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1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

1.1.1 Definition und Relevanz

Der Begriff Atherosklerose umschreibt eine fortschreitende Erkrankung der
grofSeren und mittleren muskulosen sowie elastischen Arterien des Korpers durch
Lipidansammlungen und bindegewebige Veranderungen der Intima bzw. inneren
Schichten der Media in der Arterienwand. Dies kann im Verlauf der Erkrankung
infolge einer Lumeneinengung zur Mangeldurchblutung vor allem des Herzens,
Gehirns oder der Extremitaten und letztendlich auch zum Infarkt dieser Organe
durch den Verschluss der entsprechenden GefaRe fihren '2. Pradilektionsorte fur
atherosklerotische Veranderungen sind primar Stellen, die beispielsweise stark
wechselnden Scherspannungen sowie FlielSgeschwindigkeiten des Blutes, aber
auch Turbulenzen ausgesetzt sind. Dies kann sich negativ auf die Endothelfunktion
und proatherogen auswirken 3. In den letzten Jahrzehnten konnten durch
epidemiologische Studien zahlreiche Risikofaktoren fiir die Entstehung der
Atherosklerose gefunden werden. Ihre Einteilung erfolgt in die Gruppe der
Risikofaktoren mit signifikanter genetischer Komponente und die Gruppe der

weitgehend umweltbedingten Faktoren (Tabelle 1).

Aufgrund demographischer Veranderungen und Anderungen des Lebensstils in
den westlichen Industrienationen erlangen laut World Health Report aus dem Jahr
2002 chronische Erkrankungen in diesen Landern eine immer wichtigere
Bedeutung. Zu den rangfiilhrenden Krankheiten zahlen die kardiovaskularen
Erkrankungen. Die 2001 veroffentlichte Burden of Disease Studie, die auf einer
von der World Health Organisation entwickelten Methodologie basiert, ergaben
die Berechnungen der Krankheitslast eine fiihrende Position von atherosklerotisch
bedingten Krankheiten, wie der koronaren Herzkrankheit und zerebrovaskularen
Erkrankungen, auch in Landern mit niedriger bis hoher Einkommensklasse.
Insgesamt waren diese Erkrankungen als Ursache fiir ein Flinftel aller Todesfalle
weltweit verantwortlich *. Prognosen bis zum Jahr 2030 deuten darauf hin, dass
diese vaskularen Erkrankungen auch weiterhin die haufigste Todesursache

weltweit darstellen werden °.
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Tabelle 1: Risikofaktoren der Atherosklerose (modifiziert nach Lusis et al. 2004 ¢ und Glass and
Witztum 2001 7)

RISIKOFAKTOREN
UBERWIEGEND
EXOGEN
GENETISCH

» Hypercholesterinamie » Rauchen

> Hypertriglyceridamie » Ernahrung

> HDL-Spiegel | > Bewegungsmangel
> Lipoprotein (a) f > Infektionen

» Arterielle Hypertonie

» Diabetes mellitus Typ II
» Metabolisches Syndrom
» Hyperhomocysteinamie
> Akute-Phase-Proteine N
> Ubergewicht

» Geschlecht

> Alter

1.1.2 Pathogenese

Die Wissenschaft fasste die Befunde der letzten Jahrzehnte beziglich der
Entstehung und Entwicklung der Atherosklerose in zwei zentralen Hypothesen

zuSsammen:

1973 formulierte und postulierte Russel Ross gemeinsam mit John Glomset
erstmals die ,Response to injury“-Hypothese 2. Diese, inzwischen mehrmals
modifizierte Hypothese, sieht die Atherosklerose als inflammatorische Erkrankung
der Gefallwande, an deren Anfang die endotheliale Dysfunktion infolge einer
Endothelschadigung steht. Ursachliche Noxen konnen  beispielsweise
mechanische, immunologische und biochemische Faktoren, aber auch Toxine oder
Viren sein. Ein weiterer Faktor, den auch Ross spater in seine Hypothese aufnahm
und der 1986 erstmalig vom amerikanischen Nobelpreistrager Joseph Leonard
9,10

Goldstein im Rahmen der ,Lipoprotein induced atherosclerosis“-Hypothese

beschrieben wurde, ist oxidativ modifiziertes Low Density Lipoprotein (oxLDL),
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dem inzwischen eine wichtige Bedeutung zugeschrieben wird. Wie in Abbildung 1
dargestellt, wird durch die Verletzung des Endothels eine inflammatorische
Reaktion mit erhohter Adhasion von Monozyten und T-Lymphozyten
hervorgerufen. Es folgt eine subendotheliale Migration dieser Zellen mit
anschlieSender Rekrutierung von weiteren Monozyten aus der Blutbahn unter
regulierendem Einfluss von leukozytaren Adhéasionsmolekillen und Chemokinen.
Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Differenzierung der Monozyten zu
Makrophagen und nachfolgend zur Ausbildung von Schaumzellen durch die
Aufnahme von in der Intima abgelagertem oxLDL iber bestimmte Rezeptoren, wie
z.B. Scavenger Rezeptoren. Neben den aktivierten Makrophagen und spielen auch
andere Leukozyten, wie beispielsweise T-Lymphozyten, eine zentrale Rolle im
weiteren Prozess der Atheroskleroseentstehung. Letztere sind unter anderem fiir
die Sekretion verschiedener Zytokine (z.B. Interferon y oder Tumornekrosefaktor
o) und Wachstumsfaktoren verantwortlich, die zu einer Zellmigration und
Proliferation glatter Muskelzellen aus der Media in die Intima fithren konnen und
dariiber hinaus auch die inflammatorischen Vorgange aufrecht erhalten. Unter
dem Zusammenspiel von aktivierten Makrophagen bzw. Schaumzellen, T-Zellen
und glatten Muskelzellen kommt es zur Entwicklung von sogenannten Fettstreifen
(fatty streaks) in der Intima, die sich als friheste makroskopisch erkennbare
Lasion haufig bereits bei Kindern nachweisen lassen und aus denen sich spater im
Rahmen des Fortschreitens der Lasion fibrose Plaques ausbilden kénnen. Aufgrund
einer inflammatorischen Aktivierung eines Plaques kann es schliefSlich zur
reaktiven Produktion von Proteasen, Zytokinen und prothrombotischen Faktoren
durch Makrophagen und T-Zellen kommen. Dies hat zur Folge, dass die fibrose
Kappe, die den lipidreichen Kern des Plaques bedeckt und eine Abgrenzung zur
Blutbahn darstellt, durch Zerstorung des Kollagens und gleichzeitiger Hemmung
des Wachstums von glatten Muskelzellen, in ihrer Stabilitat reduziert wird und
somit den hamodynamischen Kraften nur erschwert standhalten kann. Bei einer
Ruptur des Plaques und der daraus resultierenden Exposition von thrombogenem
Material kommt es unter Mitwirkung von Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren
zur Bildung eines okkludierenden Thrombus, der nachfolgend letztlich akute
Komplikationen, wie beispielsweise einen Herzinfarkt oder Schlaganfall, durch den

Verschluss eines GefalRes auslosen kann 113,
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"INJURY™"
Ox LDL,
(mechanical, homocysteine,
immunologic, toxins,
viruses, etc.)

Abbildung 1: ,Response to injury“Hypothese der Atherosklerose (aus Ross 1995 1)
Endothelverletzungen unterschiedlichen Ursprungs konnen zu einer endothelialen Dysfunktion fiihren,
in deren Verlauf es unter Einfluss von oxidativ modifiziertem Low Density Lipoprotein (oxLDL) zu einer
subendothelialen = Migration von  Monozyten und T-Lymphozyten aufgrund verdnderter
Adhésionseigenschaften kommt. Die zu Makrophagen differenzierten Monozyten werden nach
Aufnahme von oxLDL iiber Scavenger Rezeptoren schliefslich zu Schaumzellen. Diese bilden zusammen
mit T-Lymphozyten und glatten Muskelzellen die sog. Fatty Streaks, die sich progressiv zu fibrosen
Plaques entwickeln konnen. Unter einer leukozytar vermittelten Schwéachung der fibrésen Kappe eines
Plaques wird bei einer Ruptur thrombogenes Material aus dem lipidreichen Plaquekern exponiert und
die Bildung eines Thrombus initiiert, der letztlich iiber einen GefalSverschluls zu einem Organinfarkt

fiihren kann. Die einzelnen Stufen der Lasionen sind potentiell reversibel.

1.1.3 Reverser Cholesterintransport

Beim reversen Cholesterintransport handelt es sich um einen von John Glomset
1968 erstmalig postulierten Stoffwechselweg des Korpers, der zur Beseitigung
tiberschiissigen extrahepatischen Cholesterins dient !*. Dadurch wird Cholesterin
aus peripherem Gewebe zur Leber transportiert, um dort entweder direkt oder
nach einer Umwandlung zu Gallensauren in die Galle und schliefSlich in den Fazes
ausgeschieden zu werden. Dieser Mechanismus ist fur die Aufrechterhaltung der
Cholesterinhomoostase aullerst relevant !°, denn obwohl das Cholesterin einerseits
eine wesentliche Komponente der Zellmembranen in Saugetieren darstellt, wirkt
es im Uberschuss toxisch auf periphere Zellen, da nur Leberzellen zu dessen

Katabolismus beféhigt sind '°.
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Der Cholesterintransport aus den peripheren extrahepatischen Zellen erfolgt iber
High Density Lipoprotein (HDL)-Partikel, die im Plasma als Transportmittel zur
Leber und als Trager von ungefahr einem Drittel des humanen Plasmacholesterins
fungieren '8, Zu den peripheren Zellen werden auch Makrophagen gerechnet,
deren Anteil am gesamten Cholesterinefflux zwar recht gering, jedoch in der
Gefallwand hinsichtlich atherosklerotischer Erkrankungen von grofSer Relevanz ist
19 Eine Verbindung zwischen reversem Cholesterintransport und Atherosklerose
wurde erstmals in der von Ross und Glomset aufgestellten Hypothese geschaffen,
in der die Entwicklung atherosklerotischer Lasionen durch eine Storung der
arteriellen Cholesterinhoméostase nach Endothelschiadigung beschrieben wurde 2.
Spater erfolgte eine Erweiterung dieses Konzepts durch Miller und Miller, die das
Modell der Pravention kardiovaskularer Erkrankungen uber eine Erhohung von
HDL, mit dem Ziel, eine Verminderung des Cholesterins in den Arterienwanden zu
erreichen, vorstellten. Diese heute durch zahlreiche Studien unterstiitzte Annahme
basiert dabei auf einer inversen Beziehung zwischen der Konzentration von HDL-

Cholesterin im Plasma und kardiovaskularen Erkrankungen beim Menschen 22,

Periphere Zellen verfiigen iber mehrere Mechanismen des Cholesterineffluxes. So
kann das freie unveresterte Cholesterin beispielsweise entlang eines
Konzentrationsgefalles von der Plasmamembran durch die wassrige Phase zu HDL

22 wobei dies aber relativ ineffizient zu sein scheint 2. Eine andere

diffundieren
Moglichkeit stellt der Efflux iiber SR-BI-Rezeptoren (scavenger receptor class-B
type I) dar. Bei Mausen hat dieser Rezeptor aullerdem die Aufgabe,
Cholesterinester selektiv aus HDL in Hepatozyten oder auch Zellen von
steroidbildendem Gewebe aufzunehmen 2*. Bei humanem SR-BI wird eine
vergleichbare Funktion vermutet #°. Im Gegensatz zum SR-BI-Rezeptor, der einen
bidirektionalen Cholesterinaustausch zwischen Zelle und extrazellularen
Akzeptoren vermittelt, fordert der Cholesterinexporter ABCA1l (ATP-binding
cassette transporter Al) einen unidirektionalen Efflux des Cholesterins aus der
Zelle und stellt den wohl bedeutendsten Mechanismus beziiglich seiner moglichen

antiatherogenen Funktion dar 2°.

Am reversen Cholesterintransport ist eine Vielzahl an Zell- und Plasmaproteinen
beteiligt ?’. Ein wichtiges Protein stellt in diesem Zusammenhang das lipidfreie
bzw. -arme Apo A-I (Apolipoprotein A-I) dar, das mit ca. 70 % den
Hauptbestandtteil des HDLs ausmacht '®. Wie in Abbildung 2 dargestellt, kann
dieses auch als Pra-p HDL bekannte Protein von Leber- und Darmzellen sezerniert
sowie aus Oberflachenmaterial von Chylomikronen oder HDL, zurickgewonnen

werden 2830,
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Abbildung 2: Die Rolle von HDL im reversen Cholesterintransport (aus Mahley et al. 2006 %). Bei
diesem Mechanismus wird iiberschiissiges Cholesterin aus peripheren Zellen, wie z.B. auch
Makrophagen, entweder neu an Zellen, die Cholesterin bendtigen verteilt oder zur Leber transportiert
und anschlieSend ausgeschieden. Dazu erfolgt die Bildung von Pra-p-HDL als HDL-Vorldufer in Leber
und Darm (Apo A-I/PL/FC) oder wird aus dem Oberldachenmaterial von lipolysierten Chylomikronen
bereitgestellt (a, b, c). Uber Prd-f-HDL, HDL; und HDL, kann nun Cholesterin fiir den reversen
Cholesterintransport aufgenommen werden. Apolipoprotein E (Apo E) ermoglicht HDL,-Partikeln eine
Ausweitung durch die Anreicherung von Cholesterinestern im Kern. Zuvor findet die Umwandlung von
Cholesterin zu Cholesterinestern mittels der Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) statt. GrofSere
HDL-Partikel (HDL, oder HDL,), die Apo E enthalten sind in der Lage, Cholesterin direkt iiber LDL-
Rezeptoren an die Leber abzugeben.

CE: cholesterol ester, CETP: cholesterol ester transter protein, FC: free cholesterol, HDL: high density
lipoprotein, HDL-E: HDL with apo E, LDL: low density lipoprotein, LDLR: LDL receptor, PL:
phospholipid, SR-BI: scavenger receptor class-B type I, Tg: triglyceride, VLDL: very low density
lipoprotein

Durch den ABCA1-Transporter, der auf fast allen peripheren Zellen exprimiert ist,
werden freies unverestertes Cholesterin und Phospholipide auf die Vorlaufer des
HDLs tibertragen und diskoidales naszierendes HDL gebildet 332, Nach
Veresterung des freien Cholesterins durch die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase

(LCAT), sammeln sich Cholesterinester im hydrophoben Kern der HDL-Partikel an,
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was diese zu spharischen Partikeln konvertiert. Die anhaltende Aktivitat von LCAT
fihrt zu einer VergrofSerung der Kern- und PartikelgrofSe und schliefSlich zur
Ausbildung des an Apo E reichen HDL, 333 Der weitere Transfer der
Cholesterinester folgt nun uber den SR-BI-Rezeptor in die Leber oder auf andere
Lipoproteine mittels des Cholesterinester-Transferproteins (CETP). Auf LDL
ibertragene Cholesterinester konnen nachfolgend durch Endozytose der LDL-
Partikel iber LDL-Rezeptoren in Hepatozyten aufgenommen werden. Dort werden
die Cholesterinester zu Cholesterin und freien Fettsauren hydrolysiert.
Nachfolgend wird das Cholesterin entweder direkt in die Galle sezerniert, zu
Gallensduren umgewandelt oder gelangt z.B. mit VLDL erneut in den Kreislauf 2.
Eine Regeneration von Apo A-I findet dabei Uiber die Delipidierung von reifen HDL-
Partikeln durch das Cholesterinester-Transferprotein (CETP), Phospholipid-
Transferprotein (PLTP) und die hepatische Lipase (HL) statt 3°%7,

1.1.4 Cholesterinexporter ABCA1 (ATP-binding cassette transporter Al)

Die ABC-Transporter (ATP-binding cassette transporter) stellen die grofSte
Proteinfamilie von Membrantransportern in prokaryotischen und eukaryotischen
Organismen dar. Im humanen Genom wurden bisher 48 verschiedene ABC-Gene
beschrieben, deren Einteilung nochmals in 7 Subfamilien von ABCA bis ABCG
erfolgt 3%3%°,  Zur Aufrechterhaltung des vektoriellen Transports ihrer
unterschiedlichsten Substrate sowohl uber die Plasmamembran als auch uber
intrazellulare Membranen von Zellorganellen, beziehen die meisten ABC-Proteine
die dafur erforderliche Energie iiber die Bindung und Hydrolyse von ATP 3940,
Strukturell besteht die Mehrheit der ABC-Membranproteine aus zwei
Transmembrandomanen und zwei ATP-Untereinheiten, die entweder als
Volltransporter in einem einzigen Molekil oder als Halbtransporter in zwei
dimerisierten Proteinuntereinheiten vorliegen *!'. Mutationen der ABC-Gene
verursachen vielfaltige Erkrankungen des Menschen, wie beispielsweise die

zystische Fibrose, Adrenoleukodystrophie oder Storungen des Lipidstoffwechsels
18,42

Uber die Erforschung des Morbus Tangier und der Entdeckung einer Genmutation
des ABCAIl-Transporters als Ursache fiur diese Erkrankung, konnte dessen
wichtige Bedeutung fur den Cholesterinmetabolismus als
geschwindigkeitsbestimmender Transporter des  Cholesterineffluxes aus
peripheren Zellen nachgewiesen werden ***°, Beim Morbus Tangier handelt es sich
um eine seltene Erkrankung, die durch sehr niedrige HDL-Plasmakonzentrationen

und die Akkumulation von Cholesterin bzw. Cholesterinestern in Makrophagen
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zahlreicher Gewebe des Korpers gekennzeichnet ist *¢. Der Cholesterin- und
Phospholipidefflux auf Apo A-I ist bei Fibroblasten und Makrophagen von
Patienten mit dieser Krankheit deutlich reduziert *¢*’. Ahnliche Befunde aufgrund
einer Mutation des ABCA1-Gens konnten am Tiermodell der sogenannten
Wisconsin Hypoalpha Mutant (WHAM)-Hithner beobachtet werden “8. Da zwischen
der Plasmakonzentration des HDL-Cholesterins und der Inzidenz kardiovaskularer
Erkrankungen eine umgekehrte Korrelation besteht 499, liegt Schatzungen zufolge
die Pravalenz fur solche Krankheiten bei homozygoten Tangier-Patienten um ein
Sechsfaches hoher als bei Gesunden °'. Selbst bei Vorliegen einer Heterozygotie
laRt sich eine Intima-Mediaverdickung als Ersatzmarker fiir die Atherosklerose
feststellen °2. Obwohl die Identifikation des ABCA1-Proteins erst 1994 erfolgte >,
wurde schon 20 Jahre zuvor der HDL-vermittelte Cholesterinefflux aus Zellen iber
einen durch Cholesterin induzierbaren Transporter vermutet °*. Der ABCAI-
Transporter ist ein aus 2261 Aminosauren bestehendes integrales
Membranprotein, das, entsprechend den iubrigen ABC-Proteinen, ATP als
Enegiequelle fiir den Transport von Lipiden durch die Membran nutzt 394955, Als
Volltransporter setzt sich ABCAl aus zwei Tandemwiederholungen der gleichen
Proteinsequenz zusammen *°. Wie in Abbildung 3 dargestellt, umfasst jede Halfte
sechs transmembrane Helices, eine intrazellulare Nukleotidbindungsdomane
(NBD), die zwei, als Walker A und B bekannte, Peptidmotive zur Verwertung von
ATP enthalt bzw. ein Walker C-Motiv als weitere, flir ABC-Transporter spezifische,
Domaéne *!. Aullerdem besteht die Vermutung, dass ABCA1 einen in Richtung des
Zytosols ausgerichteten NH,-Terminus und zwei grofSe, stark glykosylierte,
extrazellulare Peptidschleifen besitzt, die durch mindestens eine Disulfidbricke

verbunden sind 5556,
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Walker B
Walker C

Abbildung 3: Topologisches Modell von ABCAI (aus Oram and Heinecke 2005 ). Die Struktur des
Volltransporters ABCA1 setzt sich aus zwei Polypeptidhélften zusammen, die wiederum jeweils aus
sechs transmembranésen Helices, einer Nukleotidbindungsdomane (NBD-1/2) mit den stark
konservierten Peptidmotiven Walker A/B und der fiir ABC-Transporter spezifischen Walker C-Domane
aufgebaut sind. Durch Y sind vermutliche Glykosylierungsstellen und durch S-S eine
Disulfidbriickenbindung dargestellt.

ABCA1 wird praktisch ubiquitar in den verschiedensten Geweben des Korpers, wie
z.B. Leber, Lunge, Plazenta, Dinndarm oder Magen, exprimiert. Die hochste
Expression konnte jedoch in mit Cholesterin beladenen Makrophagen

57 Verschiedene Studien konnten die Funktion dieses

nachgewiesen werden
Transporters als Vermittler des zellularen Cholesterin- und Phospholipideffluxes
auf Akzeptoren, wie beispielsweise Apo A-I und E bis hin zur Bildung von
naszierendem HDL bzw. Pra-g-HDL, belegen °®%. Die Genexpression von ABCA1
kann unter anderem durch modifiziertes LDL 5!, cAMP 5263 oder Oxycholesterole ¢
induziert werden. Dazu ist die Aktivierung von LXR/RXR-Heterodimeren (1.1.5)
und deren Bindung an das entsprechende LXR Response Element (1.1.5) im
Promotorbereich von ABCA1 erforderlich 9%, Mdgliche Faktoren mit
inhibierender Wirkung auf ABCA1 sind noch sparlich erforscht, es konnte jedoch
eine Herunterregulation des Transporters und auch eine Reduktion des uber
Apolipoprotein A-I vermittelten Cholesterin- und Phospholipideffluxes nach
Aktivierung von peritonealen Makrophagen aus Mausen durch Interferon y gezeigt
werden . Der bisher postulierte Mechanismus des zelluldren Lipideffluxes sieht
fiir ABCA1 eine Translokaseaktivitdat vor '8, Danach kommt es, wie in Abbildung 4
gezeigt, zunachst zur passiven Akkumulation uberschiissigen Cholesterins und
auch von Phospholipiden im Bereich der inneren Plasmamembran, wo das
Cholesterin fur Apolipoproteine nicht direkt erreichbar ist. Es muss deshalb auf

das aullere Blatt der Plasmamembran transloziert werden. Die beiden
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vorhandenen Transmembrandomanen bilden zwei Halbzylinder, die wiederum
einen Raum aufspannen, in den der laterale innere Lipidzustrom erfolgt. Aufgrund
der Bindung von ATP wird nun eine Dimerisation der beiden
Nukleotidbindungsdoméanen und eine Konformationsanderung der Kammer
bewirkt, wodurch die dort eingeschlossenen Lipide mittels einer ruckartigen Flip-
Bewegung zur aulieren Membran befordert werden. Die Lipide werden nun aus
dem Transmembranraum in cholesterinreiche Doméanen auf der Zelloberflache
ausgestofSen. Apolipoproteine nehmen nachfolgend die Lipide unter Bildung von
naszierendem HDL auf. SchliefSlich findet eine Dissoziation zwischen ADP und den
Nukleotidbindungsdomanen statt, woraufthin die Struktur des
Transmembranraums von ABCA1 wieder seine ursprungliche Konformation

annimmt und dadurch zur erneuten Aufnahme von Substraten beféahigt ist 3258,

gPhospholipid

gg Cholesterol

Abbildung 4: Modell fiir die Vermittlung des Lipidtransports iliber ABCA1 und Apolipoproteine (aus
Oram 2003 %). Uberschiissiges Cholesterin befindet sich innerhalb von Phospholipiddoménen der
inneren Plasmamembran. AnschliefSend erfolgt der Transport von Cholesterin und Phospholipiden
durch ABCA1 in dessen Transmembranraum. Uber eine hochschnellende Bewegung werden die Lipide
von dort aus in den aufSeren Bereich der Plasmamembran befordert und ausgestofsen. SchlielSlich
solubilisiert lipidarmes Apo A-I diese an der Zelloberflache befindlichen Lipiddomanen unter Bildung

von diskoidalen naszierenden HDL-Partikeln.

AulBer in der Plasmamembran von Zellen ist ABCA1l auch in intrazellularen
Kompartimenten lokalisiert. Dies konnte eine Schlisselrolle bei der Vermittlung
des intrazellularen Cholesterintransports an die Zelloberflache und dem Efflux aus
der Zelle spielen ®. Die wichtige Bedeutung des ABCA1l-Transporters fiir den

reversen Cholesterintransport und die Atherosklerose konnte inzwischen durch
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eine Vielzahl an Modellen mit genetisch manipulierten Mausen belegt werden. So
weisen ABCA1-Knock-Out-Mause, ahnlich wie an Morbus Tangier erkrankte
Patienten, reduzierte HDL-Konzentrationen im Plasma auf und zeigen aulserdem
aufgrund des verminderten =zellularen Cholesterineffluxes signifikante
Akkumulationen von lipidbeladenen Makrophagen in den verschiedensten
Korpergeweben 7°7!, Weitere Versuche an Mausen lassen darauf schlieSen, dass
fir die Produktion von HDL vor allem die hepatische ABCA1-Expression eine
ubergeordnete Rolle spielt, wahrend Makrophagen nur einen geringen Einfluss auf
die HDL-Konzentrationen zu haben scheinen. So fiihrt beispielsweise die
systemische oder hepatische Uberexpression von ABCA1l zu erhéhten HDL-
Plasmaspiegeln 7>73, wéahrend aus einer selektiven hepatischen Defizienz von
ABCA1 deutlich reduzierte HDL-Konzentrationen resultieren 7*. Im Gegensatz dazu
wird das HDL durch eine selektive Expression oder Inaktivierung von ABCAL in
Makrophagen nur gering oder gar nicht beeinflusst 7°. Hinsichtlich der
Atherosklerose scheinen die Makrophagen jedoch dennoch eine entscheidende
Rolle zu spielen. Experimente an Apo E- oder LDLR-defizienten Mé&ausen (Apo E”-
bzw. LDLR"), deren ABCA1-Expression in Makrophagen selektiv inaktiviert wurde,

zeigten eine fortschreitende atherosklerotische Entwicklung 7°.

1.1.5 Nukleare Transkriptionsfaktoren LXR (liver X receptors)

Bei den seit nunmehr Uuber einem Jahrzehnt bekannten Liver X-Rezeptoren (LXRS)
handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die der ilbergeordneten Familie der
nuklearen Hormonrezeptoren zuzuordnen sind und deren Aktivierung durch
Bindung bestimmter Liganden erfolgt 7. Bisher konnten LXRa und LXRB als
Isoformen der Liver X-Rezeptorfamilie identifiziert werden, wobei LXRp ubiquitar
exprimiert wird, wahrend sich die hohere Expression von LXRa vor allem auf
Organe, wie Leber, Darm, Nieren, aber auch das Fettgewebe und Makrophagen,
beschrankt 8. Trotz der Kodierung durch unterschiedliche Gene besteht zwischen
diesen beiden Transkriptionsfaktoren ein hoher Grad an Homologie innerhalb der
fir die Ligandenbindung zustandigen Domanen ebenso wie bezlglich der
endogenen Liganden, die zu einer Aktivierung fithren. Als solche putativen
Liganden gelten bislang in physiologischen Konzentrationen natirlich
vorkommende oxidierte Cholesterinderivate, wie beispielsweise 22(R)-, 24(S)- und
27-Hydroxycholesterol oder 24(S)-, 25-Epoxycholesterol 798!, Inzwischen wurden
aber auch einige synthetische nichtsteroidale LXR-Agonisten entwickelt . Liver X-
Rezeptoren sind zur Bildung obligatorischer Heterodimere mit einer weiteren Art
von nuklearen Rezeptoren, den sogenannten Retinoid X-Rezeptoren (RXRs),

befahigt 78%. Auch fir diese Rezeptoren existieren mehrere Isoformen (RXRa,
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RXRB, RXRy), wobei jedoch nur RXRa und RXRB in Geweben, die mit dem
enterohepatischen Kreislauf in Verbindung stehen, nachgewiesen wurden 3% Als

Agonist fungiert hierbei 9-cis RA (9-cis retinoic acid) .

Die Bindung der
entsprechenden Liganden an einen der Partner bzw. Rezeptor des Heterodimers
kann zwar zu einer gewissen Aktivierung der Transkription fithren, jedoch wird
eine maximale Aktivierung erst durch die Bindung der jeweiligen Agonisten an
beide Rezeptoren erreicht %. Wie in Abbildung 5 dargestellt, erkennen die
LXR/RXR-Heterodimere im Nukleus das LXR Response Element (LXRE), eine
spezifische Sequenz in der Promotorregion der Zielgene, und binden daran 78,
Durch die Anwesenheit der Liganden kommt es zu einer Komplexbildung zwischen
dem Heterodimer und einem Koaktivatorprotein, das eine Aktivierung der
Transkription des jeweiligen Zielgens bewirkt. Ohne Liganden komplexieren die
Heterodimere mit Korepressoren, die umgekehrt zu einer transkriptionellen

Repression der Zielgene fithren ¥’.
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Abbildung 5: Darstellung der LXR-Rezeptoraktivierung durch Oxycholesterole und Induktion der
Zielgenexpression (aus Zelcer and Tontonoz 2006 %). Im Nukleus binden LXR/RXR-Heterodimere an
LXREs in der Promotorregion der Zielgene und befinden sich in Komplexen mit Korepressorproteinen.
Nach Bindung entsprechender Liganden fiir LXR erfolgt die Zielgenaktivierung durch eine
Komplexbildung mit Koaktivatorproteinen.

Bei bestimmten Genen (z.B. proinflammatorische Zytokine), deren Promotoren
kein LXRE enthalten, fuhrt die Aktivierung der LXR-Rezeptoren durch Liganden zu
einer Inhibition der Transkription der Promotoren. Diese noch wenig verstandene
Erscheinung wird auch als Transrepression bezeichnet ®. Uber die Regulation der
entsprechenden Gene greifen Liver X-Rezeptoren als Schlisselregulatoren in den
Lipidstoffwechsel, einschliefSlich des Steroltransports und der
Fettsdurebiosynthese, ein 8 (Abbildung 6). Zahlreiche Ergebnisse deuten darauf
hin, dass diesen Rezeptoren auch eine Funktion als Cholesterinsensoren zukommt
% Die Studien der letzten Jahre weisen den Liver X-Rezeptoren aullerdem eine
zentrale Rolle im Bereich der Inflammation, der angeborenen Immunantwort °

und im Glucosestoffwechsel ® zu. Uber eine Autoregulationsschleife ist LXRa
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uberdies zur Induktion der eigenen Expression in der Lage, wie Versuche mit

humanen Makrophagen zeigten %29,
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Abbildung 6: Zielgene der Liver X-Rezeptoren und ihre Funktion in der Cholesterinhomoostase und der

Lipogenese (aus Tontonoz and Mangelsdorf 2003 “°)

C: cholesterol, TG: triglyceride, ABC: ATP binding cassette transporter (Isoformen A1, G1, G5, G8), Apo
E/C: apolipoprotein A/C, CETP: cholesterol ester transfer protein, CYP7A1: cytochrome P450 (Isoform
7A1- cholesterol 7a-hydroxylase), FAS: fatty acid synthase, HDL: high density lipoprotein, LPL:
lipoprotein lipase, PLTP: phospholipid transfer protein, SCD-1: steroyl coenzyme A desaturase, SREBP-
Ic: sterol regulatory element binding protein 1c, VLDL: very low density lipoprotein

Versuche an Mausen legen die Vermutung nahe, dass von den beiden Isoformen
des Liver X-Rezeptors vorwiegend das LXRa im hepatischen Lipidstoffwechsel eine
zentrale Rolle spielt. Trotz funktioneller Uberschneidungen existieren
wahrscheinlich somit fur LXRa und LXRp eine Reihe unterschiedlicher Zielgene
und daraus resultierende separate Funktionen 8. Diese Annahmen basieren unter
anderem auf Experimenten mit LXRa-defizienten Mausen (LXRa”), die bei
Fitterung mit stark cholesterinhaltiger Nahrung reaktiv zur Induktion der
Gentranskription der Cholesterin-7a-Hydroxylase (CYP7A1) nicht fahig waren. Bei
CYP7A1 handelt es sich um ein geschwindigkeitsbestimmendes Enzym, das an der
Synthese von Gallensauren beteiligt ist. Aufgrund dieses Defekts entwickelten die

LXRa’-Mause eine rasche, massive Leberverfettung mit einer Funktionsstérung



22 1 Einleitung

der Leber und Verlust der Fahigkeit, das iuberschiissige Cholesterin aus der
Nahrung zu Gallensauren zu verstoffwechseln und auszuscheiden. Ferner konnte
eine veranderte Regulation von weiteren wichtigen Genen des Lipidstoffwechsels
beobachtet werden %*. Mittels Kotransfektionsversuchen konnte fir das LXRE von
CYP7A1 aullerdem eine starkere Funktion als Response Element auf LXRa im
Vergleich zu LXRB nachgewiesen werden °. Die Vermutung separater Funktionen
der beiden LXR-Isoformen konnte auch durch weitere Studien untermauert
werden: Versuche an LXRa’-Mdusen =zeigten unter Fitterung mit
cholesterinreicher Nahrung schwere phanotypische Veranderungen der Leber,
wahrend bei LXRB"-Méausen keinerlei Auswirkungen beobachtet werden konnten
%, Die Studien der vergangenen Jahre lieferten nicht nur zahlreiche Hinweise auf
die Beteiligung von LXR-Rezeptoren an der Regulation des Cholesterin- und
Fettsaurestoffwechsels in multiplen Geweben und Makrophagen, sondern stellten
auch ihre mogliche Bedeutung fiur die Entwicklung von Stoffwechselerkrankungen,

wie z.B. der Hyperlipidamie oder Atherosklerose, tiber Signalkaskaden heraus .

In Experimenten an Mausen mit nichtsteroidalen LXR-Agonisten konnte eine
wirkungsvolle Hemmung der Cholesterinresorption erreicht und der reverse
Cholesterintransport aus peripheren Geweben gefordert werden. In
Ubereinstimmung mit diesem Effekt wurde auch die Expression von ABCA1 als
wichtigem Cholesterinexporter und LXR-Zielgen in Darm und Makrophagen
induziert. Uber die Aktivierung des permissiven LXR/RXR-Heterodimers durch den
Einsatz eines RXR-Liganden erfolgte aullerdem eine Erhohung des HDL-

Plasmaspiegels ©°

. Die Fahigkeit von LXR-Agonisten zur Steigerung der HDL-
Konzentration im Plasma beruht vermutlich auf dem durch ABCAI1 initiierten
reversen Cholesterintransport . Die Entfernung des Cholesterins iiber diesen
Mechanismus konnte hinsichtlich der Reversion der Atherogenese wichtig sein, da
es bei einer Hypercholesterinamie zu einer Anhaufung groSer Mengen von
Cholesterinestern in Monozyten der Arterienwand kommt '. Die Cholesterinester
leiten sich hierbei vor allem von oxidiertem LDL ab, das von den Monozyten
aufgenommen wird ’. Beim Einsatz von LXR-Agonisten musste andererseits auch
eine Erhohung der Triglycerid-Konzentration im Plasma durch die wahrscheinliche
Aktivierung des fiir die Lipogenese relevanten SREBP-1-Proteins (sterol regulatory
element-binding protein 1) durch LXR verzeichnet werden °. Weitere Hinweise auf
die Relevanz der Liver X-Rezeptoren lieferten auch Versuche an zur
Atherosklerose neigenden Apo E- und LDL-Rezeptor-defizienten (Apo E”, LDLR")
Mausen, bei denen ebenfalls eine Behandlung mit LXR-Liganden durchgefuhrt
wurde. Bei diesen Tieren konnte die Ausdehnung der atherosklerotischen Lasionen

um anndhernd 50 % reduziert werden °’. Im Gegensatz dazu ergab sich bei Apo E”
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- bzw. LDLR”-Méausen nach der Durchfiihrung einer Knochenmarktransplantation
mit LXRaf”-Méausen als Spender eine deutliche Zunahme der Lasionen im Rahmen
der Atherosklerose. Die Transplantation des Knochenmarks diente bei dieser
Versuchsdurchfithrung der spezifischen Entfernung von LXR in Makrophagen %,
Das Apolipoprotein E (Apo E) spielt eine wichtige Rolle in Verbindung mit dem
Cholesterinefflux aus Makrophagen. So konnte an Mausen mit tiberexprimiertem
Apo E in Makrophagen eine signifikante Verminderung der Ausbildung von
atherosklerotischen Lasionen festgestellt werden, wahrend sich die Anfalligkeit fur
diese bei Mausen mit fehlendem Apo E steigern lieR °°. Zusammenfassend kommt
den Makrophagen aufgrund ihrer Funktion innerhalb des Lipidstoffwechsels und
inflammatorischer Prozesse beziiglich der Atherogenese eine erhebliche Relevanz
zu, besonders unter dem Aspekt der moglichen Beeinflussung dieser Faktoren
durch LXR-Agonisten °!,

In diesem Zusammenhang ist auch PPAR (peroxisome proliferator-activated
receptor) als weiterer nukledrer Rezeptor !'°° von Bedeutung. Auch dieser in
mehreren Isoformen existierende Rezeptor (PPARa, PPARP/S, PPARy) kann, wie
LXR, obligate Heterodimere mit RXR bilden !°'. Als physiologische Liganden
werden fur PPAR Fettsauren oder deren Derivate vermutet, da in Versuchen
gezeigt werden konnte, dass eine Reihe gesattigter oder ungesattigter langkettiger
Fettsduren und lipiddhnlicher Verbindungen eine PPAR-Aktivierung bewirken !°%,
Die Aktivierung von PPARy fihrt iiber eine Bindungsstelle fir PPAR in der LXRa-
Promotorregion zu einer direkten Expressionssteigerung von humanem sowie auch
murinem LXRa. Aus dieser Interaktion der beiden Transkriptionsfaktoren
resultieren additive Effekte hinsichtlich der Expression von ABCAl1 und des
reversen Cholesterintransports in Makrophagen !°°. Auch fiir PPARa wurden
stimulierende Wirkungen bezuglich der Expression von LXRa und dem
nachfolgenden, durch die Induktion von ABCAl bedingten, Cholesterinefflux
beschrieben !°*, Bei an Atherosklerose erkrankten Apo E”- bzw. LDLR”-Mé&usen
konnte unter der Behandlung mit RXR- oder PPARy-Agonisten eine deutlicher
Riickgang der atherosklerotischen Lasionen erreicht werden 1%, Auch beziiglich
der Regulation des Fettsauremetabolismus spielen LXR- und PPAR-Rezeptoren
eine entscheidende Rolle, da LXR-Rezeptoren die Expression des fur die
Fettsduresynthese relevanten SREBP-1c aktivieren '°” und speziell PPARa die
Expression von Genen fordert, die fur die p-Oxidation von Fettsauren und somit die
Fettsauredegradation zustdndig sind '°%. Neuere Ergebnisse zeigen des Weiteren
eine Suppression der Promotoraktivitat von SREBP-1c uber LXREs in der SREBP-

1c-Promotorregion durch PPAR-Rezeptoren, wobei diese Wirkung wahrscheinlich
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auf eine Kompetition von PPARo um RXR bei der Heterodimerbildung

zurickgefithrt werden kann '%.

1.2 Sterole

1.2.1 Oxycholesterole

AulSer Steroidhormonen haben sich weitere Derivate und Analoga des Cholesterins
als biologisch relevant herausgestellt. Als Oxysterole wurden historisch oxidierte
Derivate des Cholesterins bezeichnet, die an zahlreichen biologischen Prozessen
beteiligt sind ''°. Diese Derivate werden heute zur Abgrenzung von den spater zu
diskutierenden Oxyphytosterolen besser als Oxycholesterole bezeichnet. Sie
beeinflussen beispielsweise inflammatorische Vorgange im Rahmen der

111

Entwicklung atherosklerotischer Lasionen und die zellulare Regulation der

Cholesterinhomdostase !'?

, sind aber auch wichtig fur den Cholesterinexport aus
dem ZNS 13114 Dije wichtigste und bisher am genauesten beschriebene Rolle
kommt ihnen aber in ihrer Funktion als Zwischen- oder Endprodukte der zellularen

Cholesterinexkretion zu .

Oxycholesterole konnen teilweise exogen uber die Nahrung aufgenommen werden

oder aber endogen im Korper selbst entstehen !6,

Exogene Quellen fur
Oxycholesterole sind cholesterinreiche Lebensmittel, wie beispielsweise Eier,
Fleisch ''7 oder Milchprodukte ''8, in denen es wahrend der Verarbeitung oder
Lagerung (Hitze, Licht, Kihlung) zu Autoxidationsprozessen des Cholesterins

kommt 6.

Im Gegensatz zur chemischen Autoxidation konnen bestimmte
endogene Oxycholesterole auch durch spezifische Enzyme gebildet werden
(Abbildung 7). Quantitativ stellen 4p-, 7a-, 24(S)- und 27-Hydroxycholesterol die
wichtigsten mittels Cholesterin-Hydroxylasen generierten Oxycholesterole im
menschlichen Organismus dar ''>!'° 7a-Hydroxycholesterol kann neben der
enzymatischen Oxidation auch als Razemat bei der Autoxidation entstehen.
Dagegen konnte beim autoxidativ entstehenden 7p-Hydroxycholesterolanteil eine
enzymatische Bildung bisher noch nicht definitiv geklart werden 9120 7q-
Hydroxycholesterol ist ein =zentrales Zwischenprodukt im klassischen
Stoffwechselweg der Gallensaurebiosynthese, wahrend es sich beim 27-
Hydroxycholesterol um ein Zwischenprodukt des alternativen Biosynthesewegs der
Gallensauren handelt '*'!22, Letzterer macht vermutlich einen Anteil von ungefahr

5-10 % der gesamten Gallensaureproduktion aus 23124,
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24(S)-Hydroxycholesterol wird fast ausschlieflich im zentralen Nervensystem
gebildet. Erhohte Plasmaspiegel dieses Oxycholesterols konnten bereits mit
neuronalen Erkrankungen, wie z.B. dem Morbus Alzheimer, in Verbindung
gebracht werden '#, 25-Hydroxycholesterol ist nur in geringen Mengen im Plasma

vorhanden und kann entweder uber Autoxidation oder iUber die Cholesterol-25-

119

Hydroxylase entstehen Dieses Oxycholesterol inhibiert die

120

Cholesterinbiosynthese !?° und die LDL-Rezeptorexpression '?°. Die Herstellung

von 7-Ketocholesterol ist auller iber Autoxidation ebenfalls aus 7a-
Hydroxycholesterol mittels enzymatischer Dehydrogenierung maoglich. 7-
Ketocholesterol hat sich fiir Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Makrophagen
als toxisch erwiesen !'?°. Die Bildung der isomerischen 5a,6a- und 58,6p-
Epoxycholesterole erfolgt durch viele, inzwischen genau definierte

Oxidationsmittel (inklusive der Luftoxidation), Lipoxygenasen aus Sojabohnen und

127

mikrosomale Lipidperoxidationssysteme der Leber in vitro Beide Isomere

115,128

wurden in humanen Geweben und Nahrungsmitteln nachgewiesen und in

vitro durchgefiihrte Bioassays gaben Hinweise auf deren zytotoxische Wirkung '*°.
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- [ l( . m
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Abbildung 7: Schema der wichtigsten Oxidationsmoglichkeiten des Cholesterins (aus Bjorkhem 2002
129), AuBBer beim 25-Hydroxycholesterol, dessen Oxidation durch die Cholesterol-25-Hydroxylase, ein
sogenanntes Non-heme Iron Protein (Nicht-Ham-Eisen-Protein), katalysiert wird, erfolgt die
Vermittlung der iibrigen Reaktionen entweder durch verschiedene Arten von Cytochrom P450 oder
nichtenzymatisch in Anwesenheit von ROS (reactive oxygen species). Die quantitativ bedeutendsten
Oxycholesterole im menschlichen Korper sind unterstrichen dargestelit.
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Oxycholesterole im Allgemeinen, besonders jedoch diejenigen mit zusatzlichen
sauerstoffhaltigen funktionellen Gruppen in der steroidalen Seitenkette, konnen
leicht aus Zellen transportiert werden. Da es ihnen moglich ist, die Zellmembran
im Vergeich zum Cholesterin viel schneller zu passieren, stellt die Bildung von
Oxycholesterolen einen Mechanismus zur erleichterten Ausschleusung von
iberschiissigem Cholesterin extrahepatischen Ursprungs dar. Fir diesen Vorgang
sind vor allem an Position 24 oder 27 der Seitenkette oxidierte Oxycholesterole
von Bedeutung. Nach ihrem Eintritt in den Blutkreislauf erfolgt die schnelle
Aufnahme in die Leber und die weitere Oxidation zu Gallensauren oder

123129 Djeser Mechanismus kann als alternative

wasserloslichen Metaboliten
Moglichkeit zum Kklassischen reversen Cholesterintransport, der uber ABC-
Transporter und HDL vermittelt wird, angesehen werden '3°. Gleichzeitig konnte
anhand einer Kristallstrukturanalyse des LXRa/RXR-Heterodimers gezeigt werden,
dass die Anwesenheit einer Hydroxylgruppe an Position 22, 24 oder 27 der
Cholesterinseitenkette wichtig fiir die Bindung an LXR ist '*'. Demzufolge wurde
vermutet, dass es sich bei natirlich vorkommenden Oxycholesterolen, wie 20(S)-,
22(R)-, 24(S), 25- und 27-Hydroxycholesterol oder 24(S)-, 25-Epoxycholesterol, um

endogene LXR-Liganden handelt 808132134,

Andererseits werden fiir Oxycholesterole auch proatherogene Effekte diskutiert '*°.
So stellen Oxycholesterole Bestandteile von oxidiertem LDL dar '3>!3, Sie konnten
auch in vivo in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden 37139 27-
Hydroxycholesterol, 7-Ketocholesterol, 7p- und 7a-Hydroxycholesterol stellen die
in atherosklerotischen Plaques hauptsachlich enthaltenen Oxycholesterole dar
140141 Fiir oxLDL wurde ein proatherogener Effekt durch dessen unkontrollierte
Aufnahme in Makrophagen iiber Scavenger Rezeptoren postuliert *!*2, Speziell
das 27-Hydroxycholesterol konnte jedoch wiederum an einem Mechanismus zur
Suppression der Cholesterinakkumulation beteiligt sein, da das angeblich

antiatherogene Cytochrom P27 in Atheromen sehr aktiv zu sein scheint '%°,

1.2.2 Phytosterole

Unter dem Begriff der Phytosterole werden nur in Pflanzen gebildete Sterole
zusammengefasst, die dort als Analoga des Cholesterins der Saugetierzellen

43 Trotz groRer funktioneller und struktureller Ahnlichkeiten weisen

dienen
Phytosterole in ihrer Struktur charakteristische Unterschiede zum Cholesterin auf.
So besitzen pflanzliche Sterole entweder eine zuséatzliche Methyl- oder
Ethylgruppe am Kohlenstoffatom C24. Aullerdem kann sich noch eine

Doppelbindung in der Seitenkette befinden (Abbildung 8). Bei den Phytostanolen
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handelt es sich um ring- bzw. seitenkettengesattigte Analoga der jeweiligen

Phytosterole #4143,
Cholesterol \’N\<
Campesterol Y\/L<
R

Sitosterol
Stigmasterol Y‘“ﬁ)\<

HO Brassicasterol \I/"‘\%‘/]\<

|

Avenasterol

Abbildung 8: Chemische Struktur von Cholesterin und verschiedenen Phytosterolen (aus von Bergmann
et al. 2005 %)

Die haufigsten in der Ernahrung westlicher Lander vorkommenden Phytosterole

sind B-Sitosterol, Campesterol und Stigmasterol !¢,

Bezuglich des
Gesamtsterolgehalts konnen sie einen Anteil von weniger als 50 % einnehmen, der
restliche Anteil wird von Cholesterin gebildet. Die wichtigsten Vertreter der

Phytostanole stellen Sitostanol und Campestanol dar !4°

. Phytosterole sind vor
allem in Lebensmitteln, wie Gemuseolen, Getreide und Getreideolen, Nussen,
Samen oder Bohnen enthalten, wahrend deren Gehalt in Friichten und Gemiise
verhéltnismaBig gering ist *7'*8, Bei ,westeuropaischer” Erndhrungsweise betragt
die tagliche Phytosterolaufnahme ungefahr 100-300 mg. Davon werden jedoch nur
in etwa 0,4-3,5 % im Darm absorbiert. Die tagliche Phytostanolaufnahme von 20-
50 mg mit einer Absorptionsrate von 0,02-0,3 % fallt vergleichsweise noch
niedriger aus **'°°, Im Gegensatz dazu schwankt die intestinale Absorptionsrate

von Cholesterin individuell zwischen 29-80 % bei durchschnittlich ca. 56 % '°'.

Bezuglich der Absorptionshohe und -rate von Phytosterolen oder -stanolen wurde
eine Abhangigkeit zwischen diesen Grolen und der Seitenkettenldange postuliert,
da mit steigender Anzahl der Kohlestoffatome an Position C24 der Seitenkette, die
Absorption aufgrund zunehmender Hydrophobizitat vermindert wird !%2. Als
weiterer einflussnehmender Faktor wurde auch die Doppelbindung im Sterolring
vermutet, deren Sattigung durch Hydrogenisation in einer verringerten Absorption
resultiert '*3. AuBerdem bestand die Annahme, dass eine inaddquate Veresterung

ein Grund fiir die geringe Absorption im Intestinaltrakt sein konnte 5%,
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Bereits in den 50er Jahren wurde der cholesterinsenkende Effekt von
Phytosterolen erkannt. 1951 wurde eine Reduktion des Serumcholesterins bei

Hithnern durch B-Sitosterol gezeigt '°°. Beim Menschen wurde diese Wirkung

156 157-161

erstmals 1953 beschrieben und seitdem vielfach bestatigt Zum
molekularen Verstandnis der intestinalen Sterolabsorption trugen einige kurzlich
neu identifizierte Steroltransporter wesentlich bei (Abbildung 9). So fiuhrte die
Suche der Zielstruktur von Ezetimib, einem selektiven Inhibitor der
Sterolabsorption, zur Identifizierung des Niemann-Pick Cl1 Like 1 (NPC1L1)-
Proteins. Dieses enterozytare Protein scheint sowohl fir die Aufnahme von
Cholesterin als auch von Phytosterolen aus dem Darmlumen essentiell zu sein
162163 Durch zwei heterodimere Halbtransporter aus der Familie der ABC-
Transporter, namlich ABCG5 und ABCGS8, deren Induktion tber eine LXR-
Aktivierung erfolgt !%*, wird der Ricktransport eines GroRteils der Phytosterole
und auch von Cholesterin aus der Zelle ins Darmlumen vermittelt '°5'¢, Dies
verhindert eine zelluldre Akkumulation der Sterole #!%7, Mutationen dieser beiden
Steroltransporter verursachen die sogenannte Sitosterolamie, eine autosomal
rezessive Erkrankung, die durch eine Erhohung des Phytosterolspiegels bzw. -
gehalts in Plasma und Gewebe um den Faktor 30 bis 200 gekennzeichnet ist 168169,
Der enterozytar verbleibende Sterolanteil wird uber die Acyl-Coenzym A-
Cholesterol-Acyltransferase (ACAT) verestert, anschlieBend in Chylomikronen
verpackt und iber Exozytose aus der Zelle in den Kreislauf gebracht !¢,
Nachfolgend findet die Konversion dieser Lipoproteine in Chylomikronremnants
mittels der Lipoproteinlipase (LPL) statt, die von der Leber aufgenommen und zur
Bildung von Very Low Density Lipoprotein (VLDL) verwendet werden. Aus VLDL
entsteht nun uber das Intermediate Density Lipoprotein (IDL) LDL, das durch LDL-

Rezeptoren aus dem Kreislauf beseitigt werden kann 16817,
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Cholesterin
Phytosterole
Fettsauren
Lysophospholipide
Monoaclyglycerole

. (LXR( RXR) .

Chylomikron
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( LXR( RXR)

APO A-1

Ezetemib
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Abbildung 9: Darstellung des intestinalen Steroltransports (modifiziert nach Levy et al. 2007 7' und
Sudhop et al 2005 1%. Gallensalze, freies Cholesterin, Phytosterole, Monoacylglycerole,
Lysophospholipide und Fettsduren bilden gemischte Mizellen und passieren die apikale
Biirstensaummembran im jejunalen Lumen. Den wichtigsten Transporter fiir die Beforderung von
Cholesterin und Phytosterolen in die Zelle stellt hierbei das NPC1L1-Protein dar. Uber das ABCG5/G8-
Heterodimer erfolgt der Riicktransport von iliberschiissigen Sterolen. Ebenso fordert ABCA1 an der
basolateralen Membran den Cholesterin- und Phytosterolefflux zum plasmatischen Apo A-I, das die
Formation von naszierendem HDL steigert. Der enterozytdr verbleibende Sterolanteil wird mittels
ACAT-2 verestert und bildet mit neu synthetisierten Triglyceriden, Phospholipiden und Apo B-48 unter
Vermittlung von MTP Chylomikronen. Diese Lipoproteinpartikel werden in speziellen Vesikeln vom
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat befordert und verlassen nach einer Fusion von Golgi-
Vesikeln und basolateraler Membran die Zelle durch Exozytose.

ABCA1: ATP-binding cassette transporter Al; ABCG5/8: ATP-binding cassette transporter G5/G8; ACAT-
2: acyl-CoA:cholesterol acyltransferase 2; Apo A-I: apolipoprotein A-I: Apo B-48: apolipoprotein B-48;
CE: cholesterylester; HDL: high density lipoprotein; LXR: liver X receptor; MTP: microsomal
triglyceride transfer protein; NPC1L1 protein: Niemann-Pick C1 Like 1 protein; PL: phospholipide; RXR:
retinoid X receptor; TG: triglycerides

Phytosterole konnen ebenso wie Cholesterin uber die Galle ausgeschieden werden,
wobei die fraktionelle biliare Eliminatonsrate bei Phytosterolen sogar hoher zu
sein scheint '*'%>172" Nach neueren Erkenntnissen erfolgt im Gegensatz zum

Cholesterin allerdings keine nennenswerte hepatische Metabolisierung von
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173

Phytosterolen zu analogen Gallensauren '’°, wie aufgrund entsprechender Studien

zunachst vermutet 74

Fir enterozytares unverestertes Cholesterin und
Phytosterole besteht aulSerdem die Moglichkeit zur systemischen Absorption tiber
den basolateral sitzenden LXR-abhangigen ABCA1-Transporter (1.1.4) %175 Es gibt
Hinweise darauf, dass Phytosterole direkt oder indirekt die Expression von ABCA1

induzieren konnten 76,

Der cholesterinsenkende Effekt von Phytosterolen wurde lange alleinig durch eine
Verdrangung von Cholesterin aus der mizellaren Bindung aufgrund einer hoheren
Affinitat erklart '”7. Phytosterole scheinen die Cholesterinléslichkeit in der Olphase
und mizellaren Phase zu verringern, wodurch es nachfolgend zu einer
Verdrangung des Cholesterins aus den Mizellen und Interferenzen mit dessen
Absorption kommt 78, In den 80er Jahren fand die Méglichkeit der Zugabe von
Phytosterolen und -stanolen zu Nahrungsmitteln neues Interesse. Margarine ist
dafir besonders gut geeignet, da fur die Solubilisierung von Sterolen Fette
notwendig sind. Eine Veresterung der Phytosterole bzw. -stanole mit langkettigen
Fettsauren erhoht ihre Fettloslichkeit und erleichtert die Inkorporation in die
entsprechenden Lebensmittel '”°. Die tagliche Aufnahme von 2-2,5 g Phytosterol-
/Phytostanolestern in angereicherten Lebensmitteln, sogenannten Functional
Foods, bewirkte eine Reduktion des LDL-Spiegels im Plasma um etwa 10-14 %
ohne nennenswerte erkennbare Nebenwirkungen '®. Bei der Aufnahme von 2,5 g
Phytosterol- oder Phytostanolestern entsprechend einer Menge von 1,5 g freier
pflanzlicher Sterole pro Tag konnte die Cholesterinabsorption um ca. 13-17 %

gesenkt werden !,

Noch hohere Aufnahmemengen scheinen dabei keinen
groBeren Effekt auf den LDL-Spiegel !®2 oder die Cholesterinabsorption 5918 zu

haben.

Eine potentielle und mit dem Cholesterin vergleichbare Atherogenitat pflanzlicher

184 yerschiedene Studien

Sterole kann zwar nicht a priori ausgeschlossen werden
an transgenen Tiermodellen zeigten jedoch eine Abnahme atherosklerotischer
Plaques unter Fitterung mit pflanzlichen Sterolen bzw. Stanolen 8187,
Metaanalytische Berechnungen prognostizieren eine langerfristige Reduktion des
Risikos fur kardiovaskulare Erkrankungen bei phytosterolhaltiger Ernahrung um

bis zu 20 % 188,

1.2.3 Oxyphytosterole

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zum Cholesterin kénnten Phytosterole zu
analogen Produkten, den Oxyphytosterolen, metabolisiert werden. Ihre

Terminologie entspricht den Oxycholesterolen (1.2.1) '8 (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Chemische Struktur der hdufigsten Oxyphytosterole (aus Hovenkamp et al. 2008 '°). Die
Alkylseitenkette (R) des jeweiligen Oxyphytosterols kann Abbildung 8 entnommen werden.

Wahrend die Oxycholesterole inzwischen gut erforscht sind, existieren uber
Oxyphytosterole jedoch nur vergleichsweise wenige Daten. Es wird vermutet, dass
Oxyphytosterole, ahnlich wie Oxycholesterole, durch Autoxidation, aber eventuell
auch enzymatisch entstehen '°. Bisher wurden geringe Mengen an
Oxyphytosterolen in bestimmten Lebensmitteln, wie z.B. Kaffee, Bratkartoffeln,
Weizenmehl oder Gemiisedlen nachgewiesen %%, Der Oxyphytosterolgehalt in
Lebensmitteln variiert abhangig von den jeweiligen Verarbeitungs- und
Lagerungsbedingungen, wie beispielsweise Temperatur und Nahrungsmittelmatrix
191 Eine weitere Quelle fiir Oxyphytosterole konnten besonders mit Phytosterolen
angereicherte Lebensmittel (functional foods) darstellen. In entsprechenden
handelsublichen Brotaufstrichen wurden maximal 0,1 % Oxyphytosterole gefunden
192 Zusatzlich ware auch eine Herkunft dieser Verbindungen durch von der Haut
absorbierte phytosterolhaltige Kosmetikprodukte und deren anschliefSende
Oxidation im UV-Licht denkbar '%3.

194 qus dem

Man nimmt an, dass Oxyphytosterole ebenso wie Oxycholesterole
intestinalen Lumen absorbiert werden konnen '%°. Die Fahigkeit einiger dieser
Verbindungen, die intestinale Barriere zu iiberwinden, konnte an Ratten bereits
gezeigt werden %, Oxyphytosterole scheinen dabei sogar noch besser absorbiert
zu werden als native Phytosterole '°°, Experimente an Hamstern demonstrierten
ferner nach oraler Gabe eine dosisabhangige Aufnahme von Oxyphytosterolen in

verschiedene Gewebe '?’. Bei der Interpretation der Resultate von Experimenten,
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die zur Untersuchung der Oxyphytosterolabsorption an Tiermodellen erfolgten,
sollte dennoch beriicksichtigt werden, dass dabei bislang keine isolierten
Messungen der Absorption durchgefiihrt wurden und die Ergebnisse somit sowohl

durch Absorption als auch durch Reexkretionsraten beeinflusst sein kénnen !,

In humanen Geweben fanden sich nur bei Patienten mit einer
Phytosterolamieerkrankung (Sitosterolamie) deutlich erhohte

Oxyphytosterolspiegel im Serum .

Ferner gelang der Nachweis erhohter
Oxyphytosterole im Serum von an Morbus Waldenstrom erkrankten Patienten.

Spater wurden auch Oxyphytosterole im Serum gesunder Probanden identifiziert
198

Im Gegensatz zum Cholesterin (1.2.1) fehlen zur Oxidation von Oxycholesterolen
immer noch detaillierte Daten. Es wird vermutet, dass sich die
Oxidationsmechanismen von Cholesterin und Phytosterolen nur geringfigig
voneinander unterscheiden und folglich wahrscheinlich beide uber reaktive
Sauerstoffspezies, freie Radikale, physikalische Einwirkungen und wohl auch

durch verschiedene Cytochrome P450 entstehen konnten.

Die Exkretion der meisten Oxyphytosterole erfolgt, wie bei nichtoxidierten
Phytosterolen, wahrscheinlich iber die Galle, wobei die Exkretionsrate unter den
verschiedenen Verbindungen differieren konnte. Es ware auch moglich, dass die
Sekretion von Oxyphytosterolen durch ABCG5/G8-Transporter zur Elimination aus

Zellen fuhren konnte '°°.

In Bezug auf potentielle biologische Effekte von Oxyphytosterolen existieren
zahlreiche Hypothesen. So wird z.B. eine mogliche Wirkung einiger dieser
Verbindungen auf die Modulation des Cholesterinmetabolismus uber die
Aktivierung von LXR diskutiert !**. Des Weiteren bestehen Spekulationen iiber
lipidsenkende und antidiabetische Eigenschaften 992! ebenso wie iiber die
Beeinflussung von Entziindungsreaktionen und des Immunsystems 22, Auch wird
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eine Interferenz von Oxyphytosterolen mit Steroidhormonrezeptoren oder der

Kapazitat von Cytochrom P450 ?°* in Betracht gezogen.

Bei Oxycholesterolen ist eine toxische Wirkung auf Zellen bereits erwiesen 2°°,

Oxyphytosterole in hoheren Konzentrationen sind ebenfalls toxisch. Es wurde

gezeigt, dass Oxyphytosterole und Oxycholesterole vergleichbare Toxizitatsmuster
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aufweisen . Zudem wird eine proatherogene Wirkung der Oxycholesterole

vermutet 27, die moglicherweise auch auf Oxyphytosterole zutreffen kénnte '8,
Diese Annahme wurde durch eine erste Studie am Tiermodell jedoch nicht

bekraftigt 1.
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1.2.4 Chemische Oxyphytosterole

Zahlreiche Studien der letzten Jahre zeigten die Effektivitat von Phytosterolen und
-stanolen im Hinblick auf die positive Beeinflussung des LDL-Spiegels im Plasma.
Diese Ergebnisse fuhrten zu einer vermehrten Verfugbarkeit von mit Phytosterolen
angereicherten Lebensmitteln. Der Konsum solcher Nahrungsmittel hat einen
Anstieg von Phytosterolen im humanen Korperkreislauf zur Folge und konnte
dadurch potentiell auch eine Erhohung systemischer
Oxyphytosterolkonzentrationen aufgrund einer gesteigerten Aufnahme uber die
Nahrung oder durch endogene Bildung aus nichtoxidierten Phytosterolen bewirken
190198 Da die Anwesenheit von Oxyphytosterolen in der Zirkulation die Gesundheit
beeinflussen konnte %%, ist die Herstellung synthetischer Oxyphytosterole zur

Erforschung potentieller positiver oder negativer Effekte von grofSer Bedeutung.

Die Bemiuhungen der letzten Jahrzehnte, solche Verbindungen in vitro
darzustellen, erbrachten verschiedene oxidierte Phytosterolderivate, deren

Oxidation entweder am Sterangeriist und/oder an der Seitenkette erfolgte 143208213,

In der vorliegenden Arbeit wurden chemisch oxidierte Derivate von Stigmasterol
als Ausgangsphytosterol hergestellt. Die jeweiligen Benennungen, chemischen
Strukturen, Gaschromatogramme und Massenspektren der Oxystigmasterole

konnen Kapitel 4.4.1 und dem Anhang entnommen werden.
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2  Fragestellungen

Der nukleare Transkriptionsfaktor LXRa reguliert eine Reihe wichtiger
Schlisselrezeptoren der systemischen und lokalen Cholesterinhomdostase in
Entero- und Hepatozyten, aber auch Makrophagen der GefaSwand, die hinsichtlich
der Atherogenese besonders relevant sind. Als aktivierende LXRa-Liganden
wurden mehrere Oxymetaboliten von Cholesterin erkannt. Phytosterole haben eine
systemische lipidsenkende Wirkung, als deren Mechanismus bisher meist nur eine
mizellare Verdrangung von Cholesterin vermutet wurde. Inzwischen wird jedoch
auch ein potentieller Mechanismus iiber eine LXRoa-Aktivierung durch native
Phytosterole oder ihre analogen Oxymetaboliten in Erwagung gezogen. Diese

konnten so die Expression von Sterolexportern, wie ABCA1, regulieren.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Wirkung nativer Phytosterole, vor allem aber
oxidierter Phytosterolderivate auf LXRoa und ABCAI1, den Initiator des reversen
Cholesterintransports, in Enterozyten zu untersuchen. Als Ausgangsphytosterol fur
potentiell biologisch relevante Oxyphytosterole wurde Stigmasterol ausgewahlt, da
die Doppelbindung in seiner Seitenkette eine Pradilektionsstelle fiir chemische

Oxidation darstellen konnte.

Als Enterozytenmodell wurde die humane differenzierte Karzinomzelllinie CaCo-2
verwendet. Die Effekte einer Inkubation von Enterozyten mit nativen Phytosterolen
und verschiedenen Oxystigmasterolen auf LXRa und seinem Zielgen ABCA1 sollte

auf Transkriptions-, Aktivierungs- und Translationsebene uberpruft werden.
Insbesondere wurden folgende Fragestellungen analysiert:

1. Stimulieren natives Stigmasterol und Oxyxstigmasterole wie
Seitenkettenhydroxycholesterole die Transkription vom Sterolexporter
ABCA1?

2. Wird dies Uber eine LXRa-agonistische Wirkung vermittelt?

3. Lasst sich eine Beziehung zwischen Struktur und Wirkung von nativem

Stigmasterol sowie der eingesetzten Oxystigmasterole erkennen?
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3  Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid
Agarose

Albumin Bovine
APS

Antikorper:

- ABCA1

- 3-Aktin

- Anti-mouse HRP
- Anti-rabbit HRP

Biorad External Well Factor Solution

Blei(IV)-oxid

Borsaure
Bromphenolblau
Cholesterolstandards:

- 7a-Hydroxycholesterol
- 7p-Hydroxycholesterol
- 5a,6a-Epoxycholesterol
- 5B,6B-Epoxycholesterol
- 7-Ketocholesterol

- 3B,5a,6B-Trihydroxycholesterol
- 7-Dehydrocholesterol
DEPC

Desmosterol

DMSO

DMEM Medium
DNA-Standards

EDTA

Endofree Kit

Ethanol p.A.

Sigma, Deisendorf
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisendorf
Bio-Rad, Miinchen

Novus Biologicals (USA)

Sigma, Steinheim

Amersham Bio-Sciences, Uppsala (S)

Cell Signaling, Frankfurt
Bio-Rad, Munchen
Aldrich, Steinheim
Sigma, Deisendorf

Sigma, Steinheim

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisendorf

Pan Biotech GmbH, Aidenbach
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisendorf
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt
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Ethidiumbromid Sigma, Deisendorf
FCS Sigma, Deisendorf
Glycerol Sigma, Deisendorf
Glycin Roth, Karlsruhe
HEPES Buffer (1 M) Sigma, Deisendorf
22(R)-, 24(S)-, 25-Hydroxycholesterol Sigma, Deisendorf
Hyperfilm ECL GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala (S)
LB-Medium Sigma, Deisendorf
Luciferase Assaysystem Promega, Mannheim
MA Lipofection Enhancer IBA, Gottingen
Magermilchpulver Reformhaus
Magnesiumchlorid Sigma, Deisendorf

MEM-Non-essential Amino Acid Solution (100 x) Sigma, Steinheim

B-Mercaptoethanol Sigma, Deisendorf

Metafectene Pro Biontex, Minchen

Methanol p.A. Merck, Darmstadt

Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Nitrocellulosemembran GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala (S)
NucleoBond Kit Macherey-Nagel, Diiren
Oligonukleotidsynthese Metabion, Martinsried

Organische Losungsmittel Merck, Darmstadt

PBS "~ Mg?*/Ca?* PAN Biotech, Aidenbach

Penicillin Sigma, Deisendorf

Ponceau S Sigma, Steinheim

2-Propanol p.A. Merck, Darmstadt

Proteaseinhibitoren Roche, Penzberg

Proteinstandards Bio-Rad, Miunchen

Pyridin Fluka, Neu-Ulm

Random Hexamerprimer (pd(N)g) GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala (S)
Ready-To-Go PCR Beads GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala (S)
Reagenzien zur Oxyphytosterolherstellung Sigma, Deisenhofen

Restriktionsenzyme:

- Ava Al New England Biolabs, Frankfurt

- Bam HI New England Biolabs, Frankfurt

-Clal New England Biolabs, Frankfurt

9-cis Retinoic Acid Sigma, Deisendorf

Salzsaure (37 %) Merck, Darmstadt

SDS Bio-Rad, Minchen
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Sitosterol

Stigmasterol

Streptomycin

Stripping-Puffer

SuperSignal West Pico Substrate
SYBR Green I (10 000 x)

TEMED

THAM

Triton-X-100

Trypsin-EDTA Solution (1 x)

Tween 20

3.1.2 Losungen und Puffer

> DEPC-Wasser

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisendorf

Carl Roth, Karlsruhe
Pierce, Rockford (USA)
Invitrogen, Eugene (USA)
Bio-Rad, Minchen
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Sigma, Steinheim

Sigma, Deisendorf

2 ml DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat) auf 1 L bidestilliertes Wasser (H,044) geben, gut

schitteln, anschlielSend nach ca. 2-stiindiger Inkubation zur Zerstorung des DEPCs

autoklavieren.

> TBE-Puffer

0,5 M Tris; 0,415 M Borsaure; 10 mM EDTA; H,044

> WCEB-Puffer

25 mM HEPES; 0,3 M NaCl; 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM EDTA; 0,5 % Triton X-100; 10

% Glycerin; H,O44

> Sammelgele (3 %)

3,25 ml H,044; 1,25 ml Upper Tris Puffer; 500 pl Acrylamid; 30 ul APS (10 %); 5 ul

TEMED

> Laufgele (7,5 %)

4,93 ml H,O4; 2,5 ml Lower Tris-Puffer; 2,5 ml Acrylamid; 62,5 pul APS (10 %); 3,75

pl TEMED

Fir die SDS-PAGE wurde das Minigelsystem der Firma Bio-Rad verwendet.

Die Mengenangaben beziehen sich jeweils auf zwei kleine Gele.

> Lower Tris-Puffer (4-fach)

90,9 g THAM (Tris base); 10 ml 20 % SDS ad 10 ml H,044

pH 8,8
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» Upper Tris-Puffer (4-fach)

6,06 g THAM (Tris base); 2 ml 20 % SDS ad 100 ml H,044
pH 6,8

> Laufpuffer

10-fach: 60 g THAM (Tris base); 288 g Glycin; 100 ml 20 % SDS ad 21 H,04
80 ml Laufpuffer (10-fach) ad 800 ml H,O4

» Transferpuffer

3,03 g Tris; 14,4 g Glycin ad 800 ml H,0O44; 200 ml Methanol (kiihl stellen)
> TBS/Tween-Puffer

10 ml 1 M Tris (pH 10,88) ; 33 ml 5 M NaCl ad 1000 ml H,O4; 0,1 % Tween
> Blockierungspuffer

5 % Milchpulver, 100 ml TBS/Tween
> Probenpuffer

55 mM Tris/HCI (pH 6,8); 4 % SDS; 40 % Glycerin; 4,3 % [-Mercaptoethanol; 0,2
% Bromphenolblau

3.1.3 Verwendete Oligonukleotidprimer

Tabelle 2: Primersequenzen

PRIMER SEQUENZ REFERENZEN
Forward: 5’-CAC CAC ACC TTC TAC AAT GAG-C-3’ Krump-

R-Aktin Konvalinkova et al.
Reverse: 5’-CAG AGG CGT ACA GGG ATA GC-3’ 2005 214

Forward: 5’-TGA CAA GTC TGT GCA ATG GAT CAA-3’
Plat and Mensink

2002 '7¢

ABCA1l
Reverse: 5’-GAT ACG AGA CAC AGC CTG GTA GAT-3’

Forward: 5’-AGA GGA GGA ACA GGC TCA TGC-3’

LXRa Fu et al. 2001 8!
Reverse: 5-AAA GGA GCG CCG GTT ACA CT-3’
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3.1.4 Gerate

Alugram Sil G (0,2 mm, 20 x 20 cm)
Autoklav
GC - Varian 3400
Gelelektrophoresen:
Gelkammer Sub Cell
Stromversorgung
Gene Quant II RNA/DNA Calculator
iCycler
Injektionssystem CIS3

Kapillarsaule DB5MS (30 m x 0,25 mm I.D.,

0,25 pm Filmdicke)

6-, 12-, 24-, 48- und 96-Lochrundplatten
Magnetplatte

Mithras LB 940

MS - Finnigan MAT 700

PCR-Tubes (0,2 ml; Ultra Thin Wall Tubes)

PCR-Tubes (0,5 ml)

pH-Meter 765 Calimatic SE 103
Pipetten

Pipettenspitzen (10 pl Diamond D 10)
Pipettenspitzen (20 - 1000 ul)
ReaktionsgefalSe (1,5 ml und 2 ml)
Reaktionsgefalse (15 ml und 50 ml)
Realtime PCR iCycler iQ
Reinstwasser (H,04) Anlage
Spritzen

Sterilbank GELAIRE BSB 4 A
Sterilfilter (0,2 pM)
Stickstoffbehalter

Strata SI-1 Silica (50 pm, 70 A, 1000 mg)
T75 und T25 Zellkulturflaschen
TECAN Reader

Vortexer Heidolph Reax 2000
Waagen

Wasserbad

Zellschaber

Macherey-Nagel, Duren
Systec GmbH, Wetternberg
Varian, Palo Alto (USA)

Bio-Rad, Munchen

Amersham Biotech, Uppsala (S)
Amersham Biotech, Cambrigde (UK)
Bio-Rad, Munchen

Gerstel, Mihlheim

Macherey-Nagel

Sarstedt, Nurnberg

IBA, Gottingen

Berthold Technologies, Bad Wildbad
Finnigan MAT, Bremen
Bioplastics, Landgraf

Biozym Diagnostics, Oldendorf
Knick, Berlin

Gilson Abimed, Langenfeld

Gilson, Langenfeld

Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf, Hamburg

Falcon, Heidelberg

Bio-Rad, Munchen

Milli Pore, Eschborn

Becton Dickinson, Heidelberg
Flow Laboratories, Michigan (USA)
Sartorius, Nurnberg

L’ air liquide, Champigny (F)
Phenomenex, Aschaffenburg
Sarstedt, Numbrecht

GENios

Heidolph

Sartorius, Gottingen

Kottermann Labortechnik, Minchen
Sarstedt, Numbrecht
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Zentrifugen:
Hereaus Multifuge 3-C R Kendro, Osterode
Jonan MR 1822 Jonan GmbH, Unterhaching
Mikro 200 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Neo Lab 16/18 Hermle Labortechnik, Wehingen

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von CaCo-2-Zellen

Die humane Karzinomzelllinie CaCo-2 wurde aus einem primaren Adenokarzinom
des Kolons kultiviert, das man 1974 einem 72-jahrigen kaukasischen Patienten
entnommen hatte. Diese adharenten Epithelialzellen differenzieren vollstandig zu
polarisierten Enterozytenmonolayern aus. Sie weisen hierbei eine sehr grofSe
morphologische Ahnlichkeit zu Diinndarmenterozyten mit charakteristischen
Strukturen, wie beispielsweise Burstensaummikrovilli an der apikalen Membran,
auf. Dies ermoglicht eine Unterscheidung zwischen apikalem und basolateralem
Membranbereich. CaCo-2-Zellen sind in der Lage, verschiedene Transporter,
Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren und einige wichtige Enzyme des
Medikamentenmetabolismus zu exprimieren. Dabei erfolgt auch die Expression
von Lipidtransportern und Enzymmustern spezifisch an den jeweiligen

Membranarealen 215,

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Kolonkarzinomzelllinie CaCo-2 wurde
von der Firma ATCC (UK) geliefert.

Fur die Kultivierung der CaCo-2-Zellen wurde eine Anreicherung in T75
Zellkulturflaschen durchgefiihrt. Die Temperatur fur die Inkubation der Zellen im
Brutschrank betrug 37°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 95 % und 5 % CO,. Das
Zellkulturmedium (DMEM-Medium; 10 % FCS; 1 % Penicillin/Streptomycin; 1 %
MEM) wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Nach 5-7 Tagen erreichten die Zellen in
Abhangigkeit der Dichte der Aussaat eine Konfluenz von 80 % und wurden
passagiert. Dazu wurden die Zellen mit PBS/ gewaschen und mit vorgewarmten
Trypsin-EDTA inkubiert. Unter mikroskopischer Kontrolle wurde der Beginn der
Zellablosung uberpriift, anschlieSend erfolgte die vollstandige Ablosung der Zellen
von der Flaschenwand durch leichtes Klopfen und die Suspension in frischem
Medium. Nach Einstellung der Zelldichte auf 2 x 10° Zellen/ml wurden die CaCo-2-
Zellen in die entsprechenden Lochrundplatten ausgesat bzw. die Kultivierung in

den Zellkulturflaschen fortgesetzt.
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3.2.2 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Zur Konservierung durch Einfrieren wurden adharente CaCo-2-Zellen mit PBS/
gewaschen, trypsiniert, abzentrifugiert und anschlieSend 4 x 10° Zellen in 1,5 ml
Einfriermedium (80 % Kulturmedium; 10 % FCS; 10 % DMSO) aufgenommen. Zum
schonenden Einfrieren wurden die Zellen Uber Nacht bei -80°C in einer
Styroporbox aufbewahrt und am nachsten Tag in einen Behalter mit flissigem
Stickstoff uberfihrt. Diese Methode ermdoglicht es, eukaryotische Zellen uber

einen langen Zeitraum zu lagern.

Die Rekultivierung wurde durch kurzes Antauen im Wasserbad bei 37°C und
moglichst schnelles Uberfithren in Vollmedium durchgefithrt, da DMSO auf die
Zellen etwas toxisch wirkt. Nachdem die Zellen abzentrifugiert und in frischem
Vollmedium aufgenommen wurden, erfolgte eine Verteilung auf die
Zellkulturflaschen. Zur Entfernung abgestorbener CaCo-2-Zellen wurde nach 24 h

das Kulturmedium nochmals gewechselt.

3.3 Mikrobiologische Methoden

3.3.1 Anzucht von E.coli-Bakterien

Die Bakterien wurden unter aeroben Bedingungen bei 37°C und unter Schiitteln
bei ca. 160 upm kultiviert. Dafiir erfolgte die Befullung von Erlenmeyer-Kolben mit
einem Zehntel ihres Nennvolumens. Bei kleineren Volumina (3-5 ml) wurde die

Anzucht in 15 ml Reaktionsgefallen durchgefiihrt.

3.3.2 Lagerung von F.coli-Bakterien

Um Gefrierkulturen von FE.coli herzustellen, wurden 1500 ul einer frischen, in LB-
Medium kultivierten Ubernachtkultur unter Zugabe von 500 pl Glycerol bei -80°C
eingefroren. Zur Rekultivierung wurden kleinere Mengen von Bakterien mittels

einer sterilen Pipettenspitze in 4 ml LB-Medium Ubertragen bei 37°C angeziichtet.

3.3.3 Herstellung kompetenter E.coli-Bakterien

Die Anwendung dieser Methode dient dem Ziel, die Bakterienzelle kompetent fir
die Transformation durch Hitzeschock (3.4.3) zu machen. Dafiir erfolgte die
Anzucht von E.coli unter aeroben Bedingungen in LB-Medium bei 37°C bis zu einer
ODg,, von 0,6. Nachfolgend wurden die gewonnenen Zellen mehrere Male mit

eiskaltem Glycerol (10 %) unter kontinuierlicher Reduktion des Volumens
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gewaschen. SchliefSlich wurde die Resuspension der Keime mit 50 pl Glycerol (10
%) durchgefihrt und die hergestellten Aliquots in flissigem Stickstoff
kryokonserviert. Die Lagerung fand bei -80°C statt.

34 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Agarosegelelektrophorese

Diese Methode dient der Grofentrennung von DNA-Fragmenten und deren
Langenabschatzung durch Vergleich mit Nukleinsaurestrangen bekannter GrofSe.
Abhéngig von der Fragmentgrofle wurden in der vorliegenden Arbeit
Agarosekonzentrationen von 0,8-1,5 % verwendet. Zur Herstellung der
Agarosegele wurde die Agarose zunachst in TBE-Puffer (3.1.2) durch Erhitzen
gelost, nach einer Abkiihlung auf ca. 55°C mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt
und in die Gelkammer gegossen. Nachdem das Gel erhartet war, erfolgte die
Zugabe des TBE-Puffers in die Kammer. AnschlieSend wurde den Proben ein
Finftel ihres Volumens an DNA-Probenpuffer (3.1.2) zugegeben und diese in die
Geltaschen aufgetragen. Parallel wurde zur Groflenbestimmung ein DNA-
Molekulargewichtsmarker verwendet. Zuletzt wurde eine Gelelektrophorese zur

Auftrennung bei 100 V fiir ca. 45 min durchgefiihrt.

3.4.2 Restriktionsanalysen

Die Uberpriifung der Richtigkeit des eingesetzten Konstrukts erfolgte durch
Verdau mit Restriktionsendonukleasen und Gelelektrophoresen der aus der
sequenzselektiven, enzymatischen DNA-Spaltung resultierenden DNA-Fragmente.
Dazu wurden vom Hersteller bereitgestellte enzymspezifische Puffer verwendet
und die damit hergestellten Ansatze (in der Regel 20 pl) mit BSA in einer
Endkonzentration von 100 pg/ml versetzt. Die eingesetzte Enzymmenge wird in
Units (U) angegeben, wobei beziglich der Enzymaktivitat zur DNA 1 U Enzym 1 pg
DNA pro Stunde wund Schnittstelle schneidet. Die Bestimmung des
Temperaturoptimums der verwendeten Enzyme richtete sich nach dem Protokoll

des Herstellers.

3.4.3 Transformation von E.coli (DH50) mittels Hitzeschock

Unter Transformation versteht man die genetische Veranderung von Bakterien
durch die Aufnahme oder das Einschleusen fremder freier DNA. Zur Durchfithrung

dieses Vorgangs wurden auf -80°C gelagerte kompetente FE.coli-Bakterien (3.3.3)
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zunachst langsam auf Eis aufgetaut und nach Zugabe der gereinigten Plasmid-
DNA fur 30 min weiter inkubiert. AnschlieBend wurden die Keime fiir 90 s bei 42°C
einem Hitzeschock ausgesetzt. Es folgte eine erneute Inkubation fir 5 min auf Eis.
Um eine Regeneration der Keime zu erwirken, wurde der Ansatz mit 500 pl 2-fach
konzentriertem und vorgewarmtem LB-Medium versetzt und fiir 1 h bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert. Danach erfolgte die Entnahme von jeweils 100 pl des
Transformationsansatzes zum Ausplattieren auf LB-Agarplatten und eine
Inkubation bei 37°C uber Nacht. Die Agarplatten enthielten das Antibiotikum
Ampicillin in einer Konzentration von 100 ng/ml, wobei es aufgrund des im Plasmid
enthaltenen Resistenzgens gegen dieses Antibiotikum zu einer Selektion

erfolgreich transformierter Bakterien kam.

3.4.4 Klonierung

Mit dem Begriff Klonierung werden molekularbiologische Methoden der
Integration eines DNA-Fragments oder Gens in einen Vektor (beispielsweise ein
Plasmid) zum Zweck nachfolgender massenhafter Vermehrung der rekombinanten
DNA in einer geeigneten Wirtszelle beschrieben. Als passender Wirt fir ein
solches Einbringen eines Konstrukts durch Transformation diente der Stamm

DHb5a des Bakteriums Escherichia coli.

Im Falle eines Wachstums von E.coli-Kolonien im Selektionsmedium nach
durchgefihrter Transformation mit dem Konstrukt erfolgte ein Picken einzelner
Kolonien und das Animpfen in 5 ml LB, ,-Medium (100 pg/ml) iber Nacht bei
37°C. Diese Ubernachtkultur wurde in einen Erlenmeyer-Kolben (250 ml, Befiillung
mit einem Zehntel seines Nennvolumes) uberfithrt und fiur 16 h bei 160 upm

geschiittelt.

3.4.5 Praparation von Plasmid-DNA

Die Vermehrung des Plasmids erfolgte durch Ubernachtkulturen des Bakteriums
E.coli nach erfolgreich durchgefihrter Transformation. Zur Gewinnung der
Plasmid-DNA wurde die jeweilige Kultur bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Plasmid-DNA konnte daraufhin aus dem verbleibenden

Bakteriensediment isoliert werden.

Fiur die Purifikation kleinerer DNA-Mengen, wie beispielsweise bei der
Sequenzierung oder beim Restriktionsverdau, wurde der Nucleo Bond Kit der
Firma Macherey-Nagel anhand von Midi-Praparationen eingesetzt. Bei grolseren

DNA-Mengen mit einem hohen Anspruch bezuglich des Reinheitsgrades (z.B. bei
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Transfektionen in eukaryotischen Zellen) wurde das Endofree Maxi-Praparationskit
der Firma Macherey-Nagel verwendet, wodurch die Endotoxinfreiheit
gewahrleistet werden konnte. Das Maxi-Praparationskit basiert auf dem Prinzip
der alkalischen Lyse 2!%, wobei die Durchfiihrung nach dem Protokoll des
Herstellers erfolgte. Die Reinigung der DNA wurde mittels
Anionenaustauschersaulchen und nachfolgender Fallung durch Isopropanol
erreicht. Anschlielfend wurde das Pellet nach einem Waschschritt mit 70 %-igem
Ethanol in einer entsprechenden Menge des im Kit enthaltenen TE-Puffers gelost
und die Konzentration und Reinheit durch eine photometrische Analyse bestimmt
(Konzentration: 1 OD,5, = 50 png dsDNA/ml Losungsmittel; Reinheit: OD,5,/OD,5, =
1,8 bis 2,0).

Plasmid-DNA kann bei -20°C gelagert werden.

3.4.6 Plasmidsequenzierung (zur Kontrolle)

Zur Durchfihrung der Sequenzierung wurde 1 ug Plasmid-DNA pCMV-LXRE-luc in
destilliertem Wasser gelost und in sterile 1,5 pl ReaktionsgefalSe pipettiert. Diese
wurden im Anschluss daran an die Sequenzierfirma Agowa verschickt. Die Analyse

und Vergleich der Sequenzen erfolgte mit der Datenbank und Software BLAST 217,

3.5 Reportergenassay und spezifische mRNA-
Quantifizierung

3.5.1 Transiente Transfektion von CaCo-2-Zellen

Es existieren zahlreiche Maoglichkeiten genetisches Material, z.B. in Form von
Plasmiden, in eukaryotische Zellen einzubringen, sie also zu transfizieren. Hierbei
wird zwischen der transienten Transfektion, wobei die Fremd-DNA aufgrund von
Ausschleusungs- und Abbauprozessen nur zeitweilig in der Zelle verbleibt, und der
stabilen Transfektion unterschieden, was gleichbedeutend mit einem dauerhaften
Einbau in das Wirtsgenom ist. Die Transfektion kann beispielsweise durch
Mikroinjektion, Elektroporation, Lipofektion oder auch tber virale Systeme
erfolgen. In der vorliegenden Arbeit wurde als Transfektionsmethode die
Magnetofektion eingesetzt, wobei eine Assoziation der endotoxinfreien Plasmid-
DNA mit den mit kationisch-lipophilen Molekiilen beschichteten Eisenoxidpartikeln
ausgenutzt wird. Ein magnetisches Feld, das von einer Magnetplatte erzeugt wird,

fuhrt zu einem schnellen Kontakt zwischen der Zelloberflache und dem
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partikelgebundenen DNA-Komplex. Nachfolgend findet schlieBlich eine
endozytotische Aufnahme in die Zelle statt.

Zur Durchfihrung dieser fiir adharente Zellen geeigneten Methode wurde als
Transfektionsreagenz Metafectene Pro der Firma Biontex und als Verbindung zu
den magnetischen Nanopartikeln ein Lipofection Enhancer (IBA) verwendet. Nach
Testung der Transfektionseffizienz mit einem GFP-Vektor der Firma AMAXA
mittels Durchflusszytometrie wurden CaCo-2-Zellen fiir die Versuche auf 48-
Lochrundplatten ausgesat. Bei Erreichen einer Konfluenz von 60 % wurde mit den
gut proliferierenden und vitalen Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase eine
Transfektion fur 48 h nach einem leicht modfizierten Protokoll der Firma Biontex
durchgefiuhrt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Protokoll zur Transfektion mittels Magnetofektion

Zellline ‘ pCMV-LXRE-luc ‘ Metafectene | Enhancer |
CaCo-2 | 0,5 ug ‘ 1:6 | 1ul/pg Plasmid-DNA |
1. Komplexbildung Plasmid-DNA und Metafectene Pro = Inkubation : 15 min, RT
2. Zugabe Lipofection Enhancer = Inkubation : 15 min, RT

3. Zugabe der Suspension auf CaCo-2-Zellen
15 min, RT

= Inkubation auf Magnetplatte:

4. Sofortiger Mediumwechsel aufgrund der hohen Toxizitat der Substanzen

Das in der vorliegenden Arbeit zur Transfektion verwendete Konstrukt pCMV-
LXRE-luc wurde freundlicherweise von Herrn Prof. David J. Mangelsdorf (Howard

Hughes Medical Institute, Dallas) zur Verfiigung gestellt.
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3.5.2 LXRE-Transaktivierungs-Luciferaseassay

Bei den Luciferasen handelt es sich um Enzyme
unterschiedlicher Struktur, in deren Anwesenheit es
zur Oxidation von Luciferinen und nachfolgend zur
Entstehung von Biolumineszenz kommt. Sie finden oft
Verwendung als Indikatorenzyme in Transaktivierungs-

Assays. Meist werden zu diesem

Zweck Firefly-Luciferasen aus

Abbildung 11: Photinus pyralis Leuchtkafern wie Photinus

(aus: www.biosynth.com) pyralis, und Renilla-Luciferasen,
wie z.B. der Seequalle Renilla reniformis, eingesetzt.

Wahrend die Leuchtkafer-Luciferase fiir die Umsetzung

ihres Substrats D-Luciferin in Oxyluciferin einige

Kofaktoren bendétigt (Gleichung 1), findet die Reaktion zur  Abbidung 12: Renilla

. . . . reniformis
Erzeugung von Lumineszenz bei der Renilla-Luciferase

jedoch nur mittels Beteiligung von Luciferin unter (aus:www. biosynth.com)
Anwesenheit von Sauerstoff statt. Als Substrat fiir Renilla fungiert dabei
Coelenterazin, wobei es in vitro zur Emission von blauem Licht der Wellenlange
460-490 nm kommt 2'8, Bei der Leuchtkéfer-Luciferase hingegen erfolgt die

Lichtemission im Bereich von ca. 538-582 nm 2'°.

Luciferase
ATP + Luciferin + O, ————» Oxyluciferin + AMP + PP, + CO, + Licht
Mgz+

Gleichung 1: Biolumineszenzreaktion durch Katalyse der Firefly-Luciferase

Im Rahmen dieser Reaktion entstehen Photonen, deren Zahlung tber einen
Photomultiplier erfolgen kann. Aus den direkt gezahlten Impulsen resultieren nun
Rohdaten, die sogenannten relativen Lichteinheiten (RLU = relative light units).
Die auf diese Weise gemessene Luciferaseaktivitat wurde in der vorliegenden
Arbeit auf den Proteingehalt der Proben normiert (3.6.2), wobei eine Korrelation
zur Transaktivierung des LXREs (1.1.5) im Promotor des Reporterkonstrukts
(LXRE-luc) besteht.

Der LXRE-Luciferasetest wurde mit dem Luciferaseassay von Promega und die
nachfolgende Messung der Lichtemission im Luminometer Mithras der Firma
Berthold durchgefiihrt. Dazu wurden CaCo-2-Zellen (0,2 x 10°) auf 48-Lochrund-
Kulturplatten ausgesat, mit dem Konstrukt pCMV-LXRE-luc transfiziert (3.5.1),

danach mit den zu testenden Substanzen bzw. potentiellen Agonisten inkubiert
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und anschlieSend mit PBS” gewaschen. Nachdem die Kulturplatten gut getrocknet
waren, wurden die Zellen in 50-60 pl passivem Lysepuffer (im Reagenzienansatz
enthalten) fur ca. 15 min lysiert und zur Entfernung der unldslichen
Zellbestandteile zentrifugiert (14.000 U/min , 2-3 min, 4°C). Im Messprotokoll
wurde eine Verzogerung von 0,1 s nach Injektion des Substratmixes (50 pl)
festgelegt und die Luciferaseaktivitat in den Lysaten (10 ul) fur 20 s im

Luminometer gemessen.

3.5.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus CaCo-2-Zellen

RNA dient der Umsetzung genetischer Information in entsprechende Proteine,
wobei bezuglich der Sequenz Komplementaritat zur DNA als Trager der
genetischen Information besteht. Im Gegensatz zur DNA liegt die RNA jedoch in
der Regel als Einzelstrang vor. Ein weiterer, insbesondere fiir die Isolierung von
RNA bedeutsamer Unterschied zeigt sich jedoch in der Hydroxylgruppe am
Pentosering, wodurch eine basische Hydrolyse ermoglicht wird. Die daraus
resultierende geringere Stabilitat der RNA bewirkt auch eine groRere Neigung zur
Degradierung durch RNasen im Vergleich zur DNA. RNA besteht aus
verschiedensten RNA-Typen, die Wichtigsten sind jedoch die rRNA (ribosomal
RNA, ca. 80 %), die tRNA (transfer RNA, ca. 15 %) und die mRNA (messenger
RNA, ca. 5 %).

Um eine durch RNasen bedingte Degradierung der RNA zu vermeiden, sollten alle
praktischen Tatigkeiten in diesem Zusammenhang unter dem Anspruch hochster
Sauberkeit stattfinden. Dies beinhaltet auch das Autoklavieren von Materialien
und das Verwenden von DEPC-Wasser. Letzteres bewirkt durch eine kovalente
Bindung an primare und sekundare Amine (Alkylierung), wie z.B. auch an die
Histidinseitenketten in den aktiven Zentren vieler RNasen, eine irreversible
Inhibition. Das nicht verbrauchte DEPC zerfallt beim Autoklavieren schlief8lich in
die beiden fliichtigen Produkte CO, und Ethanol.

Fir die Durchfihrung der RNA-Isolierung wurden auf 6-Lochrund-Kulturplatten
ausgesate und zu 80 % konfluente CaCo-2-Zellen in 15 ml Falcon-Rohrchen
gesammelt und zentrifugiert (200 g, 5 min, RT). Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet mit 1 ml sterilem PBS gewaschen und in ein 2 ml Reaktionsgefald
uberfiuhrt. Die weiteren Schritte zur Isolierung der RNA fanden streng nach dem
Protokoll fur das Nucleospin RNA II-Kit der Firma Macherey-Nagel statt. Zunachst
erfolgte die Lyse mit chaotropischen Salzen zur wirkungsvollen Denaturierung und
Inaktivierung von Proteinen, wie beispielsweise den RNasen. Gleichzeitig wurden

damit auch gute Bedingungen fur die Bindung der im Lysat vorhandenen RNA an
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die Silikamembran geschaffen. Anschliefend wurde das Lysat filtriert,
homogenisiert und mittels DNase I kontaminierende DNA verdaut. In mehreren
nachfolgenden Waschschritten wurde die noch gebundene RNA von Salzen und
grolleren Zellanteilen befreit, zuletzt die gereinigte Gesamt-RNA in RNase-freiem

Wasser eluiert und bei -80°C aufbewahrt.

Die Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrades erfolgte
photometrisch (Konzentration: 1 OD,5, = 50 pg sSRNA/ml Losungsmittel; Reinheit:
OD260/OD280 = ].,8 blS 2,0).

3.5.4 Quantitative Real-time RT-PCR

3.5.4.1 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Bei der RT-PCR handelt es sich um eine Verbindung von zwei
molekularbiologischen Methoden mit dem Ziel, die Expression von spezifischen
Genen in Zellen, Geweben oder auch Blutserum nachzuweisen. Da fiir die PCR
spezifische DNA-Polymerasen verwendet werden, die durch ihre Abhangigkeit von
DNA nicht in der Lage sind RNA zu amplifizieren, ist zunachst die Umschreibung
der RNA in spezifische cDNA mittels einer reversen Transkriptase (RT) nétig %2°.
Dabei handelt es sich um RNA-abhangige DNA-Polymerasen, welche die
Transkription von mRNA in cDNA katalysieren. Ihre erstmalige Beschreibung in
Retroviren erfolgte 1970 unabhéngig von H. Temin 2! und D. Baltimore 2?2, Bei den
heute verwendeten reversen Transkriptasen handelt es sich meist um modifizierte
Enzymvarianten aus verschiedenen Retroviren, wie beispielsweise dem ,Moloney
Murine Leukemia Virus“ (M-MLV RT) oder , Avian Myeloblastosis Virus“ (AMV RT).
In dieser Arbeit wurde jedoch eine reverse Transkriptase anderer biologischer
Herkunft eingesetzt. Hierbei handelt es sich um ein rekombinantes heterodimeres
Enzym, das in E. coli exprimiert wird. Das Temperaturoptimum liegt zwischen 37
und 42°C. Die Inkubation mit den Ansatzen wurde in der vorliegenden Arbeit fur
60 min bei 37°C durchgefiihrt; als Primer fur die reverse Transkription wurden
Random Hexamerprimer eingesetzt. Die Synthese der cDNA erfolgte nach dem
Herstellerprotokoll der Firma Qiagen mittels des Omniscript Reverse

Transcription-Kits (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Protokoll zur reversen Transkription

KOMPONENTEN ENDKONZENTRATION
RT-Puffer 1x
dNTPs 0,5 mM pro dNTP
Random Hexamerprimer 20 uM
Reverse Transkriptase 4U
Gesamt-RNA 200-1000 ng
RNase-freies Wasser variabel (Endvolumen: 20 pl)

Zur Amplifikation spezifischer Sequenzen eines DNA-Strangs schlielst sich als
zweiter Schritt der RT-PCR die Polymerasekettenreaktion (PCR) an, die 1983 vom

223 entwickelt wurde. Nach einem

amerikanischen Biochemiker Kary Banks Mullis
Initialisierungsschritt zum Aufschmelzen der doppelstrangigen DNA (5 min, 95°C)
in Einzelstrange folgt der eigentliche PCR-Prozess, bestehend aus einer Anzahl von
20 bis 40 Zyklen eines entsprechenden Thermoprotokolls. Dieser Vorgang, der zu
einer exponentiellen Vermehrung der Ziel-DNA fithrt, wurde in einem
Thermocycler ausgefihrt, wobei sich jeder Zyklus aus drei Schritten

Zusammensetzt:

1. DENATURIERUNG (MELTING):

Nochmaliges Erhitzen fir 30 s auf 95°C zur Auftrennung der doppelstrangigen

DNA in Einzelstrange durch Aufbrechen der Wasserstoffbrickenbindungen

2. PRIMERHYBRIDISIERUNG (ANNEALING):

Temperatursenkung zur Anlagerung der spezifischen Primer an die DNA-
Einzelstrange (meist 55-65°C, 20-60 s)

3. ELONGATION (EXTENSION):

Synthese des komplementaren Strangs durch die thermophile Tag-Polymerase
(72°C, 20-60 s) bei fortbestehender Primerbindung zur Bildung des

Einzelstranganfangs
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Die Verwendung der fir die Durchfiihrung der PCR erforderlichen Ready-To-Go™
PCR Beads (GE Healthcare) fand in Anlehnung an das Protokoll des Herstellers
statt. Die Beads enthalten neben der Taq DNA-Polymerase sowohl dNTPs als auch
einen geringen Anteil an Magnesiumchlorid in lyophilisierter Form. Fur die
Herstellung eines Ansatzes wurden die Beads in DEPC-Wasser gelost und als
weitere Komponenten das SYBR Green I, Magnesiumchlorid, die entsprechenden
Primer und die cDNA hinzugefigt (Tabelle 5). Aullerdem wurde in der

vorliegenden Arbeit das in Tabelle 6 beschriebene Thermoprotokoll eingesetzt.

Die entstandenen Produkte der RT-PCR konnen anschlieend elektrophoretisch in
einem Agarosegel aufgetrennt und die Fragmente im UV-Licht uberpruft werden.
Die Lagerung der Produkte fand bei 4 bis 8°C statt.

Tabelle 5: Protokoll zum optimierten PCR-Raktionsansatz

SYBRGreen I 0,1x
ABCA1 100 nM
Primer LXRa 100 nM
B-Aktin 2 100 nM
Z =
e ABCA1 S 3,5 mM
Z =
=
% MgCl, LXRa E 1,5 mM
& Z
% B-Aktin g 3,5 mM
a 7
PCR-Beads o 1
cDNA 3ul
variabel
DEPC-Wasser
(Endvolumen: 25 nl)
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Tabelle 6: Protokoll zur quantitativen Real-time PCR

Real time PCR Zeit Temperatur

Zyklenzahl: 35-40

Denaturierung 30s 95°C
Annealing 20s 60°C
Elongation 20s 72°C

3.5.4.2 Real-time RT-PCR

Die quantitative Real-time RT-PCR 2% stellt eine Methode zur Vervielfaltigung von
Nukleinsauren dar. Sie beruht auf dem Prinzip der Polymerasekettenreaktion
(PCR), daruber hinaus bietet diese Methode aber auch die Moglichkeit zur
Quantifizierung der mRNA. Diese erfolgt mittels Fluoreszenzmessungen wahrend
der PCR-Zyklen, wohingegen die Messung der gebildeten Produktmenge bei der
herkémmlichen PCR erst am Ende durch Detektion ermittelt werden kann. Die
einfachste Option zur Quantifizierung bietet der Einsatz von DNA-Farbstoffen, wie
z.B. das SYBR Green I (Molecular Probes), das auch in dieser Arbeit verwendet
wurde. Solche Fluoreszenzfarbstoffe haben die Eigenschaft, mit der DNA zu
interkalieren, wobei das resultierende Fluoreszenzsignal proportional zur Menge
der gebildeten PCR-Produkte ansteigt. Um die Enzyme im log-linearen Bereich der
Kinetik optimal zu nutzen, sollte die Amplifikatlange 500 bp dabei nicht
uberschreiten. Fiur die Durchfihrung der Real-time RT-PCR wurde in der
vorliegenden Arbeit ein iCycler der Firma Bio-Rad verwendet, dessen Ausstattung
eine UV-Lampe und eine CCD-Kamera umfasst, wodurch eine Anregung des

fluoreszierenden Farbstoffs und dessen Messung ermoglicht wird.

Die Fragmentlange und Spezifitat des Produkts wird am Ende der PCR durch die
Analyse der Schmelzkurve qualitativ uberpriift. Bei diesem Vorgang kommt es
durch kontinuierliche Temperaturerhohung (50 bis 95°C) zur Aufschmelzung der
DNA in Einzelstrangmolekiile und zur Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs.
Durch den hoheren Schmelzpunkt von Doppelstrang-DNA der spezifischen PCR-
Produkte im Vergleich zu unspezifisch entstehenden Primerdimeren kann hier eine
Unterscheidung getroffen werden. Aullerdem gibt die Schmelzkurve eine
ungefahre Auskunft iber die Menge und Reinheit des enstandenen Fragments.
Neben der hier beschriebenen Methode gibt es aber noch einige weitere

Moglichkeiten der Quantifizierung von Amplifikationen, wie beispielsweise
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Molecular Beacons ??°, FRET-Sonden (z.B. LightCycler-Sonden 2?°), Tagman-

Sonden ??7 oder Lux-Primer 228.

Die Bestimmung der Amplifikationseffizienz der PCR kann mit verschiedenen
Methoden erfolgen. Die einfachste und auch am haufigsten verwendete Methode
ist die Amplifikation der RNA in 10-fachen Verdiinnungsstufen. Aus der Steigung

m der Standardkurve kann dann die Effizienz E berechnet werden:

E=10""-1

Eine Steigung m von - 3,322 ware somit gleichbedeutend mit einer Effizienz von

100 % und einer Verdopplung der Amplifikate pro Zyklus.

3.5.4.3 Absolute und relative Quantifizierung

Die absolute Quantifizierung stellt eine recht aufwandige und auf einer
Kalibrierungskurve einer synthetischen RNA mit gleichen Primern als inneren
Standard basierende Strategie dar. Aus diesem Grund wird meist die relative
Quantifizierung herangezogen. Dabei wird die Genexpression des Zielgens auf eine
endogene Kontrolle (housekeeping gene) bezogen. Dieses Referenzgen sollte die
Eigenschaft einer moglichst konstanten Expression aufweisen. In der vorliegenden
Arbeit wurde dafir B-Aktin verwendet, es konnen aber auch andere Gene, wie z.B.
GAPDH oder Tubulin, zu diesem Zweck eingesetzt werden. In Hinblick darauf,
dass die Gesamtanalyse auf diesem Signal beruht, sollte bei der Wahl der internen
Kontrolle auf eine leichte Detektierbarkeit und moglichst wenig Varianz bezuglich
der Expression wahrend des Zellzyklus, zwischen den Zelltypen oder als Reaktion

auf die experimentelle Behandlung bestehen 2.

Die erste Phase der Amplifikation zeichnet sich durch eine begrenzte
Templatemenge (d.h. alle anderen Reagenzien sind im hohen Uberschuss
vorhanden) mit einem weit unter der Detektionsgrenze liegenden Signal aus.
Dagegen kommt es in der dritten Phase zu einem Plateau im Anstieg des
Amplifikats durch Verbrauch der dNTPs oder begrenzende Aktivitat bzw.
Hemmung der Enzyme und somit zu einer nicht mehr vollstandigen Verdopplung

des Signals pro Zyklus.

Ein der Detektion zuganglicher, noch exakt exponentieller und aus diesem Grund
auch quantifizierbarer Anstieg besteht nur in der dazwischen liegenden log-
linearen Phase. Zur zuverlassigen Erfassung des Beginns der exponentiellen Phase

wird vielfach der C,-Wert (treshold cycle) verwendet, wodurch der Zyklus
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beschrieben wird, an dem die Fluoreszenz erstmals hochsignifikant das Rauschen
der Hintergrundfluoreszenz uberschreitet. Die relative Quantifizierung erfolgt
dann nach der Delta-delta-C,-Methode: Zuerst wird die Differenz im C,-Wert des zu
quantifiziernden Zielgens im Vergleich zum C,-Wert des Housekeeping Genes in
derselben Probe gebildet. Danach wird von dieser Differenz der behandelten Probe
die Differenz in der Kontrollprobe abgezogen. Dabei ist die gleiche Effizienz der
beiden beteiligten Reaktionen von grofSer Wichtigkeit, was aber als Steigung des

log-linearen Teils der Absorptionskurve abgelesen werden kann.

ACt = Ct (Zielgen) — Ct (Housekeeping Gene)

A(AC’t) = AC’t (Behandlung) ~— A(--:t (Kontrolle)

Die Resultate konnen nun in folgende Formel zur Berechnung des Fold Changes

(n-fache Expression ) eingesetzt werden:

fold change = 2- “¢“c

3.6 Proteinbiochemische Methoden

3.6.1 Gesamtproteinextraktion aus CaCo-2-Zellen

Aufgrund der ubiqiuitar vorkommenden Proteasen erfordert die Durchfihrung von
Tatigkeiten in Verbindung mit Proteinen ein hohes MafS an Sauberkeit. Um eine
Degadierung der Proteine zu verhindern, sollte deshalb beispielsweise stets auf
das Tragen von Handschuhen und die Verwendung von sterilen Materialien
geachtet werden. Die Gesamtproteinextraktion erfolgte nach einer durch Dr. W.

Erl modifizierten Methode von DiDonato et al. 22°.

Zur Durchfithrung dieser Methode wurden die auf 6-Lochrundplatten kultivierten
und zu 80 % konfluenten CaCo-2-Zellen auf Eis gelagert, mit einem Zellschaber
abgekratzt und anschliefSend in vorgekiihlte 15 ml Falcon-Réhrchen iiberfiithrt. Das
durch Zenrifugation (200 g, 5 min, 4°C) gewonnene Zellpellet wurde mit 1 ml
eiskaltem PBS** resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefall uberfithrt und
anschlieSend nochmals abzentrifugiert (2000 g, 1 min, 4°C ). Zur Zelllyse erfolgte

eine kraftige Resuspension des Zellsediments mit dem Lysepuffer (WCEB), der mit
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der entsprechenden Menge Proteaseinhibitor-Mix versetzt war. Nach einer
Inkubation fir 30 min auf Eis wurden die Proteine durch Zentrifugieren (7000 g,
10 min, 4°C) von Membranresten gereinigt und in 500 pl ReaktionsgefalSe

uberfihrt. Die Proteinextrakte wurden bei -80°C aufbewahrt.

3.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinmenge wurde mit dem DC Protein Assay der Firma
Biorad nach dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Dazu erfolgte die
Herstellung einer Eichgeraden unter Verwendung des jeweiligen Lysepuffers aus
einer BSA-Stammlosung (Konzentration: 50 mg/ml). Sowohl fir die Proben als
auch fiir die Erstellung der Eichgeraden wurden Doppelwerte unter Verwendung
von je 5 ml Probe bzw. Standard in einer Mikrotiterplatte bestimmt. Der Ansatz
wurde fir 15 min bei RT inkubiert und anschliefSend die Absorption bei 690 nm im
Photometer gemessen. Die Ermittlung der Proteinkonzentration fand iber die

Eichgerade statt.

3.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Page handelt es sich um eine Methode zur elektrophoretischen
Trennung und Analyse von Proteingemischen, wobei ein Gel auf
Polyacrylamidbasis als Trennmedium fungiert. Zusatzlich wird das Detergens SDS
(Sodiumdodecylsulfat) verwendet, wodurch es zu einer U'berdeckung der
Proteineigenladung durch Bildung von negativ geladenen SDS-Proteinkomplexen
und damit zu einer konstanten Ladungsverteilung kommt. Denaturierende
Eigenschaften von SDS beziiglich der Proteine verhindern aufSerdem Interaktionen
zwischen den Proteinen. Daraus resultiert eine Wanderung der SDS-
Proteinkomplexe zur Anode im elektrischen Feld und eine alleinige

Unterscheidung der Proteine durch ihr Molekulargewicht.

Fir die Anwendung der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde das
Vertikalelektrophoresesystem fiir Minigele Mini-PROTEAN 3, modifiziert nach
Laemmli et al. 2°°, eingesetzt. Zur Auftrennung der Proteingemische wurden 7,5 %
Trenngele verwendet, die eine gute Auftrennung von Proteinen im Bereich von 30-
250 kDa ermoglichen. Die Proteinextrakte wurden mit Probenpuffer (3.1.2) im
Verhaltnis 1 : 5 versetzt. Ein Kochen der Proben wurde nicht durchgefiihrt, da es
bei grofSen Proteinen zu Aggregationen und damit zu einem erschwerten Eintreten
in das Laufgel kommen kann. Die ProteingrofSe wurde mittels eines vorgefarbten

Proteinmolekulargewichtsmarkers bestimmt, der parallel zu den Proben
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aufgetragen wurde. Die Durchfihrung der Elektrophorese erfolgte bei einer

konstanten Spannung von 200 V fiir 45 bis 60 min im Laufpuffer (3.1.2) und RT.

3.6.4 Immunoblot (Western Blot)

Im Anschluss an die Auftrennung der Proteine (3.6.3) wurden diese in einer Mini-
Nassblotkammer der Firma Bio-Rad fiir 60 min bei 100 V (0,14-0,20 mA) und 4°C
auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Anwendung der Ponceau S-
Farbelosung (Inkubation ca. 1 min, zur Entfarbung mehrmaliges Waschen mit TBS-

Puffer) ermoglichte eine Kontrolle der Transfereffizienz.

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen fiir 1 h bei RT mit Blockierungspuffer (3.1.2) und nachfolgend
optional entweder fir 1 h oder iiber Nacht mit dem Primarantikorper inkubiert.
Vor und nach der Inkubation mit dem HRP-markierten Sekundarantikorper fir 1 h
wurde die Membran 3 x fur 5 min mit TBS/Tween-Puffer (3.1.2) gewaschen.
SchlielSlich erfolgte die Inkubation mit dem SuperSignal West Pico
Chemilumineszenzsubstrat der Firma Pierce fiir ca. 1 min. Die Membran wurde
nach Entfernung iiberschiissigen Substrats durch Filterpapier in eine Filmkassette
gelegt. Die resultierende Chemilumineszenz wurde iiber die Exposition eines Films
gemessen, wodurch die spezifisch gefarbten Proteine nachgewiesen werden

konnten.

Falls auf derselben Membran erneut Proteine mit anderen Antikorpern
nachgewiesen werden sollten, wurde die Membran zur Ablosung der vorhandenen
Antikorper fir 30 min bei 50°C mit Stripping-Puffer inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen mit TBS/Tween-Puffer (3.1.2) wurde anschlieRend eine weitere

Immunodetektion durchgefuhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die in Tabelle 7 und Tabelle 8 beschriebenen

primaren und sekundaren Antikorper verwendet.
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Tabelle 7: Primdrantikorper zur Inmundetektion

ANTIKORPER GRORE VERDUNNUNG

1:1000, 1 h bei RT
oder

1 : 2000, iiber Nacht im
Kiihlschrank

ABCAL1 (rabbit) 220 kDa

3 % Magermilch (Losung in
TBS-Puffer)

1:2000, 1 hbei RT

R-Aktin (mouse) 42 kDa
5 % Magermilch

Tabelle 8: Sekundérantikorper zur Inmunodetektion

ANTIKORPER VERDUNNUNG

1 : 2000, iber Nacht im
Anti-rabbit Kiihlschrank

3 % Magermilch

1:2000, 1 h bei RT
Anti-mouse
5 % Magermilch

3.7 Chemisch-analytische Methoden

3.7.1 GC/MS

Der Begriff GC/MS beschreibt eine Methode aus der analytischen Chemie, die zur
massenanalytischen Bestimmung einzelner Bestandteile von Produktgemischen
dient und auch zur Strukturauflarung beitragt. Dazu erfolgt die Kopplung eines
Gaschromatographiegerates (GC) mit einem Massenspektrometer (MS). Die
Gaschromatographie stellt dabei eine effiziente Methode zur Auftrennung des zu
untersuchenden gelosten Substanzgemisches in Einzelkomponenten dar, indem
dieses mittels eines Gasstromes lber eine stationare Phase geleitet wird. Als

mobile Phase wird ein inertes Tragergas (z.B. Stickstoff, Wasserstoff, meist jedoch
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Helium) verwendet, das eine mit Trennmaterial beschichtete Quarzsaule
definierten Innendurchmessers und Lange durchstromt. Zur Auftrennung des
ebenfalls gasformigen Substanzgemisches erfolgt eine Injektion des Gemisches
uber den Injektor in den Gasstrom. AnschlieSend erfolgt die Analyse der
Einzelkomponenten durch einen Detektor. Die Methode der Gaschromatograhie
erlaubt jedoch nur die Untersuchung von flichtigen Substanzen mit relativ

geringer Molekillmasse.

Dem GC ist ein Massenspekrometer nachgeschaltet, das sich aus einer Ionenquelle
zur Ionisierung der gasformigen Molekiile, einem Massenanalysator zur
Auftrennung der Ionen beziiglich ihres Masse/Ladungszahlverhaltnisses (m/z) und
einem Detektor zur Intensitatsmessung der erzeugten Ionen zusammensetzt. Die
Ionisierung geht hierbei in der Regel mit einer stark methodenabhangigen
Fragmentierung der Verbindungen einher. Nach dem Durchlaufen der
Chromatographiesaule stehen zur nachfolgenden Ionisierung der getrennten Stoffe
unterschiedliche Methoden zur Verfugung. Meist werden als
Ionisierungstechniken zur Ionisierung der Substanzen in einer Ionenquelle die
ElektronenstoBionisation (electron impact-EI) oder aber die chemische Ionisaton
(CI) und die Feldionisation (FI) eingesetzt. Fur die Aufnahme von Massenspektren
werden bei einfachen Geraten Ion-Trap- oder Quadrupol-Analysatoren verwendet.
Gerate zur Bestimmung hoher Molekilmassen sind haufig mit Time-of-Flight-
(TOF) oder hochauflosenden Sektorfeldanalysatoren ausgestattet. Bei
Substanzgemischen, die sich nicht erfolgreich uber die GC analysieren lassen,
kann stattdessen die Fliissigchromatographie (liquid chromatography) mit MS-
Kopplung (LC/MS) herangezogen werden, da hier die Substanzgemische nicht

verdampft werden miissen.

Zur Identifizierung und Quantifizierung von Phytosterolprodukten wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit eine DB5MS Kapillarsaule verwendet. Nach
Durchfilhrung der Derivatisierung (3.7.2.3) der zu quantifizierenden Proben
erfolgte das Einspritzen von 1 bis 5 ul Aliquots in das Injektionssystem, wobei
Helium als Tragergas fungierte. Es wurde fur 6 s eine Temperatur von 60°C
gehalten, anschlieBend auf 280°C (10°C/s) erhoht und diese Temperatur fir 1 min
beibehalten. Die initiale Saulentemperatur von 265°C wurde fur 2 min gehalten,
auf 310°C (4,5°C/min) erhoht und dann fir 25 min aufrechterhalten. Der
verwendete Gaschromatograph war mit einem Quadrupol-Massenspektrometer
gekoppelt, das im ElektronenstofSionisationsmodus (electron impact-EI) betrieben
wurde. Die Ionenquelle wurde bei 150°C mit einer Elektronenenergie von 70 eV

betrieben und die Temperatur der Transferleitung wahrend des Durchlaufs bei
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280°C gehalten. Fir die Identifizierung der in dieser Arbeit gesuchten oxidierten
Phytosterole erfolgte der Vergleich sowohl der relativen Retentionszeiten als auch
der analogen Massenspektren von authentischen, oxidierten Cholesterolstandards
und den Spektren synthetisierter = Oxyphytosterole. Hierbei  wurden
Gesamtionenspektren iiber den Massenbereich m/z 90-600 bei einer Scanrate von

0,5 scans/s aufgenommen 22,

3.7.2 Herstellung von Oxyphytosterolen **?

3.7.2.1 Diinnschichtchromatographie (thin-layer chromatography)

Jeder Schritt zur Oxidierung und Aufreinigung der oxidierten Phytosterole wurde
uber die Methode der Dunnschichtchromatographie (TLC) iiberpruft. Dazu erfolgte
die Applikation von 1 bis 10 ng der Proben auf eine vorbeschichtete Silikagelplatte
(Alugram Sil G; 0,2 mm, 20 x 20 cm; Macherey-Nagel). Die Platten wurden in
Diethylether entwickelt, getrocknet und mit 80 %-iger Schwefelsaure bespriht, um
die Produkte sichtbar zu machen. Anschliefend wurden die Platten erhitzt. Fur die
weitere Verarbeitung der Produkte wurden Bezirke von parallelen Spuren, die
zuvor nicht zur Visualisierung bespritht und erhitzt worden waren, von der
Diinnschichtplatte abgekratzt, mit Diethylether eluiert und wie nachfolgend

beschrieben behandelt.

3.7.2.2 Festphasenextraktion (solid-phase extraction)

Die Konditionierung der Silikakartuschen erfolgte durch Hexan. Alle Proben
wurden in 200 pl Chloroform appliziert und die Kartuschen mit 4 ml Hexan
gewaschen. Nachfolgend wurden die Oxidationsprodukte mit steigenden
Diethyletherkonzentrationen in Hexan eluiert, in separaten Gefallen gesammelt

und zuletzt die Kartuschen mit reinem Diethylether gewaschen.

3.7.2.3 Derivatisierung

Die Derivatisierung der Proben dient der Verbesserung der Probentrennung im
GC, da die Fluchtigkeit der Substanzen steigt. Dazu wurden alle Proben vor der
Analyse unter Stickstoff abgedampft und deren Trimethylsilylether- oder
Acetatderivate generiert. Die Derivatisierung der Trimethylsilylether (TMS)
erfolgte in 50 pl Silyl 911 (99 % BSTFA + 1 % TMCS) #*! fuar 1 h bei 45°C. Die
Acetatderivate wurden in 50 pl Acetanhydrid (5 %), das mit wasserfreiem Pyridin

versetzt war, fir 2 h bei 60°C erzeugt.
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3.7.2.4 Oxidation von Stigmasterol

Die chemische Oxidation von Stigmasterol wurde mittels Blei(IV)-oxid (PbO,) und
Hydroxybenzotriazol (HBT) durchgefihrt (Abbildung 13). Dazu wurde ein dem

Laccase-Mediatorsystem 232

analoges System angewendet, das fur die Oxidation
von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen durch eine Phenoloxidase
beschrieben worden war. Hierfir wurden 100 bis 500 mg des Phytosterols in 5 ml
wasser- und ethanolfreiem Chloroform (Molekularsieb; 3 A) gelost, mit HBT (ca.
1,5 mM) gesattigt und die Reaktion durch den Zusatz einer kleinen Menge des
Blei(IV)-oxids gestartet. Es erfolgte die wiederholte Zugabe von HBT und PbO,
nach 1 und 5 h, wahrend die Losung bei Raumtemeperatur gerithrt wurde. Die
Umsetzung wurde mittels TLC (3.7.2.1) uberpruft. Nach 8 h wurde das PbO,
herunterzentrifugiert, der Uberstand durch eine Silikakartusche geleitet und die
Oxyphytosterole mit Diethylether eluiert. Der Eluent wurde unter Stickstoff
abgedampft, der Riickstand in Methanol/Ethylacetat (1 : 1) gelost und potentielle
Hydroperoxide durch den Zusatz von NaBH, im Uberschuss reduziert. Im
Anschluss an das erneute Abdampfen der Losung wurde eine weitere Aufreinigung
der Oxyphytosterole mittels SPE (3.7.2.2) durchgefiihrt.

PbO | CC:}E sterol

Hf OH
+e
PhD; (;[: sterol __
benzotriazole

Abbildung 13: Oxidation von Sterolen mittels des HBT/PbO,-Systems (Johannes and Lorenz 2004 %*?)
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3.8 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden in den Abbildungen als Mittelwert + SEM (standard error
of the mean) von mindestens vier bis neun Versuchen angegeben. Zur Auswertung
wurde das Statistikprogramm SigmaStat verwendet. Die Unterschiede zwischen
den Mittelwerten bei verschiedenen experimentellen Bedingungen wurden zuerst
durch Varianzanalyse, bei moglicher Abweichung von der Normalverteilung und
Gleichheit der Varianzen durch Rangvarianzanalyse nach Kruskal-Wallis getestet.
Bei signifikantem Ergebnis der globalen Varianz- bzw. Rangvarianzanalyse (p
angegeben in den Legenden) wurden die Paardifferenzen zur Kontrolle mit dem
Post-hoc-Test nach Holm-Sidak bzw. Dunn auf Signifikanz getestet. Die
Irrtumswahrscheinlichkeiten sind mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und *** (p < 0,001)

fir den Paarvergleich zur Kontrolle in den Abbildungen angegeben.
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4  FErgebnisse

4.1 EFtablierung von I XRo an CaCo-2-Zellen in der Real-time
RT-PCR

Bei ABCA1 konnte auf eine etablierte Real-time RT-PCR zuriickgegriffen werden.
Zur Untersuchung von LXRa in CaCo-2-Zellen war zuerst die Etablierung der
quantitativen Real-time RT-PCR dieses Rezeptors notwendig. Die Schaffung
optimaler Bedingungen fiir den Vergleich und die Quantifizierung
unterschiedlicher Amplifikate ist hierbei von wesentlicher Bedeutung. Dazu wurde
die Gesamt-RNA (3.5.3) von CaCo-2-Zellen aus einer Zellpassage isoliert. Es
wurden 3-4 verschiedene auf diese Weise hergestellte RNA-Pools zur Etablierung
verwendet. Nach Bestimmung der RNA-Konzentration (3.5.3) wurde eine
Verdinnungsreihe in Zehnerschritten angelegt und der LXRa-Rezeptor mittels
Real-time RT-PCR (3.5.4) bei verschiedenen Konditionen amplifiziert. Die Effizienz
war von der optimalen Kombination der etablierten Parameter abhangig (Tabelle
9).

Tabelle 9: Optimierte Parameter zur Etablierung der Real-time RT-PCR fiir den LXRa-Rezeptor in CaCo-

2-Zellen
ANNEALING ELONGATION ENDKONZENTRATION
Zeit Temperatur Zeit Temperatur MgCl, Primer
20s 60°C 20s 72°C 1,5 mM 100 nM

Aus der Steigung der gemessenen Standardgerade (Abbildung 14) kann die
Amplifikationseffizienz der PCR ermittelt werden. Mit den optimierten Konditionen
wurde eine Effizienz (3.5.4.2) von nahe 100 % bei einem Korrelationskoeffizienten

von 1,000 und einer Steigung von -3,326 (~ - log ,(10)) erreicht.
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Correlation Coefficient: 0,990 Slope: -3.326 Intercept: 30.540 Y =-3.326 X + 30.540 Unknowns
PCR Efficiency: 99.8 % - Standards
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Abbildung 14: Standardgerade mit Doppelwerten einer RNA-Verdiinnungsreihe mittels quantitativer
Real-time RT-PCR von LXRa. Gesamt-RNA von CaCo-2-Zellen wurde in 10-er Verdiinnungsschritten
eingesetzt (von rechts nach links): 1000 ng RNA (pur), 100 ng RNA (1:10), 10 ng RNA (1:100), 1 ng
RNA (1: 1000)

Zur Kontrolle von GréBe und Reinheit der bereits validierten RT-PCR-Produkte
wurden diese aullerdem in einem 1,5 %-igen Agarosegel aufgetrennt. Die Lange
der erhaltenen LXRa-Amplifikate entsprach dabei der erwarteten Lange von 142
bp (Abbildung 15).

1 2 3 4 5

1000 bp - .

p—
500 bp -| e

200 bp - . = 4 spezifisches Amplifikat fir LXRo

100 bp -

Abbildung 15: Grofsen- und Reinheitskontrolle spezifischer LXRa-Amplifikate im 1,5 %-igen Agarosegel.
Gesamt-RNA von CaCo-2-Zellen wurde in 10-er Verdiinnungsschritten eingesetzt (von links nach
rechts): 1 = DNA-Standard (100-1000 bp), 2 = 1000 ng RNA (pur), 3 = 100 ng RNA (1:10), 4 = 10 ng
RNA (1:100), 5 = 1 ng RNA (1:1000)

Die entstandenen Produkte wurde nach Beendigung jedes PCR-Laufs auch durch
eine Analyse der Schmelzkurve (3.5.4.2) Uberpriuft (Abbildung 16). Als interne
Kontrolle (housekeeping gene) diente [-Aktin, da es in CaCo-2-Zellen auch unter

experimenteller Behandlung eine konstante Expression aufwies (3.5.4.3).



4 Ergebnisse 65

90
80
70
60 et
50 ¥
40 £
307 FIR\:

20
W s — TR ., . - & 2
10 e e e e e S

0 7 ‘.-"'
-10 ‘5 157/
-20 V)

-30 Yl
-40 14
-50
60 i i ; H i L
52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 B4 86 88 90 92 94 96 98 100
Temperature, Celsius

- d(RFU) } dT

Abbildung 16: Schmelzkurvenanalyse spezifischer Amplifikate von CaCo-2-Zellen mittels quantitativer
Real-time RT-PCR unter Verwendung von SYBR Green I. Die Abbildung zeigt die Negativkontrolle als
Einfachwert (schwarz) und Doppelwerte fiir LXRa-Amplifikate

4.2 Effekte von Hydroxycholesterolen auf die Transkription
in CaCo-2-Zellen

4.2.1 Expression ABCA1l-spezifischer mRNA

Die Wirkung synthetischer Oxystigmasterole auf den Cholesterinexporter ABCA1
wurde zunachst auf Transkriptionsebene uiberpriuft. Vor Einsatz der eigentlichen
Testsubstanzen wurden im Vorfeld Versuche mit weiteren Sterolen, von denen

agonistische Effekte publiziert waren, durchgefiihrt.

Die Zellen wurden fir 3 und 24 h mit der Losungsmittelkontrolle, dem RXR-
Liganden 9-cis RA (1 pM) oder den putativen physiologischen LXRa-Liganden
22(R)-OHC (10 uM), 24(S)-OHC (10 pM) bzw. 25-OHC (10 pM) jeweils in
Kombination mit 9-cis RA inkubiert. AnschlieSend wurde die Gesamt-RNA isoliert
und ABCA1 mittels Real-time RT-PCR amplifiziert und quantifiziert.

Sowohl nach 3 als auch nach 24 h zeigte sich eine signifikante und mit 22(R)-OHC
vergleichbare Induktion der mRNA-Transkription von ABCA1l durch eine
Koinkubation der Zellen mit 24(S)-OHC und 9-cis-RA, wahrend 25-OHC mit 9-cis-
RA ABCA1 etwas geringer stimulierte (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Expression ABCA1-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden
fiir 3 (A) und 24 h (B) mit der Losungsmittelkontrolle, 1 uM 9-cis RA (Kontrolle) oder 10 uM 22(R)-OHC
(Positivkontrolle), 24(S)-OHC bzw. 25-OHC jeweils in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-6 +
SEM; Rangvarianzanalyse (A bzw. B): p < 0,01, Paarvergleich zur Kontrolle: ** : p < 0,01).

4.2.2 Expression LXRa-spezifischer mRNA

Aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse (4.2.1), die eine deutliche Induktion
der Transkription des LXR-abhangigen Cholesterinexporters ABCA1l durch eine
Stimulation mit Seitenkettenhydroxycholesterolen zeigten, wurde nachfolgend der
Transkriptionsfaktor LXRa selbst auf eine Induktion der mRNA-Expression hin

untersucht.

Der Versuchsaufbau erfolgte wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben. Nach Etablierung
des Transkriptionsfaktors LXRa (4.1) wurde zur Durchfihrung der Amplifikation
und Quantifizierung von LXRa mittels Real-time RT-PCR identische Gesamt-RNA

aus den Versuchen zur mRNA-Expression von ABCA1 verwendet (4.2.1).

Wie in Abbildung 18 dargestellt, ist fiir die Stimulation der ABCA1-Transkription
zumindest bis 24 h keine vermehrte Transkription von LXRa notig. Die Inkubation
mit Seitenkettenhydroxycholesterolen ergab weder bei 3 noch bei 24 h eine

signifikante Induktion von LXRa.
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Abbildung 18: Expression LXRa-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden
fiir 3 (A) und 24 h (B) mit der Losungsmittelkontrolle, 1 uM 9-cis RA (Kontrolle) oder 10 uM 22(R)-OHC
(Positivkontrolle), 24(S)-OHC bzw. 25-OHC jeweils in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-6 +
SEM).

4.3 Effekte von nativen Phytosterolen und Desmosterol auf
die Transkription in CaCo-2-Zellen

4.3.1 Expression ABCA1l-spezifischer mRNA

Im Folgenden wurden die nativen Phytosterole Stigmasterol und pB-Sitosterol
bezlglich der Expression ABCA1-spezifischer mRNA untersucht. AufSerdem wurde
auch Desmosterol getestet, das in der Literatur jungst als potentiell LXRa-
agonistisches Zwischenprodukt der Cholesterinsynthese beschrieben wurde. Es
handelt sich hierbei um einen an Position C-24 der Seitenkette noch ungesattigten

Vorlaufer des Cholesterins #°.

Dazu erfolgte analog dem in Kapitel 4.2.1 bereits erlauterten Versuchsaufbau die
Stimulation fiir 3 und 24 h mit der Losungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1 uM,
Kontrolle) oder nativem Stigmasterol (10 upM), B-Sitosterol (10 pM) bzw.
Desmosterol (10 pM) jeweils in Kombination mit 9-cis RA. Auch hier wurde 22(R)-
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OHC (10 pM) zusammen mit 9-cis RA als Positivkontrolle eingesetzt und alle

Proben auf 9-cis RA als Kontrolle bezogen.

Es konnte zu keiner der beiden Inkubationszeiten eine wesentliche Stimulation der
Transkription von ABCA1 durch natives Stigmasterol, p-Sitosterol oder

Desmosterol festgestellt werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Expression ABCAI-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden
fiir 3 (A) und 24 h (B) mit der Losungsmittelkontrolle, 1 uM 9-cis RA (Kontrolle) oder 10 uM 22(R)-OHC
(Positivkontrolle), nativem Stigmasterol, p-Sitosterol bzw. Desmosterol jeweils in Kombination mit 9-cis
RA behandelt (n = 4-9 + SEM; Rangvarianzanalyse (A bzw. B): p < 0,001, Paarvergleich zur Kontrolle:
#¥¥ : p < 0,001).

4.3.2 Expression LXRa-spezifischer mRNA

Obwohl eine Induktion der Expression ABCAIl-spezifischer mRNA durch native
Sterole nicht nachgewiesen werden konnte, wurde auch die Transkription von
LXRa untersucht.

Die Amplifikation und Quantifizierung des Transkriptionsfaktors LXRa wurde

ebenfalls (vgl. Kapitel 4.2.2) unter Verwendung der entsprechenden Gesamt-RNA
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mittels Real-time RT-PCR durchgefiihrt; der Versuchsaufbau erfolgte wie bereits
beschrieben (vgl. Kapitel 4.3.1).

Die Ergebnisse zeigten, dass die Stimulation der CaCo-2-Zellen mit 22(R)-OHC,
nativem Stigmasterol, p-Sitosterol oder Desmosterol fur 3 und 24 h keine Induktion

der Expression von LXRa auf mRNA-Ebene bewirkte (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Expression LXRa-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden
fiir 3 (A) und 24 h (B) mit der Losungsmittelkontrolle, 1 uM 9-cis RA (Kontrolle) oder 10 uM 22(R)-OHC
(Positivkontrolle), nativem Stigmasterol, p-Sitosterol bzw. Desmosterol jeweils in Kombination mit 9-cis
RA behandelt (n = 4-9 + SEM).

44 Effekte von Oxystigmasterolen auf die Transkription in
CaCo-2-Zellen

4.4.1 Einteilung der Oxystigmasterole

Die durch chemische Oxidation von nativem Stigmasterol hergestellten

Oxystigmasterole (3.7.2.4) wurden im selben System getestet. Abbildung 21 zeigt
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eine Silikadiinnschichtchromatographie (3.7.2.1) der wichtigsten

Oxidationsprodukte und deren Auftrennung aufgrund ihrer Polaritat.

Aus dem Laufverhalten ergab sich die Aufteilung in eine Gruppe der polareren und
eine Gruppe der weniger polaren Oxystigmasterole. Zur besseren Ubersichtlichkeit
sind die beiden Gruppen von Oxystigmasterolen in Tabelle 10 dargestellt. Da auch
bei 5,6B-Epoxystigmasterol aufgrund des nicht mehr planaren Sterolringgerists
die 3B-OH-Gruppe und die Epoxygruppe nur schwer gleichzeitig zuganglich sind,

wurden die 5,6-Epoxystigmasterole bei der weniger polaren Gruppe eingeordnet.

Bei den meisten chemisch synthetisierten Oxystigmasterolen konnte auch
praparativ eine hohe Reinheit erreicht werden. Einige Produkte konnten aber
durch Festphasenextraktion mit Gradientenelution nicht vollstandig getrennt
werden. Betrug ein Nebenanteil noch 10 % der Hauptkomponente wurden diese
bei der Benennung an zweiter Stelle genannt. Um potentielle stark bioaktive, aber
quantitativ geringe Metaboliten nicht durch die Aufreinigung zu verlieren, wurden
auch 2 Oxidationsgemische nur nach einfacher Aufreinigung getestet. Die

identifizierten Komponenten der Gemische sind in Tabelle 11 dargestellt.

Im Rahmen der Oxidation von Stigmasterol entstand auch ein Produkt, das bisher
als einziges Stigmasterolderivat nicht sicher identifiziert werden konnte. Dieser
Metabolit wurde als ,unbekannte Verbindung” bezeichnet. In der TLC zeigte er ein
fur an der Seitenkette hydroxylierte Sterole typisches Laufverhalten. Dies konnte

durch GC/MS aber ausgeschlossen werden.

In Abbildung 22 sind die chemischen Strukturen der jeweiligen Oxystigmasterole
zusammengefasst. Die Gaschromatogramme und Massenspektren der getesteten

Oxystigmasterole bzw. ihrer Gemische konnen dem Anhang entnommen werden.
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Abbildung 21: Diinnschichtchromatographie (TLC) der wichtigsten durch chemische Oxidation von

nativem Stigmasterol synthetisierten Oxystigmasterole und deren Aufreihung nach ihrer Polaritidt

Tabelle 10: Klassifizierung der synthetisch hergestellten Oxystigmasterole in zwei Gruppen

I. POLARERE OXYSTIGMASTEROLE | II. WENIGER POLARE OXYSTIGMASTEROLE

1) 7-Dehydrostigmasterol +

1) 7a-Hydroxystigmasterol
7B-Hydroxystigmasterol
2) 5a,6a-Epoxystigmasterol +
2) 7B-Hydroxystigmasterol
5B,6B-Epoxystigmasterol
3) 7-Ketostigmasterol 3) oxidiertes Stigmasterol-Gemisch 2
4) 6a-Hydroxystigmasterol +
4) unbekannte Verbindung
7-Ketostigmasterol
5) oxidiertes Stigmasterol-Gemisch 1 5) A °>7-Stigmasta-3-on
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Oxystigmasterol-Gemische

OXIDIERTES STIGMASTEROL- OXIDIERTES STIGMASTEROL-
GEMISCH 1 GEMISCH 2

» 6a-Hydroxystigmasterol > natives Stigmasterol

» 7a-Hydroxystigmasterol » 7-Dehydrostigmasterol

» 7-Dehydrostigmasterol >» 7B-Hydroxystigmasterol

> 7B-Hydroxystigmasterol

» 7-Ketostigmasterol

> 5B,6B-Epoxystigmasterol

HO OH HO
7o-Hydroxystigmasterol 7B-Hydroxystigmasterol 7-Ketostigmasterol
(24S)-Ethylcholest-5,22-dien- (24S)-Ethylcholest-5,22-dien- (24S)-Ethylcholest-5,22-dien-
3B,7a-diol 3B,7p-diol 3B-ol-7-on

: HO HO

OH
60.-Hydroxystigmasterol 7-Dehydrostigmasterol 5a,60-Epoxystigmasterol
(24S)-Ethylcholest-22-en- (24S)-Ethylcholest-5,7,22-trien- (24S)-50.,,60-Epoxy-24-ethylcholest-
3pB,6a-diol 3p-ol 22-en-3p-ol

o
o
5B,6B-Epoxystigmasterol A 5,7-Stigmasta-3-on
(24S)-5p,6B-Epoxy-24-ethylcholest- (24S)-Ethylcholest-4,6,22-trien-
22-en-3p-ol 3-on

Abbildung 22: Chemische Struktur der synthetischen Oxystigmasterole
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4.4.2 Expression ABCA1l-spezifischer mRNA bei polareren
Oxystigmasterolen

Analog zu den vorangegangenen Versuchen wurden CaCo-2-Zellen fir 3 und 24 h
mit der Losungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1uM) als Kontrolle oder 22(R)-OHC (10
pM) in Kombination mit 9-cis RA als Positivkontrolle bzw. mit den oben genannten
Oxystigmasterolen kombiniert mit 9-cis RA inkubiert. Die Oxystigmasterole
wurden meist in 2 verschiedenen Konzentrationen (10 und 20 pM) eingesetzt, um
geringere Aktivitaten nicht zu ubersehen und toxische Effekte zu vermeiden. Nach
Isolation der Gesamt-RNA wurde ABCAl-spezifische mRNA mittels Real-time RT-
PCR amplifiziert und quantifiziert. Nach den chemischen Eigenschaften bzw. der
Struktur der synthetischen Oxystigmasterole wurden diese, wie in Kapitel 4.4.1

beschrieben, in zwei Gruppen eingeteilt.

Innerhalb der Gruppe der polareren Oxystigmasterole (Abbildung 23) zeigte sich
bei 3-stindiger Inkubation hinsichtlich der Induktion der Expression ABCAIl-
spezifischer mRNA noch eine relativ grofSe Varianz. So induzierten z.B. 7a-
Hydroxystigmasterol bzw.  7B-Hydroxystigmasterol in der niedrigeren
Konzentration die Transkription von ABCA1l nicht bzw. nur tendenziell. 6a-
Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol sowie das oxidierte Stigmasterol-
Germisch 1 induzierten nur gering und 7-Ketostigmasterol mafSig stark. Bei einer
Behandlung fir 24 h ergab sich mit Ausnahme von 7p-Hydroxystigmasterol, das
am geringsten stimulierte, bei allen Substanzen eine geringe bis malsige Induktion.
Meist zeigte sich mit der hoher eingesetzten Konzentration keine weitere

Steigerung der Stimulation.

Parallel zu den Oxystigmasterolen wurden auch Inkubationen der CaCo-2-Zellen
mit einem Oxidationsblank durchgefuhrt. Dieser wurde exakt nach dem Protokoll,
das auch fir die chemische Oxidation von Stigmasterol verwendet wurde,
hergestellt. Dabei erfolgte die Durchfithrung der Prozedur jedoch alleinig mit den
notwendigen Chemikalien ohne die Zugabe von Stigmasterol. Die Testung des
Oxidationsblanks sollte sicherstellen, dass nicht eventuell vorhandene Ruckstande
der verwendeten Chemikalien selbst eine Induktion der mRNA-Transkription
bewirkten und damit einen agonistischen Effekt bestimmter Oxystigmasterole
vortauschen konnten.
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Abbildung 23: Expression ABCA1-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden
fiir 3 (A) und 24 h (B) mit der Losungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1 uM, Kontrolle) oder. 22(R)-OHC (10
uM, Positivkontrolle), polareren Oxystigmasterolen (10 uyM bzw. 10 und 20 uM) bzw. dem
Oxidationsblank jeweils in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-5 + SEM; Rangvarianzanalyse (A
bzw. B): p < 0,001, Paarvergleich zur Kontrolle: * : p < 0,05, ** : p < 0,01, ##+ : p < 0,001).

4.4.3 Expression ABCAl-spezifischer mRNA bei weniger polaren
Oxystigmasterolen
Die Inkubationen mit der Gruppe der weniger polaren Oxystigmasterole erfolgten

nach der in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Versuchsanordnung. Wie bei den

polareren Oxystigmasterolen fand auch hier eine Exposition der CaCo-2-Zellen fiir
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jeweils 3 und 24 h mit der Losungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1uM) als Kontrolle
bzw. 22(R)-OHC (10 pM) in Kombination mit 9-cis RA als Positivkontrolle oder den
weniger polaren Oxystigmasterolen (10 bzw. 10 und 20 pM) bzw. dem

Oxidationsblank jeweils kombiniert mit 9-cis RA statt.

Die Amplifikation und Quantifizierung ABCA1-spezifischer mRNA mittels Real-time
RT-PCR zeigte bei einer Inkubationdauer von 3 h bei 7-Dehydrostigmasterol/7/3-
Hydroxystigmasterol eine deutliche und bei den 5,6-Epoxystigmasterolen eine
geringe Induktion der Transkription von ABCA1l (Abbildung 24). Die ubrigen,
weniger polaren Stigmasterolderivate zeigten keine bzw. bestenfalls eine
tendenzielle Induktion. Bei einer Behandlung der CaCo-2-Zellen fur 24 h konnte
durch keine der Testsubstanzen mehr eine relevante Stimulation der Expression
von ABCA1 bewirkt werden.

Zusammenfassend ergibt sich eine weitgehend uniforme, aber verzogerte
Stimulation der ABCAl-spezifischen mRNA-Transkription durch die polareren
Oxystigmasterole. Von den weniger polaren Oxystigmasterolen stimulierten die 7-
Dehydrostigmasterol/7R-Hydroxystigmasterol-Gemische den mRNA-Spiegel von
ABCA1 starker und rascher, aber nicht anhaltend. Da 7R-Hydroxystigmasterol
allein eher eine spate Induktion gezeigt hatte, konnte die frithere Induktion durch

das Gemisch vor allem auf 7-Dehydrostigmasterol beruhen.

Die parallel durchgefilhrten Inkubationen mit dem Oxidationsblank ergaben
insgesamt keine Induktion der mRNA-Transkription von ABCA1 (Abbildung 23,
Abbildung 24).
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Abbildung 24: Expression ABCA1-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden
fiir 3 (A) und 24 h (B) mit der Losungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1 uM, Kontrolle) oder. 22(R)-OHC (10
uM, Positivkontrolle), weniger polaren Oxystigmasterolen (10 uM bzw. 10 und 20 uM) bzw. dem
Oxidationsblank jeweils in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-5 + SEM; Rangvarianzanalyse (A
bzw. B): p < 0,001, Paarvergleich zur Kontrolle: * : p < 0,01, ##+ : p < 0,001).

4.4.4 Expression LXRa-spezifischer mRNA bei polareren
Oxystigmasterolen

Aus denselben Proben wurde auch LXRa-mRNA quantifiziert.

Die Stimulation der CaCo-2-Zellen fihrte dabei weder bei 3 noch bei 24 h zu einer
relevanten Induktion der Transkriptionsfaktors LXRa (Abbildung 25). Im Hinblick
auf die in Kapitel 4.4.2 dargestellten Resultate, die den Nachweis einer
unterschiedlich starken Induktion der mRNA-Expression von ABCA1 insbesondere
bei 24 h lieferten, ist offensichtlich auch bei den polareren Oxystigmasterolen
hierfir keine vermehrte Transkription von LXRo zumindest bis 24 h notig (vgl.
Kapitel 4.2.2 und 4.3.2).
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Abbildung 25: Expression LXRa-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden
fiir 3 (A) und 24 h (B) mit der Losungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1 uM, Kontrolle) oder 22(R)-OHC (10
uM, Positivkontrolle), polareren Oxystigmasterolen (10 uM bzw. 10 und 20 uM) bzw. dem
Oxidationsblank jeweils in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-5 + SEM; Rangvarianzanalyse (A):
p=<005).

4.4.5 Expression LXRa-spezifischer mRNA bei weniger polaren
Oxystigmasterolen

Zur Durchfithrung der Amplifikation und Quantifizierung LXRa-spezifischer mRNA
mittels Real-time RT-PCR wurde identische Gesamt-RNA aus den in Kapitel 4.4.3

beschriebenen Versuchen eingesetzt.
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Ahnlich wie bei den polareren Oxystigmasterolen (vgl Kapitel 4.4.4) bewirkte auch

die Stimulation der CaCo-2-Zellen mit der Gruppe der weniger polaren

Oxystigmasterole fir 3 und 24 h keine signifikant vermehrte Transkription von

LXRa (Abbildung 26).

Die Exposition der Zellen mit der Blankkontrolle blieb, wie zuvor bei ABCAI1

(4.4.3), ohne Effekt (Abbildung 25, Abbildung 26).
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Abbildung 26: Expression LXRa-spezifischer mRNA mittels Real-time RT-PCR. CaCo-2-Zellen wurden
fiir 3 (A) und 24 h (B) mit der Losungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1 uM, Kontrolle) oder 22(R)-OHC (10
UM, Positivkontrolle), weniger polareren Oxystigmasterolen (10 uM bzw. 10 und 20 uM) bzw. dem

Oxidationsblank in Kombination mit 9-cis RA behandelt (n = 4-5 + SEM; Rangvarianzanalyse (A): p <

0,05).



4 Ergebnisse 79

4.5 Effekte von nativen Phytosterolen und Desmosterol auf
die Aktivierung von LXRE in CaCo-2-Zellen

Um die Wirkung nativer Phytosterole bzw. Desmosterol als potentielle Liganden
von LXRoa auf Aktivierungsebene zu uberpriifen, wurden CaCo-2-Zellen mit dem
Reportergenkonstrukt  pCMV-LXRE-luc  transient transfiziert und die
Luciferaseaktivitat bzw. folglich auch die LXRa-Aktivitat unter Inkubation mit

nativen Phytosterolen sowie Desmosterol gemessen.

Vor Durchfiihrung des Reportergenassays mit Oxystigmasterolen wurde nochmals
die Hohe und damit Erfordernis des synergistischen Effekts durch 9-cis RA
uberpriift. Dazu wurden CaCo-2-Zellen fiir 3 und 24 h mit den nativen Sterolen
Stigmasterol, B-Sitosterol oder Desmosterol in einer Konzentration von 10 pM
jeweils ohne und mit 9-cis-RA inkubiert. Als Kontrolle fiir die nativen Sterole
dienten jeweils das Losungsmittel Ethanol bzw. 9-cis RA (1uM), auf welche die
Sterolproben jeweils bezogen wurden, und als Positivkontrolle 22(R)-OHC (10 uM)

ohne und mit 9-cis RA.

Wie in Abbildung 27 dargestellt, zeigte die Inkubation der CaCo-2-Zellen im
Vergleich zu 3 h bei 24 h in der LXRE-Aktivitat einen deutlichen synergistischen
Effekt bei Kombination von 22(R)-OHC mit 9-cis RA. Die 3-stiindige Stimulation
war nicht ausreichend fiir eine messbare Steigerung der hohen basalen
Luciferaseaktivitat. @ Deshalb wurde fur die weiteren Versuche mit
Oxystigmasterolen eine Inkubationsdauer von 24 h gewahlt. Aufgrund des relativ
geringen additiven Effekts der nativen Sterole mit 9-cis RA erfolgte die

Behandlung der Zellen mit Oxystigmasterolen ohne 9-cis RA.

Von den nativen Sterolen selbst zeigte nur B-Sitosterol eine Tendenz zur LXRa-

Stimulation, nicht aber Stigmasterol oder Desmosterol.
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Abbildung 27: Aktivierung von LXRE mittels des Konstrukts pCMV-LXRE-luc im Reportergenassay.
Transient transfizierte CaCo-2-Zellen wurden fiir 3 (A) und 24 h (B) mit der Losungsmittelkontrolle, 9-
cis RA (1 uM, Kontrolle) oder 22(R)-OHC (10 uM, Positivkontrolle) bzw. 22(R)-OHC (10 uM) kombiniert
mit 9-cis RA (1 uM) als weitere Positivkontrolle oder 10 uM nativem Stigmasterol, p-Sitosterol bzw.
Desmosterol allein oder zusammen mit 9-cis RA inkubiert. AnschlielSend erfolgte die Messung der
LXRE-abhdngigen Luciferaseativitit (n = 5-8 + SEM,; Rangvarianzanalyse (B, mit 9-cis RA): p < 0,001,
Paarvergleich zur Kontrolle:  : p < 0,05, * : p < 0,01).

4.6 Effekte polarerer Oxystigmasterole auf die Aktivierung
von LXRE in CaCo-2-Zellen

Analog wurden transient transfizierte CaCo-2-Zellen fiir 24 h mit der
Losungsmittelkontrolle Ethanol oder 22(R)-OHC (10 uM, Positivkontrolle),
polareren Oxystigmasterolen (10 pM bzw. 10 und 20 upM) bzw. dem
Oxidationsblank behandelt.
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Eine tendenzielle Induktion der LXRE-Luciferaseaktivitat konnte nur bei 7a-
Hydroxystigmasterol, 7B-Hydroxystigmasterol (20 uM) und 6a-
Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol festgestellt werden (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Aktivierung von LXRE mittels des Konstrukts pCMV-LXRE-luc im Reportergenassay.
Transient transfizierte CaCo-2-Zellen wurden fiir 24 h mit der Losungsmittelkontrolle oder 22(R)-OHC
(10 uM, Positivkontrolle), polareren Oxystigmasterolen bzw. dem Oxidationsblank inkubiert und

nachfolgend die LXRE-abhangige Luciferaseativitit gemessen (n = 6 + SEM).

4.7 Effekte weniger polarer Oxystigmasterole auf die
Aktivierung von LXRE in CaCo-2-Zellen

Zur Testung der Gruppe der weniger polaren Oxystigmasterole hinsichtlich ihrer
Effektivitat auf die Aktivierung von LXRE wurden auch hier (vgl. Kapitel 4.6)
transient transfizierte Zellen fiir 24 h mit der Losungsmittelkontrolle Ethanol oder
22(R)-OHC (10 nM, Positivkontrolle), weniger polaren Oxystigmasterolen (10 pM
bzw. 10 und 20 pM) bzw. dem Oxidationsblank inkubiert.

Allenfalls die weniger polaren Oxystigmasterolkombinationen, die nicht vollstandig
von 7B-Hydroxystigmasterol gereinigt werden konnten, steigerten die Aktivierung
von LXRE minimal (Abbildung 29).
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Zusammenfassend konnte eine tendenzielle Aktivierung von LXRa durch 7a-, 7B-
Hydroxystigmasterol, 6a-Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol und auch -

Sitosterol gefunden werden.

Die Exposition der Zellen mit dem Oxidationsblank hatte, wie erwartet, keine
induzierende Wirkung auf die LXRE-Aktivierung (Abbildung 28, Abbildung 29).
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Abbildung 29: Aktivierung von LXRE mittels des Konstrukts pCMV-LXRE-luc im Reportergenassay.
Transient transfizierte CaCo-2-Zellen wurden fiir 24 h mit der Losungsmittelkontrolle oder 22(R)-OHC
(10 uM, Positivkontrolle), weniger polaren Oxystigmasterolen bzw. dem Oxidationsblank inkubiert und

nachfolgend die LXRE-abhéngige Luciferaseativitat gemessen (n = 6 + SEM).

4.8 Proteinexpression von ABCA1 in CaCo-2-Zellen

Die Effekte auf ABCA1 sollten auch auf Proteinebene tiberpriift werden.

Vor Beginn der Experimente mit Oxystigmasterolen wurden auch hier die

Inkubationsbedingungen ausgetestet.

4.8.1 Bestimmung der Kinetik der Proteinexpression von ABCA1 nach
Inkubation mit 22(R)-OHC und 9-cis RA

Die Inkubationszeit, die fiir die Versuche mit Oxystigmasterolen eingesetzt werden

sollte, wurde in einer Zeitreihe ermittelt. CaCo-2-Zellen wurden fir 0, 3, 24 und 48
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h mit der Losungsmittelkontrolle Ethanol, 9-cis RA (1uM) oder 22(R)-OHC (10 uM)
bzw. 22(R)-OHC plus 9-cis RA inkubiert. AnschliefSend wurde die Proteinexpression

des Cholesterinexporters ABCA1 mittels Western Blot bestimmt.

Als Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurde das Housekeeping Gene j-
Aktin eingesetzt. Dazu wurden die zuvor schon fiur ABCAl verwendeten
Membranen nochmals mit Anti-g-Aktin inkubiert. Nach einer Stimulation der
Zellen fiir 24 h fand sich die starkste Auspragung der ABCA1-Proteinexpression.
Dabei erwies sich 22(R)-OHC auch ohne Koinkubation mit 9-cis RA als stark
stimulierende Positivkontrolle (Abbildung 30).

ABCA1
220 kDa

Oh 3h 24 h 48 h

Abbildung 30: Proteinexpression von ABCAI aus Gesamtproteinextrakten mittels Western Blot. CaCo-2-
Zellen wurden fiir 0, 3, 24 und 48 h jeweils mit der Losungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1uM) oder 22(R)-
OHC (10 uM) bzw. 22(R)-OHC kombiniert mit 9-cis RA inkubiert (Spur 2-13). Aulserdem wurde parallel
Gesamtproteinextrakt aus nativen (unbehandelten) Zellen (Spur 1) aufgetragen. Auftrag: 25 ug

Protein/Lane

4.8.2 Bestimmung der Kinetik der Proteinexpression von ABCA1 nach

Inkubation mit nativen Phytosterolen und Desmosterol

Des Weiteren sollte das Verhalten der Proteinexpression von ABCA1 unter nativen
Phytosterolen oder Desmosterol allein und unter Koinkubation mit 9-cis RA
uberprift werden.

CaCo-2-Zellen wurden fur 3, 24 und 48 h mit der Losungsmittelkontrolle Ethanol,
9-cis RA (1uyM) oder 22(R)-OHC (10 pM) bzw. 22(R)-OHC, 10 pM nativem

Stigmasterol, B-Sitosterol oder Desmosterol jeweils zusammen mit 9-cis RA
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behandelt. Nach Extraktion des Gesamtproteins wurde die Proteinexpression von
ABCA1 mittels Western Blot ermittelt.

Die Signalstarke der ABCA1-Bande stieg von 3 h bis 24 h generell deutlich an.
22(R)-OHC erwies sich erneut auch ohne 9-cis RA als effiziente Positivkontrolle.
Die Stimulation durch native Sterole lag bei einer Inkubation fiir 3 h nur far
Stigmasterol geringfiigig Uber der Losungsmittelkontrolle. ABCA1 fiel aber im
Unterschied zur RA-Kontrolle bis 48 h unter Stigmasterol, B-Sitosterol und
Desmosterol nicht wieder ab, sondern zeigte eher steigende Tendenz (Abbildung
31).
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Abbildung 31: Proteinexpression von ABCAI aus Gesamtproteinextrakten mittels Western Blot. CaCo-2-
Zellen wurden fiir, 3, 24 und 48 h jeweils mit der Losungsmittelkontrolle, 9-cis RA (1uM, Kontrolle)
oder 22(R)-OHC (10 uM, Positivkontrolle) bzw. 22(R)-OHC kombiniert mit 9-cis RA inkubiert (A-C, Spur
1-4). AulSerdem wurden die Zellen parallel mit je 10 uM nativem Stigmasterol, p-Sitosterol oder
Desmosterol zusammen mit 9-cis RA behandelt (A-C, Spur 5-7). Auftrag: 25 ug Protein/Lane

Ohne Zugabe von 9-cis RA als zusatzlichem Agonisten zeigte sich, ahnlich wie in
der zuvor beschriebenen Zeitreihe, ebenfalls eine Zunahme der Proteinexpression
von ABCA1 von 3 h auf 24 h hin. Die Unterschiede in der Proteinexpression
zwischen 24 und 48 h waren gering. Deshalb wurde unter dem Aspekt der
Vergleichbarkeit der bisherigen Ergebnisse fiir die nachfolgenden Ansatze mit
Oxystigmasterolen eine Inkubationsdauer von 24 h gewahlt. Aufgrund des
geringen additiven Effekts von 9-cis RA (vgl. auch Kapitel 4.5) und der
ausreichenden Stimulation der Proteinexpression durch die nativen Sterole allein,
wurden die weiteren Experimente ohne 9-cis RA durchgefihrt. 22(R)-OHC allein
erwies sich wiederum auf Proteinebene als effektiver Positivstimulus. Native
Phytosterole selbst zeigten nach Abgleich mit der Ladekontrolle keinen relevanten
Effekt auf die Proteinexpression von ABCA1, wahrend Desmosterol bei 24 h malig
stimulierte (Abbildung 32).
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Abbildung 32:. Proteinexpression von ABCAI aus Gesamtproteinextrakten mittels Western Blot. CaCo-
2-Zellen wurden fiir 3, 24 und 48 h jeweils mit der Losungsmittelkontrolle oder 22(R)-OHC (10 uM,

Positivkontrolle) (A-C, Spur 1-2) bzw. mit je 10 uM nativem Stigmasterol, -Sitosterol oder Desmosterol
(A-C, Spur 3-5) inkubiert. Auftrag: 25 mg Protein /Lane
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4.8.3 Effekte polarerer Oxystigmasterole auf die Proteinexpression von
ABCA1l

Mit den funf nach der RNA-Epression von ABCA1 effektivsten Oxystigmasterole
aus der Gruppe der polareren Oxystigmasterole wurde auch der Effekt auf die

ABCAI1-Proteinexpression untersucht.

Fir die Versuche wurden CaCo-2-Zellen fiir 24 h mit der Losungsmittelkontrolle
Ethanol oder der Positivkontrolle 22(R)-OHC (10 pM) oder mit 7p-
Hydroxystigmasterol (20 uM), 7-Ketostigmasterol (10 uM), 6o
Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol (10 pM), dem oxidierten Stigmasterol-
Gemisch 1 (10 pM) bzw. 7a-Hydroxystigmasterol (10 pM) behandelt (Abbildung
33).
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Abbildung 33: Proteinexpression von ABCAI aus Gesamtproteinextrakten mittels Western Blot. CaCo-2-
Zellen wurden fiir 24 h mit der Losungsmittelkontrolle oder 22(R)-OHC (10 uM, Positivkontrolle) oder
7B-OH-Stigmasterol (20 uM), 7-Ketostigmasterol (10 uM), 6a-OH-Stigmasterol/7-Ketostigmasterol (10
UM), dem oxidierten Stigmasterol-Gemisch 1 bzw. 7a-OH-Stigmasterol (10 uM) inkubiert (Auftrag: 25

ug Protein/Lane). In der Abbildung ist ein reprasentativer Blot aus vier Versuchen dargestellt.

Die quantitative densitometrische Analyse der Proteinexpression erfolgte mittels
des Auswertungsprogramms Image ] fur visualisierte Daten. Im Vergleich zur
Ethanolkontrolle als Referenzkondition (=100 %) zeigte sich mit Ausnahme von 7p-
Hydroxystigmasterol = und  6a-Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol  eine
signifikante Steigerung der Expression des ABCA1-Proteins durch die eingesetzten
Oxystigmasterole (Abbildung 34). Dieser durch Oxystigmasterole induzierte Effekt
war jedoch schwacher als durch 22(R)-OHC. Native Phytosterole hingegen hatten
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keine induzierende Wirkung auf die Proteinexpression von ABCAl gezeigt

(Abbildung 32).
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Abbildung 34: Densitometrische Immunoblotanalyse zur quantitativen Bestimmung der Effekte

polarerer Oxystigmasterole auf die Proteinexpression von ABCA1. CaCo-2-Zellen wurden fiir 24 h mit

der Losungsmittelkontrolle oder 22(R)-OHC (10 uM, Positivkontrolle) oder 7p-OH-Stigmasterol (20 uM),

7-Ketostigmasterol (10 uM),

6a-OH-Stigmasterol/7-Ketostigmasterol (10 uM), dem oxidierten

Stigmasterol-Gemisch 1 bzw. 7a-OH-Stigmastero! (10 uM) inkubiert (n = 4 + SEM; Varianzanalyse: p <

0,001; Paarvergleich zur Kontrolle:  : p < 0,05, ** : p < 0,01).
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Oxyphytosterole wurden im Plasma gesunder Menschen erst vor wenigen Jahren

nachgewiesen %,

Dementsprechend existiert derzeit nur wenig detailliertes
Wissen uber die moglichen biologischen Effekte dieser Verbindungen beim
Menschen. Angesichts der strukturellen Analogie zu Oxycholesterolen '#°, deren
Funktion als aktivierende LXR-Liganden bereits bekannt ist 8081131132 gowie der
potentiellen Bildung von Oxyphytosterolen als Metaboliten von Phytosterolen, wird

nun auch uber &hnliche Effekte von Oxyphytosterolen 9920

spekuliert. Diese
konnten Uber eine LXRo-Aktivierung und nachfolgende Regulation von
Sterolexportern, wie ABCAl, einen gunstigen Einfluss auf die lokale und
systemische Cholesterinhoméostase und damit die Atherogenese nehmen '*3. In
der vorliegenden Arbeit sollten deshalb potentielle Einfliisse nativer Phytosterole,
vorrangig aber verschiedener oxidierter Derivate von Stigmasterol auf LXRa und
ABCA1 analysiert werden. An der humanen Kolonkarzinomzelllinie CaCo-2 als
Enterozytenmodell zeigte sich, dass die Inkubation der Zellen mit einigen
Oxystigmasterolen die Genexpression von ABCA1 induziert, wahrend native
Phytosterole keine wesentliche Wirkung diesbeziiglich zeigten. Dabei wurde LXRa

vermehrt aktiviert, LXRa selbst aber nicht vermehrt exprimiert.

5.1 Wirkung von Hydroxycholesterolen auf die Transkription
in CaCo-2-Zellen

5.1.1 Hydroxycholesterole induzieren die Expression von ABCA1-
spezifischer mRNA

Um einen Vergleich der Effektivitat der chemisch hergestellten Oxystigmasterole
und nativen Phytosterole als potentielle Stimuli der mRNA-Transkription von
ABCA1 und LXRa zu ermoglichen, wurde zunachst auch der Effekt von
Seitenkettenhydroxycholesterolen  untersucht. Die agonistische  Wirkung
bestimmter Hydroxycholesterole als natirliche endogene LXR-Liganden konnte
durch verschiedene Studien an unterschiedlichen Zellarten bereits untermauert

werden 80,81,131,132
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205 wurden in der vorliegenden

Da Oxycholesterole zytotoxisch wirken konnen
Arbeit moglichst niedrige Konzentrationen verwendet und in entsprechenden
Vorversuchen toxische Wirkungen ausgeschlossen. Auch die Wahl der
Inkubationsdauer beruht auf bereits im Vorfeld dieser Arbeit ermittelten

Versuchsergebnissen.

Ferner erfolgte eine Koinkubation der Zellen mit exogenem 9-cis RA als
zusatzlichem RXR-Agonisten. Auch hier hatten Vorversuche ergeben, dass meist
eine deutlichere Stimulation der Transkription durch Koinkubation erreicht
werden kann. Dies bestatigte auch eine Studie mit CaCo-2-Zellen, in der eine
Induktion der Transkription ABCAl-spezifischer mRNA erst durch Koinkubation
mit 9-cis RA und 22(R)-Hydroxycholesterol erreicht werden konnte 33, Wie in einer
neueren Studie beschrieben, handelt es sich bei 22(R)-Hydroxycholesterol um
einen partiellen Agonisten, der die Affinitat von LXR sowohl bezlglich
Koaktivatoren als auch Korepressoren der Transkription steigert. Im Gegensatz
dazu induzieren volle Agonisten, wie beispielsweise bestimmte synthetische
Agonisten, auch die Dissoziation von Korepressoren und die Bindung von

Koaktivatoren 234,

CaCo-2-Zellen, die fur 3 und 24 h mit 24(S)-, 25- oder 22(R)-Hydroxycholesterol
(Positivkontrolle) stimuliert wurden, zeigten erwartungsgemall nach beiden
Inkubationszeiten eine Induktion der Transkription ABCAIl-spezifischer mRNA.
Hierbei war der Effekt von 25-Hydroxycholesterol im Vergleich zu den anderen
beiden Oxycholesterolen etwas geringer. Dies passt zu Analysen der
Kristallstruktur des LXRo/RXR-Heterodimers, aus denen hervorgeht, dass die
Hydroxylierung der Seitenkette, besonders in Position 22, 24 oder 27, fur die
Ligandenbindung wichtig ist '*'. Es konnte auch durch weitere Studien belegt
werden, dass 22(R)-, 20(S)- und 24(S)-Hydroxycholesterol die hochste LXR-
agonistische Potenz aufweisen, wahrend diese bei 25- und 27-Hydroxycholesterol

schwéacher ausgepragt ist 13223,

24(S)-Hydroxycholesterol entsteht als quantitativ wichtigstes Hydroxycholesterol

im Gehirn 236

und spielt dort vermutlich eine Rolle in der Cholesterinhomoostase:
Da Cholesterin und Lipoproteine die Blut-Hirnschranke nicht passieren und somit
Cholesterin nicht tiber den lipoproteinvermittelten reversen Cholesterintransport
entfernt werden kann, stellt die neuronale Konversion von Cholesterin zu 24(S)-
Hydroxycholesterol mittels des Cytochroms P450 CYP46 die bedeutendste
Moglichkeit des Cholesterineffluxes aus dem Gehirn dar ''*'!'* Extrazelluldres
Cholesterin konnte von Neuronen aufgenommen und zu 24(S)-Hydroxycholesterol

konvertiert werden. Es wird spekuliert, dass nach der Diffusion von neuronal
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synthetisiertem 24(S)-Hydroxycholesterol durch die Blut-Hirnschranke eine
Stimulation des Cholesterineffluxes aus Gliazellen auf extrazellulares, lipipidfreies
Apo E Uber ABCAl nachfolgen konnte. Somit kommt dem 24(S)-
Hydroxycholesterol moglicherweise auch als LXR-Aktivator im Gehirn eine
doppelte Bedeutung zu #’.

Bei 25-Hydroxycholesterol wird eine inhibierende Wirkung auf die

126 120

Cholesterinbiosynthese und die LDL-Rezeptorexpression vermutet. Dieses
Oxycholesterol entsteht, im Gegensatz zu vielen anderen Oxycholesterolen,
offenbar vorrangig durch die Cholesterol-25-Hydroxylase, ein spezifisches
mikrosomales Enzym, das zwei Nicht-Ham-Eisen-Atome enthalt und nicht der

Cytochrom P450-Famile angehort 2%,

5.1.2 Hydroxycholesterole induzieren keine vermehrte Expression von
LXRa-spezifischer mRNA

Nachdem die Inkubation von CaCo-2-Zellen mit 24(S)- und 22(R)-
Hydroxycholesterol fir 3 und 24 h eine signifikante Induktion der mRNA-
Transkription von ABCAl1 aufwies, wurde auch die Wirkung dieser
Hydroxycholesterole auf die Expression von LXRa selbst auf Transkriptionsebene
uberpriuft. Eine wesentliche Transkriptionsinduktion LXRa-spezifischer mRNA
konnte allerdings zu keiner der Inkubationszeiten beobachtet werden. Somit ist fur
die Stimulation der ABCA1-Transkription zumindest bis 24 h offensichtlich keine
vermehrte Transkription von LXRo notig. Der LXRa-Promotor tragt selbst LXRE-
Bindungsstellen und in anderen Zellsystemen wurde eine Autoinduktion

beschrieben 9293239,

Uber die Regulation zahlreicher Zielgene ° haben die Liver X-Rezeptoren o« und p
einen weitreichenden Einfluss auf den Metabolismus. So stellen sie beispielsweise
Schlisselregulatoren  des Lipidstoffwechsels 89 dar, fungieren  als

88

Cholesterinsensoren und greifen  wahrscheinlich auch in die

99 sowie in den

Entzindungsreaktion und angeborene Immunantwort
Glucosestoffwechsel # ein. Eine zentrale Rolle im hepatischen Lipidstoffwechsel

kommt vorwiegend LXRa zu ®°.

Bezuglich der Funktion von LXRa bei der Induktion der Genexpression des ABCA1-
Transporters konnten aulBer dieses Transkriptionsfaktors selbst auch noch andere
Faktoren Einfluss nehmen. PPARa und PPARy als Isoformen des nuklearen
Rezeptors PPAR konnen z.B. iber eine Expressionssteigerung von LXRa additive

Effekte hinsichtlich der Expression von ABCA1l bewirken !°%!%% Nach neueren
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Erkenntnissen konnten ferner auch SREBP-Proteine, wie SREBP-2, eine positive
Wirkung auf die Transkription von ABCA1l haben, indem sie auch die zellulare
Bildung von Oxycholesterolen als LXR-Liganden erhohen. Der Transkriptionsfaktor
SREBP-2 beeinflusst neben der Regulation von Zielgenen, die fur die
Cholesterinbiosynthese benotigt werden, auch die zellulare Cholesterinaufnahme
tiber die Transkription des LDL-Rezeptors %*°. Hinsichtlich der Regulation des LDL-
Rezeptors bestehen an Hepatoblastomzellen inzwischen Hinweise auf eine

241 FEine aktuelle

mogliche Beeinflussung dieses Rezeptors auch durch LXRa
Studie zeigte, dass andererseits auch eine negative Regulation von ABCA1 durch
andere potentielle Regulatoren, wie z.B. das Oxysterol Binding Protein (OSBP),
erfolgen kann. Dem OSBP-Protein wurden bisher Funktionen als Sterolsensor und
im Rahmen der Sphingomyelinsynthese als Regulator des Ceramidtransports vom
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat zugeschrieben 24%2*3, OSBP

konnte auch die Wirkung von Oxystigmasterolen limitieren.

5.2 Wirkung nativer Sterole auf die Genexpression in CaCo-
2-Zellen

5.2.1 Native Phytosterole induzieren die Expression von ABCA1 in CaCo-
2-Zellen nicht

Als Nachstes wurden die Effekte der beiden Phytosterole Stigmasterol und pB-
Sitosterol auf die Transkription ABCA1l-spezifischer mRNA in CaCo-2-Zellen naher
untersucht. Die 3- und 24-stiindige Stimulation der Zellen zeigte bei keinem der
beiden nativen Phytosterole eine relevante Induktion der mRNA-Expression von
ABCAL.

Nach Bestimmung der Inkubationsdauer fiir eine optimale ABCAl-
Proteinexpression wurden die auf Transkriptionsebene ermittelten Resultate auch
auf Proteinebene iuberprift. Die Stimulation der Zellen fir 3 bis 48 h ergab
erwartungsgemals keine relevante Induktion der Proteinexpression von ABCAI.
Interessanterweise war fir die Stimulation mit 22(R)-OHC eine Koinkubation mit
9-cis RA fur eine deutliche Zunahme der ABCA1-Proteinexpression nicht notig. Im
Gegensatz dazu konnte, wie bereits beschrieben, eine suffiziente Stimulation der
mRNA-Transkription von ABCA1l erst durch die Zugabe von 9-cis RA als
zusatzlichem Agonisten erreicht werden. Die ABCA1-Expression wird in anderen

Modellen teilweise auch Uber die Proteinstabilitat reguliert 244,
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Der lipidsenkende Effekt von Phytosterolen ist schon seit einigen Jahrzehnten

bekannt, seit in den 50er Jahren erstmals eine Reduktion des Serumcholesterins

am Huhnermodell durch B-Sitosterol gezeigt werden konnte !°°

156

. Wenig spater
wurde diese Wirkung auch beim Menschen beschrieben und weiterhin vielfach
untersucht '3716! Inzwischen werden die cholesterinsenkenden Eigeschaften von
Phytosterolen auch fur Functional Foods genutzt. Der genaue Mechanismus der
lipidsenkenden Wirkung ist jedoch noch nicht geklart. Wahrend der Effekt bisher
meist auf eine mizellare Verdrangung des Cholesterins zurickgefithrt wurde '77,
wurde mittlerweile die Hypothese einer Induktion der Expression des ABCAIl-

Transporters uber eine LXRa-Aktivierung durch Phytosterole vorgeschlagen 7.

Die bisher verfugbaren Daten aus zahlreichen Studien bezuglich der Effekte von
Phytosterolen auf die ABCAl-Expression sind uneinheitlich. So wurde einerseits
beispielsweise tiuber eine expressionssteigernde Wirkung auf die intestinale
Transkription von ABCAl in C57BL/6]J-Mausen nach Fitterung von
phytosterolhaltiger (0,5-2 %) Nahrung iber 4 Wochen berichtet, wobei sich das
Phytosterolprodukt aus 41 % pB-Sitosterol, 22 % Stigmasterol und 20 %
Campesterol zusammensetzte. Andererseits fuhrte dieselbe Versuchsanordnung
bei Apo E’- und LDLR’-M&ausen zu einer leichten Reduktion der intestinalen
ABCA1-Transkription %*°. Dartiber hinaus lieferten auch in vitro durchgefiihrte
Experimente an CaCo-2-Zellen inkonsistente Resultate. Beispielsweise konnte in
einer diesbezuglichen Studie nachgewiesen werden, dass ein B-Sitosterolinflux die
Genexpression von ABCA1 nicht beeinflusst '”°, wahrend eine andere Studie eine
Induktion der ABCAI1-Expression durch B-Sitosterol und verschiedene andere

Phytosterole und -stanole ergab 4.

Prinzipiell konnten im Falle eines Effekts von Phytosterolgemischen auf die
Genexpression von ABCAl1 Unterschiede in der Wirksamkeit einzelner
Komponenten bestehen. Das fiir Versuche am haufigsten eingesetzte Phytosterol
als Einzelsubstanz oder in Substanzgemischen stellt wohl pB-Sitosterol dar
155,156,158,160.175.246  Daher existieren vor allem Uber dieses Phytosterol Daten,
wahrend andere Vertreter, insbesondere Stigmasterol, noch nicht so gut erforscht
sind. Ein Grund hierfur ist das naturliche Vorkommen der einzelnen Phytosterole
in der Nahrung. B-Sitosterol ist mit 45-95 % das quantitativ wichtigste Phytosterol
in Pflanzen bzw. Samenolen, gefolgt von Campesterol mit 30 % und Stigmasterol
mit 25 % ?*’. Dennoch weisen einige Ergebnisse hinsichtlich der Wirkung auf die
ABCA1-Genexpression auf eine grolsere Potenz von Stigmasterol im Vergleich zu -
Sitosterol hin. So konnte in Experimenten mit einer kultivierten adrenalen Zelllinie

(Y1-BS1) die Expression von ABCA1 durch reines Stigmasterol stimuliert werden,
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wahrend dies mit B-Sitosterol nicht gelang **%. Eine weitere Studie an CHO-7-
Zellen zeigte ahnliche Ergebnisse. Auch hier bewirkte die Behandlung der Zellen
mit Stigmasterol eine Induktion der ABCA1-Expression, wohingegen dieser Effekt

bei p-Sitosterol ausblieb .

Als bestimmender Faktor der unterschiedlichen biologischen Potenz von
Phytosterolen auf die Induktion der Genexpression von ABCA1 konnte bereits
deren Absorption eine Rolle spielen. Bei normaler westeuropaischer Ernahrung
betragt die tagliche orale Phytosterolzufuhr 100-300 mg. Davon werden jedoch nur
etwa 0,4-3,5 % systemisch absorbiert. Die tagliche Phytostanolaufnahme von 20-50
mg mit einer Absorptionsrate von 0,02-0,3 % fallt dabei noch niedriger aus 41,
Bezuglich der Absorptionsrate von Phytosterolen oder -stanolen wurde eine
Abhéangigkeit von der Seitenkettenlange postuliert, da mit steigender Anzahl der
Kohlenstoffatome an Position 24 der Seitenkette, die Absorption offenbar aufgrund
zunehmender Hydrophobizitat vermindert wird %2, Als weiterer Faktor wurde auch
die A5,6-Doppelbindung im Sterolring erkannt, deren Sattigung durch

Hydrogenisation in einer verringerten Absorption resultiert 3,

Diese Zusammenhange konnen aber eine unterschiedliche Wirksamkeit von
Stigmasterol und B-Sitosterol auf die Genexpression von ABCA1 infolge einer
differierenden Absorption aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit kaum
erklaren. So besteht zwischen diesen beiden Phytosterolen kein wesentlicher
Unterschied in der Seitenkettenlange oder den Doppelbindungen im Sterangerust.
Der einzige strukturelle Unterschied liegt in der Doppelbindung der Seitenkette
von Stigmasterol zwischen C22 und C23. Die Seitenkette von B-Sitosterol ist im
Gegensatz dazu saturiert. Auch Yang et al. postulierten, dass genau diese
ungesattigte Seitenkettenbindung von Stigmasterol direkt oder indirekt fur die
bereits beschriebenen Effekte auf die LXR-abhangige Expression von ABCA1

verantwortlich sein konnte 248,

Eine hohere Effektivitat von Stigmasterol im Vergleich zu B-Sitosterol konnte in
der vorliegenden Arbeit zumindest an CaCo-2-Zellen aber nicht bestatigt werden,
da beide Phytosterole die Expression von ABCA1 nicht relevant induzierten.

Bestenfalls war eine geringe Tendenz dahingehend zu vermuten.

5.2.2 Native Phytosterole induzieren die Transkription und Aktivierung
von LXRa in CaCo-2-Zellen nicht

Die Stimulation der CaCo-2-Zellen mit Stigmasterol oder B-Sitosterol beeinflusste

die Expression von LXRa auf Transkriptionsebene weder bei einer Inkubation fiir 3
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noch fir 24 h wesentlich, wie aufgrund der entsprechenden Resultate zu ABCA1

erwartet.

Zusatzlich wurde auch der Effekt der beiden Phytosterole auf die LXRo-

Aktivierung untersucht.

Die Zellen wurden dabei fiir 24 h stimuliert, da sich bei der Ermittlung des
Zeitverlaufs bei 24 h im Vergleich zu 3 h ein deutlicher synergistischer Effekt bei
der Positivkontrolle, bestehend aus 22(R)-OHC und 9-cis RA, zeigte. Dies legt die
Vermutung nahe, dass eine 3-stindige Stimulation fiir die Aktivierung des LXRE-
Luciferasesystems nicht ausreichend ist. Die Wahl von 24 h als Inkubationsdauer
fur die LXR-Aktivierung stimmt auch mit anderen Studien weitgehend iiberein: Fur
verschiedene Zellarten wurde uber Inkubationszeitraume von 16-24 h berichtet
89131 Da die Koinkubation der Zellen mit nativen Phytosterolen und 9-cis RA aber
allenfalls einen geringen additiven Effekt zeigte, wurden die weiteren

Transaktivierungsversuche ohne 9-cis RA als Kostimulus durchgefihrt.

Das Fehlen eines deutlichen synergistischen Effekts bei Inkubation der Zellen fir
24 h weist darauf hin, dass zumindest die getesteten Phytosterole in CaCo-2-Zellen
keine mit den spezifischen Hydroxycholesterolen vergleichbaren LXR-Agonisten
darstellen. Induktive Effekte auf die Genexpression von ABCA1 konnten auch
durch andere Mechanismen bedingt sein. Tatsachlich konnten Phytosterole bisher
nicht sicher als LXR-Liganden identifiziert '** und ihre seit Jahrzehnten bekannten

lipidsenkenden Effekte mechanistisch bisher nicht genau erklart werden 4°.

Wie bereits beschrieben, kann die Bindung der einzelnen Liganden an einen der
Partner bzw. Rezeptoren des LXR/RXR-Heterodimers zwar zu einer gewissen
Aktivierung der Transkription fithren, eine maximale Aktivierung wird jedoch erst
durch die Bindung der jeweiligen Agonisten an beide Rezeptoren erreicht ®. Dies
konnte auch eine Studie an CaCo-2-Zellen mit 22(R)-OHC bezuglich der ABCA1-
Transkription belegen 233, Eine Koinkubation mit 22(R)-OHC und 9-cis RA zeigte im
Vergleich zu einer alleinigen Inkubation mit 22(R)-OHC auch auf LXRo-
Aktivierungsebene einen starken additiven Effekt. Im Unterschied dazu bewirkte
die Inkubation mit Stigmasterol ohne oder mit Zusatz von 9-cis RA entsprechend
der Ergebnisse auf Transkriptionsebene auch keine LXRa-Aktivierung im
Luciferaseassay. Bei p-Sitosterol zeigte die alleinige Inkubation nur einen geringen
Effekt und auch bei Koinkubation mit 9-cis RA konnte keine Aktivierung von LXRa
bzw. sogar eine Reduktion der LXRa-Aktivierung im Vergleich zu 9-cis RA
beobachtet werden. Es konnte also sogar ein partiell antagonistischer Effekt von
Phytosterolen bei Koinkubation mit 9-cis RA vorliegen, etwa durch Konkurrenz mit

potenteren endogenen Liganden von LXRa.
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Beispielsweise blieb die ABCA1-Expression bei B-Sitosterolinflux in Experimenten
mit CaCo-2-Zellen unbeeinflusst, was vermuten liel3, dass Phytosterole keine
Wirkung auf intestinales LXR haben '”>. Andererseits wurde aber auch am selben
Zellmodell iber induktive Effekte von B-Sitosterol und anderen Phytosterolen und -

stanolen auf die LXR-Aktivierung berichtet 246

In Zusammenschau der Ergebnisse mit Stigmasterol und pB-Sitosterol auf die
Genexpression und Aktivierung von LXRa und ABCA1 konnten an CaCo-2-Zellen
keine konsistenten Effekte der nativen Phytosterole nachgewiesen werden, welche
die lipidsenkende Wirkung von Phytosterolen durch eine LXR-abhangige
enterozytare Induktion der Expression von ABCA1 erklaren konnten. Somit

konnten die Ergebnisse von Field et al. bestatigt werden 7.

Die Koinkubation von 22(R)-OHC mit 9-cis RA als Positivkontrolle zeigte auf LXRa-
Aktivierungsebene und auf die ABCAIl-Transkription einen starken induktiven
Effekt, nicht aber auf die Transkription von LXRa. Ahnliche Resultate ergaben sich
ebenfalls, wie bereits diskutiert, bei Stimulationen mit verschiedenen

Hydroxycholesterolen auf LXRa- und ABCA1-Transkriptionsebene.

Ein potentieller Mechanismus, der die LXRa-Expression auf Transkriptionsebene
beeinflussen konnte, ist die Fahigkeit von LXRa zur Induktion der eigenen
Expression Uber eine Autoregulationsschleife. Dieser Mechanismus konnte unter
Verwendung synthetischer sowie teilweise naturlicher Liganden, wie 22(R)-
Hydroxycholesterol oder 24(S),25-Epoxycholesterol, bereits bei mehreren anderen
humanen Zelltypen, wie beispielsweise dermalen Fibroblasten, einer Leberzelllinie
(Huh-7), vor allem aber bei primaren Makrophagen und THP-1-Zellen, gezeigt
werden °%93239  Das Potential des humanen LXRa (hLXRa), sich selbst zu
induzieren, basiert auf drei im humanen LXRoa-Promotor identifizierte LXR-
Bindestellen. Die singulare LXRE Typ I-Stelle besitzt eine starke Affinitat sowohl
zu LXRa als auch zu LXRpB, wahrend die anderen beiden identischen LXREs vom
Typ II bevorzugt LXRa, jedoch mit schwacherer Affinitat binden. Fiur LXRp selbst
bestehen im Ubrigen gegenwartig keine Hinweise darauf, dass diese Isoform des
nuklearen Transkriptionsfaktors LXR eine Autoregulationsschleife besitzen konnte.
AulSserdem konnte der potente synthetische LXR-Ligand T0901317 keine Induktion
von hLXRp bewirken. Im Vergleich zu LXRE Typ I, das wahrscheinlich eine
entscheidende Rolle in der Vermittlung der Induktion des hLXRa-Gens spielt,
scheinen die LXREs von Typ II diesbeziiglich von geringerer Bedeutung zu sein.

Dennoch konnten Letztere durch ihre offensichtliche Praferenz fur LXRo eine
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akkommodierende Funktion fur die selektive Autoinduktion von LXRa haben 23°

(Abbildung 35).

Typel  Typell Type Il LXREs

-4924 +35

Typel LXRE 4139 TGAA TGACCA GCAG TAACCT CAGCA -4115

Type Il LXRE -3290 CTCC IGACCT CAAG TGATCC ATCTG -3266
Type I LXRE -2918 CTCC TGACCT CAAG TGATCC ACCCG -28%4

LXRa + + + + + +
LXRp + + o+ + + o+
RXR + + + + + ++ o+ + +
- @~ -
Y .
LANE: (12 (345678 910y (111213 141516)
Probe: (ABCAL) (Typel LXRE) (ABCA1) (Typell LXRE)

Abbildung 35: Die oberen beiden Abbildungen zeigen eine schematische Darstellung der drei LXREs
innerhalb des hLXRa-Promotors und die realen Sequenzen in Position -4139/-4115 (LXRE Typ 1) und -
3290/-3266 bzw. -2918/-2894 (LXREs Typ II). In den unteren Abbildungen sind die Ergebnisse aus
EMSAs (electrophoretic mobility shift assays) unter Verwendung von in vitro translatiertem LXRa- und
LXRp- bzw. RXR-Protein sowie der beiden gelabelten LXRE-Typen dargestellt. Sowohl LXRa:RXR als
auch LXRB:RXR binden mit hoher Affinitdt an LXRE Typ I (Lane 7 und 8). An LXRE Typ II hingegen
erfolgt eine Bindung von LXRa:RXR mit schwédcherer Affinitdt (Lane 15), wahrend LXRp:RXR nicht zu
binden scheint (Lane 16). Zum Vergleich ist aulSerdem die Bindung von LXRa:RXR und LXRB:RXR an
ein LXRE des ABCAI-Promotors (Lanes 1, 9 und 2, 10) abgebildet (aus Li et al. 2002 %3°).

In Zusammenschau der Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit und unter
Berucksichtigung der in anderen Zellen nachgewiesenen Autoregulationsschleife
fuir das hLXRa-Gen sind mehrere Erklarungen fur die fehlende Induktion der LXRa-
Genexpression auf Transkriptionsebene trotz deutlicher Stimulation auf LXRa-
Aktivierungsebene und die ABCA1-Genexpression denkbar:

Studien an mehreren Zelllinien erbrachten hiermit gut vereinbare Resultate %23,

Auch hier induzierten synthetische und natiirliche LXR-Liganden bei gleichzeitiger
deutlicher Stimulation der Genexpression von ABCA1 auf Transkriptionsebene die
LXRa-Expression wenig bzw. nicht, so in primaren humanen Hepatozyten,

humanen Adipozyten, einer humanen fetalen Intestinalzelllinie (FHs74), einer
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murinen monozytoiden Makrophagenzellinie (RAW 264.7) und in murinen
peritonealen Makrophagen. Nur bei humanen Makrophagen bzw. THP-1-Zellen
konnte dagegen eine deutliche Stimulation der transkriptionellen LXRa-Expression
gezeigt werden. Aufgrund dieser Daten wurde vermutet, dass die LXRa-
Autoregulationsschleife ein fiir humane Makrophagen spezifischer Mechanismus
sein konnte. %. Eine andere Studie bestatigte diese Ergebnisse zwar hinsichtlich
der THP-1-Zellen, konnte den Effekt der positiven Feedbackschleife aber zudem
auch in humanen dermalen Fibroblasten, einer humanen Leberzelllinie (Huh-7)

sowie HepG2-Zellen nachweisen **°.

Die fehlende Induktion der LXRa-Genexpression in murinen Makrophagen kann
sogar molekular erklart werden: Im Unterschied zum humanen Promotor konnten
keine der LXRE-Typen innerhalb des murinen LXRa-Promotors identifiziert werden
239 Im Hinblick auf die in dieser Arbeit verwendeten CaCo-2-Zellen ergibt sich
somit die Vermutung, dass diese intestinale humane Zelllinie, ahnlich wie die
fetale humane Intestinalzelllinie FHs74 %, keinen solchen
Autoregulationsmechanismus nutzt. Die Transkriptionsinduktion von ABCAI1-
mRNA bei gleichzeitig unveranderter LXRa-Transkription nach LXRa-Aktivierung
durch Oxycholesterole, wie 22(R)-OHC, spricht gegen eine Autoinduktion von
LXRa in CaCo-2-Zellen. Auch die Induktion von ABCA1l in murinen Zellen (z.B.

RAW 264.7) ohne Induktion der LXRa-Expression passt zu diesen Befunden .

Theoretisch vorstellbar ware auch eine bereits unter Basalbedingungen in CaCo-2-
Zellen maximal aktivierte Autoinduktion von LXRa, die deshalb nicht weiter
steigerbar ist. Dazu konnten die Transfektionsversuche mit Huh-7-Zellen
aufschlussreich sein. In diesen Zellen reichten die endogenen LXR-Rezeptoren
alleinig unter Zusatz des LXR-Liganden T0901317 aus, um eine Induktion bei
LXRE vom Typ I im Promotor zu bewirken. Die Transfektion mit entweder LXRa-
luc oder LXRB-luc fithrte sogar ohne exogene Liganden zu einer starken Induktion
der Reportergenaktivitat. Die Zugabe von exogenen Liganden konnte die Aktivitat
nur noch minimal steigern. Diese Ergebnisse sind wahrscheinlich durch die hohe
basale Aktivierung durch putative endogene Liganden bei alleiniger Transfektion
des LXRE-Rezeptorkonstrukts bedingt, die bereits in einer Sattigung der Reaktion

resultiert.

Im Gegensatz dazu ist die Aktivierung des LXREs vom Typ II ganzlich von der
Stimulation durch Rezeptoren und Liganden abhangig, wobei hier eine deutliche
Praferenz fur LXRa im Vergleich zu LXRB besteht. Da aber vor allem LXRE Typ I

ein starkerer Mediator der Aktivierung von LXRa und auch LXRp im Vergleich zu
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LXRE Typ II zu sein scheint, ist Letzteres trotz seiner Selektivitat fiir LXRa

hinsichtlich der basalen Rezeptoraktivitdt vermutlich zu vernachlassigen 23°,

Ein weiterer Faktor konnte die Wahl der Inkubationsdauer fiir die transkriptionelle
LXRa-Genexpression darstellen. Die Inkubationsdauer von 3 und 24 h in der
vorliegenden Arbeit stimmt mit einer Studie weitgehend tiiberein, in der an THP-1-
Zellen bei Inkubation mit T0901317 gezeigt werden konnte, dass die LXRo-
Genexpression erstmals nach 2 h ansteigt, sich bis 12 h weiter erhoht und dieses

Niveau mindestens bis 24 h aufrechterhalten wird 2%°.

Zusammenfassend sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit an CaCo-2-Zellen
weitgehend konsistent mit diesen Arbeiten und koénnen die ABCA1-Induktion trotz

zumindest bis 24 h fehlender transkriptioneller Induktion von LXRa erklaren.

5.2.3 Desmosterol induziert die Transkription von ABCA1 in CaCo-2-
Zellen nicht

Als weiteres natives Sterol, aulser den beiden Phytosterolen Stigmasterol und p-
Sitosterol, wurde auch die Wirkung von Desmosterol auf die Transkription ABCA1-
spezifischer mRNA in CaCo-2-Zellen untersucht, da dies auf Proteinebene an CHO-

7-Zellen in einer neueren Studie beschrieben wurde .

Bei Desmosterol handelt es sich um ein spates Zwischenprodukt der
Cholesterinbiosynthese %, das im Stoffwechselweg nach Bloch das unmittelbare
Vorlaufermolekiil des Cholesterins darstellt *°°. Dariiber hinaus kann Cholesterin
jedoch auch uber den Kandutsch-Russel-Stoffwecheselweg synthetisiert werden,
wobei hier 7-Dehydrocholesterol als direkter Cholesterinvorlaufer fungiert 2.
Diese gelten bislang als die beiden Hauptsynthesewege des Cholesterins 2°2,
Nachdem sie bei Acetat beginnend uber zahlreiche Kondensationsschritte tber
Squalen und 2,3-Oxidosqualen gemeinsam verlaufen ®, erfolgt die Trennung der
beiden Stoffwechselwege ab Lanosterol. Ausgehend von Lanosterol kann der
weitere Syntheseprozess nun iiber einen der beiden Stoffwechselwege erfolgen.
Hierbei spielt der Zeitpunkt, zu dem die Reduktion der Doppelbindung in Position
C24 der Seitenkette stattfindet, eine entscheidende Rolle. Bleibt die
Doppelbindung bis zuletzt erhalten, nimmt die Cholesterinsynthese ihren Weg
iber Desmosterol (Bloch-Stoffwechselweg). Wird die Doppelbindung hingegen
schon zu einem friheren Zeitpunkt reduziert, dann fihrt dies letztlich zur Bildung
von 7-Dehydrocholesterol (Kandutsch-Russel-Stoffwechselweg). Bislang ist die
biologische Bedeutung der Existenz alternativer Wege der Cholesterinsynthese

nicht bekannt 8%2°32%* (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Schematische Illustration des Cholesterinbiosynthesewegs tiber Desmosterol (Bloch-
Stoffwechselweg) oder 7-Dehydrocholesterol (Kandutsch-Russel-Stoffwechselweg) (aus Megha et al
2006 %), Die Reduktion der Doppelbindung zwischen C24 und C25 kann hierbei zu verschiedenen
fritheren Zeitpunkten stattfinden.

Desmosterol stellt neben Cholesterin auch eine relativ haufige strukturelle
Komponente in der Membran von Saugetierzellen, wie z.B. Spermien oder
Astrozyten dar #°>?°°, Es gibt Hinweise, dass Desmosterol in Saugetierzellen die
Funktion von Cholesterin in der Lipidmembran sogar ersetzen kann *7. Im
Gegensatz zum Cholesterin ist die Desorption von Desmosterol aus der

Plasmamembran und der dadurch bedingte zellulare Efflux jedoch viel effektiver
258

Daruber hinaus wird auch spekuliert, dass Desmosterol nicht nur ein regulatorisch
inertes Vorlaufermolekill von Cholesterin sein konnte. Eine Studie, in der die
Generierung von 25-Hydroxycholesterol aus Desmosterol uberprift werden sollte,
konnte dies zwar nicht nachweisen, dafiir erfolgte aber unerwartet eine Bildung
von 24(S),25-Epoxycholesterol, das gewohnlich 1iber 2,3-Oxidosqualen
synthetisiert wird 2°°,

In der vorliegenden Arbeit bewirkte die Stimulation von CaCo-2-Zellen mit

Desmosterol weder nach 3 noch nach 24 h eine wesentliche Induktion der
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Genexpression von ABCA1 auf Transkriptionsebene. Auf Proteinebene konnte
ebenfalls nach 3 und 48 h keine, jedoch nach einer 24-stiindigen Stimulation eine
offensichtlich passagere, mafSige ABCA1-Proteinexpression beobachtet werden.
Hier konnte, ahnlich wie im Zusammenhang mit der Proteinexpression von ABCA1
bei 22(R)-OHC bereits erwahnt (5.2.1), die ABCA1-Expression teilweise iiber die
ABCAI1-Proteinstabilitat beeinflusst sein und somit die Abbaukinetik des ABCA1-

Proteins eine Rolle spielen 2%,

Eine kurzliche Studie beobachtete in CHO-7-Zellen, dass Desmosterol auch die
Cholesterinhomoostase iiber ABCA1 beeinflussen kann. In diesen Zellen bewirkte
Desmosterol eine LXR-abhangige Induktion von ABCA1l. Es wurde vermutet, dass
dies direkt durch die Doppelbindung zwischen C24 und C25 vermittelt werden
konnte, da ahnliche Effekte an CHO-7-Zellen auch bei einem anderen

Cholesterinvorlaufer, dem Zymosterol, beobachtet werden konnten 8°.

5.2.4 Desmosterol induziert die Transkription und Aktivierung von LXRa
in CaCo-2-Zellen nicht

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der ABCA1-Expression zumindest auf
Transkriptionsebene zeigte Desmosterol nach einer 3- und 24-stundigen
Stimulation der Zellen auch keine Induktion der mRNA-Transkription von LXRa.
Ebenso bewirkte eine Inkubation mit Desmosterol fir 24 h keine Induktion der

LXRa-Aktivierung.

Es muss unklar bleiben, warum offensichtlich Unterschiede zwischen CaCo-2- und
CHO-7-Zellen in der Beeinflussung der ABCA1- und LXRa-Genexpression durch

Desmosterol bestehen.

Eine naheliegende Erklarung ware eine unterschiedliche Metabolisierung von
Desmosterol zu bioaktiven Metaboliten in CHO-7-Zellen und CaCo-2-Zellen. Durch
eine Trippel-Knock-Out-Variante von murinen embryonalen Fibroblasten, die keine
24-, 25- und 27-Hydroxylase mehr besitzt, wurde allerdings belegt, dass
Desmosterol zumindest in diesen artifiziellen Zellen als direkter LXR-Ligand
fungieren kann. In LXRo/B-defizienten murinen Fibroblasten fithrte Desmosterol zu

keiner Induktion der LXR-abhangigen ABCA1-Genexpression .
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5.3 Wirkung chemisch dargestellter Oxystigmasterole auf die
Genexpression in CaCo-2-Zellen

5.3.1 Herstellung und Einsatz von Oxystigmasterolen

Wahrscheinlich werden Oxyphytosterole, ahnlich wie Oxycholesterole, sowohl
enzymatisch als auch iiber Autoxidation generiert !°. Oxyphytosterole kénnten
aufgrund ihrer Entstehung aus Phytosterolen, die bekanntermalSen lipidsenkende
Eigenschaften besitzen !°>'%',  &hnlich wie Oxycholesterole '®, die
Cholesterinhomoostase potentiell iber den LXR-abhangigen Cholesterinexporter
ABCA1 beeinflussen. Das Vorkommen von Oxyphytosterolen im Serum gesunder
Menschen wurde erst kiirzlich belegt. Zuerst wurden bei pathologischen

189

Zustanden, wie der Phytosterolamie oder dem Morbus Waldenstrom !%,

bestimmte Oxypytosterole im Serum nachgewiesen. Spater gelang es Grandgirard

et al. Oxyphytosterole auch im Serum gesunder Probanden nachzuweisen !,

Es lag die Vermutung nahe, dass dies im Wesentlichen exogene Oxyphytosterole

194

widerspiegelt, die ahnlich wie Oxycholesterole "¢, aus der Nahrung intestinal

190

absorbiert werden So zeigten Grandgirard et al. zunachst die gute

Resorbierbarkeit einiger Oxyphytosterole an Ratten !°

. Spater gelang auch der
Nachweis einer Oxyphytosterolanreicherung in verschiedenen Geweben bei
Hamstern nach oraler Gabe '¥’. Eine weitere Studie konnte direkt belegen, dass
Oxyphytosterole besser als Phytosterole in die intestinale Lymphe von Ratten
absorbiert werden %, Allerdings muss hinsichtlich dieser Daten auch eingerdaumt
werden, dass diese bisher auf Nettoresorptionsmessungen beruhen und deshalb
vorsichtig zu interpretieren sind, da moglicherweise simultan Absorptions- und

Reexkretionsvorgange ablaufen konnten ',

Da Oxyphytosterole aus der Nahrung offensichtlich absorbiert werden konnen und
die cholesterinsenkenden Eigenschaften von Phytosterolen zur breiten

Verwendung in Functional Food-Produkten fithrten, konnte dies erhohte
190,198

Oxyphytosterolkonzentrationen bedingen Aufgrund potentieller

189

gesundheitlicher Effekte von Oxyphytosterolen in der Zirkulation '®°, erscheint die

experimentelle Abschatzung moglicher Pathomechanismen von Bedeutung.

In vitro wurden verschiedene am Sterangeriist und/oder an der Seitenkette

oxidierte Phytosterolderivate generiert '*>208213,

In der vorliegenden Arbeit wurde Stigmasterol als natives Ausgangsphytosterol

verwendet. Die Wahl erfolgte aufgrund der zwischen C22 und C23 vorhandenen
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Doppelbindung in der Seitenkette des Stigmasterols. Diese konnte eine
Pradilektionsstelle fiir chemische Reaktionen, wie beispielsweise Oxidationen,
darstellen. AulSerdem ist Stigmasterol, neben B-Sitosterol und Campesterol, das in
der westlichen Erndhrung am héaufigsten vorkommende Phytosterol 6. Yang et al.
konnten mittlerweile demonstrieren, dass Stigmasterol die Cholesterinhomoostase
in CHO-7-Zellen durch die Induktion von ABCA1 iber eine LXR-Aktivierung
beeinflusst. Die Stimulation derselben Zellen mit pB-Sitosterol hatte keinen Effekt.
Infolge dieser und ahnlicher Resultate anderer getesteter desaturierter
Verbindungen wurde postuliert, dass der LXR-Agonismus durch die Doppelbindung

in der Seitenkette bedingt sein konnte 89248,

Mittels eines Phenoloxidasesystems konnten in der vorliegenden Arbeit durch
chemische Oxidation von Stigmasterol zahlreiche Oxymetaboliten entweder als
Reinsubstanzen oder teilgereinigte Gemische hergestellt werden.
Uberraschenderweise wiesen dabei alle erhaltenen Oxystigmasterole eine
unveranderte Seitenkette und ausschlieBlich eine Oxidation am Sterangerist in
Form von Hydroxy-, Epoxy- und Ketoderivaten auf. Ein bisher nicht genau
identifiziertes Derivat mit diinnschichtchromatographischem Verhalten wie 22-
OHC tragt nach GC/MS-Daten ebenfalls keine Seitenkettenhydroxylgruppe. Die
Doppelbindung in der Seitenkette des Stigmasterols erwies sich also gegen
chemische Oxidation als recht stabil. Andere Studien mit Stigmasterol fithrten
zwar ebenfalls zu keiner Hydroxylierung der Seitenkette trotz Einsatz
verschiedener Oxidationssysteme, es gelang aber zumindest eine Hydrogenierung
der Doppelbindung 143208213 Djes unterstiitzt die Vemutung, dass
Seitenkettenoxidationen bei Oxyphytosterolen hauptsachlich infolge enzymatischer
Reaktionen stattfinden, wahrend oxidative Prozesse am Steroidringgerist der

Autoxidation zugeschrieben werden '°.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit generierten Oxystigmasterole konnen
durch Autoxidation auch in der Nahrung entstehen !*°. Die Oxidierung des
Sterangeriists scheint die gastrointestinale Resorption von Phytosterolen zu
erh6hen %, Allerdings konnten Seitenkettenderivate wiederum vergleichsweise

wahrscheinlicher als potente LXR-Liganden fungieren 3218,

5.3.2 Polarere Oxystigmasterole induzieren die Expression von ABCA1
in CaCo-2-Zellen starker als weniger polare Oxystigmasterole

Die Effekte der einzelnen Oxystigmasterole auf die Transkription ABCA1-
spezifischer mRNA in CaCo-2-Zellen zeigten bei einer Inkubation fir 3 h bzw. 24 h

eine relativ grofSe Bandbreite. Aus praktischen Grinden waren die zu testenden
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Oxystigmasterole bei den Inkubationen in zwei Gruppen stets parallel gefiihrt
worden. Bei den polareren Oxystigmasterolen induzierten 7a-Hydroxystigmasterol
und 7p-Hydroxystigmasterol die Expression der mRNA-Transkription von ABCA1
nicht wesentlich bzw. nur tendenziell. 7-Ketostigmasterol und 6a-
Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol sowie das oxidierte Stigmasterol-Gemisch

1 stimulierten ABCA1 signifikant.

Der Zeitverlauf stimmt in etwa mit den Ergebnissen einer bereits erwahnten
Studie iiberein, in deren Rahmen die Kinetik der Genexpression von ABCA1 unter
Stimulation mit dem LXR-Liganden T0901317 untersucht wurde. Hier zeigte sich,
dass die Induktion der ABCA1-mRNA zumindest bei THP-1-Zellen nach einer

Inkubation von ungefahr 2 h initiiert und bis etwa 24 h aufrechterhalten wird %°.

Im Gegensatz zur Gruppe der polareren Oxystigmasterole bewirkten weniger
polare Oxystigmasterole, bis auf zwei Ausnahmen, nur eine schwachere bzw. keine

relevante Stimulation der Transkription ABCA1-spezifischer mRNA.

Nach einer 3-stindigen Inkubation zeigten nur 7-Dehydrostigmasterol/7p-
Hydroxystigmasterol eine signifikante und 5,60-/5,6B-Epoxystigmasterol eine
tendenzielle Induktion, wahrend die ubrigen, weniger polaren
Stigmasterolderivate =~ keine  Induktion der ABCA1-Genexpression auf
Transkriptionsebene bewirkten. Auch das Produkt der Oxidationsreaktion, das als
sunbekannte Verbindung”“ bezeichnet wurde, bewirkte keine Induktion. Dieser
Metabolit konnte als einziges der im Rahmen der Oxidation von Stigmasterol
entstandenen Derivate bisher strukturell nicht eindeutig identifiziert werden.
Dennoch ist in Anlehnung an die Analogie bei der Fragmentierung von
Cholesterinverbindungen zumindest der Ausschluss bereits bekannter
Verbindungen moglich. Am wahrscheinlichsten ist eine Verbindung, die, wie 7-
Dehydrostigmasterol, eine =zusatzliche Doppelbindung in einem Ring des
Sterangeriists besitzt und ferner auch iuber eine weitere Hydroxyl- oder
Ketogruppe verfugt. Interessanterweise entsteht ein unbekanntes Produkt mit
analogem Spektrum auch bei der Oxidation von Cholesterin oder Sitosterol. In der
Literatur wurde auch dieses Cholesterinprodukt jedoch bislang noch nicht

beschrieben.

Die Stimulation der CaCo-2-Zellen mit weniger polaren Oxystigmasterolen fiir 24 h
zeigte durchgehend bei allen Oxystigmasterolen keine relevante Induktion der
mRNA-Transkription von ABCALl. Insgesamt sind somit die Effekte der weniger
polaren Oxystigmasterole auf die ABCAl-Expression geringer. Nur 7-
Dehydrostigmasterol/7p-Hydroxystigmasterol scheint eine, allerdings passagere,

Induktion von ABCA1 zu vermitteln.



5 Diskussion 105

Die Uberpriiffung der fiinf effektivsten Oxystigmasterole aus der Gruppe der
polareren Oxystigmasterole auch hinsichtlich ihrer Wirkung auf die
Proteinexpression von ABCA1l ergab nach einer Inkubationsdauer von 24 h
weitgehend analoge Ergebnisse zur RNA-Ebene mit auch auf Proteinebene
geringster Aktivitat von 7p-Hydroxystigmasterol (Abbildung 34). Der Effekt der
funf Oxystigmasterole war aber dabei im Vergleich zur Positivkontrolle 22(R)-OHC

auf Transkriptions- und auch Proteinebene schwacher ausgepragt.

Des Weiteren sollte sichergestellt werden, dass die induktiven Effekte der
Oxystigmasterole auf die Genexpression von ABCA1 nicht durch mitgeschleppte
Rickstande aus dem verwendeten Oxidationssystem verursacht wurden. Dies kann
jedoch eindeutig ausgeschlossen werden: Die Testung des mitgefihrten
Oxidationsblanks, ein analog aufgearbeiteter Oxidationsansatz, in dem kein
Stigmasterol eingesetzt worden war, bewirkte durchgehend keine Induktion der
mRNA-Transkription von ABCA1.

Auch fiur die Zytotoxizitat, die im Zusammenhang mit potentiellen schadlichen
Auswirkungen von Oxyphytosterolen postuliert wurde '*°, gab es im Rahmen der

verwendeten Konzentrationen keine Anzeichen.

Somit konnen chemische Oxystigmasterole, die ausschlielSlich am Sterangerust
oxidiert sind, von CaCo-2-Zellen als humanes Enterozytenmodell in vitro
aufgenommen werden. Dies stimmt mit tierexperimentellen Ergebnissen von
Tomoyori et al. % und Grandgirard et al. !°” iberein, welche die Absorption von
Oxyphytosterolen bzw. Oxystigmasterolen in wvivo an Hamstern und Ratten
demonstriert hatten. Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass Oxyphytosterole mit
desaturierten Seitenketten, wie beispielsweise Stigmasterol, im humanen
Intestinum schlechter als solche mit saturierten Seitenketten absorbiert werden
198 In Anbetracht der noch weitgehend ungeklarten humanen in vivo Situation
konnte dies zur meist maligen Stimulation von ABCA1 in CaCo-2-Zellen durch

Oxystigmasterole in der vorliegenden Arbeit beitragen.

Die meisten der hier untersuchten Oxystigmasterole wiesen analoge Strukturen
auf, wie sie bei den haufigsten Oxycholesterolen und seitenkettengesattigten
Oxyphytosterolen, die infolge autoxidativer Prozesse am Steroidringgerist
entstehen, bereits in wvivo gefunden wurden 219 Somit sollten die
entsprechenden chemischen Oxystigmasterole die in wvivo Bedingungen

widerspiegeln.

Ferner scheinen vor allem die polareren Oxystigmasterole als Einzelverbindungen
oder in Gemischen eine groRere Aktivitat zu besitzen. Die Unterschiede in der

Aktivitat der chemischen Oxystigmasterole konnten durch Unterschiede in der
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Absorption bedingt sein. Die Absorption konnte sowohl durch die Struktur der
Seitenkette des Ausgangsphytosterols, in diesem Fall also Stigmasterol, als
andererseits auch durch die Stellung der funktionellen Gruppe beeinflusst werden.
Hydroxyderivate von Phytosterolen werden offensichtlich bevorzugt im Vergleich
zu anderen oxidierten Derivaten absorbiert. Ferner scheinen Epoxyderivate besser

absorbiert zu werden als 7-Ketoderivate %°.

Dies ist mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit weitgehend vereinbar. So
erwiesen sich auch in der vorliegenden Arbeit letztlich unter anderem
Hydroxyderivate von  Stigmasterol sowie 7-Ketostigmasterol und 6o-
Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol als die Verbindungen mit der grofSten
Potenz hinsichtlich der ABCA1-Genexpression. Eine hohere Aktivitat wvon
Epoxyderivaten im Vergleich zu 7-Ketoderivaten lasst sich zumindest fur 5,60-

/5,6B-Epoxystigmasterol in der vorliegenden Arbeit nicht belegen.

Um auch eventuelle quantitativ geringe, aber besonders potente Oxystigmasterole
nicht zu ibersehen, die bei der Aufreinigung verloren gehen konnten, wurden auch
nicht vollstandig gereinigte Gemische der Oxidationsprodukte von Stigmasterol
untersucht. Interessanterweise gehorte auch das oxidierte Stigmasterol-Gemisch 1
zu den potentesten Stimuli, obwohl es neben einem kleineren Anteil von 5,68-
Epoxystigmasterol vor allem grofSere Mengen von 7-Dehydrostigmasterol enthielt.
Der Effekt des Gemischs ist wahrscheinlich durch die iibrigen, teilweise grolseren

6a-, 7a- und 7p-Hydroxyderivatanteile sowie 7-Ketoderivatanteile erklarbar.

Die passagere Induktion durch 7-Dehydrostigmasterol/7p-Hydroxystigmasterol
nach einer Inkubationsdauer von 3 h ist vermutlich vor allem auf eine frihe
induktive Potenz von 7-Dehydrostigmasterol zurickzufiihren, da 7B-

Hydroxystigmasterol allein nur eine spate tendenzielle Induktion gezeigt hatte.

Das weniger oxidierte Stigmasterol-Gemisch 2 stimulierte ebenfalls kaum. Dies ist
wahrscheinlich vor allem durch den hohen Anteil an nativem Stigmasterol

erklarbar.

Die potenteren Oxystigmasterole bzw. Oxystigmasterolgemische besitzen
weitgehend eine einzelne Doppelbindung in ihrem Sterangerist. Verbindungen,
die keine Doppelbindung im Sterangerust besitzen, konnten potentiell auch
schlechter absorbiert werden. Zumindest Letzteres konnte bereits durch eine
Studie am Beispiel von Sitosterol bzw. Sitostanol gezeigt werden, die belegte, dass
die Saturation der Doppelbindung durch Hydrogenierung in einer verringerten
Absorption resultiert. Somit bestehen Hinweise auf eine mogliche Beeinflussung

der Absorption durch die Anwesenheit einer Doppelbindung im Sterangerist 153,
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Die Frage, ob die synthetisierten Oxystigmasterole absorbiert werden, konnte
durch bereits erwahnte Studien an Ratten und Mé&usen bejaht werden '*°'%7, Bei
den in diesen Studien verwendeten Oxyphytosterolen handelte es sich
ausschliefSlich um Derivate von B-Sitosterol, Campesterol oder Stigmasterol, die
ebenfalls nur am Sterangerust und nicht an der Seitenkette oxidiert waren. Ob
dies auch auf die Absorption im humanen Intestinum zutrifft, konnte bisher noch
nicht direkt untersucht werden. Im Rahmen einer Studie, bei der das Plasma von
gesunden Probanden auf die Prasenz von Oxyphytosterolen hin analysiert wurde,
konnten mehrere Derivate von B-Sitosterol und ein Campesterolderivat in sehr
geringer Konzentration, aber interessanterweise keine Oxyphytosterole mit
desaturierten Seitenketten, wie beispielsweise Oxystigmasterole, nachgewiesen
werden '8, Dies konnte einerseits bedeuten, dass in Position C22-C23 ungesattigte
Oxyphytosterole schlechter absorbiert oder in vivo rascher metabolisiert werden
konnen. Andererseits konnten B-Sitosterol und Campesterol besser absorbiert oder
leichter oxidiert werden. Es ist durchaus plausibel, dass, wie bei nativen
Phytosterolen, die Struktur der Seitenkette den Grad der Absorption von
Oxyphytosterolen beeinflusst '*°. Hinweise darauf geben auch Studien an Ratten,
die konsistente Daten iiber eine bessere Absorption oxidierter Metaboliten von
Campesterol im Vergleich zu Oxymetaboliten von B-Sitosterol lieferten '9>!%, Der
bisher fehlende Nachweis von Oxyphytosterolen mit desaturierter Seitenkette in
Position C22-C23 im humanen Plasma konnte aber zumindest teilweise dadurch
bedingt sein, dass auch die Phytosterole, von denen diese Oxyphytosterole
abstammen, in geringeren Mengen in der Nahrung vorhanden sind. Wie schon
erwahnt, ist B-Sitosterol mit 45-95 % das am haufigsten in Pflanzen bzw.
Samenodlen vorkommende Phytosterol, gefolgt von Campesterol mit 30 % und
Stigmasterol mit 25 % ?*’. Dies diirfte zur Folge haben, dass auch unterschiedliche
Mengen der verschiedenen Oxyphytosterole etwa infolge von
Autoxidationsprozessen in der Nahrung vorkommen oder auch die enzymatische
Oxidation von Phytosterolen im Korper ihr Vorkommen in der Nahrung reflektiert.
Speziell Stigmasterol wird im Vergleich zu B-Sitosterol und Campesterol aber
moglicherweise bevorzugt biliar sezerniert: ABCG5/G8-defiziente Mause wiesen
jedenfalls eine uberproportionale Akkumulation von Stigmasterol vor allem in

Plasma und Leber auf 2°°.
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5.3.3 Oxystigmasterole induzieren keine vermehrte Transkription von
LXRa in CaCo-2-Zellen

Die Inkubation der CaCo-2-Zellen mit der Gruppe der polareren Oxystigmasterole
zeigte weder nach 3 noch nach 24 h eine relevante Induktion LXRa-spezifischer
mRNA. Dagegen zeigte sich bei der LXRoa-Aktivierung mit den polareren
Oxystigmasterolen zumindest eine tendenzielle Induktion. So aktivierte 7a-
Hydroxystigmasterol bzw. 6a-Hydroxystigmasterol/7-Ketostigmasterol in
steigender Konzentration, ahnlich wie die ABCA1-Transkription, nach 24-stiindiger
Stimulation LXRa malSig und 7p-Hydroxystigmasterol geringer. Allerdings bewirkte
7-Ketostigmasterol im LXRE-Aktivierungsassay nach 24 h nur eine geringe LXRo-
Aktivierung. Auch das oxidierte Stigmasterol-Gemisch 1 zeigte keine Stimulation

der Aktivitat von LXRa trotz der maRigen Induktion der Genexpression von ABCAL.

Die Stimulation der Zellen mit den weniger polaren Oxystigmasterolen fiir 3 und
24 h zeigte keine relevante Induktion LXRa-spezifischer mRNA und aufSerdem in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der ABCAl-Genexpression keine
signifikante LXRa-Aktivierung nach 24-stindiger Inkubation auf. Lediglich 7-
Dehydrostigmasterol/7p-Hydroxystigmasterol bzw. das oxidierte Stigmasterol-
Gemisch 2 in der niedrigeren Konzentration bewirkten eine tendenzielle LXRa-

Aktivierung passend zur ABCA1-Transkriptionsebene.

Wie erwartet und auf ABCAl- sowie LXRa-Transkriptionsebene bereits
nachgewiesen, stimulierte der bei den Proben mitgefiihrte Oxidationsblank auch
die Aktivierung von LXRa nicht. Demzufolge konnten unspezifische Effekte von
eventuell mitgeschleppten Oxidationsreagenzien auch hier ausgeschlossen

werden.

Somit erfordert die Stimulation von ABCA1 durch Oxystigmasterole keine
vermehrte Expression von LXRa. Wie auch schon im Zusammenhang mit
Hydroxycholesterolen diskutiert, konnte eine bereits maximale, autoregulatorisch

bedingte Basalexpression von LXRa in der eingesetzten Zelllinie vorliegen.

Dagegen fand sich bei der Aktivierung von LXRa weitgehend parallel zu den
Resultaten auf ABCAl-Transkriptionsebene eine starkere LXRa-Aktivierung durch

die Gruppe der polareren im Vergleich zu den unpolareren Oxystigmasterolen.

Fur die Aktivierung von LXRa scheint eine Seitenkettenoxidation von Sterolen
nicht zwingend notwendig zu sein und bereits der Doppelbindung in der
Seitenkette konnte eine intrinsische Aktivitat zukommen. Dies wurde kiirzlich von

Yang et al. auch fiir Stigmasterol und Desmosterol postuliert 8. Die Art der
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Oxidation am Sterangeriist der synthetischen Oxystigmasterole konnte die

intrazellulare Verfiigbarkeit durch Verbesserung der Absorption beeinflussen ',

Neben der intrinsischen Aktivitat von am  Sterangerist oxidierten,

seitenkettenungesattigten Oxyphytosterolen konnte schlieSlich noch eine

242

Konkurrenz mit endogenen Oxycholesterolen um Oxysterol Binding Protein *** oder

Abbauwege *°! von Bedeutung sein.

54 Potentielle medizinische Relevanz von Oxyphytosterolen

Wie schon erwahnt, existieren bereits Hinweise auf biologische Wirkungen von
199-201

Oxyphytosterolen. So wurden lipidsenkende und antidiabetische Effekte

ebenso wie die Beeinflussung von Entziindungsreaktionen und des Immunsystems

202

vermutet Dariber hinaus bestehen Hinweise auf eine Interferenz von

Oxyphytosterolen mit Steroidhormonrezeptoren 23

Cytochrom P450 2%,

und der Kapazitat von

Der wohl interessanteste postulierte Effekt ist die Modulation des
Cholesterinmetabolismus iiber die Aktivierung von LXR !*3, In der vorliegenden
Arbeit fanden sich geringe bis mafSige Effekte vor allem polarerer Oxyphytosterole
auf die ABCA1-Genexpression Uber eine LXRa-Aktivierung. Fur die Aktivierung von
LXRa ist ein Seitenkettenprodukt offenbar nicht zwingend notwendig, wie kurzlich
auch von Yang et al. gezeigt ®. Ob der in wivo Oxidation von Phytosterolen,
insbesondere auch am Sterangerust, physiologische Bedeutung zukommt, ist noch
unklar. Jedenfalls ist der Effekt exogener, am Ringsystem oxidierter
Oxyphytosterole auf die LXR-abhangige ABCA1-Genexpression schwacher als der
von Seitenkettenhydroxycholesterolen, aber starker als der nativer Phytosterole.
Ob dies nur durch Einfluss auf die zellulare Aufnahme und die verfugbaren
Konzentrationen oder auch durch hohere intrinsische Aktivitat bedingt ist, ist

derzeit noch unklar.

Bezuglich moglicher Nebenwirkungen von Oxyphytosterolen wurden aufgrund der
vorliegenden strukturellen Ahnlichkeit zu Oxycholesterolen im Wesentlichen eine
potentielle Zytotoxizitdt 2°° und eine potentielle proatherogene Wirkung &
vermutet. Letztere konnte allerdings in einer ersten Studie mit hochdosierten
Oxyphytosterolen am Tiermodell nicht bestatigt werden !°°. Da direkte
Phytosterolanaloga zu Seitenkettenhydroxycholesterolen bisher nicht verfigbar
sind und vollsynthetische, nichtsteroidale LXR-Agonisten mit unerwiinschten
Nebewirkungen, wie z.B. Hypertriglyceridamie, massiver hepatischer Steatosis

oder LDL-Erh6hung behaftet sind 926226 konnte die maBige und teilweise
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enterozytar selektive Wirkung der auch natiirlich in der Nahrung vorkommenden
Oxystigmasterole eine auf natirlichen Regulationsmechanismen beruhende

Modulation des Cholesterinmetabolismus erlauben.
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6 Zusammenfassung

Phytosterole sind die C24-alkylsubstituierten und teilweise
sterolseitenkettendesaturierten Cholesterinanaloga des Pflanzenreichs. Trotz
vergleichbarer Zufuhr mit der Nahrung (100-300 mg/d) werden sie wesentlich
schlechter systemisch absorbiert (0,4-3,5 %) als Cholesterin (ca. 50 %). Aufgrund
der cholesterinsenkenden Wirkung in hoher Dosis (2-2,5 g/d) werden Phytosterole
zunehmend ,funktionellen Lebensmitteln” beigemischt, obwohl der lange
behauptete Wirkungsmechanismus einer rein intraluminalen Interferenz mit der

mizellaren Solubilisierung von Cholesterol nicht mehr haltbar ist.

Die molekulare Aufklarung der genetischen Phytosterolspeicherkrankheit als
dysfunktionelle Mutation des enterozytar und biliar exprimierten =zellularen
Phytosterolreexporters ABCG5/G8 unterstiitzt einen intrazellularen enterozytaren
oder sogar hepatisch-biliaren Angriffspunkt von Phytosterolen auf den
Cholesterinmetabolismus. Die zellulare Cholesterinhomoostase wird wesentlich
iber Oxycholesterole gesteuert, die den nuklearen Transkriptionsfaktor LXRa
aktivieren, der seinerseits die Expression von Schlisselproteinen, wie des
zellularen Cholesterinexporters ABCA1, stimuliert. Die Effekte von Phytosterolen
auf den Cholesterinstoffwechsel konnte also iiber Oxysterole und LXRa vermittelt
werden. Stigmasterol als haufigstes Phytosterol mit einer C22,23-Doppelbindung
als Pradilektionsstelle fur Oxidation schien besonders als Prakursor fur LXR-

agonistische Oxyphytosterole pradestiniert.

Deshalb wurde Stigmasterol chemisch oxidiert, die dargestellten Oxymetaboliten
aufgereinigt, identifiziert und an der humanen, enterozytar differenzierten Zelllinie
CaCo-2 auf ihre biologische Aktivitat untersucht. Dazu wurde mittels quantitativer
Real-time RT-PCR die mRNA-Expression von ABCAl und LXRa, mittels
Reportergenassay die Aktivierung der LXRa-abhangigen Transkription und mittels

Western-Blot die Proteinexpression von ABCA1 gemessen.

Die chemische Oxidation von Stigmasterol generierte mehrere Hydroxy-, Epoxy-
und Ketoderivate, deren Oxidation aber ausschliefSlich am Sterangerist erfolgte.
Somit erwies sich die C22,23-Doppelbindung als unerwartet stabil gegen
chemische Oxidation. ABCAl1 konnte in CaCo-2 Zellen mit 22(R)-
Hydroxycholesterol als Standardstimulus induziert werden. Natives Stigmasterol
und B-Sitosterol stimulierten die Expression von ABCA1 nicht. Auch der C24,25-

ungesattigte Cholesterinprakursor Desmosterol stimulierte ABCA1 nur passager
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auf Proteinebene. Von den am Sterolgeriist modifizierten Stigmasterolderivaten
induzierten mehrere, vor allem polarere Produkte signifikant die mRNA- und
Proteinexpression von ABCA1, so 7-Ketostigmasterol und 6a-Hydroxystigmasterol
sowie tendenziell 7p-Hydroxystigmasterol. Von den weniger polaren Derivaten
stimulierte allenfalls 7-Dehydrostigmasterol passager die Expression von ABCAL.
Diese Stigmasterolderivate steigerten auch tendenziell die Transkription eines
Konstrukts aus einem LXRa-responsiblen Element und einem Luciferase-
Reportergen. Die mRNA-Expression von LXRa selbst wurde durch keines der

Stigmasterolderivate stimuliert.

Trotz der Seitenkettendoppelbindung konnten durch chemische Oxidation keine an
der Seitenkette oxidierten Derivate von Stigmasterol dargestellt werden. Polarere,
am Sterolgerist oxidierte Derivate stimulierten die ABCA1-Expression am
Enterozytenmodell offensichtlich tiber die Aktivierung von LXRa. Fur diese Effekte
konnte sowohl eine bessere intrazellulare Verfiigbarkeit, Verdrangung endogener
Oxycholesterole von Oxysterol Binding Proteinen als auch eine hohere intrinsische
Aktivitat fur LXRa-Stimulation von am Sterolkern modifizierten Oxyderivaten im
Vergleich zu nativem Stigmasterol verantwortlich sein. LXRa-agonistische
Oxyderivate konnten durch das besondere Verteilungsmuster von Phytosterolen

Vorteile gegeniiber synthetischen LXRa-Agonisten bieten.
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Abbildung 42: Gaschromatogramm vom oxidierten Stigmasterol-Gemisch 1
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Abbildung 43: Gaschromatogramm von 7-Dehydrostigmasterol+ 7p-Hydroxystigmasterol (A) und
Massenspektren von 7-Dehydrostigmasterol (B) sowie 7p3-Hydroxystigmasterol (C)
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Abbildung 44: Gaschromatogramm von 5,6a-+5,66-Epoxystigmasterol (A) und Massenspektren von
5, 6a-Epoxystigmasterol (B) sowie 5,68-Epoxystigmasterol (C)
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Abbildung 45: Gaschromatogramm vom oxidierten Stigmasterol-Gemisch 2 (A) und Massenspektren von

nativem Stigmasterol (B) sowie 7-Dehydrostigmasterol+ 7p-Hydroxystigmasterol (C)
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Abbildung 46: Gaschromatogramm (A) und Massenspektrum (B) von der unbekannten Verbindung
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Abbildung 47: Gaschromatogramm (A) und Massenspektrum (B) von A5, 7-Stigmasta-3-on
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Abbildung 48: Gaschromatogramm vom Oxidationsblank
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