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Zusammenfassung:

Der Farnesoid X Rezeptor (FXR) ist ein nuklearer Rezeptor und wird in erster Linie in
der Leber und im letzten Abschnitt des Dinndarms, dem lleum, exprimiert. Der FXR
greift in verschiedene Stoffwechselwege regulierend ein: So regelt er unter anderem
den Lipid- und Glucosehaushalt und verbessert die Insulinsensitivitat. DarGber hinaus
steuern Gallensauren als endogene Liganden des FXR Uber diesen Rezeptor ihre eige-
ne Synthese. Aufgrund dieser vielfaltigen, unterschiedlichen Wirkungen ware ein Ein-
satz neuer FXR-Agonisten als potenzielle Arzneistoffe unter anderem flr Lebererkran-

kungen, Dyslipidamien oder Diabetes mellitus Typ 2 denkbar.

Das synthetische Leoligin-Derivat 2780, das sich von dem Naturstoff Leoligin, einem
Lignan aus der Edelweisswurzel, ableitet, wurde in der Arbeitsgruppe mittels Luciferase

Reportergen Assay untersucht und als FXR-Agonist identifiziert.

Das Ziel dieser Diplomarbeit war es, den Einfluss dieses Leoligin-Derivates auf ver-
schiedene Cholesterintransporter und die Proteine SHP und FGF19, die eine wichtige
Rolle im Gallensaurehaushalt spielen, in Leber- (HepG2) und Darmzellen (Caco-2) zu

testen.

Dazu wurden die Zellen mit den LXR-Agonisten GW3965 und T0901317, den FXR-
Agonisten CDCA und GW4064, dem Derivat 2780 sowie mit DMSO (als Negativkontrol-
le) behandelt. Die erhaltenen Zelllysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf
Membranen Ubertragen und die gewunschten Proteine mithilfe von Antikdrpern darauf
nachgewiesen. Es konnte jedoch bei diesen Experimenten keine relevante Verande-

rungen der Expressionsraten durch das Leoligin-Derivat 2780 festgestellt werden.






Abstract:

The farnesoid X receptor (FXR) is a nuclear receptor, which is primarily expressed in
the liver and in the final section of the small intestine, the ileum. The FXR plays a key
role in various metabolic pathways including the lipid and glucose metabolism and also
ameliorates insulin resistance. Furthermore, bile acids, as the endogenous ligands of
FXR, regulate their own synthesis through the activation of this receptor. Due to this
variety of effects on different pathways it is easily conceivable that new FXR agonists
could be used in the treatment of hepatic diseases, dyslipidemia or diabetes mellitus

type 2.

The synthetic leoligin derivative 2780, whose structure is derived from the naturally
ocurring substance leoligin, a lignan from the roots of edelweiss, was identified in the

research group as an agonist of FXR using a luciferase reporter gene assay.

The aim of this diploma thesis was to investigate the influence of the leoligin derivative
on different cholesterol transporters and the proteins SHP and FGF19, which play a ma-
jor role in FXR regulated bile acid metabolism, in liver (HepG2) and intestinal (Caco-2)

cells.

For this purpose the cells were treated with the LXR agonists GW3965 and T0901317,
the FXR agonists CDCA and GW4064, the derivative 2780 and DMSO (as a negative
control). Western blotting was used for the detection of the desired proteins. However,

no notable effect of the leoligin derivative 2780 could be observed in the experiments.
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A. EINLEITUNG

A. EINLEITUNG

1. Nukleare Rezeptoren

Die Nuklearen Rezeptoren bilden eine Uberfamilie vieler phylogenetisch &hnli-
cher Proteine [1]. Dabei codieren 21 Gene im gesamten Genom der Fliege Dro-
sophila melanogaster [2], 48 im Menschen [3], 49 in der Maus, da diese im Ge-
gensatz zum Menschen ein zusatzliches Gen fur FXR besitzt [4], und mehr als

270 Gene im Fadenwurm Caenorhabditis elegans [5] fUr diese Proteine.

Der erste nukleare Rezeptor wurde 1962 von Jensen et al. gefunden. Es handel-
te sich dabei um den Estrogen Rezeptor [6]. In den 1980er Jahren gelang es
erstmals die cDNA zweier nuklearer Rezeptoren, des Glucocorticoid Rezeptors
und des Estrogen Rezeptors, zu isolieren [7, 8]. Bei einem Sequenzvergleich der
beiden cDNAs wurde eine hochkonservierte Region, die aufgrund ihrer Eigen-
schaften spater als DNA-Bindungsdomane bekannt wurde, entdeckt [7, 9, 10].
Die Klonierung der cDNA ermaglichte nicht nur zahlreiche Experimente zur Funk-
tion der Proteine und die Auffindung wichtiger einzelner Aminosauren und Nukle-
otidsequenzen, sondern auch die Entdeckung neuer nuklearer Rezeptoren, die
aufgrund fehlender bekannter Liganden ,Orphan Rezeptoren“ genannt wurden
[11-13]. Viele dieser Liganden konnten in den darauffolgenden Jahren mithilfe

von Kotransfektions-Assays gefunden werden [14-17].

1.1. Allgemeines

Nukleare Rezeptoren fungieren als liganden-gesteuerte Transkriptionsfaktoren,
die in zahlreiche Vorgange im menschlichen Korper regulierend eingreifen. Sie
spielen unter anderem bei der Embryonalentwicklung, der Zelldifferenzierung und
dem Zelltod und der Homoostase vieler metabolischer Prozesse im menschli-

chen Korper eine Rolle [18, 19].

Neben den klassischen Steroidhormonrezeptoren, die zumeist in erster Linie fur

die Regulation des hormonellen Gleichgewichtes, aber auch zum Beispiel fur die
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Aufrechterhaltung eines stabilen Blutdruckes zustandig sind [20], spielen vor al-
lem viele fruhere ,Orphan Rezeptoren® eine zentrale Rolle bei zahlreichen Stoff-
wechselwegen. So greifen der Farnesoid X Rezeptor (FXR), der Liver X Rezeptor
(LXR) und auch die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR) stark
in die Aufnahme, den Umbau, die Verwertung, aber auch die Synthese sowohl
von exogen zugefuhrten Nahrstoffen als auch von endogenen Substanzen ein
[21]. Der Pregnan X Rezeptor (PXR) und der ,Constitutive Androstane Rezeptor*
(CAR) fungieren als Sensor fur potenziell schadliche kdrpereigene sowie extern

zugefuhrte Stoffe und bewirken deren Entgiftung und/oder deren Elimination [22].

Viele dieser friiheren ,Orphan Rezeptoren® bilden mit dem Retinoid X Rezeptor
(RXR) meist obligate Heterodimere, wie zum Beispiel der Liver X Rezeptor
(LXR), der Farnesoid X Rezeptor (FXR) oder die Peroxisom-Proliferator-
aktivierten Rezeptoren (PPARa/B/ly) [23]. So konnen einige der RXR-
Heterodimere sowohl von den entsprechenden Liganden des jeweiligen nukle-
aren Rezeptors, als auch von RXR-Agonisten wie zum Beispiel der 9-cis Retin-
saure (einem Vitamin A-Derivat), dem endogenen Liganden von RXR, aktiviert
werden [24-26]. Ein Beispiel dafur stellt der Liver X Rezeptor dar: Dieser bildet
obligate Heterodimere mit RXR und kann nachgewiesenermalden nicht nur durch
seine eigenen endogenen Liganden, den Oxysterolen, sondern auch durch 9-cis
Retinsaure stimuliert werden [27, 28]. Seinen Namen verdankt der LXR der Tat-
sache, dass die zuerst entdeckte Isoform des Rezeptors, der LXRa, zu einem
grol3en Teil in der Leber exprimiert wird, wohingegen der spater gefundene LXR[3
ubiquitar im gesamten Korper vorkommt [29]. Der LXRa spielt vor allem bei der
Homoostase der Lipide eine zentrale Rolle, wo er oftmals als Gegenspieler zu
FXR fungiert, wahrend uber die Funktion von LXR noch nicht sehr viel bekannt
ist [27, 30].

1.2. Aufbau

Nukleare Rezeptoren sind im Wesentlichen sehr ahnlich aufgebaut. Sie bestehen

dabei in der Regel aus 4 — 5 Einheiten, sogenannten Domanen [1]:
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Am N-Terminus sitzt die A/B Domane, die in ihrer Lange und Aminosaurenzu-
sammensetzung aulerst variabel ist und Uber mindestens eine liganden-
unabhangige Aktivierungsfunktion (AF-1) und mehrere autonome Transaktivie-

rungsstellen verfugt [1, 31].

Im Anschluss daran befindet sich die DNA-Bindungsdomane (DBD,
C Domane), die eine kurze Sequenz (P-Box) enthalt, die fur die Spezifitat der
DNA-Bindung an die entsprechenden Response Elemente (RE) wichtig ist. Sie
beinhaltet auRerdem zwei Zinkfingermotive und weist die hochste Konservierung

aller Domanen auf [1, 31].

Die D Doméne, auch Hinge Element genannt, bildet den Ubergang zur Ligan-
denbindungsdomane und ist fur die Konformationsanderung infolge einer Ligan-

denbindung verantwortlich [1, 31].

Am C-Terminus befindet sich die Ligandenbindungsdomane (LBD,
E Domane), die Uber eine liganden-abhangige Aktivierungsfunktion verfugt und
unter anderem bei der spezifischen Ligandenbindung, der Dimerisierung und der

Interaktion mit Coregulatoren eine zentrale Rolle spielt [1, 31].

Einige nukledre Rezeptoren weisen zusatzlich am C-Terminus der E Domane
noch eine weiter Domane, die F Domane, auf, die in ihrer Sequenz sehr variabel
ist und deren Struktur und Funktion noch unbekannt sind. Der schematische Auf-
bau ist in Abbildung 1 dargestellt [1, 31].

C D E F

A/B
w {Cor o]+ RG] }- <o

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines nukledren Rezeptors
AF-1/AF-2: Aktivierungsfunktion 1 oder 2, DBD: DNA-Bindungsdomane, H: Hinge-Domane, LBD:
Ligandenbindungsdomane. Modifiziert nach Germain et al. [31]
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1.3. Einteilung

Nukleare Rezeptoren werden oft aufgrund ihrer Dimerisierung und ihrer DNA-

Bindefahigkeit in 4 Gruppen eingeteilt [32]:

Typ 1 Rezeptoren (Steroidhormonrezeptoren) befinden sich, mit Ausnahme des
Estrogenrezeptors, im Cytoplasma, wo sie an Hitzeschockproteine gebunden
sind. Nach der Ligandenbindung wird das Hitzeschockprotein abgespalten und
der Rezeptor transloziert in den Zellkern und bindet dort als Homodimer an die
DNA (an ,inverted repeats®). Zu dieser Gruppe gehoéren unter anderem der And-
rogenrezeptor, der Glucocorticoidrezeptor und der Mineralcorticoidrezeptor [19,
32].

Typ 2 Rezeptoren sind bereits im Kern lokalisiert. Bei einer Ligandenbindung
bilden diese Rezeptoren Heterodimere mit dem Retinoid X Rezeptor (RXR) und
binden anschlielend zumeist an ,direct repeats®. Hierzu zahlen alle weiteren be-
kannten ligandengesteuerten Rezeptoren wie zum Beispiel der Thyroid-Hormon
Rezeptor, der Liver X Rezeptor (LXR) oder auch der Farnesoid X Rezeptor (FXR)
[19, 32].

Typ 3 Rezeptoren binden als Homodimere an ,direct repeats® und Typ 4 Rezep-
toren binden fir gewdhnlich als Monomere an sogenannte ,extended core sites".

In diese zwei Kategorien fallen fast alle Orphan Rezeptoren [19, 32].

Auwerx et al. empfehlen jedoch die Einteilung nach Homologie der DNA-
Bindungsdoméane und der Ligandenbindungsdoméne in 6 Subfamilien, um eine

einheitliche Benennung und eindeutige Zuordnung zu gewahrleisten [33]:

Thyroidhormonrezeptor-ahnliche Rezeptoren
Retinoid X Rezeptoren-ahnliche Rezeptoren
Estrogenrezeptor-ahnliche Rezeptoren
Nervenwachstumsfaktor IB-ahnliche Rezeptoren

Steroidogenic-faktor-ahnliche Rezeptoren

L

Germ Cell Kernfaktor-ahnliche Rezeptoren
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So werden die einzelnen Rezeptoren zusatzlich zu ihrem Trivialnamen durch ei-
nen einheitlichen Code in der Form ,NRxyz“ beschrieben. ,NR“ steht dabei flr
nuklearer Rezeptor und die 3-stellige Kombination ,xyz“ teilt die Rezeptoren nach
ihrer Subfamilie (x), Gruppe (y) und ihrem codierenden Gen (z) ein. So wird zum
Beispiel der FXRa in dieser Nomenklatur als NR1H4 bezeichnet [1, 34].

Alle weiteren Rezeptoren, die in keine der oben genannten Gruppen passen,
werden in einer weiteren Subfamilie zusammengefasst. Diese wird als Subfamilie
0 (NRO) bezeichnet [33].

2. Farnesoid X Rezeptoren

Die cDNA des Farnesoid X Rezeptors wurde 1995 im Rahmen eines grol} ange-
legten Screenings nach neuen nuklearen Rezeptoren auf Basis der starken Kon-
servierung der DNA-Bindungsdomanen erstmals aus einer Rattenleber isoliert
[35]. Eine ahnliche cDNA wurde etwas spater auch aus einer Mauseleber geklont
[36]. Aufgrund fehlender bekannter Liganden wurde der FXR zunachst zu den
,Orphan Rezeptoren“ gezahlt. Benannt wurde der Farnesoid X Rezeptor damals
infolge einer schwachen Aktivierung durch Farnesol, welches als Diphosphat als
Vorlaufersubstanz in der Cholesterinbiosynthese beim Menschen fungiert, und
dessen Derivat Juvenilhormon Ill, das ausschlieBlich in Insekten auftritt [35].
1999 wurden schlielBlich Gallensauren als die endogenen Liganden von FXR
identifiziert, weswegen der Rezeptor mitunter auch als Gallensauren-Rezeptor
(,Bile acid receptor”, BAR) bezeichnet wird [37-39].

Der Farnesoid X Rezeptor ist nahe mit dem Ecdysteron Rezeptor (EcR), der in
Anthropoden vorkommt, verwandt. Dieser ist nur als EcR-ultraspiracle (USP) He-
terodimer physiologisch aktiv, wobei USP in Drosophila das entsprechende Ge-
genstuck zu RXR im Menschen darstellt. Dadurch lag die Annahme nahe, dass
FXR ebenfalls ein Heterodimer mit RXR bildet, was sich in einem Zwei-Hybrid-

System Versuch in Saugerzellen bestatigte [35].
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Der FXR ist hauptsachlich in der Leber, den Nieren, im Darm und in den Neben-

nieren exprimiert, wo er in eine Vielzahl von Stoffwechselprozessen eingreift [35].

2.1. FXRo und FXR§

Obwohl zumeist von dem Farnesoid X Rezeptor gesprochen wird, existieren ge-
nau genommen zwei bekannte FXR Gene: FXRa und FXRB. FXR ist jedoch nur
bei Mausen, Ratten und Hasen ein funktionierender Rezeptor, in Menschen und

Primaten aber nur ein Pseudogen [40].

Zusatzlich dazu weist auch der FXRa selbst 4 verschiedene Isoformen auf, die
durch die Anwendung unterschiedlicher Promoter und alternative Spleillung ent-
stehen: FXRa1, FXRa2, FXRa3 und FXRa4 [41]. Gelegentlich werden diese
auch als FXRa1, FXRa2, FXRB1 und FXRB2 oder FXRa1(+), FXRa1(-),
FXRa2(+) und FXRa2(-) bezeichnet [42, 43].

Dabei weisen FXRa3 und FXRa4 einen verlangerten N-Terminus, FXRa1 und
FXRa3 zusatzliche vier Aminosauren in der Hinge-Domane direkt angrenzend an
die DNA-Bindungsdomane auf. Eine schematische Darstellung der Isoformen
findet sich in Abbildung 2 [41].

MYTG

o o0 [ [

MYTG

s o (GO

Abbildung 2: Schematische Abbildungen des Aufbaus der vier Isoformen von FXRa
Modifiziert nach Lee et al. [41]
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2.2. Metabolische Funktionen des FXR

Der FXR greift als nuklearer Rezeptor Uber unterschiedliche Mechanismen in
zahlreiche Stoffwechselwege regulierend ein [44, 45]: So hat eine Behandlung
mit FXR-Agonisten unter anderem positive Effekte auf den Glucosehaushalt und
die Insulinsensitivitat, unterdrickt sowohl im Zellkulturversuch als auch bei Mau-
sen eine durch Interleukin-6 (,IL-6“) mediierte Bildung von CRP (,C-reaktives
Protein®) und fordert zudem den Abbau von Aminosauren und Ammonium in der
Leber von Mausen [45-49]. Daruber hinaus begunstigt der FXR die Leberregene-
ration nach einer Verletzung und scheint eine Rolle bei dem Bakterienwachstum

im Danndarm zu spielen [44, 50].

2.2.1. FXR-Wirkung auf den Gallensaurestoffwechsel

Gallensauren, die endogenen Liganden des FXR, sind neben Wasser und Lipi-
den ein Hauptbestandteil der menschlichen Galle, die aufgrund ihrer emulgieren-
den Fahigkeiten vor allem fir eine erleichterte Aufnahme von Nahrungsfetten und
fettléslichen Vitaminen sorgt [38, 51-53]. So besteht die menschliche Galle ins-
besondere aus den Gallensduren Chenodesoxycholsaure (CDCA), der am
starksten FXR-agonistisch wirkenden Gallensaure, und Cholsaure (CA), sowie zu
geringeren Teilen aus Desoxycholsaure (DCA), Ursodesoxycholsdure (UDCA)
und Lithocholsaure (LA), wobei sowohl der Lipid- und Gallensaurengehalt der
Galle als auch die Gallensaurezusammensetzung unter anderem vom Ge-
schlecht abhangig ist [52, 53].

CA CDCA

Abbildung 3: Strukturen der primaren menschlichen, natirlichen Gallensduren Cholsaure (CA)
und Chenodesoxycholsaure (CDCA)
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Grundsatzlich sind Gallensauren ein Abbauprodukt von Cholesterin, weswegen
sie ein Steroidgrundgerust besitzen, das eine oder mehrere Hydroxylgruppen und
zusatzlich noch eine Carboxylgruppe in der Seitenkette aufweist [52]. Die pri-
maren Gallensauren Chenodesoxycholsaure und Cholsaure werden in der Leber
synthetisiert. Ihre Strukturen sind in Abbildung 3 abgebildet. Die sekundaren Gal-
lensauren erhalt man zum einen durch die Umwandlung von CDCA und CA
durch die bakterielle 7a-Dehydroxylase in Desoxycholsaure und Lithocholsaure,
zum anderen durch Epimerisierung der 7a-Hydroxygruppe von CDCA in Ur-

sodesoxycholsaure [54].

Die Synthese der primaren Gallensauren erfolgt in der Regel Gber zwei verschie-
dene Wege [54, 55]:

e Klassischer (neutraler) Weg: Hierbei wird Cholesterin zuallererst im En-
doplasmatischen Retikulum (ER) durch CYP7A1, dem geschwindigkeits-
bestimmenden Enzym, in Position 7a hydroxyliert und anschlieRend zu
7a-Hydroxy-4-Cholesten-3-on isomerisiert. Um Cholsaure als Endprodukt
zu erhalten, muss 7a-Hydroxy-4-Cholesten-3-on zusatzlich durch CYP8B1
in Position 12a hydroxyliert werden. Falls dieser Schritt ausbleibt, entsteht
Chenodesoxycholsaure. Danach werden beide Zwischenprodukte im Cy-
tosol reduziert und dehydrogeniert und die Seitenkette daraufhin in den
Mitochondrien durch CYP27A1 hyroxyliert. AbschlielRend wird die Seiten-
kette des Cholestan-GrundgerUstes zur Cholansaure 3-oxidiert und die so
zu gleichen Teilen entstandenen primaren Gallensauren an Taurin oder
Glycin gebunden (konjugiert) [54, 55].

e Alternativer (saurer) Weg: Beim alternativen Weg wird im Gegensatz
zum klassischen Weg mit der Hydroxylierung der Seitenkette begonnen
und erst im zweiten Schritt das Grundgerust in Position 7a hydroxyliert:
Dies kann einerseits durch CYP27A1 oder Sterol-25-Hydroxylase und an-
schlieBend durch CYP7B1, andererseits durch CYP46A1 (im Gehirn) und
darauffolgende Hydroxylierung durch CYP39A1 erfolgen. In der Leber
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werden diese Oxysterole abschlieRend hauptsachlich in CDCA umgewan-
delt [54, 55].

Die vereinfachte Darstellung dieser Synthesewege findet sich in Abbildung 4.

Alternativer Weg

Cholesterol cyp27at  owerok2s CYP46A1
hydroxylase
Klassischer
Weg
L J L J
CYP7A1 CYP7B1 CYP7B1 CYP39A1
CYP8B1 CYP27A1
CYP27A1

=0

OH

CDCA

Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der Synthese der primaren Gallensauren
Modifiziert nach Chiang et al. (2013) [54]

Da Gallensauren zum einen aufgrund ihrer Struktur im Koérper toxisch wirken
kénnen und zum anderen ihre Synthese sehr aufwendig ist, unterliegen sie dem
enterohepatischem Kreislauf: Sie werden in der Leber synthetisiert und dann an
Taurin oder Glycin gebunden (konjugiert), um sie einerseits weniger toxisch und
andererseits besser 16slich zu machen, bevor sie anschliefend in die Gallenblase

sezerniert werden. Aus der Gallenblase wird die Galle dann pulsatil in den Darm

9
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freigesetzt, wo ein Teil der Konjugate gespalten und ein Grofteil der Gallensau-
ren wiederaufgenommen wird. Uber die Pfortader werden diese dann wieder zur
Leber transportiert und stehen fir einen neuen Zyklus bereit. Auf diese Weise

kénnen ungefahr 95 % der Gallensauren konserviert werden [52, 54].

Als endogene Liganden des FXR hemmen Gallensauren ihre eigene Produktion
Uber dessen Aktivierung (,negatives Feedback“-Hemmung). So reguliert der Far-
nesoid X Rezeptor die Synthese der Gallensauren auf zwei unterschiedliche We-
ge: Einerseits kommt es durch die Aktivierung von FXR zu einer vermehrten Ex-
pression von Small Heterodimer Partner (SHP), das dann zu einer Inhibierung
der Enzyme CYP7A1 und CYP8B1 Uber die Hemmung der Transaktivierung des
LRH-1 (,Liver receptor homolog-1“) und des HNF4a (,Hepatocyte nuclear factor 4
alpha“) fuhrt. Andererseits fuhrt eine FXR-Aktivierung in den Enterozyten des
Darms zu der Bildung von FGF19 (,Fibroblast growth factor 19%), welches basola-
teral in den portalen Kreislauf sezerniert, zur Leber transportiert und Uber den
.Fibroblast growth factor receptor 4“ (FGFR4) in die Leber aufgenommen wird. In
der Leber bewirkt diese Aktivierung des FGFR4 ebenfalls eine Hemmung von
CYP7A1. Der genaue Mechanismus dieser Inhibierung ist zum derzeitigen Stand
noch nicht vollstandig geklart, obwohl es Hinweise darauf gibt, dass es durch die
Aktivierung von FGFR4 zu einer Phosphorylierung und somit einer Aktivierung
des MAP-Kinase-Weges kommt und das dies moglicherweise zu der Inhibierung
von CYP7A1 fuhrt [52, 54, 55]. Zusatzlich dazu beeinflusst der Farnesoid X Re-
zeptor die Expression verschiedener Transporter, die flr den Import oder Export
von Gallensauren sorgen, wie zum Beispiel der BSEP (,bile salt export pump®)
oder der Organo-Anion-Transporter (OATPs), aber auch von Enzymen wie
CYP3A4, das als Mitglied der Cytochrom P450-Familie in erster Linie fur die Me-

tabolisierung von Fremdstoffen und Steroiden zustandig ist [45, 56].

2.2.2. FXR-Wirkung auf den Lipidstoffwechsel

Essentielle Fettsauren sind Fettsduren, die nicht selbst vom Korper produziert
werden konnen, und stellen wichtige Vorlaufersubstanzen flr die Synthese von
endogenen Verbindungen wie zum Beispiel Eicosanoiden dar. Des Weiteren sind
freie Fettsauren eine wichtige Energiequelle [57]. Cholesterin wiederum ist auf-

10
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grund seiner Struktur und seiner Eigenschaften beispielsweise zum einen ein
Vorlaufermolekul fur Steroidhormone und Gallensauren, zum anderen wird es fur

den Aufbau von Zellmembranen verwendet [58].

Cholesterin wird zum grof3ten Teil endogen von der Leber gebildet, aber auch zu
einem geringeren Anteil aus dem Darm aufgenommen. Triglyceride konnen
ebenfalls einerseits vom Koérper selbst aus Kohlenhydraten hergestellt werden,
andererseits werden aus der Nahrung stammende Triglyceride im Dunndarm
durch die pankreatische Lipase in Glycerin und die freien Fettsauren (FFS) ge-
spalten, da sie nur so in die Enterozyten aufgenommen werden kdnnen. Dort
werden sie dann wieder zu Triglyceriden zusammengebaut und bilden gemein-
sam mit Cholesterin und verschiedenen Phospholipiden die Chylomikronen aus.
Die Chylomikronen werden anschlieBend ins lymphatische System sezerniert
und gelangen daruber in die Blutbahn. Sie werden dann vor allem im Fett- und
Muskelgewebe, aber auch im Herz durch die Lipoproteinlipase (LPL) hydroly-
siert, wodurch FFS, Glycerin und Cholesterin freigesetzt werden. Die Uberreste
(,remnants®) der Chylomikronen werden dann zur Leber transportiert und aufge-
nommen [57]. Lipoproteine unterschiedlicher Dichte (VLDL, IDL, LDL) transpor-
tieren dann Cholesterin und andere lipophile Verbindungen von der Leber aus-
gehend in periphere Gewebe, wohingegen HDL diese aus der Peripherie zurick
zur Leber bringt (reverser Cholesterintransport) [59]. Im gesunden Menschen
sind sowohl die Synthese sowie die Aufnahme, als auch der Abbau stark regu-
liert, da Uberschussiges Cholesterin und zu viele freie Fettsauren fur den Koérper

schadlich sein kdnnen und das Risiko einer Atherosklerose erhohen [58].

Eine Aktivierung des Farnesoid X Rezeptors (durch Gallensauren) fuhrt dabei zu
einer Senkung des Triglyceridspiegels: Einerseits kommt es zu einer erhéhten
Clearance Uber die LPL durch die Induktion ihrer Aktivatoren ApoC-Il und ApoA-
V, die Hemmung ihres Repressors ApoC-Illl und die vermehrte Expression von
VLDL-Rezeptoren. Andererseits aktiviert der FXR auch den Peroxisom-
Proliferator-aktivierten Rezeptor alpha (PPARa), der die B-Oxidation (und somit
den Abbau) von Fettsauren fordert, und hemmt zudem auch dessen Synthese
Uber eine Inhibierung des hepatischen ,Sterol regulatory element-binding protein-
1c (SREBP-1c) [44, 45, 52].

11
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Daruber hinaus weisen FXR-defiziente Mause neben erhdhten Triglyceridwerten
auch gesteigerte Cholesterin-, LDL-, aber auch ApoA-I- und HDL-Spiegel auf.
Zusatzlich dazu sind die Level an Scavenger-Rezeptor B1 (SRB1), welcher hau-
fig auch als HDL-Rezeptor bezeichnet wird, in FXR-defizienten Mausen reduziert.
Im Gegensatz dazu fuhrt eine Gabe von FXR-Agonisten erwlinschterweise einer-
seits zu einer Reduktion von Triglyceriden, Cholesterin und LDL. Andererseits
kommt es durch die Verabreichung zu einer erhohten Aktivitat des Cholesterines-
ter-Transferproteins (CETP) und zu verringerten ApoA-I- und HDL-Spiegeln so-
wie zu einer vermehrten Expression von SRB1. Der genaue Wirkmechanismus
der Verbesserung des Lipidprofils ist jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
geklart [44, 45, 52].

2.3. Potenzielle klinische Anwendung von FXR-Agonisten

Aufgrund seiner zahlreichen Wirkungsweisen steht der Farnesoid X Rezeptor im
Fokus vieler verschiedener Forschungen zur therapeutischen Anwendung. So
stellen Lebererkrankungen wie eine primare biliare Zirrhose (PBC) und andere
cholestatische Erkrankungen und die Nichtalkoholische Fettlebererkrankung
(NAFLD) sowie die Nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) mogliche Anwen-
dungsgebiete fir FXR-Agonisten dar. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass ein
Einsatz solcher Substanzen flur die Therapie von mit Hepatitis-assoziierten fibro-
tischen Veranderungen sowie zur schnelleren Regeneration nach Lebertrans-
plantationen und die Prophylaxe und Behandlung von Gallensteinen denkbar und
sinnvoll ware. Daruber hinaus kdonnten FXR-Modulatoren als neuartiges Thera-
piekonzept bei Dyslipidamien, Atherosklerose sowie zur Verbesserung eines Di-
abetes mellitus Typ 2 mit assoziierter Insulinresistenz verabreicht werden. Uber-
dies reguliert der FXR auch die Absorption von Gallensauren im Darm und

hemmt zugleich ein Ubermafiges Bakterienwachstum [60].

12
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2.4. Modulatoren des FXR

Seit der Entdeckung des Rezeptors und dessen endogener Liganden, den Gal-
lensauren, wurde eine Reihe weiterer Modulatoren synthetisiert und erforscht.
Aufgrund der zahlreichen erwunschten Wirkungen des FXR wurden vor allem

Agonisten generiert [61-63].

Ausgehend von den naturlich vorkommenden Gallensauren wurden einige weite-
re potente Agonisten synthetisiert: Zumeist wurde Chenodesoxycholsaure
(CDCA), der starkste endogene Ligand, als Grundlage fir die weiteren Agonisten
ausgewahlt. Die am besten erforschte Substanz wurde durch die Substitution
einer Ethylgruppe an der Position 6a von CDCA generiert [61-63]. Die so erzeug-
te 6-ECDCA ist auch unter den Namen INT-747 oder Obeticholsaure bekannt.
Sie befindet sich zum einen unter anderem in der klinischen Testung flr die The-
rapie einer nichtalkoholischer Fettlebererkrankung, zum anderen ist sie unter
dem Namen ,Oclavia® fuir die Behandlung einer primaren biliaren Zirrhose
(NCT02308111) bereits zugelassen [63-65].

Da die Gallensauren jedoch aufgrund ihrer Struktur als Arzneistoffe meist eher
problematisch und nicht sehr selektiv sind, wurde nach nichtsteroidalen Verbin-
dungen gesucht, die den FXR ebenfalls stark aktivieren. Eine der ersten bekann-
ten, nichtsteroidalen Substanzen ist GW4064, das sich jedoch aufgrund seiner
geringen Bioverfligbarkeit und toxikologischer Probleme in vivo nicht fur die An-
wendung an Menschen eignet. Daraufhin wurden von verschiedenen Firmen un-
zahlige Analoga von GW4064 generiert, von denen sich nach derzeitigem Stand

noch keines in einer klinischen Testung befindet [61-63].

Der nachste identifizierte, nichtsteroidale FXR-Agonist mit hoher Affinitat ist
Fexaramin, welches in Mausen zu einer selektiven Aktivierung von FXR Target-
Genen im Darm und somit zu einer Verringerung eines Ubergewichtes und einer
Insulinresistenz [66]. Danach wurden einige Azepin-Derivate, Pyrazolidin-3,5-
dione, Benzimidazol-Derivate sowie synthetische Retinoide (AGN-31, AGN-29)
synthetisiert, von denen jedoch derzeit ebenfalls noch keines in klinischen Stu-

dien angewendet wird [61-63].
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2.4.1. Naturstoffe als Modulatoren des FXR

Neben den synthetischen Modulatoren zeigen auch viele Naturstoffe eine agonis-

tische oder antagonistische Wirkung am FXR [63].

So weist das Guggulipid Guggulsteron aus dem Gummiharz des Balsambaumes
Commiphora mukul (Hook. ex Stocks) Engl. eine antagonistische Wirkung am
FXR auf, andererseits steigert die Substanz die mRNA-Level von BSEP und
SHP, weswegen die Substanz als selektiver Gallensdurenmodulator bezeichnet
wird [63, 67]. Eine Terpensaure (,6B-Hydroxy Nigranoic Acid) aus der Kletter-
pflanze Schisandra glaucescens Diels wiederum ist ausschlieBlich ein FXR-
Antagonist [63].

Daneben wirken viele andere Naturstoffe als (selektive) FXR-Agonisten:

So reguliert der Gerbstoff (-)-Epigallocatechin-3-gallat selektiv die Expression von
SHP und BSEP. Des Weiteren weisen unter anderem 3 Triterpene (Ergosterol-
peroxid, Ganodermanontriol und Ganoderiol F) aus dem Pilz Ganoderma luci-
dum, die Triterpene Alisol M 23-acetat und Alisol A 23-acetat aus dem asiati-
schen Froschloffel Alisma plantago-aquatica subsp. orientale (Sam.) Sam. (Sy-
nonym: Alisma orientale (Sam.) Juz.) und zahlreiche Terpene und Sterole aus
Meeresschwammen und Stachelhautern [63]. Uberdies zeigt auch Xanthohumol,
ein prenyliertes Flavonoid aus dem Hopfen Humulus lupulus L., eine FXR-

agonistische Wirkung [62].

3. Untersuchte Proteine und deren Relevanz

Um die Wirkung des Leoligin-Derivates 2780 in Leber- und Darmzellen zu testen,
wurden verschiedene Proteine, die besonders bei einer verminderten oder ver-
mehrten Expression vorrangig Auswirkungen auf den Lipid- und Gallensaure-
haushalt haben, ausgewahlt, da diese zwei Hauptangriffspunkte von FXR darstel-
len [45].

14
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3.1. ABCA1

1994 wurde ABCA1, damals noch ABC1 genannt, erstmals erwahnt. Es handelt
sich dabei um ein Membranprotein aus der Familie der ,ATP binding cassette“-
Transporter (ABC-Transporter), das aufgrund seiner Funktion auch als ,,Choleste-
rin Efflux regulierendes Protein“ (CERP) bekannt ist [68, 69]. Das Protein kommt
zwar ubiquitar im Korper vor, ist jedoch besonders stark in der Leber, dem Darm,
der Lunge, in der Plazenta und im fetalen Gewebe exprimiert [70]. 1998 fanden
Forscher heraus, dass eine Mutation des ABCA1-Proteins fur die Tangier-
Krankheit, die mit einer vermehrten Cholesterineinlagerung und verringerten
HDL-Spiegeln verbunden ist, verantwortlich ist [71, 72]. In einem Mausmodell der
Erkrankung konnte des Weiteren auch ein Einfluss auf Reproduktion und die ne-
onatale Sterblichkeit, die Lipid- und Steroidhormonspiegel sowie die Entstehung
einer membranoproliferativen Glomerulonephritis und einer koronaren Herzer-
krankung festgestellt werden [73]. Obendrein verringert ABCA1 die Level an
ApoE und beta-Amyloid und stellt somit ein neues Target in der Alzheimer-

Forschung dar [74].

3.1.1. ABCA1 in der Leber

In der Leber steigert ABCA1 den Cholesterin-Efflux und sorgt so unter anderem
fur erhohte Spiegel an Triglyceriden, freiem Cholesterin und HDL-Cholesterin
[75]. In in vitro- und in vivo -Studien konnte gezeigt werden, dass die Leber, ge-
nauer gesagt der hepatische ABCA1-Transporter, essentiell fur die HDL-Bildung
ist und dadurch auch die VLDL Sekretion gesenkt wird [76, 77]. Obendrein stell-
ten Oku et al. fest, dass die HDL- und ABCA1-Level in Adiponektin-defizienten
Mausen, die verstarkt zu Atherosklerose neigen, verringert sind [78]. Ghanbari-
Niaki et al. konnten bei Ratten eine signifikante Erhéhung von ABCA1 und HDL
durch die sportliche Betatigung auf einem Laufband erzielen [79]. Bei LDL-
Rezeptor-defizienten Mausen mit einer ABCA1-Uberexpression beobachteten
Joyce et al. darUber hinaus erhdhte Lipid- und Lipoprotein-Spiegel in der Leber
[80]. Des Weiteren konnten Ma et al. nachweisen, dass es bei einer (induzierten)

Entzindung zu einer Lipidakkumulation in der Leber durch einen gesteigerten
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LDL-Rezeptor-mediierten Cholesterineinstrom und einen verminderten Choleste-

rinausstrom durch die Herabregulation von ABCA1 kommt [81].

3.1.2. ABCA1 im Darm

Im Allgemeinen tragt ABCA1 im Darm in erster Linie zu der Aufrechterhaltung
eines stabilen Plasma-HDL-Spiegels bei [82]. Khabazian et al. konnten nachwei-
sen, dass sportliche Betatigung bei Ratten nicht nur in der Leber, sondern auch
im Darm zu erhéhten ABCA1- und HDL-Spiegeln flhrt [83]. Plat und Mensink
zeigten Uberdies, dass es auch durch die Gabe von Phytosterinen zu einer ver-
mehrten Expression des ABC-Transporters im Darm kommt und somit die Cho-
lesterinaufnahme gesenkt wird [84]. Ansonsten sind die Aufgaben und Wirkungen

des intestinalen ABCA1-Transporters noch weitgehend unerforscht.

3.2. ABCG8

Das Transportprotein ABCG8 gehdrt, genauso wie ABCA1, zu der Familie der
LATP binding cassette“-Transporter (ABC-Transporter). ABCG8 bildet mit ABCG5
ein obligates Heterodimer (Sterolin), welches in erster Linie fur den Efflux von
Cholesterin und Phytosterinen aus der Leber und dem Darm zustandig ist [85,
86]. So fuhrt eine Mutation einer der beiden zu Sitosterolamie, einer autosomal
rezessiv vererbten Erkrankung, bei der vermehrt Cholesterin, vor allem aber auch
Sitosterol und andere Phyosterine aufgenommen und eingelagert werden [87,
88]. Fur gewdhnlich verhindert ABCG8 die Akkumulation von Lipiden durch einen
vermehrten Cholesterin Efflux, eine Verringerung des reversen Cholesterin
Transports und durch eine verminderte Aufnahme von Pflanzensterinen im Darm
[86]. Weitere zahlreiche Polymorphismen von Sterolin haben daneben Einfluss
auf die Plasmacholesterinspiegel, die Cholesterinabsorption und die Insulinsensi-
tivitat sowie die Entstehung oder das gehaufte Vorkommen von Diabetes mellitus
Typ 2, von ischamischen Gefallerkrankungen, von koronaren Herzerkrankungen

und von Gallensteinen und Gallenkrebs [89-94].
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3.2.1. ABCG8 in der Leber
In der Leber sorgt das ABCG8/ABCG5-Heterodimer hauptsachlich dafur, dass

Cholesterin und andere Sterole unter Beteiligung des biliaren Phospholipidtrans-
porters MDR2 (multidrug resistance protein 2, ABCB4) in die Galle sezerniert
werden [95, 96]. Die essentielle Rolle des Heterodimers bei der biliaren Choleste-
rinsekretion wurde durch Yu et al. einerseits durch Versuche mit Knockout-
Mausen, andererseits mit transgenen Ma&usen, die eine Uberexpression von
ABCG5 und ABCG8 aufwiesen, bestatigt [97, 98]. Aufgrund seiner Wirkungen in
der Leber, aber auch im Darm wird ABCG8 gelegentlich auch als Gegenspieler
von NPC1L1 bezeichnet [99]. Uberdies konnten Khovidhunkit et al. zeigen, dass
die Level von ABCG5 und ABCGS8 bei einer Infektion oder einer Entziindung, die
durch Endotoxine (Lipopolysaccharide) ausgeldst wurde, reduziert werden [100].
Darlber hinaus fuhren erhdhte Level von ABCG8 einerseits sogar schon bei
normalgewichtigen Patienten, die keine erhohten Blutfettwerte aufwiesen, ver-
mehrt zu Gallensteinen, andererseits verringern sie die Entstehung von Athero-

sklerose und einer nichtalkoholischen Fettleber [101-103].

3.3. NPC1L1

Aufgrund einer groRen Ahnlichkeit mit dem Gen des Niemann Pick C1 Proteins
wurde das neu gefundene Gen Niemann Pick C1-like Protein 1 (NPC1L1) ge-
nannt [104]. Es gibt zwei verschieden gespleilte Varianten von NPC1L1, jedoch
ist Uber die physiologische Bedeutung dieser alternativen SpleiRung derzeit noch
nichts bekannt [105]. Andererseits werden Mutationen und unterschiedliche Vari-
anten von NPC1L1, bei denen die Aktivitat des Transporters verringert wird, unter
anderem mit einem verringerten Risiko fur koronare Herzerkrankungen und is-
chamischen Gefalierkrankungen, jedoch einem erhdhten Risiko fir Gallensteine
assoziiert [106-109]. Daruber hinaus ist der Transporter ein mogliches neues
Target in der Therapie von Hepatitis C, da NPC1L1 einen entscheidenden Faktor

fur die Aufnahme des Virus in die Wirtszellen darstellt [110].
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3.3.1.NPC1L1 im Darm

Im Darm ist das Niemann Pick C1-like Protein 1 vorrangig im Jejunum, zu gerin-
geren Anteilen aber auch im Duodenum und lleum lokalisiert. So findet sich
NPC1L1 sowohl in Caco-2 Zellen als auch im menschlichen Dinndarm beson-
ders angereichert in der ,Brush-Border Membran®, die eine wesentliche Rolle bei
der Lipidabsorption spielt [111]. So fiihrte eine Uberexpression von NPC1L1 in
Zellkulturen zu einer erleichterten Cholesterinaufnahme, wohingegen NPC1L1-
defiziente Mause eine verminderte Aufnahme von Cholesterin und Phytosterolen
aus dem Darm aufzeigten [112-114]. Ezetimib, das in erster Linie zur Choleste-
rinsenkung eingesetzt wird, bewirkt diese durch eine verminderte Cholesterinauf-
nahme im Darm, indem es die Sterol-induzierte Internalisierung von NPC1L1
verhindert [115, 116]. Zusatzlich konnten einerseits Valasek et al. nachweisen,
dass auch Fenofibrat Uber die Aktivierung des PPARa die intestinale NPC1L1-
Expression in Mausen reduzieren kann, andererseits zeigten Tremblay et al.,
dass eine Gabe von Atorvastatin bei Mannern mit Hyperlipidamie zu einer erhoh-
ten Expression des Proteins im Darm gefuhrt hatte [117, 118]. Des Weiteren
konnte eine Studie belegen, dass das Niemann Pick C1-like Protein 1 auch die
Vitamin K-Aufnahme im Darm reguliert und somit den antikoagulativen Effekt bei

einer Warfarin Therapie moduliert [119].

3.4. SRB1

Der Scavenger-Rezeptor B1 (SRB1) ist ein integrales Membranprotein, das als
Rezeptor fur HDL fungiert [120]. Der Rezeptor ist beim Menschen in der Leber, in
der Nebenniere, im Darm und in Makrophagen in den Gefallwanden exprimiert
[121, 122]. Im Darm ist der Transporter in den Mikrovilli der apikalen Plasma-
membran lokalisiert, wo er eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von Cholesterin
und Vitamin E aus der Nahrung spielt [123-126]. In der Nebenniere reguliert er
die Steroidbiosynthese durch die selektive Aufnahme von HDL-Cholesterinestern
[127]. Uberdies wird SRB1 aufgrund verschiedener Wirkmechanismen als poten-
zielles Target in der Behandlung von Artherosklerose und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen gehandelt [120, 128-130]. Zusatzlich dazu wird die Expression des

Scavenger-Rezeptors B1 von den Sexualhormonen oder auch von bakteriellen
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Lipopolysacchariden in unterschiedlicher Weise beeinflusst und spielt moglicher-

weise eine Rolle bei neurodegenerativen Erkrankungen [131].

3.4.1. SRB1 in der Leber

Die Expression des Scavenger-Rezeptors B1 in der Leber (vor allem in den Pa-
renchymzellen) wird vermutlich durch Hormone, Zytokine und Nahrungsfette re-
guliert [127, 131]. Er bewirkt dort eine selektive Aufnahme von Cholesterinestern,
freiem Cholesterin und Lipiden aus HDL [120, 132], eine vermehrte Sekretion von
Cholesterin in die Galle [132] und ermdglicht den reversen Cholesterintransport
[131]. Dartber hinaus erleichtert er zum einen die Verstoffwechslung von Chylo-
mikronen [133] und VLDL [134], zum anderen korreliert die Expression des Re-
zeptors auch mit der Produktion von VLDL [135]. Zusatzlich greifen neben den
Lipoproteinen und Lipiden auch anionische Phospholipide an dem Rezeptor an
[136]. Obendrein ist SRB1 ein entscheidender Faktor fur die Aufnahme von He-
patitis C Viren und Plasmodien, den Erregern von Malaria, in die Leber, weswe-
gen der Transporter ein weiteres Target fur die Therapie dieser Infektionserkran-

kungen darstellen konnte [137, 138].

3.5. FGF19

Der ,Fibroblast growth factor 19“ (FGF19) ist das menschliche Ortholog zu
FGF15 in der Maus [139]. Er wird bei einer Aktivierung von FXR von Enterozyten
im Darm gebildet und gelangt Uber die Pfortader und den ,Fibroblast growth fac-
tor receptor 4 (FGFR4) mithilfe von B-Klotho in die Leber, wo es die Gallensau-

resynthese Uber eine Hemmung von CYP7A1 unterdrickt [140-142].

3.5.1. FGF19 im Darm

Obwohl FGF19 im Darm synthetisiert wird, entfaltet er seine Wirkung zumeist in
anderen Geweben: Neben der Hemmung der Gallensaurensynthese [143] be-
wirkt der ,Fibroblast growth factor 19 in der Leber eine Unterdrickung der Glu-
coneogenese [144] sowie eine erhohte Insulinsensitivitat, verbessert Diabetes

Typ 2 und induziert im Gehirn eine Insulin-unabhangige Glucosesenkung [145-
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148]. Daruber hinaus senkt er die Konzentration an Lipoprotein A [149], den Cho-
lesterin- und Triglyceridspiegel sowie das Korpergewicht von Mausen durch eine
erhdohte Metabolisierungsrate [150] und steigert die Proteinbiosynthese und Gly-
kogensynthese in der Leber [151, 152]. Aulderdem fuhrt FGF19 zu einer Zell-
proliferation, die zum einen die Leberzellregeneration nach einer Resektion for-
dert [153], zum anderen jedoch auch die Tumorbildung begunstigt [154-159].
Aufgrund seiner zahlreichen Wirkungsweisen befinden sich derzeit einige FXR-
Agonisten und eine neuentwickelte Variante des humanen FGF19 in unterschied-
lichen Phasen klinischer Studien, bei denen deren Einfluss auf eine primare bilia-
re Zirrhose, eine nichtalkoholische Fettlebererkrankung, das ,short bowel syn-
drome®, auf die primare und sekundare Gallensauremalabsorption und auf Diabe-

tes Typ 2 getestet wird [160].

3.6. SHP

Das Protein ,Small Heterodimer Partner” (SHP, NROB2) weist eine hohe Se-
quenzhomologie mit den anderen Mitgliedern der nuklearen Rezeptor Superfami-
lie auf, ist jedoch aufgrund seiner fehlenden DNA-Bindungsdomane kein regula-
rer nuklearer Rezeptor und wird deshalb in die Subfamilie 0 eingeteilt [161]. SHP
wurde erstmals auf der Suche nach potenziellen Partnern fir den ,Orphan Re-
zeptor® CAR isoliert [162]. Einerseits bildet er neben CAR auch Heterodimere mit
zahlreichen anderen nuklearen Rezeptoren wie zum Beispiel RXR, RAR, PPAR
und dem ER [162, 163]. Dabei fihrt eine Interaktion von SHP mit anderen nukle-
aren Rezeptoren zumeist zu einer Hemmung ihrer transkriptorischen Aktivitat
durch drei verschiedene Mechanismen: Zum einen kann er durch einen direkten
Angriff an der AF-2 Domane der nukledren Rezeptoren mit deren Koaktivatoren
konkurrieren. AuRerdem kann er Korepressoren rekrutieren und mit diesen ge-
meinsam die Transkription hemmen. Uberdies kann er auch direkt mit den nukle-
aren Rezeptoren interagieren und ihre DNA-Bindung verhindern, da der Rezeptor
an dem N-Terminus seiner Ligandenbindungsdomane eine Repressorfunktion
besitzt [161, 164]. Andererseits wird auch SHP selbst durch zahllose Substan-

zen, Proteine und Rezeptoren in seiner Wirkung beeinflusst [165].
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3.6.1. SHP in der Leber

SHP wird im Menschen vorwiegend in der Leber exprimiert. Zu sehr geringen
Teilen konnte SHP mRNA auch in der Bauchspeicheldrlise, der Milz, der Neben-
niere und im DUnndarm nachgewiesen werden [166]. Aufgrund seiner Vielzahl an
Interaktionen mit anderen Rezeptoren, Substanzen und Proteinen liegt der
Schluss nahe, dass SHP in viele biologische Stoffwechselwege regulatorisch
eingreift. So induzieren Gallensauren SHP Uber FXR und regulieren zum einen
auf diese Art ihre eigene Produktion (,negative Feedback“-Hemmung) [167, 168],
zum anderen reduzieren sie so auch die Triglyceridspiegel in Mausen mit ernah-
rungsbedingter Hypertriglyceridamie, verringern die Expression des humanen
Angiotensinogen-Gens, welches eine Vorstufe von Angiotensin Il darstellt und
somit einen grofden Einfluss auf den Blutdruck hat, verbessern eine Leberfibrose
bei Ratten und fihren zu einer verminderten Gluconeogenese [169-172]. Darlber
hinaus erhdohen Gallensauren die Stabilitat von SHP, indem sie deren durch
Ubiquitin-vermittelten proteosomalen Abbau verzdgern [173]. Ein durch Metfor-
min-Gabe ausgeldster Anstieg von AMPK steigerte ebenfalls die SHP-Level und
flhrte somit einerseits zu Unterdriickung der Gluconeogenese durch das ,cAMP
response element-binding protein“ (CREB), das in diesem speziellen Fall als
Transkriptionsfaktor am Ende der Signalkaskade bei einer Stimulation des
Glucagonrezeptors fungiert, und andererseits zu einer Verbesserung der hepati-
schen Insulinresistenz [174, 175]. Weiteren scheint SHP sehr wichtig fur zahlrei-
che weitere Stoffwechselvorgange: So werden Mutationen von SHP zum Beispiel
mit einer leichten bis moderaten Fettleibigkeit sowie mit einer speziellen Form
von Diabetes (MODY) assoziiert und beeinflussen moglicherweise das Geburts-
gewicht, den ,Body Mass Index® (BMI) und die Insulinsekretion [161].

4. Getestete Substanzen

Um eine Veranderungen der Proteinlevel einem bestimmten Rezeptor eindeutig
zuweisen zu konnen, wurden zur Testung der Proteine sowohl LXR- als auch
FXR-Agonisten ausgewahlt, da beide Rezeptoren in Leber und Darm exprimiert
werden und dort in dhnliche Stoffwechselwege eingreifen [176]. Die Substanzen
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wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost, weshalb DMSO als Negativkontrolle

verwendet wurde. Die Substanzen sind in Abbildung 5 dargestellt.

4.1. DMSO

Dimethylsulfoxid (DMSO) ist ein organisches Lésungsmittel, das aufgrund seiner
physikalischen und chemischen Eigenschaften sehr gerne als Vehikel fur Sub-
stanzen in der Forschung angewendet wird. DMSO wirkt antiphlogistisch, analge-
tisch und abschwellend bei stumpfen Traumen und Blutergtssen [177-181]. Auf-
grund dieser und weiterer zusatzlicher Eigenschaften von DMSO, wie zum Bei-
spiel der Wirkung als Radikalfanger, wurde es flr eine Vielzahl von Krankheiten
eingesetzt [182]. Obwohl es die Hautbarriere und andere Zellmembranen sehr
leicht und schnell passieren kann ohne diese dabei zu zerstoren, wird es auf-
grund seiner zytotoxischen Wirkung in hoheren Konzentrationen hauptsachlich
nur noch als Hilfsstoff wie beispielsweise als Tragersubstanz fir Analgetika oder
Zytostatika in topischen Zubereitungen verwendet [183, 184]. In der Zellkultur
wird es zudem in Kombination mit Glycerin zur Kryokonservierung der Zellen
verwendet [182]. Aufgrund der zytotoxischen Wirkung in héheren Konzentratio-
nen wurde darauf geachtet, DMSO in einer nur sehr geringen Konzentration, als
0,1% -ige LOsung, fur die Zellkultur-Versuche zu verwenden, um eine potentielle

Schadigung der Zellen auszuschlieRen [184].

4.2. Positivkontrollen fiir LXR

GW3965 und T0901317 wurden als Positivkontrollen fir eine LXR-mediierte Wir-
kung gewahlt, da diese den Rezeptor bereits im nanomolaren Bereich selektiv
stimulieren [185, 186]. Des Weiteren weist T0901317 zusatzlich eine FXR-
agonistische Wirkung auf, die jedoch deutlich schwacher ist als seine LXR-

agonistische Wirkung [187].
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4.2.1. GW3965
GW3965 ist ein synthetischer, nichtsteroidaler, voller LXRa-Agonist. Die Sub-

stanz weist Kreuzreaktivitaten mit LXRB und PXR auf, wobei LXR mehr als 10-
fach selektiver aktiviert wird als PXR. So steigert GW3965 bei oraler Gabe von
10 mg/kg die ABCA1-Level im Dunndarm und den peripheren Makrophagen und
somit auch die HDL-Spiegel in Mausen [186, 188]. Des Weiteren kommt es nach
einer Behandlung mit der Substanz in vitro einerseits zu einer Steigerung von
ABCA1 und ABCG1 in Makrophagen [189], andererseits zu einer Proliferations-
hemmung in glatten Muskelzellen [190]. Bei Mausen mit Schlaganfall zeigte
GW3965 nicht nur bei ,early-onset” Therapie (10 min bis 2 h nach dem Vorfall),
sondern auch bei subakuter Gabe (nach 24 h) eine neuroprotektive Wirkung
[191]. In weiteren Mausmodellen kam es durch die Gabe von GW3965 unter an-
derem zu einer Unterdrickung der Gluconeogenese, einer vermehrten Expressi-
on der Glucokinase in der Leber sowie zu einer verbesserten Glucosetoleranz
[192], zu einer Entzindungshemmung [193] und zu einer Reduktion atherosklero-
tischer Lasionen [189]. Zusatzlich kam es bei fettleibigen Mausen (ob/ob) zu ei-
ner veranderten Fettverteilung und einer verringerten Expression und Sekretion

von proinflammatorischen Markern [194].

4.2.2.T0901317

T0901317 ist ein weiterer synthetischer, nichtsteroidaler LXR-Agonist [185]. Zu-
satzlich zu seiner LXR-agonistischen Wirkung weist T0901317 eine potente FXR-
agonistische [187] und PXR-agonistische Wirkung auf [195] und ist ein inverser
Agonist des ,Constitutive Androstan Rezeptors® [196]. Des Weiteren wurde die
Substanz als inverser Agonist am RORa und am RORYy (,Retinoic acid receptor-
related orphan receptor) identifiziert [197]. T0901317 verhinderte bei einer intra-
peritonealen Verabreichung an Tieren die Entstehung von Fettleibigkeit und von
einer mit Fettleibigkeit assoziierten Insulinresistenz und Glucoseintoleranz [198].
In verschiedenen weiteren Mausmodellen flihrte die Gabe dieses LXR-Agonisten
zu einer vermehrten Expression von NPC1L1 und ABCA1 [199], zu einer gestei-
gerten Lipogenese, einer verminderten Expression von ApoA5 und zu erhdhten
Plasmalipid-Spiegeln durch die Hochregulierung von SREBP-1c [185, 200, 201].
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Des Weiteren kann T0901317 zum einen die Entstehung von Atherosklerose in
LDL-Rezeptor-defizienten Mausen verhindern [202], zum anderen die athero-
sklerotischen Lasionen in der Aorta von ApoE-/- Mausen reduzieren [199]. Dar-
uber hinaus verringert eine Behandlung mit T0901317 einerseits sowohl in vitro,
als auch in einem Alzheimer-Mausmodell die Bildung von Beta-Amyloid [203],
andererseits verringert es einen durch hohe Glucose-Spiegel induzierten oxidati-
ven Stress, die Zerstérung von Mitochondrien sowie den programmierten Zelltod
(Apoptose) in Kardiomyozyten [204]. AuRerdem zeigt die Substanz in mehreren

menschlichen Krebs-Zelllinien eine antiproliferative Wirkung [205, 206].

4.3. Positivkontrollen fiir FXR

CDCA und GW4064 wurden als Positivkontrollen fur einen FXR-mediierten Effekt
genommen, da einerseits CDCA der starkste endogene Ligand und andererseits
GW4064 ein besonders selektiver, hochpotenter Agonist von FXR ist [207, 208].

4.3.1. CDCA

Chenodesoxycholsaure (CDCA) ist eine der wichtigsten Gallensauren und dar-
Uber hinaus der starkste endogene Ligand des Farnesoid X Rezeptors [207]. So
wurden bereits in den 1970er Jahren Studien zu der Wirkung von CDCA durch-
gefuhrt: Fromm et al. zeigten, dass eine Gabe der Gallensaure positive Effekte
auf die Grolle und Anzahl der Gallensteine, auf eine Cholesterinlibersattigung
der Galle sowie auf die Triglyceridspiegel inbesondere bei Patienten mit Hyper-
triglyceridamie vorweist [209]. Iser et al. konnten spater durch ihre Untersuchun-
gen beweisen, dass eine ,Resistenz® gegeniuber Chenodesoxycholsaure, die
zumeist bei fettleibigen Patienten aufgetreten war, haufig durch eine Erhéhung
der Standarddosis Uberwunden werden konnte [210]. Miller et al. und Bateson et
al. konnten in weiteren Studien ebenfalls eine triglyceridsenkende Wirkung bei
Patienten mit Hypertriglyceridamie nachweisen [211, 212]. Daruber hinaus be-
wirkte eine Gabe von CDCA eine verminderte Aufnahme von Cholesterin aus der
Nahrung und vermutlich dadurch eine verminderte Sattigung der Galle mit Cho-
lesterin [213]. Der Substanz wurde obendrein eine immunsuppressive Wirkung
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durch eine Unterdrickung der Proliferation von Monozyten, sowie eine dosisab-
hangige Hemmung von Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekro-
sefaktor-a (TNFa) belegt [214, 215]. Uberdies stoppt Chenodesoxycholsdure das
Wachstum und vermindert die Adharenz von Helicobacter Pylori im Magen [216].
Zusatzlich konnten einerseits Floch et al. eine Wachstumshemmung der geteste-
ten Darmbakterienstamme durch die unkonjugierte Form der Gallensaure nach-
weisen [217], andererseits bewiesen Sorg und Sonenshein, dass CDCA als ein-
zige Gallensaure die Sporenreifung von Clostridium difficile effektiv verhindert
[218]. Aullerdem konnte durch die Verabreichung von Chenodesoxycholsaure
vermutlich aufgrund einer reduzierten Bildung von Protoporphyrin in der Leber

eine Verbesserung von Erythropoetischer Protoporphyrie erzielt werden [219].

4.3.2. GW4064

GW4064 ist ein synthetischer, nichtsteroidaler, voller FXR-Agonist. Nach derzei-
tigem Wissensstand weist die Substanz keine weiteren bedeutenden Kreuzreak-
tivitaten mit anderen Rezeptoren auf [208]. So flhrte eine Behandlung mit
GW4064 durch die Stimulation von FXR sowohl in vitro, als auch in vivo zu einer
erhdhten Expressionsrate des VLDL-Rezeptor Gens in der Leber [220]. Des Wei-
teren bewirkte die Substanz unter anderem eine Verringerung der Alanin-
Aminotransferase (ALT), der Aspartat-Aminotransferase (AST) und der Lactat-
Dehydrogenase (LDH), eine Reduktion der nekrotischen Areale sowie eine ver-
minderte entzindliche Aktivitat und verringerte Proliferation der Gallengange und
somit einen schitzenden Effekt auf die Leber in cholestatischen Ratten [221].
GW4064 verringerte in Mausen mit nichtalkoholischer Fettleber eine durch En-
dotoxine hervorgerufene Entziindung und reduzierte die Level an proinflammato-
rischen Zytokinen durch eine verminderte Aktivierung von Makrophagen [222].
Daruber hinaus kam es durch die Gabe des synthetischen FXR-Agonisten zu
einer Unterdrickung der Gewichtszunahme, der Entstehung einer Fettleberer-
krankung und einer Insulinresistenz bei Mausen mit sehr fettreicher Erndhrung
[223]. In weiteren Studien zeigte sich, dass die Substanz aulerdem einerseits
zahlreiche G-Protein gekoppelte Rezeptoren wie zum Beispiel die Histamin-
Rezeptoren moduliert [224], andererseits die Expression und die Aktivitat des
Enzyms CYP3A4 vermutlich durch die Erhdhung der Level von SHP senkt [225].
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Zusatzlich dazu fuhrt eine Aktivierung von FXR durch GW4064 zu einem vermin-
derten Bakterienwachstum im distalen Diunndarm von Mausen [226] und zu einer

Hemmung des Tumorwachstums in Kombination mit CDCA [227].

4.4. Leoligin-Derivat 2780

Das Leoligin-Derivat 2780 und uber 150 weitere Leoligin-Derivate wurden von
der Arbeitsgruppe Marko Mihovilovic (TU Wien) synthetisiert. Diese Derivate
wurden dann mittels in silico -Screening Methoden von der Arbeitsgruppe von
Daniela Schuster (Universitat Innsbruck) vorselektiert und jene dann auf deren
Wirkung auf FXR-Target Gene untersucht, wobei sich das Leoligin-Derivat 2780
als starkster Agonist herausstellte. Aufgrund vorheriger positiver Ergebnisse des
Vorlaufermolekils Leoligin in THP-1 Makrophagen wurden die Effekte des Deri-
vates zuerst ebenfalls in dieser Zelllinie erforscht: Dabei konnte einerseits eben-
falls eine Erhdhung der ABCA1-Level nachgewiesen, andererseits die FXR-
agonistische Wirkung in einem ,Gal-4 reporter gene assay“ in HEK-293 Zellen

weiter bestatigt werden.

Die Vorlaufersubstanz, das Lignan Leoligin, stammt aus der Wurzel der Gebirgs-
pflanze Leontopodium nivale subsp alpinum Cass. (Synonym: Leontopodium al-
pinum), die im deutschsprachigen Raum meist besser als Edelweiss bekannt ist.
Unterschiedliche Zubereitungen (meist aus der Wurzel der Pflanze) werden tradi-
tionell bei rheumatischen Schmerzen, Durchfall und Ruhr, sowie als Adstringens

und als Mittel gegen Husten eingesetzt [228, 229].

Leoligin bewirkte bei in vitro Versuchen in einer Konzentration von 100 pM eine
deutliche Aktivierung des Cholesterinester-Transferproteins (CETP), wohingegen
eine Konzentration von 1 mM zu einer Hemmung von CETP fuhrte. /n vivo kam
es durch die orale Gabe der Substanz ebenfalls zu einer gesteigerten Aktivitat
jenes Transferproteins [230]. Des Weiteren hemmte Leoligin zum einen die
Proliferation in vaskularen glatten Muskelzellen, indem es den Zellzyklus in der
G1-Phase arretiert ohne dabei Apoptose auszuldésen, zum anderen verhinderte

es nicht nur eine Hyperplasie der Intima Media (Gefaldsinnenwand) einerseits in
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einem Organkulturmodell und andererseits bei einer Anwendung an Mausen als
periadventitiales Reservoir (100 yl einer 100 yM Loésung von Leoligin in 0,9 % -
iger NaCl-Loésung), sondern verbesserte auch die Erkrankung in vorgeschadigten
Gefallen [231]. Die Substanz ist obendrein ein potenter Hemmer der Leukotrien-
biosynthese mit einem ICso von 10,7 uM [232] und bewirkt in einer Konzentration
von 10 uM einen gesteigerten Cholesterin-Efflux in THP-1 Makrophagen durch
eine vermehrte Expression von ABCA1 und ABCG1 [233]. Zusatzlich dazu konn-
te eine Hemmung der HMG-CoA-Reduktase und somit eine cholesterinsenkende
Wirkung sowie eine Reduktion der postprandialen Glucosespitzen nachgewiesen
werden [234].

Cl

Abbildung 5: Strukturformeln der verwendeten Substanzen:
1 DMSO, 2 GW3965, 3 T0901317, 4 CDCA, 5 GW4064, 6 Leoligin-Derivat 2780
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5. Ziel der Arbeit

Im Zuge dieser Diplomarbeit sollte Uberprift werden, ob ein Einfluss des Leoligin-
Derivates 2780, das in der Arbeitsgruppe bereits als FXR-Agonist identifiziert
wurde, auf verschiedene Cholesterintransporter und die Proteine SHP und
FGF19, die in den Gallensaurehaushalt eingreifen, mittels Western Blot belegt

werden kann.
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B. MATERIAL UND METHODEN

1. Zellkultur

Fur die Western Blots wurden einerseits humane Leberzellkarzinomzellen
(HepG2) als Zellkulturmodell fur die Leber, andererseits humane epitheliale Kolo-
rektalkarzinomzellen (Caco-2) als Modell fur den menschlichen Dinndarm ver-
wendet, da diese in ihrer Expression und Zelldifferenzierung dem menschlichen
Vorbild sehr ahnlich sind. Beide Zelltypen sind kontinuierliche Zelllinien und
wachsen adharent, wobei die Caco-2 Zellen in einem sogenannten Transwell-
System auf einer semipermeablen Filtermembran kultiviert wurden, um dem na-

tarlichen Vorbild, dem Darm, moglichst nahe zu kommen.

Alle Arbeitsschritte, mit Ausnahme der optischen Kontrolle, wurden in der Steril-
werkbank HERAsafe ® KS18 ausgeflhrt, um unter moglichst keimarmen Bedin-
gungen arbeiten zu kdénnen. Dazu wurde zunachst die Arbeitsflache der Werk-
bank mit 1 % Hexaquart® und anschlielfiend mit 70 % Ethanol gereinigt und des-
infiziert. Weiters wurden auch alle Gegenstande und Behalter mit 70 % Ethanol
eingespruht, bevor sie unter die Laminar Air Flow gestellt wurden. Es wurden nur
sterile einzeln verpackte oder autoklavierte Materialen verwendet. Die Nahrme-
dien und Lésungen wurden vor Gebrauch ca. 20-30 min in einem auf 37 °C tem-
periertem Wasserbad vorgewarmt, abgetrocknet und vor dem Einbringen in die
Sterilwerkbank ebenfalls rundherum mit 70 % Ethanol bespruht. Jeder Abfall, der
noch lebende Zellen enthielt, wurde mit 1 % Hexaquart® behandelt, um diese

abzutoten.

1.1. Passagieren der HepG2 Zellen

Zur Kultivierung der HepG2 Zellen wurden die Zellen in 75 cm? Zellkulturflaschen
mit HepG2 Wachstumsmedium ausgesat und dreimal pro Woche passagiert, um
eine vollstandige Konfluenz der Zellen zu vermeiden. Die HepG2 Zellen wurden
vor und nach jeder Passage mikroskopisch auf Kontamination kontrolliert und
anschlie3end bei 37 °C und 5 % COz inkubiert.
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Nach der optischen Kontrolle des Mediums und mikroskopischer Uberpriifung der
Konfluenz und des Zellwachstums sowie die Prufung auf etwaige sichtbare Ver-
unreinigungen wurde unter der Sterilwerkbank weitergearbeitet. Zunachst wurde
das alte Medium vorsichtig abgegossen, danach wurden 12 ml PBS auf die der
Zellen gegenuber gelegenen Seite pipettiert und die Flussigkeit langsam Uber die
Zellen bewegt, um die Reste des alten Mediums zu entfernen. Das PBS wurde
darauffolgend ebenfalls abgegossen und die Zellen mit Trypsin/EDTA behandelt,
um sie von der Zellkulturflasche abzulésen. Dazu wurden 3 ml Trypsin/EDTA auf
die Zellen pipettiert und vorsichtig Uber dem gesamten Zellrasen verteilt und
nachfolgend flr 5 min in den Inkubator gestellt. Nachdem alle Zellen nach sanf-
tem Klopfen gegen die Seitenwande abgeldst waren, wurden 7 ml Medium dazu
pipettiert und die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gut resuspen-
diert und in ein 50 ml Réhrchen Uberfuhrt. Ca. 1 ml dieser Zellsuspension wurde
anschlieRend zum Ermitteln der Zellzahl in ein Vi-Cell™-R&hrchen transferiert und
dann im Vi-Cell™ XR Cell Viability Analyzer mit Trypanblau vermischt und foto-
graphisch vermessen. Nach Ermittlung der Zellzahl wurden 6 x 10° lebende Zel-
len in eine neue Zellkulturflasche Uberfuhrt und 12 ml Medium dazu pipettiert.
Abschlielend wurden die Zellen unter dem Mikroskop noch einmal kontrolliert

und dann in den Inkubator gegeben.

1.2. Aussden der HepG2 Zellen

Um ausreichend Zellen fur die nachsten Schritte zur Verfugung zu haben, wur-
den an einem Freitag oder Montag statt nur 6 x 108 Zellen die doppelte Anzahl an
Zellen (also 12 x 108) in eine 175 cm2-Zellkulturflasche, in der bereits 25-30 ml
Medium vorgelegt wurde, transferiert. Das Aussaen fand fur gewdhnlich Montag
oder Mittwoch morgens im Anschluss an das Passagieren statt, wobei die Zellen
mit 30 ml PBS gewaschen, mit 5 ml Trypsin/EDTA abgeldst und diese Reaktion
mit 15 ml Medium gestoppt wurde. Zum Aussaen der Zellen wurde eine 6-Well
Platte verwendet, wobei in jedes Well 1 x 108 lebende Zellen in einem Volumen
von 5 ml gegeben wurden. Zum Schluss wurden die Zellen sanft in einer Achter-

form bewegt, um sie gleichmaRig Uber die gesamte Flache des Wells zu vertei-
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len, und Uber Nacht bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert, bevor sie am nachsten Tag

mit den gewunschten Substanzen stimuliert wurden.

1.3. Stimulation der HepG2 Zellen und Lysatherstellung

24 h nach dem Aussaen wurde vorsichtig das Medium mit einer Pasteurpipette
abgesaugt, bevor die Zellen einmal mit je 2 ml ,Stripped Medium® gewaschen
wurden. Daraufhin wurde 1,5 ml ,Stripped Medium® je Well zugegeben und die
Platte fur 1 h inkubiert. In der Zwischenzeit wurden je 750 pl ,Stripped Medium® in
6 Eppendorfgefalle (Eppis) vorgelegt und pro Eppi je 3pul einer
1000x konzentrierten Substanz hinzugefiigt, um eine Verdinnung zu erhalten,
die nur noch 4x konzentriert war, und jene dann gevortext. Nach Ablauf der Zeit
wurden je 500 pl der vorbereiteten Substanzverdinnungen in das entsprechende
Well dazu pipettiert und die Platte nochmals sanft in einer Achterform bewegt, um
die Substanz gleichmalig auf den Zellen zu verteilen. Nun wurden die Zellen er-
neut fir 24 h in den Inkubator gestellt. Das Stimulationsschema der HepG2 Zel-

len ist in Abbildung 6 dargestellt.

Nach dieser Zeit wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen, dann
pro Well 200 ul der vorbereiteten und auf Eis gestellten RIPA-Lysepuffer zugege-
ben und die Platte anschlielend 10 min auf Eis gestellt. Die Zellen wurden mit
einem Zellschaber vom Well gelést und die Lysate in frische 1,5 ml-Eppis Uber-
fuhrt. Die Lysate wurden daraufhin 2x 10 sek auf Eis sonifiziert und 15 min bei
13000 Umdrehungen pro Minute in einer auf 4 °C gekuhlte Zentrifuge geklart.
Nun wurde der Uberstand in neue Eppis pipettiert ohne dass das Zellpellet mit
abgehoben wurde, bevor die Proben bei -20 °C verstaut werden konnten. Die
Materialen und Geréate, die fur die einzelnen Arbeitsschritte flr die HepG2 Zellen

notwendig waren, sind in Tabelle 1 aufgelistet.
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DMS3O
0,1 %

GW4064
3 uM

2780
10 uM

Abbildung 6: Stimulationsschema der HepG2 Zellen
(Konzentrationen sind Endkonzentrationen)

Tabelle 1: Material und Gerate fiir das Passagieren, Aussden und die Stimulation der Zellen so-
wie der Lysatherstellung (Konzentrationen der Medienbestandteile in den Klammern sind End-

konzentrationen)

HepG2 Wachs-

tumsmedium

L-Glutamin
Penicillin & Streptomycin
FBS, hitzeinaktiviert

5ml (2 mM)
5 ml (100 U/ml & 100 pg/ml)
50 ml (10 %)

DMEM ohne Phenolrot mit 4,5 g/l Glucose (Lonza) 500 ml
PBS NaCl 724
NazHPO4 1,48 g
Fiir 1 Liter KH2PO4 0,43 g
pH auf 7,4 einstellen und autoklavieren
Trypsin/EDTA Trypsin 0,59
EDTA 02g
PBS 1000 ml
Stripped Medium  L-Glutamin 5 ml (2 mM)
Penicillin & Streptomycin 5 ml (100 U/ml & 100 pg/ml)
FBS, hitzeinaktiviert und mit Aktivkohle gefiltert 25 ml (5 %)
DMEM ohne Phenolrot mit 4,5 g/l Glucose (Lonza) 500 ml
Substanzen DMSO 0,1 %
GW3965 1mMin 0,1 % DMSO
CDCA 50 mMin 0,1 % DMSO
GW4064 3mMin 0,1 % DMSO
T0901317 5mMin 0,1 % DMSO
2780 10 mM in 0,1 % DMSO
RIPA-Lysepuffer RIPA-Puffer 1504 pl
Complete 64 pl (25 mM)
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PMSF(Phenylmethylsulyfonylfluorid) 16 pl (100 mM)
NaF (Natriumfluorid) 8 ul (200 mM)
NasVO4 (Natriumorthovanadat) 8 ul (200 mM)

RIPA-Puffer NaCl 438,3 mg (150 mM)
Tris-HCI 394,0 mg (50 mM)
Nonidet P 40 (=NP40/IGEPAL CA 630) 500,0 mg (1 %)
Deoxycholat (=Natriumsalz der Desoxycholsaure) 125,0 mg (0,25 %)
SDS (Sodiumdodecylsulfat) 50,0 mg (0,1 %)
ddH20 ad 50 ml

Technische Gerite:

HERAcell ® 150 Incubator

HERAsafe ® KS18

Vi-Cell™ XR Cell Viability Analyzer

Julabo® SW23 Schittelwasserbad

VWR® Mini Vortexer

VWR® Galaxy Mini Centrifuge/VWR® MiniStar silverline Centrifuge

Bandelin Sonopuls HD2070

Thermo Scientific Heraeus™ Fresco™ 21 Centrifuge/Heraeus™ Biofuge fresco

1.4. Passagieren und Mediumwechsel der Caco-2 Zellen

Die Caco-2 Zellen wurden ebenfalls in 75 cm?-Zellkulturflaschen mit Caco-2
Wachstumsmedium gezlchtet und zweimal pro Woche (montags und donners-
tags) passagiert. Dabei wurden die Zellen jeweils vor und nach der Passage im
Mikroskop auf ihr Wachstum und etwaige Kontaminationen Uberpruft und im In-
kubator bei 5 % CO2 und 37 °C gelagert.

Bei einer Konfluenz von ca. 80-90 % wurden die Caco-2 Zellen passagiert. Nach
der optischen Kontrolle wurde in der Sterilwerkbank zuerst das alte Medium ent-
fernt, bevor die Zellen mit 12 ml PBS gewaschen wurden. Anschliefend wurden
3 ml Trypsin/EDTA auf die Zellen pipettiert und die Flasche flr 5 min in den Inku-
bator gestellt. Danach wurden noch anhaftende Caco-2 Zellen durch sanftes
Klopfen abgeldst und 7 ml Medium zugegeben, um die Reaktion zu stoppen. Von
dieser Zellsuspension wurde ca. 1 ml in ein Vi-Cell™-Roéhrchen Gberfihrt und
dann im Vi-Cell™ XR Cell Viability Analyzer ausgezahlt. AbschlieBend wurden
montags 1 x 10® und donnerstags 0,5 x 108 lebende Zellen in eine neue 75 cm?-

33




B. MATERIAL UND METHODEN

Flasche mit 12 ml Wachstumsmedium ausgesat und diese dann in den Inkubator

gegeben.

Beim Medienwechsel, der mittwochs und freitags durchgeflihrt wurde, wurde das
alte Medium abgegossen und mit 12 ml Frischem ersetzt und anschliefend wie-
der inkubiert.

1.5. Aussaen der Caco-2 Zellen

Die Caco-2 Zellen wurden immer nur donnerstags im Anschluss an das Passa-
gieren ausgesat. Dazu wurde in jedes Well einer 12-Well-Platte mit einer auto-
klavierten Pinzette je ein Filtereinsatz eingesetzt. Daraufhin wurde apikal (in die
Filtereinsatze) je 0,5 ml, basolateral je 1,8 ml basolaterales Medium gegeben und
dieses 2 min einwirken gelassen, um den Filter zu befeuchten. Danach wurde
von den Membranen das Medium mit einer Gel-Ladespitze, die aufgesteckt auf
eine blaue Pipettenspitze mit dem Vakuumschlauch verbunden war, abgesaugt.
Darauffolgend wurden auf elf von zwolf Filtermembranen 0.06 x 108 Zellen pro
cm? ausgesét und durch sanftes Schitteln verteilt. Der zwolfte Filtereinsatz wur-
de nur mit basolateralem Medium geflllt, da dieser in den darauffolgenden Wo-
chen als Leerwert fur die TEER-Messung verwendet wurde. Die Platte wurde
anschlie3end fur 3 h in den Inkubator gestellt, damit die Zellen absinken und sich
an der Filtermembran anhaften konnten. Nach dieser Zeit wurde bereits das erste
Mal auf der apikalen Seite (im Filtereinsatz) das Medium gewechselt, um die
Ausbildung eines Multilayers zu verhindern. Dazu wurde wieder eine autoklavier-
te blaue Pipettenspitze in den Vakuumschlauch gesteckt und darauf eine Gel-
Ladespitze angebracht, mit der anschlielend langsam an der Innenseite des Fil-
tereinsatzes entlang bis knapp Uber die Filteroberflache gefahren wurde, um das
Medium abzusaugen. AnschlielRend wurde vorsichtig wieder je 0,5 ml basolatera-

les Medium auf die Zellen pipettiert und die Platte inkubiert.
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1.6. Mediumwechsel und TEER-Messung der ausgesaten
Caco-2 Zellen

Das Medium in den Platten wurde immer montags, mittwochs und freitags ge-
wechselt. Dabei wurde zuerst optisch auf Kontaminationen gepruft. Dann wurde
mit einer Gel-Ladespitze, die Uber eine blaue Pipettenspitze gesteckt und damit
mit dem Vakuumschlauch verbunden war, das alte Medium vorsichtig abgesaugt.
Dabei wurde zuerst mit dem Filtereinsatz ohne Zellen und dem dazugehoérigem
Well begonnen. Anschliefend wurde das Medium aus den restlichen Wells ent-
fernt und dann erst apikal das Medium aus den Filtereinsatzen abgesaugt. Die
ersten 7 Tage wurde die Platte unter symmetrischen Bedingungen kultiviert, das
hei3t sowohl apikal als auch basolateral wurde ausschlielich basolaterales Me-
dium verwendet. Am darauffolgenden Mittwoch wurde auf asymmetrische Bedin-
gungen umgestellt, weswegen nach dem Absaugen des alten Mediums als Ers-
tes in die Filtereinsatze 0,5 ml apikales Medium pipettiert und daraufhin in die
Wells 1,8 ml basolaterales Medium gegeben wurde, bevor die Platte erneut in

den Inkubator gestellt wurde.

Zusatzlich wurde wahrend der dreiwdchigen Kultivierung zweimal mittwochs vor
dem Mediumwechsel eine TEER-Messung (transepithelialer elektrischer Wider-
stand, transepithelial electric resistance) durchgefuhrt, um die Dichte des Zellver-
bandes zu Uberprifen. Das Voltohmmeter wurde Dienstag abends mit einem
Netzkabel an eine Steckdose angeschlossen, um den Akku aufzuladen. Am
Mittwoch wurde das Voltohmmeter ohne Netzkabel in die Sterilwerkbank gestellt
und angeschaltet. Die noch nicht angesteckte Elektrode wurde zur Desinfizierung
zuerst fur 20 min in ein Falcon mit 25 ml 70% Ethanol gestellt. Nach dem Her-
ausziehen der Elektrode lie man den Alkohol kurz verdunsten und wusch diese
nacheinander in 2 Réhrchen mit vorgewarmten ddH20. Anschlieliend wurde die
Elektrode bis zur Messung in ein Falcon mit vorgewarmtem apikalem Medium
gestellt. Nun wurde die Funktion auf Ohm umgestellt und die Elektrode ange-
schlossen und weitere 10 min gewartet. Wahrend dieser Zeit wurden apikal
300 ul apikales Medium je Well dazu pipettiert und die Platte wieder inkubiert,
damit die Elektrode beim spateren Messen gleichmaRig mit Medium bedeckt war.

Nach der Wartezeit wurde beginnend mit dem Well mit Filtereinsatz ohne Zellen
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die Messung gestartet, um den Widerstand des Filters alleine (Leerwert) zu be-
kommen. Danach wurden die Werte der anderen Einsatze gemessen und notiert,
um diese spater in einer Excel-Tabelle auswerten zu konnen. Zum Messen wur-
de dabei das kurzere Ende in dem Filtereinsatz und die langere Elektrode im
basolateralen Well platziert. Wenn notig, wurde die Elektrode an verschiedenen
Seiten des Einsatzes angesetzt um die Gleichmaligkeit der Zellschicht zu Uber-
prufen. Sollten sich dabei groliere Unterschiede zeigen, wurde der Mittelwert die-
ser Werte ermittelt und notiert. Nach der Messung wurde die Elektrode abge-
steckt und zuerst mit ddH20, dann mit 70% Ethanol und anschliel}end nochmals

mit ddH20 gewaschen und an einem dunklen Ort verstaut.

1.7. Stimulation der Caco-2 Zellen und Lysatherstellung

Aufgrund vorheriger Ergebnisse wurde beschlossen auf den zwei Platten einen
Zeitverlauf anzulegen. Dazu wurde am 18. Tag der Kultivierung der Platte mor-
gens eine TEER-Messung durchgefuhrt und danach beginnend mit dem Well
ohne Zellen das alte Medium abgesaugt. Die Zellen wurden anschlieRend zwei-
mal mit PBS gewaschen und auf serum-freies Medium gewechselt. Apikal wurde
dabei 0,5 ml einer Mischung aus 500 ml DMEM ohne Phenolrot mit 4,5 g/l Gluco-
se mit 5 ml L-Glutamin und 5 ml 100x NEAA (Nicht essentielle Aminosauren) auf
die Zellen pipettiert. Fur die basolaterale Seite wurde 0,5 g BSA (Bovines Serum
Albumin) in 100 ml der obigen Mischung (FBS-freies DMEM) gegeben und geldst
und je 1,5 ml davon in jedes Well eingeflllt. So wurde die Platte weitere 24 h in-
kubiert. Am 19. Tag wurden die ersten zwei Wells, am 20. Tag die nachsten drei,
und am 21. Tag morgens zuerst die weiteren drei und 2 h spater die letzten drei
mit den entsprechenden Substanzen behandelt. Die Stimulation folgte immer
demselben Schema: Zu Beginn wurde die Substanzmischungen zur Behandlung
vorbereitet, wobei jeweils 0,6 ul der entsprechenden 1000x konzentrierten Sub-
stanz mit 300 pl FBS-freiem DMEM verdinnt wurden, womit die Substanzen nur
noch 2x konzentriert waren. Daraufhin wurden das Medium aus den entspre-
chenden Wells basolateral und apikal abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen. Dann wurden die Wells apikal mit 250 pl und basolateral mit 1,5 mli

FBS-freiem DMEM geflllt. Zum Schluss wurde in die entsprechenden Filterein-
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satze je 250 yl der gewunschten Substanzmischung dazu pipettiert und die Platte
sanft bewegt, um eine gleichmallige Verteilung der Substanzen zu gewahrleis-

ten. Das Behandlungsschema mit Zeitverlauf ist in der Abbildung 7 dargestellt.

Am 21. Tag wurde die Zelllysate hergestellt. Dazu wurde der NP40-Lysepuffer
zusammengemixt und auf Eis gestellt. Bei der ersten Platte wurden nun das api-
kale und das basolaterale Medium in je ein eigenes Eppendorfgefal’ transferiert.
Da jedoch das gesuchte Protein in den Uberstéanden nicht nachweisbar war, wur-
den diese bei der zweiten Platte einfach abgesaugt. Danach wurden die Zellen
einmal mit kaltem PBS gewaschen. Daraufhin wurde der Einsatz ohne Zellen
weggeworfen und je 150 pl von dem zuvor bereiteten Lysepuffer in die Filterein-
satze mit den Zellen pipettiert. Nun wurde der Deckel wieder auf die Platte auf-
gesetzt und diese auf Eis gestellt. Diese Eisbox wurde fur 30 min in einen Kihl-
raum bei geringer Stufe auf einen Laborschuttler gestellt. Wahrenddessen wurde
die Zentrifuge auf 4 °C heruntergekuhlt. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen
mit je einer frischen Impféhse von der Filtermembran geldst und die Lysate in
neue 1,5 ml-Eppis Uberfuhrt und auf Eis gestellt. Die Eppis wurden flr 20 min bei
4 °C und bei 13000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und die Uberstande
nachfolgend in neue Eppendorfgefale transferiert und diese und der verbleiben-

de Lysepuffer bei -20 °C verstaut. Die bendtigten Materialien und Gerate fur das

Arbeiten mit den Caco-2-Zellen sind in Tabelle 2 verzeichnet.

Abbildung 7: Stimulationsschema der Caco-2 Platte
(Endkonzentrationen: DMSO 0,1 %, GW4064 3 pM, 2780 10 pM)
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Tabelle 2: Material und Geréte fur das Passagieren, Aussaen und die Stimulation der Zellen so-
wie der Lysatherstellung (Konzentrationen der Medienbestandteile in den Klammern sind End-

konzentrationen)

Caco-2 Wachstums-

medium

L-Glutamin

100x NEAA (Nicht essentielle Aminosauren)
FBS, hitzeinaktiviert

EMEM ohne Glutamin (Lonza)

5 ml (2 mM)
5ml

100 ml (20 %)
400 ml

Basolaterales Medium L-Glutamin 5ml (2 mM)
Penicillin & Streptomycin 5 mi (100 U/ml &
100x NEAA (Nicht essentielle Aminosauren) 100 pg/ml)
FBS, hitzeinaktiviert 5 ml
EMEM ohne Glutamin (Lonza) 100 ml (20 %)

400 ml

Apikales Medium L-Glutamin 5ml (2 mM)
Penicillin & Streptomycin 5ml (100 U/ml &
100x NEAA (Nicht essentielle Aminosauren) 100 pg/ml)
EMEM ohne Glutamin (Lonza) 5ml

500 ml

FBS-freies DMEM L-Glutamin 5 ml (2 mM)
100x NEAA (Nicht essentielle Aminosauren) 5 ml
DMEM ohne Phenolrot mit 4,5 g/l Glucose 500 ml

FBS-freies DMEM mit FBS-freies DMEM (Lonza) 100 ml

0,5 % BSA BSA (Bovines Serum Albumin) 0,59

NP40-Puffer NaCl 150mM
HEPES 50mM
NP40 (=IGEPAL CA 630) 1%
pH 7,4

NP40-Lysepuffer NP40-Puffer 1880 pl
Complete 80 pl (25mM)
PMSF 20 pl (100mM)
NaF 10 pl (200mM)
NasVOs 10 pl (200mM)

Technische Gerate:

HERAcell ® 150 Incubator

HERAsafe ® KS18

Vi-Cell™ XR Cell Viability Analyzer
Julabo® SW23 Schiittelwasserbad

VWR® Mini Vortexer

VWR® Galaxy Mini Centrifuge/VWR® MiniStar silverline Centrifuge
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Thermo Scientific Heraeus™ Fresco™ 21 Centrifuge/Heraeus™ Biofuge fresco

2. Bradford Bestimmung

Die Bradford Bestimmung ist eine nach dem US-amerikanischen Biochemiker
Marion M. Bradford benannte Methode, um Proteine photometrisch zu quantifi-

zieren.

2.1. Prinzip

Bei dem Bradford Test handelt es sich um eine kolorimetrische Bestimmung der
Proteinlevel in einer Probe, bei der sich der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-
250 (siehe Abbildung 8) in saurer Losung an die einzelnen Proteine anlagert, in-
dem es mit den kationischen und unpolaren Seitenketten Komplexe bildet.
Dadurch kommt es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von
465 nm (Farbstoff ohne Protein) zu 595 nm (Farbstoff mit Protein), da das Farb-
stoffmolekul in seiner unprotonierten, anionischen Sulfonatform stabilisiert wird

und dadurch blau erscheint.

(
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Abbildung 8: protonierte (ungebundene) Form des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blue
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2.2. Durchfiihrung

Fir die Bestimmung wurden je 50 pl einer 1:10 Verdlinnung mit ddH20 der ein-
zelnen Proben und 500 pl einer 1:10 Verdlinnung des entsprechenden Lysepuf-
fers mit ddH20 hergestellt. Als Nachstes wurde das Bradfordreagens durch Mi-
schen der Roti®-Quant-Lésung mit ddH20 im Verhaltnis 1+3,75 in einem 50 ml
Roéhrchen hergestellt. Die Probenbestimmung erfolgte in einer 96-well Platte, wo-
bei sowohl die BSA-Standards als auch die Proben jeweils als Triplets aufgetra-
gen wurden, um etwaige Ausreiler erkennen zu kdnnen. Dazu wurden die Stan-
dards in den ersten drei Reihen von links aufgetragen, wobei zuerst je 5 ul der
Probenpufferverdinnung in jedes Well dieser drei Reihen pipettiert wurde. Auf
der Probenseite wurde je 10 yl ddH20 vorgelegt und darauffolgend je 5 pl der
Probenverdinnung in die entsprechenden wells dazupipettiert. Um die BSA-
Standardkurve zu erhalten wurde in die oberste Reihe (A=Blank) 10 ul ddH20, in
alle weiteren Reihen ein bereits vorgemischter BSA-Standard in aufsteigender
Konzentration (Endkonzentrationen: B=2,5ug/ml, C=5 ug/ml, D=7,5 pug/ml,
E=10 pg/ml, F=15 pg/ml, G=20 pg/ml, H= 25 ug/ml) pipettiert. Dieses Pipettier-
schema ist in Abbildung 9 dargestellt. Danach wurde das Bradfordreagens nach
erneutem kurzen Mischen auf dem Vortexmischer in eine Pipettierwanne transfe-
riert und von dieser mit einer Multikanalpipette revers vorsichtig je 190 ul der L6-
sung in die entsprechenden Wells gegeben, bevor die Platte fur 5-10 min auf ei-
nen Ruttler bei niedriger Stufe gestellt wurde. In der Zwischenzeit wurde das Ge-
rat gestartet und das Programm flr den Tecan Sunrise am Computer geotffnet
und nach Ablauf der Zeit wurde die Absorption der einzelnen Wells bei 595 nm

vermessen und ausgewertet.
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BSA Standards Proben

d | | 0000000

Abbildung 9: Pipettierschema fiir Bradford Test mit 6 Proben

2.3. Auswertung

Am Computer wurden die Mittelwerte der Triplikate gebildet und nach Erstellung
einer Eichgerade mit den BSA-Standardwerten die Proteinkonzentrationen der
einzelnen Proben ermittelt. Nach Einbeziehung des Verdinnungsfaktors wurden
die Konzentrationen pro ul berechnet und daraus die Werte abgeleitet, um von
jeder mit Probenpuffer verdinnten Probe genau 20 bzw. 30 ug Protein auf das
Gel auftragen zu koénnen. Alle bendtigten Materialien, Gerate und Programme

sind in Tabelle 3 vermerkt.

Tabelle 3: Materialien, Gerate und Programme fir Bradford Test

Bradford-Reagens

fur 6 Proben Roti®-Quant (Roth) 2ml
ddH20 7,5 ml

fur 12 Proben Roti®-Quant (Roth) 4 mi
ddH20 15 ml

Technische Gerate und Programme:

WPI EVOM2

VWR® Mini Vortexer
VWR® Galaxy Mini Centrifuge/VWR® MiniStar silverline Centrifuge
IKA® Vibrax® VXR Basic
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Tecan Sunrise microplate reader
XFluord™ Software

Microsoft Excel

3. Gelelektrophorese

FUr das Prinzip der (tragerlosen) Elektrophorese wurde Arne Tiselius bereits
1948 mit dem Nobelpreis fur Chemie ausgezeichnet. Es ist ein Verfahren zur Auf-
trennung unterschiedlicher, geladener Molekule im elektrischen Feld. Daraus ist
als Weiterentwicklung die Gelelektrophorese entstanden, welche am haufigsten

fur die Auftrennung von DNA, RNA oder Proteinen genutzt wird.

3.1. Prinzip

Das Prinzip der Elektrophorese beruht darauf, dass unterschiedliche Molekule
beim Anlegen einer Spannung solange entlang des elektrischen Feldes wandern
bis sie ihren isoelektrischen Punkt erreicht haben. Dieser ist abhangig von der
GrolRe und den funktionellen Gruppen des Molekils. Bei der Gelelektrophorese
werden die Proteine zusatzlich durch das immer engmaschiger werdende Gel
getrennt, weil so die groReren Proteine starker zurtickgehalten werden und nur
die Kleineren weiter entlang des elektrischen Feldes wandern kénnen. Zur Auf-
trennung von Proteinen ausschlielllich nach der GroRe wird eine SDS-PAGE
(Natriumdodecylsulfat - Polyacrylamid Gelelektrophorese) durchgefuhrt, bei der
sich SDS um die einzelnen Proteine legt und somit die Eigenladung dieser Uber-
deckt und die Proteine linearisiert, wodurch diese dann nicht nach Ladung, son-

dern ausnahmslos nach der Grof3e im elektrischen Feld getrennt werden.

3.2. Probenvorbereitung fiir die Gelelektrophorese

Um die Proben fur die Gelelektrophorese vorzubereiten, wurden jeweils 60 pl der
Proben in neue 1,5 ml-Eppendorfgefalde pipettiert. Danach wurde eine entspre-
chende Menge 3x SDS-Probenpuffer mit B-Mercaptoethanol im Verhaltnis 51+9
frisch zusammengemischt und je 30 pl dieser Mischung in jedes Eppi dazupipet-

tiert und alle Eppis gevortext. Anschlie3iend wurden die Proben bei 95 °C 10 min
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lang erhitzt, um die Proteine zu denaturieren, mit Ausnahme der Proben, die fur
die Detektion von ABCA1 genutzt wurden, da ABCA1 Aggregate bildet, die beim
Erhitzen zerfallen und diese dann im Western Blot als mehrere Banden erschei-
nen wurden. Abschliel3iend wurden die Eppis kurz in eine kleine Zentrifuge gege-
ben, um die am Deckel kondensierten Tropfen wieder mit der restlichen Probe zu

vereinen, und zum Schluss bei -20 °C gelagert.

3.3. Gele gief3en

Fir jedes Gel wurden je eine groere Glasplatte mit Abstandhaltern und je eine
kleinere Glasplatte mit 70 % Ethanol (EtOH) von etwaigen Gelrlickstanden befreit
und gereinigt. Danach wurden die beiden Platten Ubereinandergelegt und dieses
Platten-Sandwich vorsichtig mit der kleineren Platte nach vorne zeigend zuerst in
die Klammer und mit dieser in weiterer Folge gerade in die Halterung einge-
spannt. Nun wurde das Trenngel in der entsprechenden Konzentration vorberei-
tet, wobei jene von der Gro3e des zu detektierenden Proteins abhangig war (fur
sehr grofl’e Proteine mit einer Masse von mehr als 100 kDa ein 7,5 % Gel, fur
jene mit nur 20-70 kDa ein 10% Gel). Dazu wurden ddH20, Tris Puffer pH 8,8,
Polyacrylamid 30% und 10 % SDS vermischt und durch Zugabe von 10 % APS
(Ammoniumperoxodisulfat) und TEMED (Tetramethylethylendiamin) wurde die
Polymerisation gestartet. Nun wurde das Trenngel mdglichst zlgig und luftbla-
senfrei mit einer 5 ml-Pipette in den Spalt zwischen den Glasplatten pipettiert bis
das noch flissige Gel ungefahr 5-10 mm Uber die Oberseite der Biorad-Klemme
hinausragte. Dann wurde das Gel mit Isopropanol Uberschichtet und fir ca. 1 h

stehen gelassen, damit es auspolymerisieren konnte.

Nach Ablauf der Zeit wurde pro Gel je ein Kamm mit 70 % EtOH gereinigt und
zur Seite gelegt, wobei fur die Caco-2 Proben Kamme mit 15, fur die HepG2 Pro-
ben Kdmme mit nur 10 Vertiefungen verwendet wurden. Vor der Vorbereitung
des Sammelgels wurde der sich auf dem Gel befindliche Isopropanol abgegos-
sen und die Geloberflache mindestens zweimal vorsichtig mit ddH20 gespuilt.
Nachher wurden die Innenseite der Glasplatten und die Geloberflache so gut wie

madglich mit einem Papiertuch getrocknet. Nun wurde das Sammelgel zusam-
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mengemischt daraufhin moglichst luftblasenfrei mit einer 5 ml-Pipette Uber das
bereits polymerisierte Trenngel pipettiert bis der Zwischenraum der Platten ein
wenig Uberflllt war. Nach dem Entfernen etwaiger Luftblasen mit der Pipette
wurde der Kamm leicht schrag angesetzt und vorsichtig mit sanften Ruittelbewe-
gungen, um mogliche Blasen an der Unterseite der Probentaschen zu vermei-
den, nach unten bewegt, bis er schliellich einen geraden Abschluss mit den Plat-
ten bildete. Nach erneut ca. 1 h Polymerisation konnte das Platten-Sandwich aus
der Apparatur und der Klammer entnommen werden und wurde nach einer kur-
zen Reinigung der Glasplatten mit ddH20 in ein Stuck Papiertuch eingewickelt.
Dieses Paket wurde vorsichtig mit destilliertem Wasser befeuchtet und in eine gut
verschlieBbare Plastiktlite gegeben und abschlieRend im Kihlschrank flr bis zu

einer Woche gelagert.

3.4. Elektrophoretische Auftrennung

FUr die Elektrophorese wurden zuerst die mit dem Probenpuffer vermischten
Proben und der GroRenmarker aufgetaut. Anschliefend wurden die gegossenen
Gele mit den Kdmmen nach innen zeigend in die Elektrophoresekammer einge-
spannt und in den Puffertank eingehangt. Danach wurde 1x Epho-Puffer zwi-
schen die Platten gegossen, bis dieser an der AulRenseite der Gele bis knapp
Uber der Hohe des innenliegenden Drahtes gereicht hatte. Die K&mme wurden
vorsichtig gerade nach oben herausgezogen und die entstandenen Vertiefungen
mittels einer Pipette mit dem Epho-Puffer gespllt. Die Proben wurden hierauf
gevortext und kurz abzentrifugiert. Nun wurde, sofern nicht alle Probentaschen
gebraucht wurden, die zweite Probentasche von links mit 5 pl Grélienmarker ge-
fullt und anschlieRend die einzelnen Proben nach rechts weitergehend aufgetra-
gen. In die verbleibenden ungefillten Vertiefungen wurde 5-10 pl 3x Probenpuffer
hinein pipettiert. Nach dem vollstandigen Beflllen der Probentaschen wurde
abermals das Level des Epho-Puffers kontrolliert und wenn ndétig noch etwas
nachgegossen. AbschlieRend wurde der Deckel aufgesetzt, wobei man auf die
richtige Anordnung der Pole achten sollte, und das Gerat auf konstant 50 mA fur
2 Gele eingestellt. Die komplette Auftrennung der Proteine dauerte ungefahr 60-

90 min, wahrenddessen immer wieder die Lauffront Gberpruft wurde, um ein Aus-
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laufen der Proteine aus dem Gel zu verhindern. Die Materialien und Gerate flur
die Vorbereitung und Durchfihrung der Elektrophorese sind in Tabelle 4 ange-

fahrt.

Tabelle 4: Materialien und Gerate fir Gelelektrophorese

3x SDS-Probenpuffer 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 37,5 ml
SDS 6,09
Glycerin 30,0 ml
Bromphenolblau 15,0 mg
ddH20 ad 100 ml
Trenngel 7,5 % ddH20 3,675 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,875 ml
Menge fir 1 Gel 30 % Polyacrylamid (PAA) 1,875 mi
(=Rotiphorese Gel 30)
10 % SDS 75 pl
APS 10 % 37,5 pl
TEMED 7,5 pl
Trenngel 10 % ddH20 3,05 ml
Tris Puffer pH 8,8 1,875 mi
Menge fiir 1 Gel 30 % Polyacrylamid (PAA) 2,5ml
10 % SDS 75 ul
APS 10 % 37,5 pl
TEMED 7,5 pl
Sammelgel ddH20 2,62 ml
1,25 M Tris-HCI pH 6,8 375 pl
Menge fiir 1 Gel 30 % Polyacrylamid (PAA) 640 pl
10 % SDS 37,5 pl
APS 10 % 37,5 pl
TEMED 7,5l
1x Epho-Puffer 10x Epho-Puffer 100 ml
ddH20 900 ml
10x Epho-Puffer Tris-Base 3049
Glycin 144 g
SDS 1049
ddH20 Ad 1000 ml

Technische Gerate:

Eppendorf® Thermomixer Compact

VWR® Mini Vortexer

VWR® Galaxy Mini Centrifuge/VWR® MiniStar silverline Centrifuge




B. MATERIAL UND METHODEN

Bio-Rad PowerPac™ HC/Bio-Rad PowerPac™ Basic
IKA® RCT Basic Magnetrihrer
IKA® Vibrax® VXR Basic

4. Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur qualitativen und semiquantitativen Pro-
teinbestimmung. Sie wurde bereits 1979 von J. Renart entwickelt und noch im
selben Jahr von Harry Towbin vereinfacht und weiterentwickelt, obwohl der Na-
me ,Western Blot“ erst 1981 von W. Neal Burnette zur Beschreibung dieser Me-
thode verwendet wurde. Als Western Blot bezeichnet man den Transfer der
durch Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine feste Tragermembran
und die anschlielRende Detektion dieser Proteine. Haufig werden allerdings nur
einzelne Proteine mittels Antigen-Antikorper-Reaktion (AG-AK-Reaktion) nach-

gewiesen.

4.1. Prinzip

Die durch Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine werden erneut in ein elektri-
sches Feld eingebracht, wodurch sie wieder entlang dieses Feldes in Richtung
des Pluspols wandern und so auf die feste Tragermembran Ubertragen werden.
Daraufhin werden die verbliebenen freien Stellen mit 5 % fettfreier Milch blockiert.
Zum Nachweis der gewunschten Proteine auf der Membran werden diese an-
schlieliend mit dem primaren Antikérper markiert, an welchen daraufhin der zwei-
te AK andockt. Der zweite Antikorper ist mit dem Enzym Meerrettichperoxidase
(HRP, Horseradish peroxidase) konjugiert, das bei der Zugabe der ECL-LAsung
das darin enthaltene Luminol mit H202 umsetzt, wobei Licht emittiert wird, wel-

ches zum Nachweis dient. Diese Reaktion ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Umsetzung von Luminol mit H202 durch HRP
Modifiziert nach http://www.michdiag.com/images/1.jpg (abgerufen am 8.11.2017)

4.2. Ubertragen der Proteine auf die Membran

Pro Gel wurde je eine Membran vorbereitet, indem sie nach der Beschriftung fir
ca. 1 min in Methanol und darauffolgend bis zum Auflegen auf das Gel in
1x Blotting-Puffer eingelegt wurde. Danach wurde der gefrorene Kuhlakku in den
Puffertank und die Apparatur zum Einsetzen der Blottingklammern eingehangt
und ein mittelgroRes Ruhrfischchen am Boden des Tanks eingebracht. Nun wur-
de die Elektrophoresekammer gedffnet und die Platten herausgenommen. Durch
Abheben einer Glasplatte und anschlieRendes Abtrennen des Sammelgels wur-
den die Gele fur das Blotting vorbereitet. Dann wurde das sogenannte ,Blotting-
Sandwich” gebildet: Erst wurde ein mit Blotting-Puffer getrankter Schwamm und
darauf ein ebenfalls getranktes Filterpapier auf die Klammer gelegt. Anschlie-
Rend wurde das Gel auf das Filterpapier gelegt. Auf das Gel wurde nun die
Membran vorsichtig mit einer Pinzette aufgelegt, um die Bildung groRerer Luft-
blasen zu verhindern. Auf die Membran wurde ein weiteres getranktes Filterpa-
pier aufgelegt und mit einer diinnen Plastikpipette vorsichtig etwaige Luftblas-
chen ausgestreift. Zum Abschluss wurde ein weiterer Schwamm darauf platziert
und die Klammer geschlossen und mit dem Verschluss nach unten und mit der
Unterseite Richtung der schwarzen Seite der Apparatur eingespannt. Abschlie-
Rend wurde der Tank auf den Magnetrihrer gestellt mit Blotting Puffer gefllt bis
der Puffertank randvoll war. Schliel3lich wurde der Deckel entsprechend der Pole
aufgesetzt und das Gerat auf 100 V konstant fur 90-105 min programmiert und

gestartet.
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4.3. Detektion mittels AG-AK-Reaktion

Nach Ablauf der Zeit stoppte das Gerat automatisch und konnte ausgeschaltet
werden. Dann wurde pro Membran eine kleine Wanne mit 5 % fettfreie Milch in
1x TBS-T vorbereitet. Anschlieend wurden die Blotting-Sandwiches herausge-
nommen und zerlegt, damit die Membranen mit einer Pinzette abgehoben und in
die Wanne mit Milch gelegt werden konnten. Die Wannen wurden daraufhin bei
geringer Stufe fur 2 h auf den Ruttler gestellt. In der Zwischenzeit wurden die An-
tikdrper nach den Empfehlungen des jeweiligen Herstellers mit 5 ml des entspre-
chenden Ldsungsmittels in einem 50 ml Réhrchen durch sanftes Schwenken
hergestellt. Die entsprechenden Verdinnungen der Antikorper sind in Tabelle 6

angefuhrt.

Nach der Zeit auf dem Ruttler wurde die Milch vorsichtig abgegossen und die
Membranen einmal mit 1x TBS-T gespult und anschliel’end dreimal mit 1x TBS-T
auf dem Ruttler bei mittlerer Stufe gewaschen. Nach diesen Waschgangen wur-
den die Membranen mit einer Pinzette durch sanftes Nachvornebiegen der Sei-
ten in die Réhrchen mit der primaren AK-Lésung transferiert, wobei zu beachten
war, dass die Seite mit den geblotteten Proteinen nach innen zeigte und somit
die AK-L6sung gut daruber flielen konnte. Nun wurden die Rohrchen uber Nacht

bei 4 °C in einen Rotor bei ca. 12-15 Umdrehungen pro Minute eingespannt.

Am darauffolgenden Tag wurden die Membranen erneut in einer Wanne mit
1x TBS-T gespult und 3x 10 min wie oben beschrieben gewaschen. Danach wur-
den die Membranen in die Rdhrchen mit der sekundaren AK-LOsung gegeben
und bei ca. 12-15 Umdrehungen pro Minute bei Raumtemperatur (RT) rotiert. Im
Anschluss daran wurden die Membranen wieder mit 1x TBS-T gespdult und
3x 10 min damit gewaschen. Derweil wurde der LAS3000™ eingeschaltet und in
einem 15 ml Réhrchen 9 ml ddH20 und 1 ml Tris Puffer pH 8,5 mit 50 pl Luminol,
22 yl para-Cumarsaure und 3 pl H202 vermischt (ECL-Lésung). Nachdem das
TBS-T aus dem letzten Waschgang entfernt wurde, wurde die fertige ECL-
Lésung uber die Membran gegossen und die Wanne mit einem Deckel ver-
schlossen. Daraufhin wurde die Wanne nochmals flr 1 min auf den Rdattler ge-
stellt und daraufhin im LAS3000™ detektiert. Anschliel3end wurde die Entwickler-
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I6sung abgegossen und zuerst nochmal mit 1x TBS-T fur 10 min gewaschen,
bevor der Antikdrper fur 12 min auf dem Ruttler mit 0,5 M NaOH von der Memb-
ran geldst wurde. Dann wurde abermals dreimal mit 1x TBS-T gewaschen und
die Membran in ein 50 ml Rohrchen mit dem primaren AK gegen Aktin gegeben

und Uber Nacht im Kihlschrank rotiert.

Am nachsten Tag wurde die Membran wieder gewaschen, danach mit dem se-
kundaren Antikorper 2 h bei RT rotiert und nach erneutem Waschen im
LAS3000™ ausgewertet. Anschlielend wurde einmal mit 1x TBST fur 10 min auf
dem Ruttler gewaschen, dann wurden die Antikdrper in 12 min mithilfe von 0,5 M
NaOH entfernt und erneut zweimal mit 1x TBST und danach einmal mit ddH20
gewaschen. AbschlieRend wurde die Membran kurz mit ddH20 gespult und in
eine trockene Wanne transferiert und 24 h in einer Lade ausgetrocknet, bevor die
Membranen in einer Wanne mit Deckel im Kihlschrank gelagert wurden. Die fur

den Western Blot bendétigten Materialien und Gerate sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Materialien und technische Geréate fiir den Western Blot und den Nachweis der Protei-
ne auf der Membran

1x Blotting-Puffer 5x Blotting-Puffer 200 ml
Methanol 200 ml
ddH20 600 ml
5x Blotting-Puffer Tris-Base 15.169 g
Glycin 729¢g
ddH20 ad 1000 ml
1x TBS-T (Tris buffered saline Tween- 10x TBS-T pH 8,0 100 ml
20) ddH20 900 ml
10x TBS-T pH 8,0 Tris-Base 30g
NaCl 1119
Tween 20 10 ml
ddH20 ad 1000 ml
ECL Entwicklerlésung ddH20 9ml
1 M Tris Puffer pH 8,5 1 ml
Luminol 50 pl (~250 mM)
p-Cumarsaure 22 pl (~90 mM)
H20:2 3l

Technische Gerate:

Bio-Rad PowerPac™ HC/Bio-Rad PowerPac™ Basic

49




B. MATERIAL UND METHODEN

IKA® RCT Basic Magnetrihrer

IKA® Vibrax® VXR Basic

Intelli-Mixer RM-2L Rollmischer/Rotator

VWR® Mini Vortexer

VWR® Galaxy Mini Centrifuge/VWR® MiniStar silverline Centrifuge

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper und deren Eigenschaften

Target (Firma + Katalognum- | Art des Antikorpers Molekular- | Verdiinnung

mer) gewicht

ABCA1 (Novus Biologicals | Rabbit, polyklonal ~220 kDa 1:500 in 1x TBS-T
#B400-105)

ABCG8  (Novus Biologicals | Mouse, monoklonal ~60 kDa 1:1000 in 5 % Milch
#NBP1-90329)

EGF19 (R&D Systems #MAB969) | Mouse, monoklonal ~21 kDa 1:500 in 1x TBS-T
NPC1L1 (Cell Signaling #5058 S) | Rabbit, polyklonal ~140 kDa 1:1000 in 5 % BSA
SHP (R&D Systems PP-#N7519- | Mouse, monoklonal ~30 kDa 1:1000 in 5 % Milch
00)

SRB1 (Novus Biologicals | Rabbit, polyklonal ~82 kDa 1: 500 in 1x TBS-T
#NB400-104)

Aktin (#mpbio 69100) Mouse, monoklonal ~42 kDa 1:10000 in 1x TBS-T
Anti-mouse 1gG (Cell Signaling | Mouse, sekundarer AK 1:1000 in 5 % Milch
#7074 S)

Anti-rabbit 1gG (Cell Signaling | Rabbit, sekundarer AK 1:1000 in 5 % Milch
#7076 S)

5. Statistik

Die Statistik wurde mithilfe der Software GraphPAD Prism™ Version 4.03 be-
rechnet. Dabei wurde je eine Substanz mit DMSO (der Negativkontrolle) vergli-
chen und um die statistische Signifikanz zu ermitteln ein zweiseitiger t-Test fur
abhangige Stichproben durchgefuhrt. Dabei wurden nur Unterschiede mit p<0,05
als signifikant gewertet. Da die Werte der einzelnen Proben oftmals sehr vonei-
nander abwichen und die daraus resultierenden Standardabweichungen sehr
hoch waren, wurde vor der Anwendung des t-Tests eine Normalisierung durchge-

fihrt, um die interexperimentellen Schwankungen zu verringern.
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C. RESULTATE

1. Ergebnisse der HepG2-Western Blots

Der Farnesoid X Rezeptor greift unter anderem stark in den Gallensauren- und
Cholesterinstoffwechsel ein. Aus diesem Grund wurden die Cholesterintranspor-
ter ABCA1, ABCG8 und SRB1, die in der Leber fur die Cholesterin-Homodostase
zustandig sind [86, 120, 235], sowie das Protein SHP, das die Produktion der
Gallensauren reguliert [167, 168], ausgewahlt, um den Einfluss des FXR-
Agonisten 2780, einem Leoligin-Derivat, auf deren Expressionsrate zu testen.
Dazu wurden die HepG2 Zellen mit DMSO (Negativkontrolle), GW3965, CDCA,
GW4064, T0901317 und dem Leoligin-Derivat 2780, das von der Arbeitsgruppe
Marko Mihovilovic (TU Wien) bereit gestellt wurde, behandelt. GW3965 und
T0901317 dienten dabei als Positivkontrolle fiir LXR-mediierte Anderung der Ex-
pression verschiedener Proteine [186, 187], wohingegen Chenodesoxycholsaure
(CDCA) als starkster endogener Ligand und der volle, synthetische Agonist
GW4064 als Positivkontrollen fir FXR fungierten [40, 208]. Die Zelllysate wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf eine feste Tragermembran
Ubertragen, und dort dann mit den entsprechenden Antikdrpern nachgewiesen.

Aktin wurde jeweils als Ladekontrolle verwendet.

1.1. ABCA1

Es ist bekannt, dass es durch eine Aktivierung des Liver X Rezeptor zu einer
vermehrten Produktion des Proteins ABCA1 kommt [236]. Die Gabe von FXR-
Agonisten wiederum bewirkte in zwei verschiedenen Mausmodellen einerseits
eine Erhéhung der Expression der mMRNA von ABCA1, andererseits jedoch flhrte
sie Uber die Induktion der miRNA-144 zu einer deutlichen Verringerung der
ABCA1-Level [237, 238]. In Abbildung 11 und 12 ist das Ergebnis der Immuno-
blots der Proben mit dem ABCA1 Antikdrper graphisch dargestellt. So erhdhten
die beiden LXR-Agonisten GW3965 und T0901317 wie erwartet die ABCA1 Kon-
zentration signifikant. Eine Behandlung mit FXR-Agonisten fuhrte zu keinem An-

stieg dieser Level. Da jedoch die Zellgesundheit unter dem Mikroskop (vermutlich
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aufgrund der hoheren Substanzkonzentration) sichtlich beeintrachtigt war und
einige Wells daraufhin aufgrund sehr geringer Proteinlevel im Bradford Test in
der Elektrophorese auch nicht ausgewertet werden konnten, wurden in den nach-
folgenden Experimenten die Substanzkonzentrationen verringert. Trotz dieser
Umstande zeigten die Positivkontrollen flur LXR eine deutliche, signifikante Stei-
gerung der ABCA1-Level im Vergleich zu DMSO und da die Substanzen in die-
sen Konzentrationen haufig angewendet werden, ist davon auszugehen, dass
diese nicht toxisch wirken. Aus diesem Grund wurden auch die Versuche nicht

noch einmal mit den geringeren Substanzkonzentrationen wiederholt.

HepG2 ABCA1

*

2+ __hs ns

ABCA1/Actin
DMSO normalisiert

n=3 fur CDCA, GW4064, T0901317
n=4 fur DMSO, GW 3965, 2780

Abbildung 11: ABCA1 Proteinlevel in HepG2 Zellen nach Behandlung mit diversen Verbin-
dungen

HepG2 Zellen wurden mit den in der Abbildung genannten Substanzen in den angegebenen Kon-
zentrationen 48 h lang behandelt. Nach der Lysatherstellung wurden diese elektrophoretisch auf-
getrennt und die Proteine anschlieRend auf eine feste Tragermembran Ubertragen und darauf mit
dem entsprechenden Antikérper nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde Aktin verwendet und die
daraus resultierenden Werte auf 0,1 % DMSO normalisiert. Fir die Statistik wurde ein zweiseiti-
ger t-Test fur abhangige Stichproben angewendet. ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; ns:
nicht signifikant. Bei den gezeigten Werten handelt es sich um die Mittelwerte + Standardabwei-
chungen aus 4 Versuchen.
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Abbildung 12: Ausschnitt des ABCA1 Proteins/Aktin eines HepG2 Western Blots
Das ABCA1-Protein wurde bei ~250 kDa statt bei ~220 kDa nachgewiesen und ausgewertet.

1.2. SHP

Durch die Stimulation von FXR kommt es in der Leber zur Bildung von SHP
[168]. Uber den Einfluss von LXR-Agonisten auf die SHP-Level ist derzeit nichts
bekannt. Die Ergebnisse der durchgeflihrten Western Blots sind in Abbildung 13
und 14 dargestellt. So zeigte sich, dass der synthetische volle FXR-Agonist
GW4064 wie erwartet eine signifikante Steigerung bewirkt. Erstaunlicherweise
kam es durch den dualen LXR/FXR-Agonist T0901317 ebenfalls zu einem signi-
fikanten Anstieg von SHP, obwonhl dieser eine geringere FXR-agonistische Wir-
kung als GW4064 aufweist [187]. Die FXR-Agonisten CDCA und das Leoligin-
Derivat 2780 lieRen keinen deutlichen Anstieg von SHP erkennen, wobei dies
moglicherweise unter anderem daran liegt, dass diese beiden wesentlich schwa-
cher wirksam sind als GW4064 [239].
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Abbildung 13: SHP Proteinlevel in HepG2 Zellen nach Behandlung mit diversen Verbin-
dungen

HepG2 Zellen wurden mit den in der Abbildung genannten Substanzen in den angegebenen Kon-
zentrationen 48 h lang behandelt. Nach der Lysatherstellung wurden diese elektrophoretisch auf-
getrennt und die Proteine anschlieRend auf eine feste Tragermembran Ubertragen und darauf mit
dem entsprechenden Antikérper nachgewiesen. Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet und die
daraus resultierenden Werte wurden auf 0,1 % DMSO normalisiert. Fur die Statistik wurde ein
zweiseitiger t-Test flir abhangige Stichproben angewendet. ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05;
ns: nicht signifikant. Bei den gezeigten Werten handelt es sich um die Mittelwerte + Standardab-
weichungen aus 4 Versuchen.

DMSO CDCA GW3965 GW4064 T0901317 2780
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Abbildung 14: Ausschnitt des SHP Proteins/Aktin eines HepG2 Western Blots
Das SHP-Protein wurde wie erwartet bei ~30 kDa nachgewiesen und ausgewertet.

1.3.SRB1

Die SRB1-Level werden fur gewohnlich durch eine Aktivierung des Farnesoid X
Rezeptors hinauf reguliert [240, 241]. Aus diesem Grund erschien die Testung
dieses Proteins mit dem FXR-Agonisten 2780 in den HepG2 Zellen sinnvoll, je-
doch zeigt sich in Abbildung 15 und 16, dass eine Stimulation der Zellen weder

mit den FXR-Agonisten, noch mit den LXR-Agonisten in den entsprechenden
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Konzentrationen bei diesen Versuchen zu einer signifikanten Erniedrigung der

Proteinlevel von SRB1 gefuhrt hat.
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Abbildung 15: SRB1 Proteinlevel in HepG2 Zellen nach Behandlung mit diversen Verbin-
dungen

HepG2 Zellen wurden mit den oben genannten Substanzen in den angegebenen Konzentrationen
48 h lang behandelt. Nach der Lysatherstellung wurden diese elektrophoretisch aufgetrennt und
die Proteine anschlieRend auf eine feste Tragermembran Ubertragen und darauf mit dem ent-
sprechenden Antikdrper nachgewiesen. Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet und die daraus
resultierenden Werte wurden auf 0,1 % DMSO normalisiert. Fur die Statistik wurde ein zweiseiti-
ger t-Test fur abhangige Stichproben angewendet. ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; ns:
nicht signifikant. Bei den gezeigten Werten handelt es sich um die Mittelwerte + Standardabwei-
chungen aus 3 Versuchen.

DMSO CDCA GW3965 GW4064 T0901317 2780
C— - —— — S— am— | SRB1
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Abbildung 16: Ausschnitt des SRB1 Proteins/Aktin eines HepG2 Western Blots
Das SRB1-Protein wurde wie erwartet bei ~80 kDa nachgewiesen und ausgewertet.

1.4. ABCGS8

ABCGS8 wird indirekt Uber LXR reguliert. So sollte es durch eine Stimulation von
LXR zu erhdhten Level von ABCG8 kommen [242]. Im Gegensatz dazu kann es
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bei einer Aktivierung von FXR durch seine Agonisten zum einen zu einer LRH-1
mediierten Senkung der ABCG8 Niveaus kommen, zum anderen kann es zu ei-
ner Erhéhung von ABCGS8 flhren [242, 243]. Aufgrund des schlechten Anspre-
chens bei bereits durchgefihrten Western Blots mit Caco-2 Proben und der
schlechten Detektierbarkeit des Antikorpers, wurde nur ein einziger Immunoblot
mit diesem Antikorper gemacht. Das Ergebnis dieses Blots ist in Abbildung 17

und 18 graphisch aufbereitet.
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Abbildung 17: ABCGS8 Proteinlevel in HepG2 Zellen nach Behandlung mit diversen Verbin-
dungen

HepG2 Zellen wurden mit den oben genannten Substanzen in den angegebenen Konzentrationen
48 h lang behandelt. Nach der Lysatherstellung wurde dieses elektrophoretisch aufgetrennt und
die Proteine anschliefend auf eine feste Tragermembran Ubertragen und darauf mit dem ent-
sprechenden Antikdrper nachgewiesen. Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet und die daraus
resultierenden Werte wurden auf 0,1 % DMSO normalisiert.

DMSO CDCA GW3965 GW4064 T0901317 2780

Abbildung 18: Ausschnitt des ABCG8 Proteins/Aktin eines HepG2 Western Blots
Das ABCG8-Protein wurde als Doppelbande bei ~70 kDa und ~85 kDa statt als einzelne Bande
bei ~60 kDa nachgewiesen und ausgewertet.
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2. Ergebnisse der Caco-2 Western Blots

Die Caco-2 Zellen wurden als Zellkulturmodell fur den Darm verwendet. Da der
FXR-Rezeptor vor allem den Lipid- und den Gallensaurestoffwechsel beeinflusst,
wurden, um die Auswirkungen der FXR-agonistischen Wirkung des Leoligin-
Derivates 2780 auf spezifische Proteine im Darm zu testen, die Cholesterintrans-
porter ABCA1 und NPC1L1, die zur Homobostase des Cholesterin- und Lipid-
stoffwechsels beitragen [111, 235], und das Protein FGF19, das zwar im Darm
synthetisiert wird, jedoch die Gallensaureproduktion in der Leber beeinflusst
[141], ausgesucht. Als Testsubstanzen wurden LXR- und FXR-Agonisten ausge-
wahlt, da beide dieser nuklearen Rezeptoren bei einer Ligandenbindung stark in
jene Stoffwechselkreislaufe eingreifen [176]. Dazu wurden die Zellen einerseits in
friheren Experimenten mit DMSO (Negativkontrolle), GW3965, CDCA, GW4064,
T0901317, wobei GW3965 und T0901317 die LXR- [186, 187], CDCA und
GW4064 die FXR-Agonisten sind [40, 208], und dem Leoligin-Derivat 2780, das
von der Arbeitsgruppe Marko Mihovilovic (TU Wien) synthetisiert und bereitge-
stellt wurde, behandelt. Fur den Zeitverlauf andererseits wurden nur DMSO und
die beiden FXR-Agonisten GW4064 und CDCA verwendet, um festzustellen, ob
der Zeitpunkt der Stimulation einen Einfluss auf die Konzentration von FGF19 hat
und ob sich die gewahlten FXR-Agonisten als Positivkontrollen fur den Nachweis

einer FXR-Aktivierung im Western Blot eignen.

2.1. ABCA1

Die Expression des ABCA1-Transporters wird durch die Aktivierung von LXR
hochreguliert, wohingegen die FXR-Agonisten gemalf derzeitigem Wissensstand
zu keiner Erhéhung von ABCA1 fuhren sollten [235]. In Abbildung 19 und 20 ist
diese deutliche, signifikante Steigerung der ABCA1-Level im Vergleich zu der
Negativkontrolle (DMSQO) durch die LXR-Agonisten GW3965 und T0901317 er-
kennbar. Die FXR-Agonisten CDCA (100 pM) und GW4064 (5 pM) zeigten er-
staunlicherweise ebenfalls einen signifikante Erhdhung der Level im Vergleich zu
DMSO, jedoch war deren Anstieg im Gegensatz zu der der LXR-Agonisten sehr

gering.
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Abbildung 19: : ABCA1 Proteinlevel in Caco-2 Zellen nach Behandlung mit diversen Ver-
bindungen

Caco-2 Zellen wurden mit den oben genannten Substanzen in den angegebenen Konzentratio-
nen 48 h lang behandelt. Nach der Lysatherstellung wurden diese elektrophoretisch aufgetrennt
und die Proteine anschlieend auf eine feste Tragermembran ubertragen und darauf mit dem
entsprechenden Antikdrper nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde Aktin verwendet und die dar-
aus resultierenden Werte auf 0,1 % DMSO normalisiert. Fur die Statistik wurde einerseits ein
zweiseitiger t-Test fur abhangige Stichproben und andererseits fur CDCA und das Leoligin-
Derivat 2780 eine einfaktorielle Varianzanalyse mit anschliellender Bonferroni-Korrektur ange-
wendet. ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; ns: nicht signifikant. Bei den gezeigten Werten
handelt es sich um die Mittelwerte + Standardabweichungen aus 3 Versuchen.

DMSO CDCA 50puM GW3965 2780 30puM 2780 3uM

CDCA 100puM GW4064 T0901317 2780 10puM 2780 1pMm

—— —— ABCAT

’_———_——-—-——-‘ Aktin

Abbildung 20: Ausschnitt des ABCA1 Proteins/Aktin eines Caco-2 Western Blots
Das ABCA1-Protein wurde bei ~250 kDa statt bei ~220 kDa nachgewiesen und ausgewertet.

2.2.FGF19

FGF19 ist ein sehr kleines Protein (~21 kDa), das bei einer Stimulation von FXR
in den Enterozyten im Darm gebildet wird [141]. Uber den Einfluss einer LXR-

Aktivierung auf die Produktion von FGF19 ist bisher noch nichts bekannt.
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Aufgrund schlechter Ergebnisse innerhalb der Arbeitsgruppe mit gekochten Ca-
co-2 Proben sollte FGF19 zuerst in ungekochten Proben nachgewiesen werden.
In Abbildung 21 und 22 ist das Ergebnis dieser Immunoblots dargestellt. So
konnte eine signifikante Steigerung durch den FXR-Agonisten GW4064 nachge-
wiesen werden. Weiters zeigte das Leoligin-Derivat 2780 in den Konzentrationen
1 uM, 3 uM und 10 uM einen signifikanten Anstieg, der sich ebenfalls durch des-
sen FXR-agonistische Wirkung erklaren lasst, jedoch aufgrund seiner im Gegen-
satz zu GW4064 schwacheren Wirkung etwas abwegig wirkt. Des Weiteren
ergab auch der LXR-Agonist GW3965 eine signifikante Erhohung, obwohl
GW3965, soweit bekannt ist, keine FXR-agonistische Wirkung aufweist [186]. Im
Gegensatz dazu flihrte CDCA trotz einer belegten FXR-agonistischen Wirkung zu
keiner deutlichen Steigerung von FGF19 im Gegensatz zu DMSO.

Caco-2 FGF19

ns

ns *%

FGF19/Actin
DMSO normalisiert
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Abbildung 21: FGF19 Proteinlevel in Caco-2 Zellen nach Behandlung mit diversen Verbin-
dungen

Caco-2 Zellen wurden mit den oben genannten Substanzen in den angegebenen Konzentratio-
nen 48 h lang behandelt. Nach der Lysatherstellung wurden diese elektrophoretisch aufgetrennt
und die Proteine anschlielRend auf eine feste Trdgermembran Ubertragen und darauf mit dem
entsprechenden Antikérper nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde Aktin verwendet und die dar-
aus resultierenden Werte auf 0,1 % DMSO normalisiert. FUr die Statistik wurde einerseits ein
zweiseitiger t-Test fur abhangige Stichproben und andererseits fur CDCA und das Leoligin-
Derivat 2780 eine einfaktorielle Varianzanalyse mit anschliellender Bonferroni-Korrektur ange-
wendet. ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; ns: nicht signifikant. Bei den gezeigten Werten
handelt es sich um die Mittelwerte + Standardabweichungen aus 3 Versuchen.
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Abbildung 22: Ausschnitt des FGF19 Proteins/Aktin eines Caco-2 Western Blots
Das FGF19-Protein wurde bei ~30 kDa statt bei ~21 kDa nachgewiesen und ausgewertet.

Aufgrund des schlechten Ansprechens der FXR Positivkontrollen in den Western
Blots der ungekochten Proben und der ein wenig unverhaltnismalig hohen Stei-
gerung durch das Leoligin-Derivat wurden die Blots nun mit gekochten Proben
wiederholt, um zu Uberprifen, ob diese nun besser ansprechen. Die Ergebnisse
jener Blots sind in Abbildung 23 und 24 graphisch aufbereitet. Dabei zeigten die
FXR-Positivkontrollen CDCA (50 uM) und GW4064 nun eine signifikante Steige-
rung. Die Werte von CDCA (100 uM) sind aufgrund der hohen Standardabwei-
chung nicht signifikant. Bei dem Leoligin-Derivat 2780 sowie den beiden LXR-
Positivkontrollen GW3965 und T0901317 ist ebenfalls keine signifikante Erho-

hung nachweisbar, was bei beiden Letzteren jedoch zu Erwarten war.
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Abbildung 23: FGF19 Proteinlevel in Caco-2 Zellen nach Behandlung mit diversen Verbin-
dungen

Caco-2 Zellen wurden mit den oben genannten Substanzen in den angegebenen Konzentratio-
nen 48 h lang behandelt. Nach der Lysatherstellung wurden diese elektrophoretisch aufgetrennt
und die Proteine anschlieRend auf eine feste Tragermembran Ubertragen und darauf mit dem
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entsprechenden Antikérper nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde Aktin verwendet und die dar-
aus resultierenden Werte auf 0,1 % DMSO normalisiert. Fur die Statistik wurde einerseits ein
zweiseitiger t-Test fir abhangige Stichproben und andererseits fir CDCA und das Leoligin-
Derivat 2780 eine einfaktorielle Varianzanalyse mit anschlielender Bonferroni-Korrektur ange-
wendet. ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; ns: nicht signifikant. Bei den gezeigten Werten
handelt es sich um die Mittelwerte + Standardabweichungen aus 3 Versuchen.

DMSO CDCA 50uMm GW3965 2780 30uM 2780 3uM

CDCA 100uM GW4064 T0901317 2780 10pM 2780 1uM

A S D B S TS S e e s | Aktin

Abbildung 24: Ausschnitt des FGF19 Proteins/Aktin eines Caco-2 Western Blots
Das FGF19-Protein wurde bei ~30 kDa statt bei ~21 kDa nachgewiesen und ausgewertet.

Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse, dem schlechten Ansprechen der Po-
sitivkontrollen fir FXR sowie der Tatsache, dass FGF19 von den Darmzellen
basolateral sezerniert wird [52, 143], wurde zusatzlich ein Zeitverlauf ausschlief3-
lich mit FXR-Positivkontrollen angelegt, um zu testen, ob diese fur dieses Expe-
riment Uberhaupt geeignet sind und/oder ob mdglicherweise der Zeitpunkt einen
Einfluss auf die Konzentration von FGF19 in den Zelllysaten hat. Nachfolgend
sind in Abbildung 25 die Ergebnisse dieser Versuche dargestellt. Dabei hat sich
gezeigt, dass der Zeitpunkt scheinbar kaum einen Einfluss auf das Vorhanden-
sein von FGF19 in den Proben hat und FGF19 mittels Western Blot nur schlecht

nachgewiesen werden kann.
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Abbildung 25: FGF19 Proteinlevel in Caco-2 Zellen nach Behandlung mit diversen Verbin-
dungen zu verschiedenen Zeitpunkten

Caco-2 Zellen wurden mit den oben genannten Substanzen in den angegebenen Konzentratio-
nen 48 h, 24 h, 6 h oder 4 h lang behandelt. Nach der Lysatherstellung wurden diese elektropho-
retisch aufgetrennt und die Proteine anschlieBend auf eine feste Tragermembran Ubertragen und
darauf mit dem entsprechenden Antikdrper nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde Aktin ver-
wendet und die daraus resultierenden Werte auf 0,1 % DMSO normalisiert. Fur die Statistik wur-
de ein zweiseitiger t-Test flir abhangige Stichproben angewendet. ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p
< 0,05; ns: nicht signifikant. Bei den gezeigten Werten handelt es sich um die Mittelwerte + Stan-
dardabweichungen aus 4 Versuchen.

2.3.NPC1L1

Durch LXR-Agonisten wird die Genexpression des Niemann-Pick C1-like Protein
1 fur gewdhnlich herabgesetzt [244]. Uber die Wirkung von FXR auf NPC1L1 ist
momentan noch nichts bekannt, daher ist davon auszugehen, dass FXR Agonis-
ten keinerlei Einfluss auf die Proteinlevel haben sollten. Die Abbildung 26 und 27
zeigt deutlich, dass diese Absenkung der Proteinkonzentration durch die LXR-
Agonisten GW3965 und T0901317 nicht nur nicht nachweisbar war, sondern es
vielmehr zu einer Erhéhung von NPC1L1 durch alle getesteten Substanzen im

Vergleich zu DMSO gekommen war.
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Caco-2 NPC1L1
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Abbildung 26: NPC1L1 Proteinlevel in Caco-2 Zellen nach Behandlung mit diversen Ver-
bindungen

Caco-2 Zellen wurden mit den oben genannten Substanzen in den angegebenen Konzentratio-
nen 48 h lang behandelt. Nach der Lysatherstellung wurden diese elektrophoretisch aufgetrennt
und die Proteine anschlieend auf eine feste Tragermembran ubertragen und darauf mit dem
entsprechenden Antikérper nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde Aktin verwendet und die dar-
aus resultierenden Werte auf 0,1 % DMSO normalisiert. Fir die Statistik wurde einerseits ein
zweiseitiger t-Test fur abhangige Stichproben und andererseits fur CDCA und das Leoligin-
Derivat 2780 eine einfaktorielle Varianzanalyse mit anschliellender Bonferroni-Korrektur ange-
wendet. ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; ns: nicht signifikant. Bei den gezeigten Werten
handelt es sich um die Mittelwerte + Standardabweichungen aus 3 Versuchen.

DMSO CDCA 50pM GW3965 2780 30uM 2780 3pM
CDCA 100uM GW4064 T0901317 2780 10pM 2780 1pM
— T T R e TR e e ) w— NPC1L1
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Abbildung 27: Ausschnitt des NPC1L1 Proteins/Aktin eines Caco-2 Western Blots
Das NPC1L1-Protein wurde bei ~160 kDa statt bei ~140 kDa nachgewiesen und ausgewertet.
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Fur die Untersuchung des Leoligin-Derivates 2780 hinsichtlich seiner potenziellen
Wirkung auf verschiedene Cholesterintransporter und auf die Proteine SHP und
FGF19 wurden zwei verschiedene Zelllinien verwendet: So sind HepG2 Zellen
und Caco-2 Zellen trotz einiger Unterschiede zu primaren Zellen validierte Model-
le fir Leber und Dlinndarm des Menschen [245-247].

Zuallererst sollte aufgrund vorheriger Ergebnisse in THP-1 Makrophagen [248]
untersucht werden, ob die Substanz auch in den Leber- und Darmzellen eine
Steigerung der Expressionsrate von ABCA1 zur Folge hat: ABCA1 wird flr ge-
wohnlich Uber den Liver X Rezeptor reguliert [235, 236], weswegen es nicht
Uberaus verwunderlich war, dass auch das Derivat 2780 zu keiner Veranderung

der Expression gefuhrt hat.

Aufgrund widerspruchlicher Ergebnisse in der Literatur bezlglich der Wirkung
von FXR-Agonisten [242, 243] und wegen des schlechten Ansprechens des
ABCGS8-Antikorpers bei Western Blots mit Caco-2 Zellen innerhalb der Arbeits-
gruppe sollte die Auswirkung von FXR- und LXR-Agonisten auf die ABCG8 Ex-
pression in Leberzellen untersucht werden: Da jedoch zum einen nur einer der
beiden LXR-Agonisten zu einer Erhdhung von ABCG8 gefuhrt hat, obwohl es
durch eine Aktivierung des LXR zu einem deutlichen Anstieg kommen sollte
[242], und das untersuchte Leoligin-Derivat keine Veranderung der ABCG8-Level
bewirkt hat und weil andererseits der Antikorper obendrein erneut schlecht zu

detektieren war, wurde nur ein einziger Blot angefertigt.

Als nachstes sollte der Effekt des Leoligin-Derivates 2780 auf das Membranpro-
tein SRB1, das aufgrund seiner Wirkung auf den Lipidstoffwechsel von Interesse
ist, untersucht werden: Dabei konnte bei diesen Experimenten weder durch das
Derivat, noch durch die FXR-Positivkontrollen eine Erhdhung nachgewiesen wer-
den. Allerdings liegen bereits Ergebnisse vor, die eine Steigerung der SRB1-

Level durch CDCA und GW4064 in einem sehr ahnlichen Versuchsaufbau zeigen
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konnten, weshalb sich jedoch die Frage stellt, weswegen diese Ergebnisse nicht

reproduziert werden konnten [240].

Daraufhin sollte erforscht werden, ob eine Wirkung der Substanz auf das Protein
SHP, das nachweislich Uber FXR reguliert wird [55], belegt werden kann. So
zeigten zwar einerseits der FXR-Agonist GW4064 und der duale FXR/LXR-
Agonist T0901317 eine signifikante Erhéhung, andererseits fuhrten CDCA und
das Leoligin-Derivat 2780 zu keinem signifikanten Anstieg des Proteins. Dies
lasst sich einerseits dadurch erklaren, dass GW4064 und T0901317 einen hdhe-
ren ECso aufweisen [187, 208], andererseits jedoch hemmt CDCA nachgewiese-
nermalfien die Gallensauresynthese im Korper Uber SHP [55], weshalb die Frage

offen bleibt, wieso dies nicht nachweisbar war.

Danach wurde Uberpriift, ob es durch das Derivat 2780 eine Anderung der Ex-
pressionsrate von FGF19 kommt, da dessen Produktion und Freisetzung eben-
falls Gber FXR reguliert wird [141], und ob sich dies im Western Blot nachweisen
|&sst: Dazu wurden die Immunoblots aufgrund schlechter Ergebnisse innerhalb
der Arbeitsgruppe zuerst mit gekochten Proben durchgefuhrt, wobei die FXR-
Positivkontrollen nur schlecht oder gar nicht darauf angesprochen haben. Aus
diesem Grund wurden die Versuche mit gekochten Proben wiederholt: Dabei ha-
ben zwar beide Positivkontrollen von FXR die Expression erhoht, jedoch war we-
der bei CDCA, noch bei der Substanz eine Dosis-Wirkungs-Beziehung ersicht-
lich. Da die Positivkontrollen andererseits in keinem der beiden Experimente eine
besonders grol’e Steigerung der FGF19-Level zeigten und da FGF19 nach sei-
ner Bildung basolateral sezerniert wird [52], lag der Schluss nahe, zu versuchen,
das Protein im basolateralen Uberstand nachzuweisen. Dazu wurde die Fliissig-
keit aus den Eppis mit dem apikalen und basolateralen Medium in einer beheiz-
baren Zentrifuge unter Vakuum abgedampft und der Rickstand anschliel3end in
60 ul Lysispuffer aufgenommen und mit 30 pl 3x Probenpuffer vermischt. Zusatz-
lich dazu, dass die Elektrophorese aufgrund der sehr hohen verbliebenen Salz-
konzentrationen in den Proben nur sehr schlecht funktioniert hat, war FGF19 bei
der Auswertung dieser Immunoblots weder in den apikalen, noch in den basola-
teralen Proben nachweisbar. Da FGF19 in diesem Fall mittels Western Blot nur

schlecht nachgewiesen werden konnte, obwohl diese Technik normalerweise

65



D. DISKUSSION

sehr spezifisch und auch sehr empfindlich ist, ware auch eine Testung mittels
-Enzyme-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) oder Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (real-time PCR/rt-PCR), einer Weiterentwicklung der von Kary
Mullis und seinem Team erfundenen PCR, denkbar, weil diese sich ebenfalls
zum sensitiven, semiquantitativen Nachweis eines Proteins oder dessen DNA
eignen [249-251].

Abschliel3end sollte Uberdies erforscht werden, ob der FXR-Agonist 2780 die Le-
vel an NPC1L1 senken kann. In den Western Blot-Versuchen hat das Leoligin-
Derivat jedoch zu keiner signifikanten Veranderung der Expression des Choleste-
rin-Transporters gefthrt. Durch die Positivkontrollen von LXR hatte es zu einer
deutlichen Senkung der NPC1L1-Level kommen sollen [244], die sich in diesen
Experimenten aber nicht nachweisen liel3. Bei anderen Experimenten, die inner-
halb der Arbeitsgruppe mit einem (mit Ausnahme des Lysispuffers) nahezu iden-
ten Protokoll durchgefuhrt wurde, konnte eine Senkung bestatigt werden, wes-
wegen die Vermutung nahe liegt, dass mdglicherweise ein anderer Lysispuffer
besser geeignet ist, um das Membranprotein NPC1L1 aus dieser herauszuldsen,

damit es detektiert werden kann.

In dieser Arbeit hat das Leoligin-Derivat 2780, das in der Arbeitsgruppe bereits
als FXR-Agonist identifiziert wurde [239], keine signifikante Anderung der Ex-
pression von wichtigen Transportern und Proteinen fur den Lipid- und Gallensau-
rehaushalt hervorgerufen. Es ist jedoch bekannt, dass unterschiedliche FXR-
Agonisten die Expression verschiedener Target-Gene unterschiedlich stark ver-
andern [252]. Da aber auch die Positivkontrollen von FXR in mehreren Fallen
nicht so gut angesprochen haben, ist es moglich, dass vorgegebene Protokoll
oder die eingesetzten Substanzen nicht optimal fir einen Nachweis der ge-
wunschten Proteine geeignet sind.
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Das Ziel dieser Diplomarbeit war es, herauszufinden, ob sich eine Anderung der
Expressionsraten von verschiedenen Cholesterintransportern und den Proteinen
SHP und FGF19, die eine wichtige Rolle im Gallensaurehaushalt spielen, durch
das Leoligin-Derivat 2780 aufgrund dessen FXR-agonistischer Wirkung nachwei-
sen lasst. So wurde der Effekt der LXR-Agonisten GW3965 und T0901317, der
FXR-Positivkontrollen GW4064 und CDCA sowie der Substanz mittels Western
Blot getestet. DMSO wurde dabei als Negativkontrolle eingesetzt, da alle Sub-
stanzen darin gelost wurden. Es konnte jedoch bei diesen Experimenten keine
relevante Steigerung oder Abschwachung der Expressionsraten durch das Leoli-

gin-Derivat festgestellt werden.
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6-ethyl chenodeoxycholic acid

ATP binding cassette transporter
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bile acid receptor
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ecdysone receptor
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estrogen receptor

free fatty acids

fibroblast growth factor 19
fibroblast growth factor receptor 4
farnesoid X receptor a/f

high density lipoprotein

hepatocyte nuclear factor 4 alpha
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Alanin-Aminotransferase
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