Der Fall TaClo:
Ein endogen gebildetes Neurotoxin als Ausloser
fur die Parkinson’sche Krankheit?

Peter H. Roos und Christina Kohler

Zusammenfassung

In den Organismus aufgenommene Fremd-
stoffe entfalten ihre schddigenden Wirkun-
gen oftmals selektiv in bestimmten Organen
(Organotropie). So beeinflusst 1-Trichloro-
methyl-1,2,3,4-tetrahydro-p-carbolin, TaClo,
Stoffwechselvorgidnge in bestimmten Berei-
chen des Gehirns offenbar derart, dass es zur
Ausbildung eines Morbus Parkinson kom-
men kann. Interessanterweise entsteht TaClo
im Organismus aus einer Fremdstoftkompo-
nente und endogenem Tryptamin. Der Bil-
dung von TaClo stehen Verstoffwechslung
und Ausscheidung gegeniiber. Die Ge-
schwindigkeiten zufiihrender und abfiihren-
der Prozesse bestimmen Konzentration und
Verweildauer von TaClo und seinen Meta-
boliten in der Zelle. Wir haben uns mit dem
Stoffwechsel von TaClo durch fremdstoff-
metabolisierende ~ Enzyme, Cytochrome
P450, beschiftigt. Es konnte gezeigt wer-
den, dass mehrere P450-Enzyme beteiligt
sind und dass enzymspezifisch unterschied-
liche Metabolite gebildet werden. Fiir den
TaClo-Stoffwechsel im Gehirn ist das Vor-
kommen von Cytochromen P450 in den
verschiedenen Gehirnregionen bedeutsam.
Tatsdchlich lassen sich hier relevante P450-
Enzyme, wie CYP1BI und CYP3A, nach-
weisen. TaClo kann aber nicht nur als P450-
Substrat fungieren, sondern auch als Inhibi-
tor P450-abhingige Stoffwechselwege blo-
ckieren. Somit sind zahlreiche Wechselwir-
kungsmoglichkeiten von TaClo mit dem
P450-System vorhanden. Jetzt besteht die
Aufgabe in der Identifizierung der fiir die
Auslosung eines Morbus Parkinson relevan-
ten P450-Enzyme und Metabolite.

Einleitung

Die Erforschung der Ursachen sowie auslo-
sender oder beglnstigender Faktoren fiir
neurodegenerative Erkrankungen wie Mor-
bus Parkinson (MP) hat einen enormen Auf-
trieb durch die Entwicklung molekularbio-
logischer Techniken erfahren. So wurde
intensiv versucht, Korrelationen zwischen
dem Auftreten eines MP und solchen geneti-
schen Polymorphismen zu finden, die fiir die
Pathogenese relevante Proteine betreffen.
Hierzu gehdren unter anderem auch Cyto-
chrome P450 (CYP), von denen insbesonde-
re das CYP2D6 und seine Allele in Bezug
auf die MP-Inzidenz untersucht wurden.
Allerdings sind die Ergebnisse hier nicht
sehr liberzeugend, und die Frage ist offen,
inwieweit CYP2D6-Polymorphismen einen
Zusammenhang mit einem MP erkennen
lassen. Es sind aber auch so genannte ,high
penetrating genes’ gefunden worden, die in
klarer Beziehung zur Atiogenese eines MP
stehen. Hier sind a-Synuclein und Parkin zu
nennen (Polymeropoulos et al. 1997; Kitada
et al. 1998).

Eine mechanistische Verbindung zwischen
Cytochromen P450 und MP besteht darin,
dass diese Enzyme exogene und endogene
Substanzen in krankheitsauslosende Stoff-
wechselprodukte iiberfiihren konnen oder
aber den Umbau von Schadstoffen bewerk-
stelligen. In den letzten Jahren wurde nidm-
lich deutlich, dass neben der genetischen
Komponente als Basis fiir die Entstehung
eines MP bestimmte Fremdstoffe als krank-
heitsinitiierend in Betracht zu ziehen sind
(Gorrell et al. 1996; Warner & Schapira
2003). Ein Impuls zur verstirkten Suche
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nach solchen Substanzen kam aus der Beo-
bachtung, dass es bei einigen Drogenabhén-
gigen nach Verabreichung ,nicht sauberen’
Heroins zu parkinsondhnlichen Symptomen
kam. Die auslosende Komponente konnte
schlieBlich als 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydro-pyridin (MPTP) identifiziert wer-
den (Abb. 1).

Abb. 1: Struktur von MPTP

Die Herausforderung war nun, nach Struk-
turanalogen oder Vorstufen zu fahnden, die
in biologischen Systemen auftreten bezie-
hungsweise entsprechend umgewandelt
werden konnen. Tatsdchlich wurden solche
Substanzen gefunden. An dieser Stelle soll
auf das so genannte TaClo aus der Gruppe
der B-Carboline niher eingegangen werden.
Es wurde von der Arbeitsgruppe von Prof.
Bringmann (Institut fiir Organische Chemie,
Universitidt Wiirzburg) entdeckt (Bringmann
et al. 1992, 1995) und nachfolgend unter
verschiedenen Aspekten eingehend unter-
sucht (Grote et al. 1995; Janetzky et al.
1995; Sontag et al. 1995; Rausch et al. 1995;
Bringmann et al. 2000; Riederer et al. 2002).
Unsere Projektgruppe ,Biomarker und
Fremdstoffwirkungen’ kooperiert zum The-
ma TaClo mit der Gruppe von Prof. Bring-
mann unter dem Aspekt , Wechselwirkungen
von TaClo mit dem Cytochrom P450-
System’.

Woher stammt TaClo?

TaClo (1-Trichlormethyl-1,2,3,4-tetrahydro-
B-carbolin) kann sich auf nicht-enzymati-
schem Wege aus den beiden Komponenten
Tryptamin (Ta) und Chloral (Clo) bilden.
Dass dies nicht nur im Reagenzglas, sondern
offenbar auch im lebenden Organismus pas-
siert, konnte sowohl fiir die Ratte als auch
fiir den Menschen gezeigt werden (Bring-
mann et al. 1995, 1999). Tryptamin ist ein
Metabolit des Aminoséurestoffwechsels und
entsteht im Organismus durch Decarboxy-
lierung von Tryptophan. Die zweite Kom-
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ponente Chloral ist ein heute immer noch
verabreichtes Schlafmittel (Chloralhydrat).
Es kann somit dem Organismus direkt als
Medikament zugefiihrt werden oder aber —
und das ist der arbeitstoxikologisch relevan-
te Weg — es entsteht nach Exposition in ei-
ner vom Cytochrom P450-Enzym CYP2E1
katalysierten Reaktion aus Trichlorethylen
(TRI). Letzteres wird in der Industrie als
Losungsmittel verwendet. Tatsdchlich konn-
te ein Zusammenhang zwischen langjéhriger
,Tri’-Exposition und dem Ausbruch eines
MP wahrscheinlich gemacht werden (Guehl
et al. 1999).
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Abb. 2: Bildung von TaClo im Oganismus

Was bewirkt TaClo?

Ublicherweise interagieren Substanzen und
so auch TaClo mit verschiedenen Zielstruk-
turen im Organismus und fithren so zu einer
ganzen Reihe von Effekten. Im Hinblick auf
einen Morbus Parkinson kann man ein-
schrinkend die spezifischen Effekte auf das
Zielorgan oder Zielgewebe mit den jeweils
charakteristischen Funktionen Dbetrachten,
d.h. auf das Gehirn oder noch gezielter auf
die Substantia nigra. Allerdings fallen unter
die TaClo-Wirkungen auch solche, die fiir
alle Zellen giiltig sind wie zum Beispiel Ef-
fekte auf Komponenten der mitochondrialen
Atmungskette. Aufgrund der Wirkungsviel-
falt wird es schwierig, einzelne Prozesse
oder auch miteinander verwobene Vorgéinge
mit ihren Synergismen fiir die Auslosung
eines MP verantwortlich zu machen.



Von TaClo ausgehende Wirkungen sind

zum Beispiel:

® Erniedrigung der zelluldren Dopamin-
Aufnahme.

® Hemmung von Komplex I der mitochon-
drialen Elektronentransportkette.

® Hemmung der Tyrosinhydroxylase-Akti-
vitdt vermutlich {iber eine Interaktion mit
Proteinkinase A.

® Blockierung der zelluldren Serotoninauf-
nahme tiiber den 5-Hydrotryptamin-Re-
zeptor auf indirektem Wege (keine direk-
te Interaktion mit dem Rezeptor).

TaClo und Cytochrome P450

Die in einer Zielzelle wirksame TaClo-
Konzentration wird von dessen Ein- und
Austransport sowie von Synthese- und Ab-
bau-Geschwindigkeit bestimmt. Fiir den
Ubertritt iiber die Cytoplasma-Membran ist
aufgrund der Lipophilie des Molekiils of-
fenbar kein Transportsystem notwendig
(Briickner 2000). Die Synthese aus den
direkten Vorldufermolekiilen Tryptamin und
Chloral verlduft nicht-enzymatisch, wiahrend
fiir die Bildung von Chloral aus Trichlor-
ethylen die Aktivitit von CYP2E1l ge-
schwindigkeitsbestimmend ist. Wir haben
die Frage nach der Verstoffwechslung von
TaClo untersucht, wobei es sowohl um die
entstehenden Metabolite als auch die betei-
ligten CYP-Enzyme geht. Des Weiteren
wollten wir wissen, ob TaClo als Inhibitor in
den CYP-abhdngigen Stoffwechsel eingreift.

TacClo als CYP-Substrat

Unsere Ergebnisse zeigen, dass TaClo ein
Substrat fiir mehrere verschiedene Cyto-
chrome P450 ist (Kohler et al. 2003). Zu den
beteiligten Enzymen gehdren auch solche,
die konstitutiv  exprimiert sind, wie
CYP2C11, CYP3A und eventuell CYP2EI.
Die letzten beiden sind zudem im hier inte-
ressierenden Zielorgan, dem Gehirn, vor-
handen, allerdings mit unterschiedlicher
Verteilung in den verschiedenen Hirnregio-
nen (McFadyen et al. 1998; Hedlund et al.
2001). Dies bedeutet, dass gebildetes TaClo
sofort ein Angriffspunkt fiir diese Enzyme
sein kann. Nicht bedeutet dies aber, dass

damit auch schiadliche Wirkungen schnells-
tens neutralisiert werden, da gebildete Pri-
marmetabolite oftmals ein groBeres Scha-
denspotenzial besitzen als die Ausgangssub-
stanz. Als Metaboliten konnten wir 6-
Hydroxy-TaClo, 8-Hydroxy-TaClo sowie
Norharman finden. Eine besonders hohe
Aktivitdt bei der TaClo-Umsetzung zeigen
CYP3A-Enzyme, die die Bildung eines bis-
her nicht eindeutig identifizierten Metaboli-
ten katalysieren (Abb. 3).
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Abb. 3: Trennung von TaClo-Metaboliten
durch HPLC. Ausschnitt aus einem Chroma-
togramm. Eingekreist: Signal des préaferen-
ziell durch CYP3A-Enzyme gebildeten Meta-
boliten. Die drei aufeinander folgenden
Peaks zwischen 21 und 23 min konnten als 6-
Hydroxy-TaClo, Norharman und 8-Hydroxy-
TaClo identifiziert werden

Aus den Befunden ergeben sich eine Reihe
von Fragen und Anregungen:

® Von Interesse ist die Struktur des bisher
nicht identifizierten Metaboliten und die
Frage nach seinem schiadigenden Potenzial.
® Um Toxifizierungs- und Detoxifizie-
rungsprozesse im Zielgewebe verstehen zu
konnen, ist die Frage nach Enzym-
Spezifititen und -Kapazititen der Phase II,
also der sekundidren Konjugationsprozesse,
bedeutsam.

® Die Identifizierung der mafgeblich am
TaClo-Metabolismus beteiligten Enzyme
liefert Kriterien fiir eine Suche nach relevan-
ten Polymorphismen im Hinblick auf den
Zusammenhang zwischen Tri-Expositionen
und einem Morbus Parkinson. Nach unseren
ersten Ergebnissen erscheinen hier CYP3A-
Enzyme als geeignete Kandidaten. Allele
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dieser Enzyme sind allerdings in diesem
Kontext bisher nicht untersucht worden.
Bekannt ist aber, dass CYP3A4 an der N-
Demethylierung des  Parkinsonauslosers
MPTP (s. Abb. 1) beteiligt ist (Coleman et
al. 1996). Erwidhnenswert ist, dass vom
CYP3A4 und vom CYP3AS5 je mindestens
25 Allele bekannt sind.

TacClo als CYP-Inhibitor

Einige Studien haben gezeigt, dass TaClo
am Cytochrom P450 spektrale Verédnderun-
gen im Bereich zwischen 380 und 430 nm
bewirkt, die auf Ligandenwechselwirkungen
mit dem Hédm-Eisen hindeuten. Mikrosomen
mit unterschiedlicher Zusammensetzung an
Cytochrom P450-Enzymen ergeben qualita-
tiv und quantitativ voneinander differierende
Spektren, ein Zeichen fiir unterschiedliche
Wechselwirkungen von TaClo mit individu-
ellen CYP-Enzymen. Ein moglicher Effekt
der TaClo-Bindung an Cytochrome P450 ist
die Hemmung ihrer enzymatischen Aktivi-
tit, was von uns naher untersucht wurde.

Mit Hilfe von Rattenlebermikrosomen un-
terschiedlicher CYP-Zusammensetzung so-
wie mit heterolog exprimiertem CYPI1BI
haben wir in Verbindung mit spezifischen
Substraten die Hemmwirkung von TaClo
analysiert (Abb. 4). Es zeigte sich, dass alle
bekannten Enzyme der CYPI-Familie,
CYPI1A1, CYP1A2 sowie CYPIBI1, vermut-
lich iiber unterschiedliche Mechanismen
effizient durch TaClo gehemmt werden. Die
Inhibitorkonstanten mit Ethoxyresorufin
(ER) als Substrat liegen zwischen 1,5 und
3,5 umol/L. Die Hemmbarkeit von CYP2BI1
ist geringer (K;= 7,9 uml/L). CYP2E1 wird
in seiner Aktivitit als Chlorzoxazon-6-
hydroxylase offenbar nur partiell durch
TaClo beeintrichtigt. Zu erwéhnen ist, dass
CYPI1AIl in vielen Bereichen des Gehirns
exprimiert wird und dass CYP1B1 und
CYP2El in Teilbereichen vorkommen
(McFayden et al. 1998; Rieder et al. 2000).
Die von Hedlund et al. (1998) mit Vorbehalt
positiv beschiedene Frage ,2B or not to 2B?’
nach der Existenz von CYP2B-Enzymen im
Gehirn kann heute mit einem klaren ,,Ja“
beantwortet werden (Miksys et al. 2003;
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Schoedel et al. 2001). Somit kann TaClo in
verschiedenen Bereichen des Gehirns modu-
lierend auf den Stoffwechsel von Fremdstof-
fen und gegebenenfalls endogenen Substra-
ten wirken.
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Abb. 4: Bestimmung der Inhibitorkonstanten
von TaClo fiir die CYP1A1-abhidngige Etho-
xyresorufin-O-deethylierung mit dem Dixon-
Plot. Die einzelnen Punkte stellen ermittelte
Reaktionsgeschwindigkeiten bei verschiede-
nen Substrat- (0.3, 0.6 und 0.9 ymol/L Etho-
xyresorufin) und TaClo-Konzentrationen dar.

Ausblick

Die durch Cytochrome P450 gebildeten
TaClo-Metabolite konnten von uns in Zu-
sammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Bringmann (Universitit Wiirzburg)
weitgehend identifiziert werden. Allerdings
wird von Cytochromen P450 der CYP3A-
Unterfamilie ein bisher unbekannter Meta-
bolit in vergleichsweise hoher Effizienz ge-
bildet. Zum einen gilt daher dieser Substanz
unsere Aufmerksamkeit, zum anderen rich-
ten wir unser Augenmerk auch auf die
CYP3A-Enzyme, die im Zusammenhang
mit einem MP bisher keine Beriicksichti-
gung gefunden haben. Nach Identifizierung
und chemischer Synthese des unbekannten
Metaboliten konnen seine Effekte in in
vitro-Testsystemen studiert werden. Auf der
Seite der CYP3A-Enzyme kann versucht
werden, Zusammenhédnge zwischen Allelen
und der MP-Inzidenz aufzuspiiren.
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Vorwort

Der hiermit vorgelegte Jahresband 2003/2004 von ,Arbeitsphysiologie heute“ hat
sich die Aufgabe gestellt, Grundlagen und Anwendungsaspekte aus dem Bereich
der Neurophysiologie, wie sie im IfADo betrieben werden, zusammenzustellen und
sichtbar zu machen.

Dies geschieht auf dem Hintergrund von Veranderungen im Kompetenzprofil des
Instituts, die sich derzeit abzeichnen. Die klassischen Organsysteme der Arbeits-
physiologie sind das Herz-Kreislauf- und das Muskel-Skelett-System, die fur die
Beurteilung kérperlicher Arbeit von ausschlaggebender Bedeutung sind. Mit dem
Abbau physischer Belastungen treten nun Reaktionen in den Vordergrund, die
durch neue Belastungsprofile hervorgerufen und/oder nur durch verfeinerte phy-
siologische und biochemische Analysen nachweisbar sind. In diesem Zusammen-
hang gewinnt die Physiologie des zentralen Nervensystems fur das Institut eine
zentrale Position als Mittler zwischen subtilen Belastungswirkungen unterschiedli-
cher Art und koérperlichen Beschwerden oder Erkrankungen. Diese Entwicklungsli-
nien wurden auch anlasslich der Evaluation des Instituts durch den Senat der
WGL zu Beginn des Jahres 2003 deutlich gemacht.

Der vorliegende 5. Band von ,Arbeitsphysiologie heute“ enthalt fachubergreifend
Beitrdge aus unterschiedlichen Projektgruppen, die sich mit unterschiedlichen
neurophysiologischen und neurotoxikologischen Aspekten befasst. Die Auswahl
der Beitrage des vorgelegten Bandes soll damit zeigen, dass auch in Zukunft dem
hier umschriebenen Felde fachubergreifend neue Akzente zu setzen sind.

Dortmund, im Herbst 2003 Die Institutsleitung des If4Do





