungmuster des Connexin43 fuhren zur Stérungen des Ein- bzw.
Abbaus funktioneller Proteine in bzw. aus der Membran.
Die Flavonoide (-)-Epicatechin und Genistein induzieren ebenfalls die interzellulare
Kommunikation tber Gap Junctions in WB-F344 Zellen, die mit einer Erhéhung der
Menge an Connexin43-Protein einhergeht. Beide Substanzen sind zudem in der
Lage, den inhibitorischen Effekten des Tumorpromotors TPA auf die ZZK
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entgegenzuwirken. Unter Behandlung von TPA ist der Einbau von Connexin43 in die
Zellmembran gestort. Dieser Effekt korreliert mit einer Hyperphosphorylierung des
Connexin43 und ist vermutlich auf TPA-induzierte Aktivierung von Proteinkinasen
zurUckzufihren. Die protektive Wirkung von (-)-Epicatechin und Genistein gegen die
inhibitorische Effekte des Tumorpromotors steht vermutlich nicht im Zusammenhang
mit deren direktem Einfluss auf die GJIC. Aufgrund unterschiedlicher Zeitfenster in
der Wirkung wird angenommen, dass eine Hemmung der Proteinkinasen oder
antioxidative Effekte eine Rolle spielen.

Das Vitamin K Analogon Menadion ist ein effektiver Inhibitor der GJIC. Die rasche
Abnahme der interzellularen Kommunikation lasst darauf schlieBen, dass dieser
Effekt auf posttranslationale Regulationsmechanismen zuriickzufiihren ist.
Pharmakologische, toxikologische, teratogene und praventive Wirkungen der hier
vorgestellten Verbindungen durften zumindest teilweise mit Interaktion mit Prozessen
der Regulation interzellularer Kommunikationswege im Zusammenhang stehen.
Somit kann die Aufklarung von Struktur-Wirkungsbeziehungen zur Entwicklung
neuer, selektiver Wirkstoffe beitragen.
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