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Abstract

The nuclear receptors RXRa and PPARYy are according to science important transcription
factors in metabolic disease and cancer. Diabetes type Il, metabolic syndrome as well as
cancer, are in the foreground to widespread diseases. About 60 million people in Europe
have diabetes and about 13.1 million cancer-deaths are predicted for 2030. These nuclear
receptors are involved in Metabolism of lipids and glucose, and some clinical trials report

about significant benefits by using a combined therapy with this RXRa- and PPARy-Agonists.

Aim of this Diploma work was to identify the corresponding receptor agonists from a set of
semi- and fully synthetic neolignan derivatives. Screening experiments were performed in
HEK-293 cells using a luciferase- and an EGFP-reporter gene. Therefore RXRa- as well as
PPARy-modulating gene expression was simulated in transfection experiments. A further aim
is to yield structure-activity relationships between neolignans and RXRa-/PPARy-receptors,

which will be part of a larger project.

Some novel agonists were identified with the luciferase reporter gene assay. While the fully
synthetic derivatives were inactive or selective RXRa-agonists like the derivatives 2284,
2285, 2287 and 2288, some of the semi synthetic derivatives were also identified as dual
agonists like magnolol, honokiol, the derivatives 752, 753 and 758. Dieugenol, tetrahydro-
dieugenol as well as the neolignan derivatives 754 and 759 were identified as PPARy-

agonists.

The achieved results indicate that diverse neolignan derivatives structures show RXRa-
modulating activity, while the propyl- or propylene groups, on both benzene rings, are im-
portant for the PPARy-modulating activity.






Zusammenfassung

Die beiden nuklearen Rezeptoren RXRa und PPARYy sind in der Wissenschaft als bedeuten-
de Transkriptionsfaktoren im Zusammenhang mit metabolischen Krankheiten und Krebs be-
kannt. Diabetes Typ Il, Metabolisches Syndrom sowie Krebs gehdren zu den weit verbreite-
ten ,Zivilisationskrankheiten“. Etwa 60 Millionen Menschen in Europa leiden unter Diabetes
Typ Il und etwa 13,1 Millionen Krebs-Todesfalle werden flir das Jahr 2030 weltweit prognos-
tiziert. Diese nukledren Rezeptoren sind an Fett- und Glucosestoffwechsel beteiligt und ein
kombinierter therapeutischer Einsatz dieser RXRa- und PPARy-Agonisten bringt, laut einigen

Studien, signifikante Vorteile.

Ziel dieser Diplomarbeit war es, aus einem Set semi- und vollsynthetischer Neolignanderi-
vate entsprechende Rezeptoragonisten zu identifizieren. Die Screeningexperimente wurden
in HEK-293 Zellen unter Anwendung eines Luciferase- und eines GFP-Reportergens durch-
gefihrt. Dabei wurde in Transfektionsexperimenten sowohl RXRa- als auch PPARy-
modulierende Genexpression simuliert. Ein weiteres Ziel ist innerhalb Rahmen eines gréRe-
ren Projekts die Struktur-Wirkungs-Beziehungen zwischen Neolignanderivaten und den in

dieser Arbeit verwendeten nukledren Rezeptoren herzustellen.

Mittels Luciferase Reportergen Assay konnten einige neue Agonisten eruiert werden. Wah-
rend sich die vollsynthetischen Derivate entweder als inaktiv oder als selektive RXRa-
Agonisten wie die Derivate 2284, 2285, 2287 und 2288 herausstellten, konnten aus dem Set
semisynthetischer Derivate auch duale Agonisten wie Magnolol, Honokiol, Derivate 752, 753
und 758 identifiziert werden. Dieugenol, Tetrahydrodieugenol sowie Neolignanderivate 754
und 759 wurden als PPARy-Agonisten identifiziert.

Die erzielten Resultate weisen darauf hin dass diverse Neolignanderivatstrukturen eine
RXRa-modulierende Aktivitat zeigen, wahrend fur eine PPARy-modulierende Aktivitat Propyl-

bzw. Propylengruppen an beiden Benzenringen bedeutend sind.
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B.EINLEITUNG

1 NUKLEARE REZEPTOREN (NR)

Unter nukledren Rezeptoren versteht man multifunktionelle ligandenaktivierte Transkriptions-
faktoren, die die Expression von Zielgenen regulieren, indem sie deren Transkription entwe-
der aktivieren oder supprimieren. Nukledre Rezeptoren zeigen unterschiedliche Aktivitats-
muster, je nachdem ob sie als Homo- oder Heterodimer (mit verschiedenen Heterodimer-
Partnern) an ihr Zielgen binden. Bisher wurden nukleare Rezeptoren ausschlieldlich in tieri-
schen Zellen gefunden. Bei homo sapiens wurden bislang ca. 50 [52] verschiedene NRs
nachgewiesen, deren Molekulargewicht zwischen 50 und 100 kD liegt [88]. Charakteristisch
fur alle bisher bekannten nukledren Rezeptoren ist deren molekularer Aufbau aus konser-

vierten Domanen.

Aufbau der nukledren Rezeptoren:
A/B- Aktivierungsdomane am Amino-Terminalbereich,
C- hochkonservierte DNA-Bindedomane (DBD),
- Zwischenbereich der zwei Bindedomanen C und E,
E- weniger konservierte Liganden-Bindedoméane (LBD),
- zweite Aktivierungsdomane am Carboxy-Terminalbereich.

Die Sequenzlangen der oben genannten Domanen sind unterschiedlich (s. Abbildung 1).

Abbildung 1. Darstellung der NR-Doménen. Die dargestellten Domanen A bis F zeigen schematisch das

Verhiltnis derer Sequenzlangen. Die LBD dominiert mit ihrer Sequenzlange.

Die A/B-Aktivierungsdomane kann auch in Abwesenheit eines Liganden die Expression von
Zielgenen mit der Aktivierungsfunktion AF-1 modulieren, wahrend die ligandenabangige Ak-
tivierungsfunktion AF-2, die sich am Carboxy-Teil der LBD befindet, erst nach Ligandenbin-
dung aktiv wird [52, 82]. Grofdte strukturelle Variabilitat zeigt die A/B-Domane, sie tritt auch

mit anderen Transkriptionsfaktoren in Interaktion.

Auf die A/B-Domane folgt die DNA-Bindedoméne, bestehend aus 40 bis 100 Aminosauren
(AS), innerhalb der eine konservierte Kernsequenz mit ca. 65 AS liegt [82]. Fir die Kernse-

quenz sind zwei Zinkfinger-Motive charakteristisch, jedes bestehend aus einem Zinkatom,
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das von jeweils zwei Cystein-Paaren koordiniert wird, so dass es zur Ausbildung von zwei a-
Helices kommt [108]. Der erste Zinkfinger (am NH2-Ende) bildet eine P-Box, wahrend der
zweite Zinkfinger (am COOH-Ende) eine D-Box bildet (s. Abbildung 2).

GYH R RK
YAS Y(\;/ E|)<N SC
Q
D W | A
N S T
VC\'-,".-" CE TNQC\@’ Ca
AC’UJ\'CG Apcf \.CA
MKETRY KAFFKRSIQGHNDYM RLRKCY
D-Box - \ _ D-Box
2y | niaten i)
{;mﬂ» ")
b 6‘ -Box
RECEPTORS P-BOX HALF-SITE RESPONSE ELEMENT
ER cEGckA AGGTCA AGGTCAnNnNnTGACCT
GR, MR, PR, AR cGSckV TGTTCT AGGACANNNTGTCCT
PPAR, RAR, VDR, PPAR cEGckG AGGTCA AGGTCANAGGTCA

#RR

Abbildung 2. Zinkfinger-Motive der DBD mit P- und D-Box. Die beiden Zinkatome werden jeweils durch
vier Cystein-AS umkreist und stabilisiert. Die P-Box der zehn hier angefiihrten NR unterscheidet sich nur

durch drei Aminoséauren [33].

Beide Zinkfinger sind sowohl fir die DNA-Erkennung [100] als auch fir die Rezeptor Dimeri-
sierung wichtig [78, 81, 106].

Zwischen DBD und LBD liegt die D-Doméane, verantwortlich fur die nukleare Lokalisation der

Rezeptoren.

Die Liganden-Bindedomane besteht aus 11 bis 13 a-Helices und verfugt tber mehrere Funk-
tionen; einerseits Ligandenbindung, andererseits aber auch Aktivierung der Transkription,
Dimerisierung und bei einigen NRs auch die Bindung von Corepressoren [82]. Am Carboxy-
Ende der LBD ist die ligandenabhangige Transaktivierunsfunktion (AF-2) lokalisiert, die zu-
dem die am meisten konservierte Region der LBD darstellt [82]. Spezifische Rezeptor-
Dimerisierungen entscheiden welche Coaktivatoren oder Corepressoren zum Transkriptions-

komplex rekrutiert werden [22].

Auf die AF-2 folgt die F-Domane die den Carboxy-Terminalrest des NR darstellt. Diese Do-

mane ist bei den meisten NRs, wie auch bei PPAR und RXR, nicht vorhanden [82].
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Nukleare Rezeptoren lassen sich in drei Gruppen einteilen (s. Tabelle 1). Viele verfigen
darUber hinaus noch Uber zwei oder mehrere Varianten, die auf separate Gene oder alterna-

tives mRNA-Splicing (Isoformen und -typen) zurlckzufuhren sind [48].

NR- GRUPPEN VERTRETER

1. Steroidrezeptoren Ostrogen-, Progesteron-, Testosteron-, Glu-
kokortikoid-, Mineralkortikoidrezeptoren

2. Nicht-Steroidrezeptoren RXR, RAR, TR, VDR, PPAR

3. Orphan Rezeptoren NGFI-B, GCNF, TR2

Tabelle 1. Die drei verschiedenen Typen nukledrer Rezeptoren und einige deren Vertreter [48]. RXR-
Retinoid X Rezeptor, RAR-all-trans Retinoidsdure Rezeptor, TR-Thyroid Hormonrezeptor, VDR-Vitamin D
Rezeptor, PPAR-Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor, NGFI-B-Nerve Growth factor B, GCNF-germ

cell nuclear factor, TR2-Thyroid Rezeptor 2.
1.1 Nicht-Steroidrezeptoren

Nicht-Steroidrezeptoren zeigen hohe Affinitdt zur DNA und kénnen auch ohne Liganden an
verschiedene Response Elemente (RE) binden [48]. Zu dieser Gruppe von NRs gehoren
neben dem in dieser Arbeit verwendeten RXR (Retinoid X Rezeptoren) und PPAR (Per-
oxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor), auch folgende Rezeptoren: RAR (all-trans Retino-
idsdure Rezeptor), TR (Thyroid Hormonrezeptor), VDR (Vitamin D Rezeptor), LXR (Leber X
Rezeptor), PXR (Pregnan X Rezeptor), FXR (Farnesoid X Rezeptor), CAR (Constitutive
androstane Rezeptoren), HNF-4 (Hepatozyten Kernfaktor-4) und SF-1 (Steroidogenic factor
1)[88].

Von allen NRs besitzt RXR eine zentrale Rolle in der Hormon-Signalleitung, da er in der La-
ge ist mit einer Vielzahl von Partnern (wie RAR, VDR, TR, und PPAR) Heterodimere zu bil-
den [108]. Die Vielfaltigkeit der Transkriptionsprodukte und deren Effekte sind auf zahlreiche

Kombinationen von Rezeptoren, sowie deren Isotypen und Isoformen zurtickzufihren.
1.1.1 Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) gamma

Diese Rezeptoren gehodren zur nuklearen Rezeptorsubfamilie 1, Gruppe C und Mitglied 3,
weswegen sie manchmal auch mit der Abklrzung NR1C3 bezeichnet werden [83]. In der
Mausleber wurden Proteine entdeckt, die zur Proliferation von Peroxisomen fihrten, wodurch
der Name ,Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren“ (PPAR) zustande kam [56]. Der in
den 1990ern zuerst entdeckte PPAR, wird heute zum Subtyp PPARa gezahlt, da in Folge
auch noch die weiteren Subtypen PPARPB/® und PPARYy entdeckt wurden. Der PPARYy ist
einer der besterforschten NRs dank seiner vielfaltigen klinischen Relevanz [28, 65, 91]. Beim

Menschen unterscheidet man zwischen zwei Isoformen von PPARy, einerseits y1-
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Rezeptoren, die in fast allen Geweben auler Muskelzellen vorhanden sind und yo-
Rezeptoren, die Uberwiegend in den Fettgeweben und im Gastrointestinal-Trakt zu finden
sind [89]. Eine héhere Expression von PPARy wurde bis jetzt im Herz, Pankreas, Leber, Ko-
lon Epithelzellen und in Zellen des Immunsystems wie den Splenozyten, T-Helfer Zellen und
Makrophagen, gefunden [15, 51, 87]. Insgesamt gesehen befinden sich die héchsten Ex-
pressionslevels von PPARYy im Fettgewebe [2].

Die entzindungshemmende Wirkung einer Aktivierung von PPARy wurde durch die Sen-
kung von IL-8 gezeigt. Dieses Interleukin ist ein Biomarker fur Entzindung, deren Konzentra-
tionssenkung mit der Abnahme der Entziindung korreliert [64].

Wie bei allen NRs, besteht auch PPARYy aus
mehreren Domanen. Von besonderem Inte-
resse bei PPARYy ist die LBD mit ihrer gro-
Ren hydrophoben Bindungstasche, die die
Bindung einer Vielzahl von strukturell sehr
diversen Liganden ermdglicht. Sie ist mit der
LBD von RXRa vergleichbar und besteht aus

. 15 a-Helix und vier B-Strangen (s. Abbil-
Abbildung 3. Kristallstruktur der PPARy-LBD dung 3) [47].

(AS 235-504)[39].

Als endogene Liganden des PPARYy sind ungesattigte Fettsauren und Eikosanoide bekannt.
Der PPARYy ist in der Expression von Genen involviert, die den Glucose- und Fettmetabolis-
mus regulieren [16]. Deswegen sind diese Rezeptoren als mogliche Targets flir diverse me-
tabolische Krankheiten wie Ubergewicht, Diabetes, Entziindungen, Hypertonie, nicht alkoho-
lische Fettleber, Krebs und Atherosklerose interessant [12, 23]. PPARs spielen au3erdem
eine essentielle Rolle bei der Embryonalentwicklung[104]. PPARy-Agonisten sind bereits
jetzt in klinischer Anwendung bei Hyperglykamie, Hyperinsulinamie [55] sowie Senkung der
Triglyceride in Fettzellen, Muskeln und Leber. Weitere Schlisselfunktionen von PPARY sind

die Differenzierung von Adipozyten sowie die Triglyzeridsynthese [89].

Die Expression von PPARYy in Adipozyten wird durch einige Substanzen stimuliert, die sich
schliellich auch als PPARy-Agonisten herausgestellt haben. Zu ihnen gehdren Prostaglan-
din J2, Thiazolidindione, sowie die Nichtsteroidalen Entzindungshemmer (NSAIDs) [46].

Thiazolidindione (TZD) wie Rosiglitazon und Pioglitazon, sind prototypische synthetische
PPARYy Liganden, weswegen PPARy auch manchmal als Glitazon-Rezeptor bezeichnet wird.
Klinische Anwendung finden sie als hochwirksame Insulinsensitizer [55, 79], deren Anwen-
dungspotential allerdings durch ausgepragte Nebenwirkungen wie Ubergewicht, Knochen-
frakturen, Fluidretention und Herzinsuffizienz stark eingeschrankt ist [84]. Neue PPARy Ago-

nisten mit besserem Sicherheitsprofil zu finden ist daher Ziel intensiver Forschungsbemu-
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hungen [107]. Dadurch das TZD als volle Agonisten maximale Rezeptoraktivitat zeigen, wird
von Partialagonisten, die geringere Affinitdt aufweisen auch ein geringeres Nebenwirkungs-
potential erwartet. Es wurde beobachtet, dass einige Partialagonisten im Vergleich zu TZD

andere Coaktivatoren rekrutieren, was in anderen Transkriptionseffekten resultiert [10].

Proteine, die fur die Expression von Genen notwendig sind, werden als nukledre Coaktiva-
toren (N-CoA) bezeichnet [52]. Einige NR-Coaktivatoren besitzen intrinsische Histonacetylie-
rungsaktivitat [77, 96]. Sie flUhren zu Hyperacetylierung der Histone, wodurch die Promo-
tersequenzen von Zielgenen zuganglich flir Rezeptoren werden und die Transkriptionsakti-
vierung stattfinden kann. Der PPAR rekrutiert nach seiner Aktivierung verschiedene Coakti-
vatoren, wie z. B. den Steroid Rezeptor Coaktivator 1 (SRC1) [105]. Einige weitere PPAR-
Coaktivatoren sind PPAR Binding Protein (PBP), PPARy Coaktivator 1 und 2 (PCG), als
auch das Androgen Rezeptor assoziiertes Protein 70 [26, 110].Umgekehrt zu den Coaktiva-
toren, verhalten sich die NR-Corepressoren: sie fiihren zur Hypoacetylierung und blockieren

somit die Bindung aktivierter Rezeptorkomplexe an die DNA [27, 75].
1.1.2 Retinoid-X-Rezeptor (RXR)-alpha

Der Retinoid-X-Rezeptor (RXR) gehort zur nukledren Rezeptorsubfamilie 2, Gruppe B und
Mitglied 1, abgekurzt mit der Bezeichnung NR2B1 [30]. Von diesem Rezeptor existieren drei
Isotypen (a, B und y) und zusatzlich noch fir jeden Isotyp zwei Isoformen [72]. RXRs bilden
Homodimere und Heterodimere mit Uber 20 verschiedenen nukledren Rezeptoren und bin-
den an verschiedene Response Elemente [57]. Die Heterodimere werden entweder als per-
missiv oder nicht permissiv klassifiziert [20]. Permissive Heterodimere kénnen durch Ligan-
den von RXRa oder deren Partner aktiviert werden [67]. Nicht permissive Heterodimere wer-
den Uberwiegend durch Liganden der Rezeptor-Partner aktiviert und kénnen laut neuerer
Studien unter gewissen Bedingungen aber auch nur durch RXRa-Liganden aktiviert werden
[85].

RXRs sind je nach Isotyp in verschiedenen Geweben vorhanden, wobei RXRa vor allem in

Leber, Niere, Epidermis und GI-Trakt exprimiert wird.

Die hRXRa DBD (DNA-Bindungsdomane) besteht aus einer konservierten Hauptsequenz
(,Core DBD*); dem Rest 1-66 AS und dem C-Terminalen Teil, der auch als T-Box bezeichnet
wird und zustandig fur die kooperative Dimerisierung an das Response Element ist. Die
,Core DBD* beinhaltet zwei Zinkfingerstrukturen [108] in denen zwei Zinkatome von jeweils 4
Cysteinen umgeben sind und jeweils eine a-Helix bilden. Da die RXR DBD flexibel ist, kann

sie sich strukturell verandern, um sich der DBD verschiedener NR Partner anzupassen [8].
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Die RXRa-LBD besteht aus 12 a-Helices (H1-H12) und zwei kurzen R-Strangen (s1 und s2)
die ein antiparalelles a-Helikalsandwich formen [6]. Die grof3e hydrophobe Bindungstasche
von RXR erlaubt Bindung von vielen verschiedenen Liganden, ein Beispiel ist in der Abbil-
dung 4 zu sehen.

Eine relativ kurze Region der LBD (AS 413-443) ist flr die Dimerisierung verantwortlich [8].

RXRa spielt bei verschiedenen physiologischen Prozessen wie Zellproliferation, Entziindung,

Apoptose als auch bei der Haut- und Energiehomdostase, eine Rolle [21, 97].

Abbildung 4. Ein RXRa Homodimer mit dem Liganden 3-(2'-methoxy)-tetrahydronaphtyl cinnamic acid (in

Schwarz eingezeichnet) [36].

Die Behandlung von Mausen in praklinischen Studien mit RXRa-Agonisten senkte den Blut-
zuckerspiegel, erhdhte die Insulinsensitivitat und zeigte gewichtsreduzierende Effekte [71]. In
einigen Studien wurde gezeigt dass RXR-Agonisten die Aufnahme und R-Oxidation von ge-
sattigten Fettsduren in kultivierten Skelettmuskeln von Diabetikern fordern [54]. Au3erdem
wirken sie in vitro schitzend auf Cardiomyocyten[90] und Endothelzellen der Venen [7], die
durch H.0, und Glucose induzierten oxidativen Stress beschadigt werden. Ahnlich wie bei
PPARYy zeigt die Aktivierung von RXRa antiarthritische Effekte [74]. Eine weitere wichtige
Funktion von RXRa ist deren Beteiligung an der Embryogenese [68]. Allerdings wurden bei
einigen Rexinoiden (selektive RXR-Liganden) in vivo als Nebenwirkungen eine Erhéhung der

Triglyceride, Hepatomegalie sowie Blockierung der Thyroidhormon-Achse beobachtet [54].

Natirliche oder synthetische Modulatoren von RXR werden als Retinoide oder Rexinoide
bezeichnet [72]. Bis jetzt sind noch nicht viele selektive RXRa-Agonisten entdeckt worden
[72].

Als endogene RXRa-Liganden sind Alitretinoin (9-cis Retinoidsdure), Phytansdure sowie
ungesattigte Fettsduren (wie DHA-Docosahexaensaure) bekannt. Die physiologische Bedeu-

tung von Alitretinoin als RXR Ligand ist noch nicht endguiltig geklart [103].
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Einer der wenigen selektiven RXR Agonisten ist eine Substanz mit der Bezeichnung
LG101506 (s. Abbildung 5), die als Insulinsensitizer wirkt [60].

Der einzige bislang klinisch eingesetzte RXR Agonist ist Bexaroten, der an alle drei Isotypen

binden kann [24].

o

N
=

(6] OH

Abbildung 5. LG101506; (2E, 4E, 67)-7-[2-(2,2-Difluoroethoxy)-3,5-bis(1,1-dimethylethyl)phenyl]-3-methyl-
2, 4, 6-octatrienoic acid.

Verwendung findet Bexaroten bei verschiedenen Krebsbehandlungen (zB. Lungenkrebs
[102], T- Zell Lymphome [80], Brustkrebs [92]) als auch bei der Behandlung von diversen
Hauterkrankungen [72].
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2 PPARy-RXRa CROSS-TALK

RXR spielt in der Signalleitung vieler NR eine zentrale Rolle, da er mit tber 20 NRs Dimere
bildet. Einer seiner, in Hinblick auf die bisher erkannte klinische Relevanz, wichtigsten Part-
ner ist PPARy. Liganden die PPARy oder RXRa aktivieren, kdnnen zur Bildung von PPAR-
RXR-Heterodimeren fihren [57]. Beide, PPARy und RXRa, kénnen auch durch denselben
Liganden aktiviert werden, wie das beispielsweise mit DHA gezeigt wurde [45]. Ligandenak-
tivierte PPAR und RXR koénnen auch Homodimere bilden und an die DNA binden, aber es
besteht in der Literatur weitgehend Einigkeit dartiber, dass um alle bekannten Funktionen zu
entfalten, PPAR-RXR Heterodimere bendtigt werden [8]. PPARy-RXRa-Heterodimere prafe-
rieren die Bindung an DR1 (direct repeat) und DR2 Sequenzen (s. Kapitel 3.2), ebenso wie
RXRa- Homodimere [108].

Duale Agonisten werden in der Literatur positiv bewertet, da einige Studien von synergisti-
schen Effekten durch Kombinationsbehandlungen mit PPAR- und RXR-Agonisten berichten.
Vor allem zur Behandlung bzw. Pravention von Krebserkrankungen scheint die Kombinati-

onstherapie mit PPAR- und RXR-Agonisten vielversprechend zu sein [5, 53, 94].
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3 DNA-ERKENNUNGSSEQUENZEN

DNA-Erkennungssequenzen sind spezifische DNA-Abschnitte, die von nukledren Rezepto-
ren erkannt werden. Einige NRs befinden sich bereits auf ihren spezifischen DNA-
Abschnitten, den sogenannten Response Elementen (RE). Ob es zu einer Aktivierung oder
Suppression von Zielgenen kommt, hangt auch entscheidend davon ab, welche Cofaktoren
rekrutiert werden. Ligandbindung fiihrt zu spezifischen Anderungen der Rezeptorkonformati-
on, wodurch bestimmt wird welche Proteine weiter binden konnen. Derselbe NR kann auch
an verschiedene RE binden und sie aktivieren oder supprimieren [108]. In Abbildung 6 sind
exemplarisch mehrere verschiedene Erkennungssequenzen, die sich alle auf demselben
Gen befinden, dargestellt. Von RXR sind bis jetzt sechs Isoformen und Isotypen bekannt, die
in Kombination mit einem seiner zahlreichen Partner, der jeweils wieder in mehreren Isofor-
men und Isotypen vorkommt, eine hohe Anzahl an Heterodimer- Kombinationen bilden. Das
hat zur Folge, dass je nach Dimerisierungspartner, verschiedene Gene transkribiert werden,

was wiederum zu verschiedenen Effekten fuhrt [72].

: Many response elements are found in the MT gene
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Abbildung 6. Response Elemente verschiedener Transkriptionsfaktoren in Metallothionein-Genen [62].

3.1 Peroxisom-Proliferator-Response Element (PPARE)

An das PPARE bindet ein Komplex aus Rezeptoren, die vorher durch Liganden zu Konfor-
mationsanderung und Dimerisierung angeregt wurden, wodurch Corepressoren freigesetzt

werden und Coaktivatoren binden koénnen (s. Abbildung 7).
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Abbildung 7. Mechanismus der Bindung an das PPARE. An inaktiven Rezeptor-Komplexen sind Core-
pressoren gebunden. Aktivierter PPARy-RXRa-Komplex mit Liganden und Coaktivator bindet an PPARE
und fiihrt zu Gentranskription [61].

Das PPARE ist auf einem Acyl-CoA Oxidase (AOX)-Promoter loziert und besteht aus zwei
direkt wiederholten Sequenzen, die als direct repeat (DR) bezeichnet werden und durch ein
Nukleotid getrennt sind [50]. Bei PPRE lautet diese Sequenz AGG(A/T)CA. Oberhalb der DR
befindet sich bei PPARE die konservierte Verlangerunssequenz AAACT [44]. Die Kristall-
struktur von PPARy-RXRa zeigt das die hinge Region von PPARYy die konservierte AAACT
Sequenz von PPARE erkennt und so spezifische Bindung erlaubt [9]. In Abbildung 8 ist die
Kristallstruktur eines PPARy-RXRa-Dimers und dessen Interaktion mit der DNA dargestellt.
Interessanterweise wird diese Interaktion auch vom Vorhandensein anderer nukledrer Re-
zeptoren beeinflusst. So wurde in einer Studie gezeigt, dass unterschiedliche Levels an LXR
mit der Bindungsaffinitat des PPARy-RXRa-Komplex an PPARE korrelieren [43].
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Abbildung 8. Intakter PPARy-RXRa-Komplex (rechts) an der DNA (links) gebunden mit Ligand BVT.13, 9-
cis Retinoidsdure und Coaktivator NCOA2 Peptid (rechts im PPARy-RXRa-Komplex). Die PPARy-LBD
kooperiert mit beiden DBD um an DNA zu binden [37].

3.2 Retinoid-X-Response Element (RXRE)

Die spezifische Sequenz der DNA an die RXR mit seinen Partner bindet, besteht aus den
zwei wiederholbaren Nukleotidreihenfolgen (DR) 5-AGGTCA-n,-AGGTCA-3". Zwischen
diesen DRs kénnen ein bis funf beliebige Nukleotide sein und je nach dem werden sie als
DR1, DR2, DR3, DR4 oder DR5 bezeichnet. In Tabelle 2 sind RXR-Komplexe mit jenen DRs
die sie praferieren, angefihrt. RXR kann nicht als Monomer, sondern ausschliel3lich entwe-
der als Homodimer oder mit seinen Partnern wie RAR, PPAR, VDR oder LXR mit denen He-
terodimere ausgebildet werden an RXRE binden, wobei mehrere NR-Komplexe die gleichen
DRs teilen. RXR-Homodimere binden an DR1 und DR2 wobei die Bindung an DR1 mit etwas
hoéherer Affinitat erfolgt [108].

DR DNA- Sequenz RXR- Partner
DR1 AGGTCANAGGTCA RAR
TCCAGTnTCCAGT PPAR
RXR
DR2 AGGTCANnAGGTCA PPAR
TCCAGTnnTCCAGT RAR
RXR
DR3 AGGTCAnnnAGGTCA VDR

TCCAGTnnnTCCAGT
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DR4 AGGTCAnNnnnAGGTCA TR
TCCAGTnnnnTCCAGT LXR

DR5 AGGTCAnnnnnAGGTCA RAR
TCCAGTnNnnnnTCCAGT

Tabelle 2. Uberblick der DR 1-5 und RXR-Komplexe die an sie binden[108]. n-Nukleotid.

Somit zeigt sich, dass das DNA Response Element als ein allosterischer Effektor fungiert, da
die DNA Bindungsstelle verschiedene Rezeptorkonformationen und Signalwege erlauben
[59]. Die DR Sequenz ist asymmetrisch und kann nur in einer Richtung korrekt gelesen wer-
den dadurch kann der NR-Komplex nur in einer Orientierung binden, weswegen sie auch

direct repeats heiflden [19, 66].

In der Abbildung 9 bindet ein RXRa-Homodimer an die DNA-Erkennungssequenz.

Abbildung 9. Kristallstruktur der RXRa-DBD (lila) an der DNA (Mitte) [34]. Eine RXRa-DBD bindet an das
5°- Ende und die zweite RXRa-DBD an das 3’-Ende des Response Element.
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4 GRUN FLUORESZIERENDES PROTEIN (EGFP)

EGFP (engl. enhanced green fluorescent protein) wurde 1961 vom japanischen Biochemiker
Osamu Shimomura in der Qualle Aequorea victoria entdeckt [93]. Der Wissenschaftler Martin
Chalfie ist fur die Einfihrung von EGFP in die Biowissenschaften verantwortlich. Shimomura
0., Chalfie M. und Roger Y. haben fiir die Entdeckung und Entwicklung von EGFP 2008 den
Nobelpreis gekriegt.

Dieses Protein fluoresziert bei Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht, wobei EGFP
die Funktion eines Energie-Transfer-Akzeptors einnimmt. Die blaue Chemilumineszenz der

Qualle ist durch die Beteiligung anderer Proteine erklarbar.

EGFP hat in der Forschung ein weites Spektrum an Anwendungen, das von seiner Verwen-
dung als Biosensor, Fusionsprotein oder Fluoreszenzmarker bis hin zur Verwendung als Re-
porter fir Genexpression, oder die Anwendung bei Protein-Protein Interaktionsmessungen
reicht [41]. Mit EGFP ist die Visualisierung von Prozessen und damit die zeitliche Abfolge

von Ereignissen in lebendigen Systemen maoglich [109].

Die Primarsequenz von EGFP ist verhaltnismafig kurz und besteht aus 238 Aminosauren
mit einem Molekulargewicht von 26,9 kDa [109]. In Abbildung 10 ist die Kristallstruktur von
EGFP dargestellt.

Abbildung 10. Kiristallstruktur von Zn-
gebundenen EGFP Biosensor (graue Ku-

geln= Zink lonen) [35].
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5 NEOLIGNANE

Neolignane sind Dimere von Phenylpropanderivaten, bei denen meistens zwei Cg-C3 Einhei-
ten in den Positionen 8-8" verknlpft sind, wahrend flr Lignane eine Verknupfung Uber die [3-
3" Position charakteristisch ist [73]. Beide, Lignane sowie Neolignane, wurden erstmals in
Pflanzen entdeckt. Nachdem sich verschiedene Neolignan-Extrakte als aktiv gegeniber
PPAR herausstellten, wurde die partial- sowie die vollsynthetische Herstellung von Neolig-
nanen realisiert. In Magnolia officinalis- und obovata-Rindenextrakten wurden die Neolignane
Magnolol und Honokiol gefunden [14, 54]. Beide wurden als PPARy-Modulatoren identifiziert,
wobei spater auch erkannt wurde, dass beide Substanzen auch RXRa modulieren kénnen.
Partialsynthetische Neolignane wie Dieugenol und Tetrahydrodieugenol wurden als Dimere
der Natursubstanz Eugenol synthetisiert. Beide Neolignane zeigten sich als selektive

PPARy-Agonisten, im Gegensatz zu Eugenol, das keine PPARy-Modulation bewirkt [17].

5.1 Magnolol

Magnolol ist eine der Hauptkomponenten, die sich aus der Rinde von Magnolia officinalis
isolieren lasst. In der Traditionellen Chinesischen Medizin wird diese Pflanze gegen Durch-
fall, bei Husten und allergischer Rhinitis verwendet [58]. Die Magnoliarinde scheint auch ef-
fektiv bei der Bekdmpfung des Metabolischen Syndroms zu sein [4]. In in vitro Studien wurde
die Fahigkeit der Adipozytendifferentiation und Glucose- Aufnahme in 3T3-L1 Adipozytenzel-
len, sowie die Pravention vor Entwicklung diabetischer Komplikationen wie Nephropathie,
von Magnolol beschrieben [13, 95]. Darlber hinaus zeigt Magnolol antioxidative und he-

patoprotektive Effekte [11].

Nach der IUPAC Nomenklatur ist Magnolol ein 4-Allyl-2-(5-allyl-2-hydroxy-phenyl)phenol (s.
Abbildung 11). Magnolol wurde in der Literatur als dualer Agonist von PPARy und RXRa
beschrieben. In den Abbildungen 12 und 13 sind die Kristallstrukturen der PPARy- und
RXRa-LBD an die Magnolol gebunden ist illustriert.
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Abbildung 11. Chemische Struktur von Magnolol; 5,5°-Di-(2-propenyl)-biphenyl-2,2"-diol. Bei Magnolol

sind zwei Phenylpropenyle iiber 1-1" Positionen verknuipft.

Magnolol ist ein partieller PPARy-Agonist da
es im Vergleich zum bekannten PPARYy-
Vollagonisten Pioglitazon, im Luciferase Assay
deutlich geringere Transaktivierung zeigt [17].
Auch die Affinitdt zu hPPARy in Protein-
Protein Bindungsexperimenten ist geringer als

die von Pioglitazon [17].

Abbildung 13. Kristallstruktur der RXRa-LBD mit, als Agonisten gebundenem Magnolol [40].
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5.2 Honokiol

Honokiol ist ein Magnololderivat, das ebenfalls in Extrakten der Magnoliarinde zu finden ist
[54]. Dieses Neolignan zeigt viele pharmakologische Eigenschaften, wie in verschiedenen
Studien beobachtet wurde. Zusammengefasst zeigte sich Honokiol als entziindungshem-
mend [1, 49], antiarrhythmisch [99], anxiolytisch [69], anticancerogen [3], antithrombotisch
[42], antiarthritisch [74] sowie antiallergisch [25].

Weitere Studien haben ergeben, dass die Behandlung
von RAW264.7 Zellen (eine murine Makrophagen Zell-
linie) mit Honokiol zu erhéhten mRNA Levels von
ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1) und
ABCGH1, durch Bildung eines RXR/LXR-Heterodimers

fihren, somit ist Honokiol in der Kontrolle der Cho-

lesterol- Homeostase in Makrophagen involviert [54].

Zudem aktiviert Honokiol ApoA1-mediierte Cholestero- Abbildung 14. Chemische = Struktur
von Honokiol; 5,3"-Di-(2-propenyl)-

lefflux aus Makrophagen [54]. Honokiol wurde als ein
biphenyl-2,4"-diol.

Naturprodukt beschrieben, dass im Vergleich zu den

RXRa-Agonisten Phytansaure und DHA eine héhere Bindungsaffinitat zeigt [54].

Nach IUPAC Nomenklatur ist Honokiol ein 2-(4-hydroxy-3-prop-2-enyl-phenyl)-4-prop-2-enyl-
phenol. Der Unterschied zu Magnolol liegt in der Position der OH-Gruppe, die hier in Position

4' statt 2' ist, wie in Abbildung 14 gezeigt.
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5.3 Dieugenol

Hierbei handelt es sich um ein partialsynthetisches Neolignan, namlich ein Dimer des Phe-
nylpropanoids Eugenol. Dieugenol ist ein PPARy-Agonist, der keine Aktivitdt gegenliber
PPARa oder —f/d zeigt. In einem Rezeptor Binding Assay wurde die hohere Affinitat von
Dieugenol zu hPPARy gegeniber den bekannten Vollagonisten Pioglitazon gezeigt. Dieu-

genol fuhrt PPARy-abhangig zu Adipozyten Differenzierung in 3T3-L1 Zellen [17].

Die Struktur von Dieugenol hat im Vergleich zu Magnolol hoch CH3O-(Methoxy-) Gruppen an

den Benzenringen, jeweils in ortho-Position zu den OH-Gruppen (s. Abbildung 15).

Abbildung 15. Chemische Struktur von Dieugenol; 3,3'-Dimethoxy-5,5'-di-(2-propenyl)-biphenyl-2,2'-diol.
5.4 Tetrahydrodieugenol

Tetrahydrodieugenol (THDE) ist wie Dieugenol ein partialsynthetisches Neolignan. Die bisher
bekannten Eigenschaften sind vergleichbar mit Dieugenol. THDE ist auch ein selektiver par-
tialer PPARy-Agonist der mit hoherer Affinitat als Pioglitazon an hPPARYy bindet. Wie Dieu-
genol fuhrt THDE in 3T3-L1 Zellen zur Differenzierung zu Adipozyten [17]. Zudem zeigen
beide antioxidative Wirkungen: [76].

Der Unterschied zwischen Tetrahydrodieugenol und Dieugenol liegt in den beiden Doppel-
bindungen, die bei THDE in den Propanseitenketten fehlen (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16. Chemische Struktur von Tetrahydrodieugenol; 3,3'-Dimethoxy-5,5'-dipropyl-biphenyl-2,2'-
diol.
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6 ZIEL DER DIPLOMARBEIT

Weltweit wird nach neuen aktiven Pharmakophoren gesucht. Das Nebenwirkungsprofil der
Substanzen soll mdglichst gering und somit klinisch einsetzbar sein. In Hinblick auf Zivilisati-
onskrankheiten wie Krebs, Diabetes aber auch Entziindungen sind die PPAR- und RXR-

Modulatoren vielversprechende Therapeutika [94].

Derzeit ist von den Rexinoiden nur Bexaroten klinisch in Verwendung bei Krebserkrankun-
gen [63]. Ein anderer Rexinoid, bekannt unter den Namen LG100268, in Kombination mit
Tamoxifen, bewahrte sich in praklinischen Untersuchungen zur Pravention von Brustkrebs
[54]. Zu der weit verbreiteten und bekanntesten Gruppe von PPARy-Agonisten, die in der
Klinik ihre Einsetzung als Insulinsensitizer fanden, gehéren die TZD. Letztere zeigen aber
viele Nebenwirkungen und sind deswegen kein Therapeutikum erster Wahl mehr. Diese
Beispiele zeigen dass das Potential von PPARy- und RXRa-Agonisten in Anwendung zur
Behandlung verschiedener und schwerwiegender Krankheiten besteht, aber noch ein weiter

Weg hin zu sicheren und effektiv einsetzbaren Stoffen bevorsteht.

Somit war das Ziel dieser Diplomarbeit aus einem Set an partialsynthetischer und vollsynthe-
tischer Neolighane neue potentielle PPARy- und RXRa-Modulatoren zu identifizieren. Dazu
wurde ein auf Luciferase basierendes Transaktivations-Screening in HEK 293 Zellen ange-
wendet. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse werden (im Rahmen eines
grolkeren Projekts) dazu verwendet, Struktur-Aktivitdts Verhaltnisse von Neolignanen zu
RXRa und PPARYy zu erforschen. Somit stellt diese Arbeit einen Beitrag zur Wirkstoffentwick-

lung dar.
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1 MATERIAL ZUR PLASMID HERSTELLUNG

1.1 Herstellung kompetenter Bakterien

MATERIAL

Reagenzien:

Bezugsquellen:

E. coli-Glycerin Stock

Lysogeny broth medium (LBM)

CaClz-Losung, pH 7

Invitrogen (CA, USA)
Sigma (MO, USA)

(s. Tabelle 14)

Gerate:

Hersteller:

Beckman JS-5.2 Rotor

Mikrowelle

Beckman Coulter (CA, USA)

Silva Schneider

Tabelle 3. Reagenzien und Gerate zur Herstellung kompetenter Bakterien.

1.2 E. coli Transformation

Reagenzien:

Bezugsquellen:

LBM
PeqGOLD Universal Agarose

Ampicillin, Kanamycin

Super optimal catabolite repression (SOC)

Desoxyribonukleinsdure (DNA) Plasmid 50

Sigma (MO, USA)
Peglab (Erlangen, Germany)
Sigma (MO, USA)
Sigma (MO, USA)

(s. Tabelle 10)

ng
Gerate: Hersteller:
Mikrowelle Silva Schneider

Bakterieninkubator

Edmund Buehler (Hechingen, Germany)
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Thermomixer® compact Eppendorf (Eppendorf, Austria)

Heraeus™ Biofuge™ fresco Thermo Fisher Scientific Inc. ( CA, USA)

Tabelle 4. Reagenzien und Geréte zur E. coli Transformation.

1.3 DNA- Miniprep Herstellung

Reagenzien: Bezugsquellen:
LBM Sigma (MO, USA)
Glycerin Promega (Wi, USA)

Agar- Platten (s. Tabelle 15):

PeqGOLD Universal Agarose Peglab (Erlangen, Germany)
Ampicillin, Kanamycin Sigma(MO,USA)

LBM Sigma (MO, USA)

Miniprep- Kit: Promega (Wi, USA)

Neutralization Solution

Column Wash Solution + EtOH 95%

Cell Lysis Buffer

Endotoxin Removal Wash

Elution Buffer oder

Nuclease- Free Water

Gerate: Hersteller:

Bakterieninkubator Edmund Buhler ( Hechingen, Germany)

Heraeus™ Biofuge™ fresco Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

PureYield™ Minicolumn Promega (Wi, USA)




MATERIAL

VacMan® Jr. Laboratory Vacuum Manifold
PureYield™ Collection Tube

NanoDrop 2000c

Beckmann Coulter (CA, USA)
Promega (Wi, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Tabelle 5. Reagenzien und Geréate zur DNA-Miniprep Herstellung.

1.4DNA- Midiprep Herstellung

Reagenzien:

Bezugsquellen:

LBM

Ampicillin, Kanamycin
Midiprep-Kit:
Miniprep-Kit

Cell Resuspension Solution

Sigma (MO, USA)

Sigma (MO, USA)

(s. Tabelle 5)

Promega (Wi, USA)

Gerate:

Hersteller:

Bakterieninkubator

Sorvall RC 5C Plus Ultracentrifuge
PureYield™ Clearing Column
PureYield™ Binding Column

Vacuum manifold

Eluator™ Vacuum Elution Device

Heraeus™ Biofuge™ fresco

NanoDrop 2000c

Edmund Buhler ( Hechingen, Germany)
GMI (USA)

Promega (Wi, USA)

Promega (Wi, USA)

Promega (Wi, USA)

Promega (Wi, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Tabelle 6. Reagenzien und Gerate zur DNA-Midiprep Herstellung.
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2 MATERIAL ZUR ANALYTISCHEN PLASMID RESTRIKTION

Reagenzien:

Bezugsquellen:

DNA-Plasmide

Restriktionsenzyme:

EcoRl, Hindlll, Xhol, Nhell, BamHlI

Puffer:

Buffer R, Buffer Tango, Buffer BamHI

Weiteres:

Loading buffer 10x

(s. Tabelle 10)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, CA,
USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Gerate:

Hersteller:

Thermomixer® compact

Eppendorf (Eppendorf, Austria)

Tabelle 7. Reagenzien und Gerate zur analytischen Plasmid Restriktion.
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3 MATERIAL FUR DIE GELELEKTROPHORESE

Reagenzien: Bezugsquellen:

PeqGOLD Universal Agarose Peqglab (Erlangen, Germany)
Tris-Borat-EDTA (TBE) Puffer 0,5x (s. Tabelle 16)

Syber Safe DNA gel stain 10 000x Invitrogen (CA, USA)
Geréte: Hersteller:

Owl EasyCast B1 Mini Gel Electrophoresis Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
System CA, USA)

PowerPacTM Basic Power Supply Bio- Rad (Vienna, Austria)

Tabelle 8. Reagenzien und Geréte zur Gelelektrophorese.
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4 MATERIAL IN DER ZELLKULTUR UND FUR DEN LUCIFERASE ASSAY

4.1 Splitten und Aussaat von HEK-293 Zellen

Reagenzien:

Bezugsquellen:

Phosphate buffered saline (PBS), pH 7,4
Trypsin/EDTA

Wachstumsmedium fir HEK-293 Zellen, mit
Phenoilrot, (red completed medium)

(s. Tabelle 17)
Invitrogen (CA, USA)

Lonza Group Lt. (Basel, Switzerland)
(s. Tabelle 19)

Gerate:

Hersteller:

Herasafe™ Biological Safety Cabinets

Heraeus™ Multifuge™ 1 S-R

Vi-Cell™

Hera cell 150 Incubator

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, CA,
USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, CA,
USA)

Beckmann Coulter

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Tabelle 9. Reagenzien und Gerate zum Splitten der HEK-293 Zellen.

4.2 Transfektion von HEK-293 Zellen:

Reagenzien:

Bezugsquellen:

Plasmide:

pSG5-PL-hPPARy

Tk-PPAREX3-luc

Retinoid X nuclear receptor alpha

RXR Luciferase Reporter Vector

Genomics, University of Lausanne

(Switzerland)

Prof. Ronald M. Evans (Howard Hughes
Medical Institute, California, USA)

Missouri S&T (Missouri, USA)

Panomics Affymetrix (Milano, Italia)
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pEGFP-N1
Weiteres:
H2O (steril)

HEPES gepufferte Salzlésung (HBS) 2x,
7,5 pH

CaClz-Lésung 2 M

Clontech (CA, USA)

(s. Tabelle 21)

(s. Tabelle 14)

Gerate:

Hersteller:

Mini Vortexer

Hera cell 150 Incubator

Herasafe Biological Safety Cabinets

VWR International (West Chester, PA,
USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Tabelle 10. Reagenzien zur HEK-293 Zellen Transfektion.

4.3 Herstellung der Testsubstanzen-Losungen

Reagenzien:

Bezugsquellen:

Positivkontrollen:

Pioglitazon-Hydrochlorid
9-cis-Retinoidsaure (Alitretinoin)

Weiteres:

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Wachstumsmedium fiir HEK-293 Zellen,
ohne Phenolrot, mit stripped FBS (stripped
serum medium)

Molekula (Shaftesbury, UK)

Enzo® Life Science (Lausen, Switzerland)

Fluka (MO, USA)

Lonza Group Ltd.(Basel Swizerland)
(s. Tabelle 20)

Gerate:

Hersteller:
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Mini Vortexer

Herasafe Biological Safety Cabinets

VWR International (West Chester, PA,
USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Tabelle 11. Reagenzien und Gerate zur Herstellung der Testsubstanzen-Lésungen.

4.4Nachsaat von HEK-293 Zellen

Reagenzien: Bezugsquellen:
PBS (s. Tabelle 17)
Trypsin Invitrogen (MO, USA)

Wachstumsmedium fiir HEK-293 Zellen,
ohne Phenolrot, (white completed medium)

Wachstumsmedium fir HEK-293 Zellen,
ohne Phenolrot, mit stripped FBS, (stripped
serum medium)

Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)
(s. Tabelle 19)

Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)
(s. Tabelle 20)

Gerate:

Hersteller:

Heraeus Multifuge 1 S-R

Vi-Cell™

Herasafe Biological Safety Cabinets

Hera cell 150 Incubator

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA))

Beckmann Coulter (CA, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
CA, USA)

Tabelle 12. Reagenzien zur Nachsaat der HEK-293 Zellen.

4.5Luciferase Assay Messung und Auswertung

Reagenzien:

Bezugsquellen:

Luciferin 0,01 M

Synchem (Flesberg, Germany)
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Adenosintriphosphat (ATP) 0,1 M

Luciferase assay lyse buffer

Sigma, (MO, USA)

(s. Tabelle 22)

Gerate und Software:

Hersteller:

Tecan GENiosPro
Multi- MicroPlate Genie®

GraphPad PRISM™) Version 6.

Tecan (Mannedorf, Switzerland)
Carl Roth (Germany)

GraphPad Software, Inc. (CA, USA)

Tabelle 13. Reagenzien und Gerate zur Luciferase Assay Messung.



5 MEDIEN- UND REAGENTIENZUSAMMENSETZUNGEN

CaCl;-Lésung, pH 7, 250ml:
CaClz-2H20 2,2 g
Glycerin (85%) 37,5 mi

Piperazin-N,N-bis(2-hydroxyl-
propansulfonsaure) (PIPES) 0,76 g

H20 212,5 ml

Tabelle 14. Zusammensetzung der CaClz-Lésung.

Agar Platte (fiir ca. 5-10 Platten):

LBM 100,0 mi
Agarose 1,5¢g

mit entsprechen AB;

Ampicillin, Kanamycin

Tabelle 15. Zusammensetzung des Agar-Ndhrbodens.

TBE Buffer 0,5x:

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Base 89 mM

Borsaure 89 mM

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Na2
2mM

H.O

Tabelle 16. Zusammensetzung des TRIS-Borat-EDTA Puffer.

MATERIAL




PBS, pH 7,4:

MgCl,-6H20 0,10 g
KH.PO, 0,20 g
NaCl 8,00 g
CaCly2H,0 0,10g
KCl 0,20 g
Na;HPO, 1,159

H-O destilliertes auf 1L

Tabelle 17. Zusammensetzung des PBS.

Trypsin/EDTA:

EDTA 0,02%
Trypsin 0,05%

PBS 1L

MATERIAL

Tabelle 18. Zusammensetzung des Trypsin-EDTA Komplexes.

Wachstumsmedium fiir HEK-293 Zellen:

Dulbecco's modifiziertes Adler Medium
(DMEM) mit oder ohne Phenolrot, 500 ml

Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 ug/ml
L-Glutamin 2 mM

Fetales Rinderserum 10%

Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)

Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)
Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)
Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)

Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)

Tabelle 19. Zusammensetzung des HEK-293 Zellen Wachstumsmedium.
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Stripped Serum Medium:

DMEM ohne Phenolrot, 500 ml Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)
Penicillin 100 U/ml Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)
Streptomycin 100 pg/ml Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)
L-Glutamin 2mM Lonza Group Ltd. (Basel, Switzerland)

Mit Aktivkohle gefiltertes FBS 5%

Tabelle 20. Zusammensetzung des stripped Serum Medium.

HBS 2x, pH 7,5:

NaCl 280 mM
KCI 10 mM
Dextrose 12 mM

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES), pH 7,6 50 mM

NaH2PO4-H20 1,5 mM

Tabelle 21. Zusammensetzung der HBS-L6sung.

Luciferase Assay Lyse Puffer (1x Platte);

H>O 4,8 ml

Reporter lysis 5x buffer 1,2 ml Promega (Wi, USA)
CoA 270 mM 6 pl Sigma (MO, USA)
DTT1 M6 pl Fluka (MO, USA)

Tabelle 22. Zusammensetzung des Luciferase Assay Lyse Puffer.
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D.METHODEN

1 METHODEN ZUR PLASMIDHERSTELLUNG
1.1Vorbereitung kompetenter E. coli Zellen

Die Bakterienzellen wurden in LB (engl. lysogeny broth) Medium bei 37°C unter Rihren in
einem Inkubator bis zu einer ODsgo von 0,375 kultiviert. Die Bakterienkultur wurde auf finf
Polypropylenréhrchen aufgeteilt und das Zellmaterial mittels Zentrifugation (Beckmann JS-
5.2) bei 1 600 x g fir 7 min abgetrennt. Daraufhin wurde das Zellpellet in 10 ml eiskalter
CaClz-Losung resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen wieder durch Zentrifugation

bei 1 100 x g fir 5 min abgetrennt.

Das so erhaltene Pellet wurde erneut in 10 ml CaCly-Lésung resuspendiert und 30 min auf
Eis gehalten, woraufhin eine neuerliche Zentrifugation bei 1 100 x g und 4°C fir 5 min erfolg-
te. Das Pellet wurde schliel3lich wieder in 2 ml eiskalter CaCl-Lésung resuspendiert und bei

-70°C eingefroren.
1.2 Transformation der Bakterienzellen

In finf Eppendorfgefalien wurden 40 ul kompetenter E. coli Kultur mit ca. 50 ng des entspre-
chenden DNA-Plasmids (PPARy, PPARE, RXRa, RXRE oder EGFP) gemischt und fiir 30
min auf Eis inkubiert. Parallel dazu wurden fiinf Kontrollen, die nur die kompetenten Bakte-
rien ohne Plasmid enthielten, inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen fir 45 s einem Hitze-
schock von 42°C ausgesetzt. AnschlieRend wurden 450 pl SOC Medium hinzugefligt und die
Zellen bei 37°C fir eine Stunde inkubiert. Durch Zentrifugation wurden die Zellen abgetrennt
und anschlielend in ca. 50 pl LBM mit entsprechendem Antibiotikum (flir EGFP Kanamycin
(50 pg/ml) und flr alle anderen Plasmide Ampicillin (100ug/ml)) resuspendiert. Die Bakteri-
ensuspensionen wurden auf die entsprechendes Antibiotikum enthaltenden Agar-Platten

ausgestrichen und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.
1.3 DNA Minipreps

Far die DNA Miniprep Herstellung wurden drei E. coli-KbE (Koloniebildende Einheiten) von
jeder Agar-Platte genommen und Uber Nacht in 5 ml LBM mit entsprechendem Antibiotikum
bei 37°C inkubiert. Pro Plasmid wurde ein Eppendorfgefal® mit 1,5 ml der entsprechenden
Bakterienkultur gefullt und mit der Mikrozentrifuge fur eine Minute bei 16 060 x g zentrifu-
giert. So erhaltene Pellets wurden in 600 ul Wasser resuspendiert. Schliel3lich wurden 100 pl

Cell Lysis Buffer zugegeben und fur eine bis zwei Minuten geschuttelt, wodurch die Suspen-
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sion deutlich blau gefarbt wurde. Daraufhin erfolgte die Zugabe 350 pl kalter Neutralization
Solution. Eine gelbliche Fallung war zu beobachten. Es folgte eine Zentrifugation fur 3 min
bei 16 060 x g, um anschlieRend die Ubersténde in finf PureYield™ Minicolumn zu transfe-
rieren. Durch das Anlegen von Vakuum wurde die Flissigkeit aus dem PureYield™ Minico-
lumns entfernt. Daraufhin wurden die Minisdulen mit 200 ul Endotoxin Removal Wash Soluti-
on und danach mit 400 pl Column Wash Solution gewaschen. Die gewaschenen Minisdulen
wurden in eine PureYield™ Collection Tube gestellt und in der Mikrozentrifuge bei 16 060 x g
fir eine Minute zentrifugiert. Danach wurden die Minisaulen auf Eppendorfgefalie gesetzt,
die Minisaulenmatrix mit 30 pl Elution Buffer versetzt und eine Minute inkubiert. Schlief3lich
wurden die DNA-Plasmide mittels Mikrozentrifuge in Eppendorfgefalie eluiert und bei -20°C

aufbewahrt.

Die Plasmidkonzentrationen und die Qualitat der Plasmide (Verhaltnis Azso/A2s0) wurden

spektrophotometrisch ermittelt (s. Tabelle 23).

Plasmide Konz. A2z60/280
(ng/pl)

PPARy 51,0 1,81

PPARE 54,9 1,85

RXRa 67,8 1,80

RXRE 30,5 1,80

GFP 53,0 1,85

Tabelle 23. PPARy-, PPRE-, RXRa-, RXRE- und GFP-Plasmidkonzentrationen und deren Aze0/280 Verhaltnis.

1.3.1 Herstellung bakterieller Glycerinkonzentrate

Jeweils drei transformierte KbE fir jedes herzustellende Plasmid wurden in 5 ml LBM (mit
entsprechendem Antibiotikum) tGber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden 300
pl der Bakterienkultur mit 150 pl 50 % (v/v) Glycerin gut gemischt und bei -80°C eingefroren.

1.4 DNA Midipreps

Es wurden 4 x 5 ml LBM mit Ampicillin (100 pg/ml) und 1 x 5 ml LBM mit Kanamycin (50
pg/ml) vorbereitet, um sie mit den entsprechenden bakteriellen Glycerolkonzentraten zu in-
okulieren. Nach ca. sechs Stunden Inkubation wurden die Vorkulturen zu 5 x 150 ml LBM mit
entsprechenden Antibiotikum zugegeben und diese Uber Nacht bei 37°C weiter inkubiert. Am

nachsten Tag wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 5 000 x g fur 10 min abgetrennt.
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Das so erhaltene Pellet wurde in 6 ml Cell Resuspension Solution resuspendiert. Unmittelbar
darauf wurden 6 ml Cell Lysis Solution zugegeben, fir 3 min inkubiert, und dann mit 10 ml
Neutralization Solution versetzt. Als ndchster Schritt folgte eine Zentrifugation mit 15 000 x g
fir 15 min. Die Lysate wurden mit einem PureYield™ Midiprep System aufgereinigt. Dazu
diente im ersten Schritt eine PureYield™ Clearing Column, um Zellreste in der Flissigkeit zu
entfernen. Die Lysate wurden in den Reinigungssaulen fur 2 bis 3 min belassen um Zellreste
an die Oberflache der Flissigkeit aufsteigen zu lassen. Unter der Reinigungssaule befindet
sich eine Bindungssaule. Durch Anlegen des Vakuums passieren die Lysate die Reinigungs-
saulen und kommen in die Bindungssaule wo die Plasmide an der Bindungssaulenmembran
zurtickbleiben. Danach erfolgte die Aufreinigung der Plasmidldsungen mit 5 ml Endotoxin
Removal Wash und 20 ml Column Wash Solution. Die Membranen wurden anschlieRend

sorgfaltig durch das Anlegen von Vakuum getrocknet.

Aufbau des PureYield™ Midiprep System

PureYield™ Clea-
ring Column

PureYield™ Bin-

ding Column

Vakuum-
Pumpe

Um die Plasmide von der Membran zu eluieren verwendet man die Eluator™ Vacuum Eluti-
onseinheit. Die Bindungssaulen kommen auf Eluator™ Vacuum Elutionseinheiten, in deren
Mitte sich noch 1,5 ml Eppendorfgefale befinden, wohin letztendlich auch die Plasmide elu-

iert wurden.

PureYield™ Midiprep System mit Eluator™

PureYield™ Bin-
ding Column Eppendorfgefal
1,5 ml

Eluator™ -
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Als Elutionsmittel wurden pro Saule 1,3 ml Nuclease-Free Water verwendet. Die Eluierung
erfolgte in zwei Schritten mit je 650 pl, die mdglichst gro¥flachig auf die Membran getropft
wurden um eine bessere Eluierung der Plasmide zu ermdéglichen. Zuletzt wurden die Eppen-
dorfgefale fir eine Minute bei 16 060 x g zentrifugiert und die Uberstande in neue Eppen-
dorfgefalie tUberfihrt.

Die Plasmidkonzentrationen wurden spektrophotometrisch ermittelt (sieche Tabelle 22).

Plasmide Konz. Aze0 Azso Az601280 Az601320
(ng/ul)

PPARy 460,4 9,211 4,924 1,87 2,22

PPRE 358,2 7,164 3,816 1,88 2,23

RXRa 384,0 7,713 4,107 1,88 2,17

RXRE 352,1 7,031 3,738 1,88 2,22

GFP 423,9 8,472 4,505 1,88 2,19

Tabelle 24. PPARy-, PPRE-, RXRa-, RXRE- und GFP-Plasmidkonzentrationen und deren Absorptionswerte
bei 260, 280 und 320 nm.

A
Die Plasmidkonzentrationen wurden mit der Formel ¢ = TS berechnet [31];

c- Konzentration in ng/pL,

A- Absorption in AU (Absorbance units),

¢- Wellenlange-abhangiger Extinktionskoeffizient in ng-cm/pL,
b- Wellenlange in cm.

Diese Formel stellt eine Modifikation der Lambert-Beerschen Gleichung dar. Die Absorption
der Nukleinsduren wurde bei 260 nm bestimmt. Die Extinktionskoeffizienten bei 260 nm sind
allgemein fir DNA-Doppelstrange; 50 ng-cm/uL und fur —Einzelstrange; 33 ng-cm/uL. Die

hergestellten Plasmide sind doppelstrangig.



METHODEN

2 ANALYTISCHE PLASMID RESTRIKTION

Um die Identitat der Plasmide zu bestatigen wurden analytische Restriktionen sowohl der

Miniprep-Isolate (s. Tabelle 26) als auch der Midiprep-Isolate (s. Tabelle 27) durchgeflhrt.

Bestandteile eines analytischen Verdaus sind in Tabelle 25 angeflhrt.

Material Volumen
DNA 500 ng
Enzym A 0,3 pl
Enzym B 0,3 pl
Puffer 2,0 ul
H.0 bis auf 20 pl

Tabelle 25. Bestandteile des enzymatischen Verdaus.

Die Bestandteile der Restriktionsmischung wurden in folgender Reihenfolge zugegeben:
H.O, Puffer, DNA, und zuletzt die Enzyme. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wur-
de die Lésung homogenisiert und anschlieRend bei 37°C fiir zwei Stunden ohne schiitteln in
einem Thermomixer inkubiert. Beim analytischen Verdau des EGFP-Plasmids gibt es eine
Ausnahme: hier wird das zweite Enzym nach einer Stunde Inkubation zusammen mit zwei-
tem Teil des Puffers zugegeben. Nach der Inkubation wurden 4 pul eines 6 x DNA Loading

Puffers zugegeben und die verdauten Plasmide bei -20°C aufbewahrt.

Fir den Verdau wurden jene Enzyme verwendet, die auf den Plasmidkarten eingezeichnet
sind. Die optimalen Pufferzusammensetzungen wurden unter Benutzung des Online-Tools

http://www.fermentas.com/en/tools/doubledigest eruiert.
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Analytische Restriktion der Minipreps:

Plasmide Konz. Vol. Enzym Vol. Enzym Vol. Puffer  Vol. H20
(ng/ul)  (ul) A (W) B (W) (W) (W)
PPARy 51 9,8 EcoRlI 0,3 Hindlll 0,3 guffer 20 7,6
PPRE 54,9 9,1 EcoRlI 0,3 Hindlll 0,3 Buffer 2,0 8,3
R
RXRa 67,8 7,4 EcoRI 0,3 Xhol 0,3 2x 4,0 8,0
Tango
RXRE 30,5 16,4 Hindlll 0,6 BamHI 0,3 BamHI 2,0 0,7
EGFP 53,0 9,4 Nhell 0,3 EcoRlI 0,3 Tango 8,0
1x 2,0
10x 2,3

Tabelle 26. Zusammensetzung der analytischen Restriktion der Minipreps, (rot markierte Bestandteile

werden erst nach einer Stunde Inkubation zugegeben)

Analytische Restriktion des Midipreps:

Plasmide Konz. Vol. Enzym Vol. Enzym Vol. Puffer  Vol. H.0
(ng/pl)  (ul) A (W) B (ul) (W) (D)
PPARy 4604 1,1 EcoRI 0,3 Hindlll 0,3 Buffer 2,0 16,3
R
PPRE 3582 14 EcoRI 0,3 Hindlll 0,3 guffer 2,0 16,0
RXRa 520,0 0,96 EcoRI 0,3 Xhol 0,3 2x 4,0 14,4
Tango
RXRE 352.1 1,4 Hindlll 0,6 BamH!| 0,3 BamHI 2,0 15,7
EGFP 4239 1,2 Nhell 0,3 EcoRI 0,3 Tango 16,2
1x 2,0
10x 2,3

Tabelle 27. Zusammensetzung der analytischen Restriktion der Midipreps, (rot markierte Bestandteile

werden erst nach einer Stunde Inkubation zugegeben)
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3 GELELEKTROPHORESE

3.1 Probenvorbereitung

Fir die Gelelektrophorese wurden 100 ng verdaute DNA verwendet und mit 1x Loading Puf-

fer auf ein Gesamtvolumen von 20 ul aufgefillt.
3.2 Herstellung des Gels

Fur die Herstellung eines 1%igen Agarosegels wurden 1 g Agarose in 100 ml 0,5x TBE Puf-
fer unter Zuhilfenahme einer Mikrowelle gelést. Nach dem Abkuhlen unter 50°C wurden 10 pl
Syber Safe dazugegeben. Das noch heil}e Gel wurde in die Gelkammer gegossen und even-
tuell entstandene Luftblasen mit einer Pipettenspitze entfernt. Daraufhin wurde der Gelkamm
gesetzt und das Gel fiir ca. 45 min zum Polymerisieren stehen gelassen. Anschliel3end wur-

de der Gelkamm herausgenommen und die Gelkammer mit 0,5x TBE Puffer beflllt.

— 3.3 Auftragung der Proben und Elektrophore-

_

Auf das vorbereitete Gel wurden in die Geltaschen 20 pl

| —T der verdauten Proben aufgetragen. Im Gel sollten sich
klar geformte Banden bilden, wie in Abbildung 17 zu
sehen ist. Schliellich wurde die Gelapparatur an den
Strom angeschlossen und bei 120 V fur 45 min laufen
gelassen. Aufnahme und Auswertung des Gels wurde
mit Dunkelhaube DH-30/32 durchgefuhrt.

Abbildung 17. Gelapparatur mit aufge-

tragenen Proben am Gel.
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4 METHODEN DER ZELLKULTUR

4.1 Die Zellkultur

Alle Manipulationen von Saugetierzellen wurden ausschlieRlich in der Laminar Air Flow
durchgefiihrt. Vor jeder Anwendung wurde die Laminar grindlich mit Ethanol desinfiziert,
ebenso alle Gegenstande und Materialien die innerhalb der Laminar Air Flow verwendet
wurden. Nicht mehr benétigtes Zellmaterial wurde vor der Entsorgung mit Hexaquart dekon-

taminiert.
4.2 Auftauen von Zellen

Eine Phiole mit gefrorenen Zellen wurde ins Wasserbad bei 37°C zum Auftauen gestellt. Die
aufgetauten Zellen wurden mit 15 ml Wachstumsmedium in ein 50 ml Falcon Ubergeflhrt
und bei 412 x g flr 4 min zentrifugiert. Daraufhin wurde das Pellet mit 20 ml Wachstumsme-
dium resuspendiert und in eine 175 cm? Flasche Ubergefiihrt. Damit waren die Zellen bereit

zur Kultivierung.
4.3 Kultivierung von HEK-293 Zellen

Die Zellen wurden in einer 175 cm? Flasche mit 20 ml Wachstumsmedium bei 37°C und ei-
nem CO,-Gehalt von 5% im Zellinkubator kultiviert. Jeden zweiten bis dritten Tag wurden

die Zellen gesplittet.

Alle verwendeten Losungen wurden im Wasserbad bei 37°C mind. 20 min vor Verwendung

vorgewarmt.
4.4 Zellsplitten und Passagieren

Zuerst wurde das alte Wachstumsmedium aus der Kulturflasche entleert. Auf die Wand der
Flasche wurden 10 ml PBS zugegeben, kurz Uber die Zellen verteilt und wieder abgesaugt.
Zum Ablésen der Zellen wurden 3 ml Trypsin zugefligt und die Flasche fir drei Minuten bei
37°C inkubiert. Die Trypsination wurde mit vierfacher Menge an Wachstumsmedium ge-
stoppt und die Zellsuspension in einen Falcon Ubergefiuhrt. Es folgte die Zentrifugation mit-
tels Heraeus™ Multifuge™ fiir 4 min bei 412 x g. AnschlieRend wurde der Uberstand abge-
gossen und das Zellpellet in 10 ml frischem Wachstumsmedium resuspendiert. Im nachsten
Schritt wurden die Zellen mit dem Vi-Cell™ Zellzahler ausgezahlt, die gewlinschte Menge
an Zellensuspension in eine neue Kulturflasche tbergefihrt und mit Wachstumsmedium bis

zu einem Gesamtvolumen von 20 ml aufgefillt.
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5 LUCIFERASE REPORTERGEN ASSAY MIT HEK-293 ZELLEN

5.1

Durchfiihrung des Luciferase Reportergen Assays

Der Assay wurde in 5 Schritten durchgefuhrt (s. Abbildung 18):

1.

Splitten und Aussahen der HEK-293 Zellen
Transfektion der HEK-293 Zellen

Herstellung der Testsubstanz-Lésungen

. Aussaat der transfizierten HEK-293 Zellen in 96-well Platten

Messung und Auswertung des Luciferase Assays.

Tag 2. Tag 2.
3. Testsubstanzen 4. Aussaat in 96
Lésungen well Platten

Tag 1. Tag 2.
1. Splitten 2. Transfektion

Tag 3.
5. Messung

Abbildung 18. Luciferase Assay in fuinf Schritten.

5.2 Spezielle Bedingungen bei der Durchfihrung des Luciferase Reportergen

Assays

5.2.1 Splitten und Aussdhen der HEK-293 Zellen

Die gesplitteten Zellen wurden in eine Petrischale mittlerer Groe (& 10 cm) mit 10 ml

Wachstumsmedium und 3 x 10% Zellen ausgesat, und somit fir die Transfektion am nachs-

ten Tag vorbereitet. Parallel dazu wurde eine kleine Petrischale mit 2,5 ml und 1 x 10 Zellen

ausgesat, die nicht transfiziert wurden und als negative Kontrolle dienten.

5.2.2 Transfektion

Die HEK-293 Zellen wurden mit insgesamt 7,5 pg dreier verschiedener Plasmidmischungen

transfiziert;

1 TMq (PPARY + PPRE + EGFP im Verhaltnis 2:2:1)

2 TM:2 (RXRa + PPRE + EGFP im Verhaltnis 2:2:1)

3 TM; (RXRa + RXRE + EGFP im Verhaltnis 2:2:1).

Bestandteile einer Transfektionsmischung und die Reihenfolge der Pipettierung:
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1. H0,

2. Plasmide,

3. HBSund

4. CaCl; (tropfchenweise).

Fir die verwendeten Platten, mittlerer Grolze, wurden 750 pl der Transfektionsmischung

verwendet.

Die Konfluenz der Zellen ist bedeutsam und soll bei der Transfektion der HEK-293 Zellen bei

50-60% liegen. Die transfizierten Zellen wurden fir 6 Stunden inkubiert.
5.2.3 Herstellung von Testsubstanz- Losungen

Alle Testsubstanzen sind in DMSO gel6st, und wurden in einer Konzentration von 10 uyM

getestet.

Als Positivkontrolle diente Pioglitazon in der Konzentration von 5 uM fir TM1 (PPARy +
PPRE + GFP), wahrend fir TM2 (RXRa + PPRE + GFP) und TM3 (RXRa + RXRE + GFP)

Alitretinoin in der Konzentration von 5 yM benutzt wurde.
Fir jedes Experiment wurde als Negativkontrolle DMSO verwendet.

Zum Herstellen der Verdlinnungen wurde stripped Serum Medium verwendet. Alle Verdin-
nungen, die zum Einsatz kamen, wurden so hergestellt, dass alle Testsubstanzen- sowie
Kontrollverdinnungen dieselbe DMSO-Konzentration aufweisen. Aufierdem wurden die L6-
sungen in vierfach héherer Konzentration hergestellt, da sie im letzten Schritt des Experi-

mentes durch die Aussaat der HEK-293 Zellen vierfach verdinnt wurden.

Jeweils 50 pl der vorbereiteten Losungen wurden in der 96-well Platte pipettiert und auf 37°C
vorgewarmt. Jede Testsubstanz wurde in vier der 96 wells einer 96-well Platte getestet (s.
Abbildung 19).



Schema der Testsubstanzen- Pipettierung:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H
1 2 3 4

A | untransfiziert untransfiziert untransfiziert untransfiziert

B | Pio5uM Pio 5 uM Pio 5 uM Pio 5 uM

C |Ali5uM Ali 5 uM Ali 5 uM Ali 5 uM

D | DMSO DMSO DMSO DMSO

E | Testsubstanz 1 Testsubstanz 1 Testsubstanz 1 Testsubstanz 1
10 uM 10 uM 10 uM 10 uM

F | Testsubstanz 2 | Testsubstanz 2 | Testsubstanz 2 Testsubstanz 2
10 uM 10 uM 10 uM 10 uM

G | Testsubstanz 3 | Testsubstanz 3 | Testsubstanz 3 | Testsubstanz 3
10 uM 10 uM 10 uM 10 uM

H | Testsubstanz 4 | Testsubstanz 4 | Testsubstanz 4 | Testsubstanz 4
10 uM 10 uM 10 uM 10 uM
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Abbildung 19. Schema des Quadruplets einer 96 well Platte; Pio-Pioglitazon, Ali-Alitretinoin.

5.2.4 Aussaat der transfizierten HEK-293 Zellen in 96 well Platten

Sechs Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet. Da sich transfizierte Zellen
schwieriger vom Plattenboden ablésen, wurde zusatzlich zu jener, im Kapitel 4.4 beschrie-

benen Methode, der Boden der Petrischale nach der Behandlung mit Trypsin noch mehrmals
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mit Wachstumsmedium gespllt um eine hohere Ausbeute an Zellen zu erreichen. AuRerdem
wurden fur transfizierte Zellen 3 ml Trypsin zugegeben und fur 5 min im Inkubator bei 37°C
inkubiert. Nach der Zentrifugation bei 1 400 rpm und 4 min wurde der Uberstand abgegossen
und das Zellpellet in 10 ml stripped Serum Medium resuspendiert. Zwischen 0,6 und 1 ml
dieser Suspension wurde zur Zahlung benutzt. Mit den bei der Zahlung erhaltenen Werten
wurde in jedes well eine Verdinnung von 50 000 Zellen in 150 yl ausgesat. Dieses entspricht
der Zellkonzentration von 0,33 x 108 Zellen/ml Zellsuspension. Von den untransfizierten Zel-

len wurden 200 pl der Konzentration 0,25 x 108 Zellen/ml Zellsuspension ausgesét.

Die transfizierten HEK-293 Zellen mit den drei verschiedenen Transfektionsmischungen
wurden in eine 96-well Platte, wie unten in der Abbildung 20 zu sehen ist, ausgesat und fiir
18 Stunden inkubiert.

Pio Pio Pio Pio Pio Pio Pio Pio Pio Pio Pio Pio

Al Ali Ali Al Al Al Al Ali Al Al Al Al

D D D D D D D D D D D D

T1 T1 T1 T1 T1 T1 T1 T1 T1 T1 T1 T1

T2 12 T2 T2 12 T2 T2 12 T2 T2 T2 T2

T3 T3 T3 T3 T3 T3 T3 T3 T3 13 T3 T3

I @ M m O O W >»

T4 |T4 |T4 |T4 |T4 |14 |74 |74 |74 |T4 |T4 |T4

PPARy + PPRE + EGFP RXRa + PPRE + EGFP RXRa + RXRE + EGFP

Abbildung 20. Schema einer 96-well Platte mit 3 Transfektionsmischungen, (U-untransfizierte Zellen, Pio-
Pioglitazon, Ali-Alitretinoin, D-DMSO, T-Testsubstanz).

5.2.5 Messung und Auswertung des Luciferase Reportergen Assays

Nach 18-stlindiger Inkubation wurde das Medium aus der 96-well Platte vorsichtig mit einer
0,5-10 pl Pipettenspitze, die an das Vakuum angeschlossen ist, abgesaugt und die Platte bei

-80°C eingefroren.

Die Messung erfolgt mit dem Multiplattenlesegerat Tecan GENiosPro unter Verwendung von
XFluor GENiosPro Version V 4.63 Software. Die Tecan GENiosPro Messdaten sind in Ta-

bellen 28 und 29 zusammengefasst.

Vor der Messung muss die Maschine gereinigt und vorbereitet werden. Zur Messung der

Luciferaseaktivitat ist die Zugabe der beiden Reagenzien Luciferin und ATP notwendig.
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Um die 96-well Platte messen zu kénnen, wird das Luciferase Lyse Puffer benétigt, herge-

stellt aus;

4,8 ml H20,

1,2 ml 5 x Reporter Lyse-Puffer,
6 ul CoA 270 mM und

6 ulDTT 1 M.

In jedes well wurden 50 pl Luciferase Lyse Puffer mit einer elektronischen Pipette (Eppen-

dorf Research® pro) pipettiert. Die Platte wurde fir 10 min auf einen Plattenschuttler gestellt

und bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 40 pl der Zell Lyse Puffer Suspension

aus jedem well der transparenten 96-well Platte analog in eine schwarze 96-well Platte Gber-

geflhrt. Die schwarze Platte wurde fir eine Minute geschiittelt um eine gleichmafige Vertei-

lung der Flussigkeit zu erzielen und um Luftblasen zu entfernen. Im Anschluss konnte die

Platte vermessen werden.

GFP bezogene Fluoreszenz Messung

Measurement mode:
Excitation wavelength:
Emission wavelength:
Gain:

Number of reads:
Integration time:

Lag time:

Mirror selection:

Plate definition file:
Part of the plate:

Time between move and flash:

Fluorescence Top
485 nm
520 nm

Optimal

1000 ps

O us

Dichroic 3 (e.g.Fl)
GRE96fb.pdf
A1-H12

40 ms

Tabelle 28. GFP bezogene Fluoreszenz Messdaten.



Lumineszenz Messung
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Measurement mode :
Integration time (manual) :
Attenuation :

Plate definition file :

Part of the plate :

Time between move and integration :

Well kinetic number :

Well kinetic interval (minimal) :
Injector A volume :

Injector A speed :

Injector B volume :

Injector B speed :

Injection mode :

Luminescence
2000 ms
None
GRE96fb
A1-H12

50 ms

2020 ms
50 ul
200 pl/s
50 ul
200 pl/s

Standard

Tabelle 29. Lumineszenz Messdaten.

5.3 Datenanalyse:

Das Multiplattenlesegerat Tecan GENiosPro misst die relativen Intensitaten fur Lumineszenz

(LU) und Fluoreszenz (RFU). Die Lumineszenz entsteht durch die Luciferase- Reaktion (s.

Abbildung 21) bei der gebildete Luciferase mit im Uberschuss zugegebenem ATP und Luci-

ferin reagiert, wahrend das Fluoreszenzsignal von der Expression des EGPF-Plasmids

stammt und direkt ausgelesen werden kann.
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Abbildung 21. Vereinfachte Darstellung der Luciferase Reaktion; aus Luciferin und ATP entstehen mit

Hilfe des Enzyms Luciferase Oxyluciferin und Lumineszenz [29].

Die von untransfizierten Zellen erhaltenen Werte stellen den Hintergrund dar, dessen Mittel-

wert von allen anderen Werten auf der Platte abgezogen wird.

Pro Testsubstanz wurden so fir jede Testsubstanz, pro Platte, 4 Ergebnisse flir Lumines-

zenz und Fluoreszenz erhalten. Insgesamt wurde jede Testsubstanz mindestens auf 3 ver-

schiedenen Platten getestet.

Die Aktivitat der Testsubstanzen ergibt sich durch die Mittelwerte des Verhaltnisses der ein-

zelnen Lumineszenzsignale zu den einzelnen Fluoreszenzsignalen, normalisiert Uber die

erhaltenen Mittelwerte fUr die Negativkontrolle.

Mathematisch Iasst sich die Aktivitat der Testsubstanzen folgendermal3en beschreiben:

A — Aktivitat der Testsubstanz

L — Lumineszenz Mittelwert der Testsubstanz
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F — Fluoreszenz Mittelwert der Testsubstanz

D — Mittelwert der Lumineszenz dividiert durch Fluoreszenz der Negativkontrolle
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E. Resultate

1 HERGESTELLTE PLASMIDE FUR DEN LUCIFERASE REPORTERGEN AS-
SAY

Die fur die Transfektionsmischungen bendétigten Plasmide (PPARy, RXRa, PPARE, RXRE
und EGFP) wurden in E. coli propagiert und anschlieRend aufgereinigt (s. Kapitel Methoden
1.4). Mittels Plasmidrestriktion und Gelelektrophorese wurde die Identitat der Plasmide be-
statigt. In Abbildung 22 ist zu sehen, dass die Banden der hergestellten Plasmide (oberer
Teil der Abbildung) mit den Banden der Referenzplasmide (unterer Teil der Abbildung) tber-
einstimmen. AuRerdem wurden Giite und DNA-Konzentration der Plasmide spektrophoto-

metrisch ermittelt (s. Tabelle 30).

Plasmide Konz. Ao Azgo Az601280 Az260/320
(ng/pl)

PPARy 460,4 9,211 4,924 1,87 2,22

PPRE 358,2 7,164 3,816 1,88 2,23

RXRa 384,0 7,713 4,107 1,88 2,17

RXRE 352,1 7,031 3,738 1,88 2,22

EGFP 423,9 8,472 4,505 1,88 2,19

Tabelle 30. PPARy-, PPRE-, RXRa-, RXRE- und EGFP-Plasmidkonzentrationen und deren Absorptionswer-
te bei 260, 280 und 320 nm.

Abbildung 22. Elektrophoresegel der hergestellten

Hergestellte Plasmide

Plasmide im Vergleich zu Referenzplasmiden:

(1) 100 bp leader
(2) 1 kb leader
(3) EGFP

(4) PPARY

(5) PPARE

(6) RXRa

(7) RXRE

- Referenzplasmide |

™ o e e

(1) (2) B)4)(3) (6) (7)

Das Absorptionsverhaltnis Azso/Azgs0, angefiihrt in Tabelle 30, zeigte dass alle Plasmide eine

hohe Reinheit aufweisen.
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2 RESULTATE DER LUCIFERASE REPORTERGEN ASSAYS MIT HEK-293
ZELLEN

Insgesamt wurden 23 synthetische und semisynthetische Neolignanderivate in HEK-293 Zel-
len mit einem Luciferase Reportergen Assay auf ihre Aktivitat gegentiber PPARy und RXRa
getestet. Alle Derivate wurden in einer Konzentration von 10 yM untersucht, da sich diese
Konzentration in vorherigen Untersuchungen verschiedener Naturstoffextrakte bewahrt hat
[18]. Verwendete Substanzen waren als in DMSO geldsten sogenannten stock solutions ver-
fligbar. Die Konzentrationen dieser stock solutions betrugen fiir Pioglitazon 5 mM, fiir Alitre-
tinoin 30 mM und fiir die getesteten Neolignanderivate zwischen 25 und 35 mM. Die DMSO-
Konzentration variierte zwischen den einzelnen Experimenten, je nach verwendeter Verdin-
nung mit hochstem Anteil an DMSO und lag zwischen 0,1-0,4%. Im Folgenden angefuhrte
Ergebnisse zeigen den Mittelwert des RFU/RLU-Quotienten, der bereits Background redu-
ziert und auf die DMSO-AKktivitat normalisiert wurde. Die Luciferase Reportergen Assays er-
folgten mit drei Transfektionsmischungen TM; (PPARy + PPARE + EGFP), TM2 (RXRa +
PPARE + EGFP) und TM3 (RXRa + RXRE + EGFP).

2.1 Aktivierung von PPARYy durch Pioglitazon

Der auch klinisch verwendete volle PPARy-Agonist Pioglitazon wurde in mehreren Konzent-
rationen (30 uM, 10 pM, 3 uM, 1 uM, 0,3 uM und 0,1 uM) mit zwei Transfektionsmischungen
TM4 und TM; getestet (s. Abbildung 23).

*k%k
*k%
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RLU/RFU DMSO norm.
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Abbildung 23. Aktivitit des PPARy-Agonisten Pioglitazon in den Konzentration 0,1-30 pM. Pio-
Pioglitazon, A: TMs (PPARy + PPARE + EGFP), B: TM: (RXRa + PPARE + EGFP). Die Signifikanz wurde
mit Ordinary one-way ANOVA (Bonferroni's multiple comparisons test) beurteilt; * bei p < 0,05, ** bei p <
0,01 und *** bei p < 0,001, ns-nicht signifikant.



RESULTATE

Die hochste Aktivitat zeigten die Konzentrationen von 1 bis 3 yM. AuRerdem wurden Kon-
zentrationen von 0,05-5 pM getestet (s. Abbildung 24) um die Effekte mit vorhergehenden
Experimenten zu vergleichen. Schliel3lich wurde 5 pM als Konzentration fir alle drei Trans-
fektionsmischungen gewahlt und getestet (s. Abbildung 25). Auch bei den Neolignanexpe-

rimenten wurde Pioglitazon als positive Kontrolle in der Konzentration von 5 uM verwendet.
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Abbildung 24. Aktivitait des PPARy-Agonisten Pioglitazon in den Konzentration 0,05 -5 pM. Pio-
Pioglitazon, A: TM1 (PPARy + PPARE + EGFP), B: TM2 (RXRa + PPARE + EGFP). Die Signifikanz wurde
mit Ordinary one-way ANOVA (Bonferroni's multiple comparisons test) beurteilt; * bei p < 0,05 und *** bei
p < 0,001, ns-nicht signifikant.

n=20

*k%k

8-

RLU/RFU DMSO norm.

DMSO Pio5pyMA Pio5pMB Pio5uMC

Abbildung 25. Aktivitidt des PPARy-Agonisten Pioglitazon in der Konzentration von 5 uM. Pio-Pioglitazon,
A: TM4 (PPARY + PPARE + EGFP), B: TMz2 (RXRa + PPARE + EGFP), C: TMs (RXRa + RXRE + EGFP). Die
Signifikanz wurde mit Ordinary one-way ANOVA (Bonferroni's multiple comparisons test) beurteilt; *** bei

p < 0,001, ns-nicht signifikant.
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2.2 Aktivierung von RXRa durch Alitretinoin (mit TM2)

Um die Aktivierung von RXRa zu Uberprifen wurde das in der Literatur als voller RXRa-
Agonist beschriebene Alitretinoin (9 cis-Retinoidsaure) verwendet und in einer Konzentration
von 5 und 10 uM getestet. Alitretinoin wurde mit Transfektionsmischungen TM; und TM: ge-
testet. Wie die Abbildung 26 zeigt, ist die Aktivitat von Alitretinoin bei Verwendung von TM1
deutlich niedriger. Die Plateaukonzentration fir die RXRa-Modulation liegt zwischen 5 uyM

und 10 pM. Fir das Screening der Neolignanderivate wurde eine Konzentration von 5 uM

benutzt.
n=
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Abbildung 26. Alitretinoin und deren Effekt auf RXRa- und PPARy-Rezeptoren. A: TM1 (PPARy + PPARE +
EGFP), B: TM2 (RXRa + PPARE + EGFP). Die Signifikanz wurde mit Ordinary one-way ANOVA (Bonferro-

ni's multiple comparisons test) beurteilt; *** bei p < 0,001, ns-nicht signifikant.

2.3 Aktivierung von RXRa durch Alitretinoin (mit TMs)

Wie bereits in der Einleitung erlautert, binden RXRa-Homodimere an RXRE. Alitretinoin wur-
de in einer Konzentration von 5 yM getestet. In Abbildung 27 ist das Ausmal} der RXRE-

vermittelten Transaktivierung bei TMs im Vergleich zu TM1sowie DMSO dargestellt.
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Abbildung 27. Alitretinoin und deren RXRa-Aktivitat. C: TMs (RXRa + RXRE + EGFP) zeigt deutlichen Un-
terschied gegeniiber A: TM: (PPARy + PPARE + EGFP) und DMSO. Die Signifikanz wurde mit Ordinary

one- way ANOVA (Bonferroni's multiple comparisons test) beurteilt; *** bei p < 0,001, ns-nicht signifikant.

2.4 Untersuchung von Neolignanderivaten auf die PPARy-Aktivitat

Die Neolignanderivate wurden nach ihrer Herkunft in zwei Gruppen aufgeteilt; synthetische
und semisynthetische Derivate. Die Ergebnisse der Experimente sind nach Gruppe der Deri-
vate und Art der Transfektionsmischung unterteilt. Die Derivate wurden auf ihre PPARy Akti-
vitat mittels Luciferase Reportergen Assays, indem HEK-293 Zellen mit PPARy, PPARE und
EGFP im Verhaltnis 2:2:1 transfiziert wurden, untersucht. Pioglitazon in 5 yM Konzentration

wurde als positive Kontrolle und DMSO als negative Kontrolle verwendet.

2.41 Synthetische Neolignanderivate und deren PPARy-Aktivitat

Zehn synthetische Neolignanderivate, zur Verfligung gestellt von der TU Wien (Arbeitsgrup-
pe Mihovilovic, Institut flir Angewandte Synthesechemie), wurden wie oben beschrieben ge-

testet und die Ergebnisse in Abbildung 28 zusammengefasst.
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Abbildung 28. Darstellung der PPARy-Aktivitat von 10 synthetischer Neolignanderivaten (Probennum-
mern; 2279-2288) mit TM1 (PPARy + PPARE + EGFP). Die Signifikanz wurde mit Ordinary one-way ANOVA

(Bonferroni's multiple comparisons test) beurteilt; *** bei p < 0,001, ns-nicht signifikant.

2.4.2 Die PPARYy-Aktivitat der semisynthetischen Neolignane

13 semisynthetische Neolignanderivate erhalten von Dr. Wolfgang Schuehly (Karl-Franzens
Universitat Graz, Institut fir Pharmazeutische Wissenschaften) wurden getestet. Einige von
ihnen zeigten hohere Aktivitdten im Vergleich zu den synthetischen Neolignanderivaten wie
in Abbildung 29 ersichtlich ist.
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Abbildung 29. Darstellung der PPARy-Aktivitat; 13 partialsynthetischer Neolignanderivate 727-730 und
752 —-760 mit TM1 (PPARy + PPARE + EGFP). Die Signifikanz wurde mit Ordinary one-way ANOVA (Bonfer-

roni's multiple comparisons test) beurteilt; ** bei p < 0,01, *** bei p < 0,001, ns-nicht signifikant.
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2.5 Untersuchung von Neolignanderivaten auf RXRa-Aktivitat (bei TMz)

Von besonderem Interesse war zu testen, ob unter den PPARy-Agonisten auch einige im
Stande sind RXRa zu modulieren. Dazu wurden die Neolignanderivate mit RXRa, PPARE
und EGFP transfizierten Zellen (im Verhaltnis 2:2:1) getestet. Nach den durchgefuhrten Luci-
ferase Reportergen Experimenten zeigten sich einige Derivate als duale Modulatoren, ande-
re Derivate ohne PPARYy-Aktivitat zeigten aber eine Aktivitat am RXRa. Der Luciferase Assay
wurde mit Alitretinoin in der Konzentration von 5 yM als positive Kontrolle und DMSO als

negative Kontrolle durchgeflihrt.

2.5.1 Synthetische Neolignanderivate und deren RXRa-Aktivitat

Die Ergebnisse der synthetischen Derivate 2279-2288 sind in Abbildung 30 zu sehen. Deri-
vate 2281, 2284, 2285, 2287 und 2288 zeigen eine RXRa-modulierende Aktivitat Uber
PPARE.
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Abbildung 30. Darstellung der RXRa-Aktivitdt; 10 synthetischer Neolignanderivate; 2279-2288 mit TM:
(RXRa + PPARE + EGFP). Signifikanz wurde mit Ordinary one-way ANOVA (Bonferroni's multiple compar-

isons test) beurteilt; *** bei p < 0,001, ns-nicht signifikant.

2.5.2 Die RXRa-Aktivitat der semisynthetischen Neolignane

Die partialsynthetische Derivate 727-730 und 752-760 getestet wie im Kapitel 2.5 beschrie-
ben, sind in Abbildung 31 zu sehen. Die Derivate 727, 728, 752, 753 und 758 zeigen eine
RXRa-modulierende Aktivitat tber PPARE.
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Abbildung 31. Darstellung der RXRa-Aktivitdt; 13 partialsynthetischer Neolignanderivate 727-730 und
752-760 mit TM2 (RXRa + PPARE + EGFP). Die Signifikanz wurde mit Ordinary one-way ANOVA (Bonfer-

roni's multiple comparisons test) beurteilt; ** bei p < 0,01, *** bei p < 0,001, ns-nicht signifikant.

2.6 Untersuchung von Neolignanderivaten auf RXRa-Aktivitat (bei TMs)

Die RXRa-Modulatoren zeigten in Experimenten mit TM2 (RXRa + PPARE + EGFP) eine
PPARE-vermittelte Transaktivierungsaktivitat vergleichbar mit der RXRE-vermittelten Trans-
aktivierungsaktivitat bei der TMs (RXRa + RXRE + EGFP). RXRa-Agonisten aktivieren die
RXRa und fuhren zur RXRa-RXRa-Homodimer Bildung. In weiterer Folge binden diese Ho-
modimere an die RXR-Response Elemente was in weiterer Folge zur Transkription von Luci-
ferase fuhrt. Hierflir wurden die HEK-293 Zellen mit RXRa, RXRE und EGFP im Verhaltnis
2:2:1 transfiziert. Bei den Luciferase Assays durchgefihrt mit TMs; wurde 5 uM Alitretinoin als

positive- und DMSO als negative Kontrolle verwendet.

2.6.1 Synthetische Neolignanderivate und deren RXRa-Aktivitat

Von den 10 synthetischen Neolignanderivaten zeigten die RXRa-Modulatoren 2281, 2284,
2285, 2287 und 2288 auch eine RXRa-modulierende Aktivitat iber RXRE (s. Abbildung 32).
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Abbildung 32. Darstellung der RXRa-Aktivitat; 10 synthetischer Neolignanderivate 2279-2288 mit TMs
(RXRa + RXRE + EGFP). Die Signifikanz wurde mit Ordinary one way ANOVA (Bonferroni's multiple com-

parisons test) beurteilt; *** bei p < 0,001, ns-nicht signifikant.

2.6.2 Semisynthetische Neolignane und deren RXRa-Aktivitat

In Abbildung 33 zeigten von den 13 semisynthetischen Derivaten, getestet nach Bedingun-
gen wie im Kapitel 2.6 beschrieben, die Substanzen 727, 728, 752,753 und 758 eine RXRa-
modulierende Aktivitat iber RXRE.
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Abbildung 33. Darstellung der RXRa-Aktivitat; 13 partialsynthetischer Neolignanderivate 727-730, 752—
760 mit TMs (RXRa + RXRE + EGFP). Die Signifikanz wurde mit Ordinary one-way ANOVA (Bonferroni's

multiple comparisons test) beurteilt; ** bei p < 0,01, *** bei p < 0,001, ns-nicht signifikant.
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3 VERGLEICH VON RXRa-AGONISTEN UND DEREN TRANSAKTIVIERUNGS-
AKTIVITAT IN ABHANGIGKEIT VOM RESPONSE ELEMENT (PPARE UND
RXRE)

In den Abbildungen 34 und 35 sind die Ergebnisse der Neolignanderivate mit ihren Aktivita-
ten in den Experimenten mit den Transfektionsmischungen TM, und TM3 angefiihrt. Semisy-
nthetische Neolignane sind in der Abbildung 34 und die vollsynthetischen in Abbildung 35
zusammengefasst. Eine ausgepragtere PPARE- vermittelte Transaktivierungsaktivitat zeig-
ten Honokiol, Substanzen 752 und 2284, wahrend Magnolol, Substanzen 753, 2281, 2285

eine ausgepragtere RXRE-vermittelte Transaktivierungsaktivitat zeigten.
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Abbildung 34. PPARE- und RXRE- vermittelte Transaktivierungsaktivitaten der Neolignanderivate 727-730
und 752-760.
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Abbildung 35. PPARE- und RXRE-vermittelte Transaktivierungsaktivitaten der Neolignanderivate 2279-
2288.
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4 UBERBLICK ALLER GETESTETEN NEOLIGNANDERIVATE

In der Abbildung 36 sind alle Ergebnisse der Neolignanderivate, die mit den drei Transfekti-

onsmischungen getestet wurden, zusammengefasst. Uber die einzelnen Modulatoren ist

mehr im Kapitel Diskussion angefuhrt (die systemischen Bezeichnungen und chemischen

Strukturen der getesteten Neolignane befinden sich im Anhang Kapitel 1 und 2).
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10 uM

2279 10 uyM

760 10 uyM

Bl PPARgamma + PPARE

759 10 uM I RXRalpha + PPARE

758 10 uM

I RXRalpha + RXRE

757 10 uM

756 10 uM

75510 uM

754 10 uyM

753 10 uM

752 10 uM

730 10 uM

729 10 uM

728 10 uyM

727 10 uM
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Ali 5 uM
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Abbildung 36. Uberblick aller 23 Neolignanderivate und ihre PPARy- und RXRa-Aktivititen. Dargestellt
sind deren mittlere RLU/RFU-Werte, die Background reduziert und auf DMSO Aktivitat normalisiert wur-

den.

Die Ergebnisse stammen von Daten dreier unabhdngig durchgefiihrter Experimente.
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F. DISKUSSION

1 LUCIFERASE REPORTERGEN ASSAY

Die HEK-293 Zelllinie kam durch die Vorteile, die sie fur den Luciferase Reportergen Assay
bietet, zum Einsatz. HEK-293 Zellen sind einfach zu kultivieren und handzuhaben. Gegen-
Uber Transfektionen zeigten sie keinen grof3en Stress und nehmen die Plasmide gut auf.
Die auf Calciumphosphat basierende Transfektion zeigte im Vergleich zu Fugene® HD-
basierender Transfektion héhere Effizienz [18]. Alle Verdinnungen enthielten DMSO in der

Konzentration 0,1-0,4%, die keinen Effekt auf die Luciferase Aktivitat gezeigt hatte [18].
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2 UNTERSUCHUNGEN VON NEOLIGNANDERIVATEN AUF DEREN POTENTI-
AL ZUR PPARY-MODULATION

Die fold activation (RLU-/RFU-Werte normalisiert auf RLU-/RFU-Werte von DMSO) von Piog-
litazon betragt 5,98 fold (von 20 unabhangigen Experimenten). Stellt man die fold activation
von Pioglitazon gleich 100%, betragt die DMSO Aktivitat 16,72% der durchschnittlichen fold
activation von Pioglitazon. Vergleicht man die Aktivitdten der Derivate (normalisiert auf

DMSO) mit der Aktivitat von Pioglitazon, ergibt sich folgende Gruppierung:

Aktivitat in % < 16,72%—Derivat zeigt keine Modulation,
Aktivitat in % zwischen 25 — 30%—Derivat zeigt geringe Modulation,
Aktivitat in % zwischen 30 — 50%—Derivat zeigt moderate Modulation,

Aktivitat in % > 50%—Derivat zeigt starke Modulation.

Die getesteten Neolignane umfassen 10 synthetische und 13 partialsynthetische Derivate.
Die synthetischen Derivate von der TU Wien zeigten ausschlielllich keine bzw. nur geringe
PPARy-Modulation. Die héchste Aktivitat der synthetischen Derivaten zeigte die Substanz
2281 mit einer fold activation von 1,57, was nur 26% der durchschnittlichen Aktivitat von Pi-
oglitazon entspricht. Im Gegensatz dazu zeigten bei den partialsynthetischen mehrere Deri-
vate eine PPARy-Modulation; Magnolol, Honokiol, Dieugenol, Tetrahydrodieugenol, sowie
die Proben mit den Nummern; 752, 753, 754, 755, 758 und 759. In der Tabelle 31 sind die

PPARy-Aktivitaten der zehn partialsynthetischen Derivate prozentuell angegeben.

Derivate Aktivitat in % bezogen auf PioA
Magnolol 443
Honokiol 26,4
Dieugenol 59,7
Tetrahydrodieugenol 60,4
752 35,0
753 51,8
754 51,0
755 27,4
758 28,3
759 28,6

Tabelle 31. Partialsynthetische Derivate und deren Aktivitat in % bezogen auf PioA-Pioglitazon Aktivitat
als 100%.
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Durch die Strukturanalyse der partialsynthetischen und synthetischen Derivate kommt man
zur Schlussfolgerung, dass die partialsynthetischen Derivate die Grundstruktur von 2x Ce-Cs
Einheiten beibehalten haben, wahrend bei den synthetischen die Propyl- bzw. Propylengrup-
pen an einem der beiden Benzenringe fehlt. Dieses kdnnte erklaren wieso die synthetischen

Derivate keine oder nur geringe PPARy-Rezeptor Modulation zeigten.

Die Substanz 760 als partialsynthetisches Derivat zeigte ebenso geringe PPARy Modulation
wie die synthetischen Derivate. Die Gemeinsamkeit aller dieser Substanzen ist das Fehlen
der Cs-Seitenkette(n). Wahrend bei der Substanz 760 beide Propylgruppen mit zwei Hydro-
xyethyl-Gruppen substituiert wurden, sind die vollsynthetischen Derivate strukturell diversifi-

zierter.

Die hochste Aktivitat gegenliber PPARYy zeigten Tetrahydrodieugenol (730) und Dieugenol
(729), auller ihnen gehoéren noch die Substanzen 753 und 754 zu den starken Modulatoren.
Magnolol (727) und Substanz 752 zeigten sich als moderate Modulatoren wahrend Honokiol
(728), und die Substanzen 758 sowie 759 zu den Derivaten mit geringer Modulationsfahig-
keit von PPARYy gehdren (s. Abbildung 37).

io 730 729 753 754 7

Abbildung 37. PPARy-Aktivitat der partialsynthetischen Neolignane nach Intensitat. Pio-Pioglitazon (zur
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Beschreibung der Saulenfarben s. Abbildung 38)
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Abbildung 38. Kennzeichnung der Modulatoren. Dunkelblau-starke-, blau-moderate-, hellblau-schwache

Modulatoren.

Die Affinitdt von Magnolol, Dieugenol und Tetrahydrodieugenol zur PPARYy-Liganden bin-
dender Domane (LBD) wurde zu einem friiheren Zeitpunkt vor dieser Arbeit schon durch
Lanthascreening-Experimente gezeigt. Dieugenol und Tetrahydrodieugenol zeigten in
diesen Experimenten, sogar eine hohere Affinitat zur LBD als Pioglitazon. Weiter wurde
im Rahmen dieser Studie erkannt, dass Dieugenol und Tetrahydrodieugenol selektiv an
PPARYy binden, also keine Bindung an die LBD von PPARa oder PPARB/& zu beobach-
ten war. Magnolol, hingegen aktiviert aul’er PPARy noch PPAR/3, jedoch in héheren
Konzentrationen. Die hdhere Aktivitdt von Dieugenol und Tetrahydrodieugenol im Ver-
gleich zu Magnolol Iasst sich durch mehr Interaktion mit der LBD erklaren, wie in Moleku-

lar Docking-Studien festgestellt wurde [18].
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3 UNTERSUCHUNGEN VON NEOLIGNANDERIVATEN AUF DEREN POTENTI-
AL ZUR RXRa-MODULATION (BEI TM2)

Die synthetischen Derivate zeigten keine bzw. nur geringe PPARy-Modulation. Allerdings
zeigten funf von den zehn Derivaten (2281, 2284, 2285, 2287 und 2288) RXRa-Modulation.
In Tabelle 32 ist deren Aktivitat in % dargestellt, bezogen auf die Aktivitat von Alitretinoin als
100%.

Derivate Aktivitat in % bezogen auf AliA
2281 45,4
2284 72,1
2285 211
2287 41,5
2288 28,2

Tabelle 32. Synthetische Derivate und deren RXRa-Aktivitat in % bezogen auf die Aktivitat von Alitretinoin
(AliA-Alitretinoin Aktivitat).

In Abbildung 39 sind die Derivate nach Aktivitat gereiht. Substanz 2284 gehért zu den star-
ken RXRa-Modulatoren, die Substanzen 2281 und 2287 zu den moderaten Modulatoren,

wahrend Substanzen 2285 und 2288 zu den Derivaten mit geringerer Modulation z&hlen.
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Abbildung 39. RXRa-Aktivitidt der Substanzen 2281, 2284, 2285, 2287 und 2288 in %, bezogen auf die Akti-

vitdt von Alitretinoin als 100% (zur Beschreibung der Saulenfarben s. Abbildung 42).

Unter den partialsynthetischen Neolignanen zeigten 10 von 13 eine PPARy-Modulation, aber
nur funf von ihnen eine RXRa-Modulation. Vier von diesen Substanzen sind duale Agonisten;

Magnolol, Honokiol, Substanz 752 sowie 753. Substanz 758 zeigte nur eine geringe RXRa-
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Aktivitdt. Die prozentuellen Aktivitdten, der aktiven RXRa-Modulatoren, sind in Tabelle 33

zusammengefasst.

Derivate Aktivitat in % bezogen auf AliA
Magnolol 40,50

Honokiol 86,91

752 67,84

753 25,25

758 16,84

Tabelle 33. Semisynthetische Derivate und deren RXRa-Aktivitadt in % bezogen auf die Aktivitat von Alitre-

tinoin als 100% (AliA-Alitretinoin Aktivitat).

Honokiol zeigte eine sehr starke RXRa-Modulation, dessen Intensitat vergleichbar mit der

positiven Kontrolle Alitretinoin ist. Auch Substanz 752 zeigte starke Modulation, Magnolol mit

40,5% eine moderate Modulation, wahrend die Substanzen 753 und 758 zu Modulatoren mit

geringer Modulation zahlen (dargestellt in Abbildung 40).
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Alitretinoin

Honokiol

752

Magnolol 753 758

Abbildung 40. RXRa-Aktivitat der Substanzen Magnolol, Honokiol, 752, 753 und 758 in %, bezogen auf die
Aktivitat von Alitretinoin als 100% (zur Beschreibung der Saulenfarben s. Abbildung 42).

Von allen im Rahmen dieser Arbeit, getesteten synthetischen und partialsynthetischen Deri-

vaten zeigte Honokiol die starkste RXRa-Modulation von 86,91%. Die ausgepragte RXRa

Aktivitat von Honokiol im Vergleich zu Magnolol wurde bereits beschrieben [54]. Alle Derivate

mit RXRa-Aktivitat, getestet mit TM,, sind in Abbildung 41 zusammengefasst.
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Abbildung 41. RXRa-Aktivitit von 10 synthetischen und partialsynthetischen Derivate, dargestellt in %,

bezogen auf die Aktivitat von Alitretinoin als 100% (zur Beschreibung der Saulenfarben s. Abbildung 42).
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Abbildung 42. Kennzeichnung der Modulatoren. Rot-starke-, rosa-moderate-, hell rosa-schwache Modula-

toren.

3.1 RXRa- Homodimere bei Transfektionsmischung 2

Bei der Transfektionsmischung 2 liegt ein Spezialfall vor. Die HEK-293 Zellen wurden hier
mit RXRa- und PPARE-Plasmiden transfiziert. Wie schon in der Einleitung ausfihrlich be-
schrieben, setzen PPARy-RXRa-Heterodimere die PPARE-Transkription in Gang. Der Level
an endogenen PPARYy sollte zu niedrig sein, um hohe fold activation zu zeigen wie Ergebnis-
se der Experimente mit dieser Transfektionsmischung zeigen (s. Kapitel 3 und 4 der Resulta-
te). Vergleicht man die fold activations der genannten Modulatoren bei den dreien Transfek-
tionsmischungen kommt man zur Schlussfolgerung, dass sie bei TM2 und TM3s annahernd
gleich sind, im Gegensatz zu TM; bei der die fold activations um ca. das 10-40fache geringe-
rer sind. Neben den PPARy-RXRa-Heterodimeren sind es auch die RXRa-Homodimere die
an der PPARE-vermittelten Transaktivierung beteiligt sind. Im welchen AusmaR jeder von

diesen Rezeptorkomplexen beteiligt ist, bleibt noch festzustellen.
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4 UNTERSUCHUNG DER NEOLIGNANDERIVATE AUF DEREN POTENTIAL
ZUR RXRa-MODULATION (BEI TMs)

RXRa- Modulatoren binden und aktivieren RXRa-Proteine die exogen durch RXRa-Plasmide

zugefuhrt wurden. Diese dimerisieren zu RXRa-RXRa-Homodimeren und binden zuletzt an
RXRE. Die Derivate zeigten unterschiedliche Aktivitat in Bezug auf die PPARE- und RXRE-
abhangige Transaktivierung. In der Tabelle 34 ist die RXRa-Aktivitat der synthetischen Neo-

lignane bei TM3 angeflhrt.

Derivate Aktivitat in % bezogen auf AliA
2281 82,97
2284 40,83
2285 93,64
2287 52,46
2288 38,37

Tabelle 34. Synthetische Derivate und deren RXRa-Aktivitit bei (bei TMs) in % bezogen auf AliA- Alitre-
tinoin Aktivitat als 100%.

Die Substanz 2285 mit der Aktivitat von 93,64% erreicht fast den Wert der positiven Kontrolle
Alitretinoin. Zu den starken Modulatoren zahlen auch 2281 mit 82,97% und 2287 mit 52,46%
der Aktivitat der Positivkontrolle. Die Substanzen 2284 und 2288 gehdren zu den moderaten
Modulatoren (s. Abbildung 43).
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Abbildung 43. RXRa-Aktivitat (bei TMs) der Substanzen 2281, 2284, 2285, 2287 und 2288 in %, bezogen auf

Alitretinoin Aktivitat als 100% (zur Beschreibung der Saulenfarben s. Abbildung 46).
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Die RXRa-Aktivitat der semisynthetischen Neolignane bei TMs ist in Tabelle 35 angefuhrt.

Derivate Aktivitat in % bezogen auf AliA
Magnolol 82.41
Honokiol 51,52
752 51,75
753 67,20
758 20,52

Tabelle 35. Partialsynthetische Derivate und deren RXRa-Aktivitit (bei TM3) in % bezogen auf AliA-
Alitretinoin Aktivitat als 100%.

Bei den partialsynthetischen Neolignanen zeigten sogar vier von den funf RXRa-Modulatoren
eine starke RXRa-Modulation. Zu ihnen gehdren Magnolol mit der hochsten Aktivitat von
82,4%, weiters Substanz 753 mit 67,2%, Honokiol und Substanz 752 mit ca. gleicher Aktivi-
tat von 51,5%. Die Substanz 758 als schwacher RXRa-Modulator zeigte auch hier eine ge-
ringe Modulation von 20,5% (s. Abbildung 44).
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Abbildung 44. RXRa-Aktivitat (bei TMs) der Substanzen Magnolol, Honokiol, 752, 753 und 758 in %, bezo-
gen auf Alitretinoin Aktivitat als 100% (zur Beschreibung der Saulenfarben s. Abbildung 46).

Von allen getesteten synthetischen und partialsynthetischen Derivaten zeigte die Substanz
2285 die starkste RXRa-modulierende Aktivitat Gber RXRE. Alle getestete Derivate die eine
RXRa-Aktivitat bei der TM3 zeigten sind im Abbildung 45. zusammengefasst.
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Abbildung 45. RXRa-Aktivitat (bei TM3) von 10 synthetischen und partialsynthetischen Derivate, darge-

stellt in %, bezogen auf Alitretinoin Aktivitdt als 100% (zur Beschreibung der Saulenfarben s. Abbildung

46).

» starke Modulatoren

* moderate Modulatoren

» schwache Modulatoren

Abbildung 46. Kennzeichnung der Modulatoren. Dunkelgriin-starke-, hellgriin-moderate-, lila-schwache

Modulatoren.
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5 RXRa-AKTIVITAT DER NEOLIGNANE IN ABHANGIGKEIT VON PPARE- UND
RXRE-VERMITTELTEN TRANSAKTIVIERUNG

Im Kapitel 3 der Resultate sind die Aktivitaten der Neolignane in Abhangigkeit von PPARE-
und RXRE-vermittelten Transaktivierung angefiihrt worden und durch ihre fold aktivations
dargestellt. Hier, in Abbildung 47 sind deren Aktivitdten in % dargestellt. Werte der Alitre-
tinoin Aktivitaten, fur jede der beiden Transfektionen (TM2 und TMs) wurden gleich 100%

gesetzt.
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Abbildung 47. PPARE- und RXRE-vermittelte Transaktivierungsaktivititen der Neolignane. Blaue Sau-
len-Aktivitat der Derivate in % bei Transfektion mit TM2 (RXRa + PPARE + EGFP). Rote Saulen-Aktivitit
der Derivate in %, bei der Transfektion mit TM3 (RXRa + RXRE + EGFP).

In Abbildung 47 zeigen blaue Saulen RXRa-modulierende Aktivitaten einzelner Neolig-
nanderivate uber PPARE. Zu Derivaten die eine starkere PPARE-vermittelte Transaktivie-
rungsaktivitdt zeigen, gehdren Honokiol mit hochster Aktivitat und die Substanzen 752 und
2284. Rote Saulen zeigen RXRa-modulierende Aktivitaten Uber RXRE. Im Vergleich zu den
blauen Saulen ist es eindeutig das die Mehrheit der hier angeflihrten Neolignanderivate eine
RXRE-vermittelte Transaktivierung bevorzugt; Derivat 2285 als Leiter, sowie Magnolol, Deri-
vate 753, 2281, 2287 und 2288. Der Derivat 758 zeigte geringe aber nahezu gleiche Trans-

aktivierungsaktivitat zu beiden Response Elementen.

Interessanterweise wurde in der Studie ,Molekular Determinants of Magnolol Targeting Both
RXRa and PPARYy* [107], Magnolol als dualer Agonist beschrieben, der keine RXRa-
modulierende Aktivitat Uber RXRE bewirkt. Dieser Befund steht nicht in Einklang mit den
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Ergebnissen dieser Arbeit, da Magnolol ein Ligand von RXRa ist, folgt die Bildung von
RXRa-RXRa-Dimeren. Wie im Kapitel 3.2 der Einleitung beschrieben, bindet das RXRa-
Homodimer an RXRE. Durchgeflhrte Experimente (s. Kapitel 2.6.2 der Resultate) zeigten
eine RXRa-modulierenede Aktivitat tber RXRE. In den im Rahmen dieser Arbeit durchge-
fihrten Experimenten ist eindeutig zu sehen, dass Magnolol sogar eine starkere RXRE-

vermittelte Transaktivierungsaktivitat zeigt.
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6 AKTIVE NEOLIGNANE UND DEREN BEDEUTUNG

Von insgesamt 23 Derivaten wurden 14 als aktive Neolignanderivate identifiziert. Vier zeigten
nur PPARy-Modulation und zehn RXRa-Modulation wobei von diesen zehn, sechs duale
Agonisten sind. Welchen von diesen Modulatoren der Vorzug bezlglich weiteren Charakteri-
sierungsstudien zu geben ist, bleibt noch festzustellen. Interessant ware auf jeden Fall zu
klaren welche pharmakologischen Eigenschaften diese Derivate in in vitro Experimenten
zeigen. Weiter ist es zweifellos von Interesse in Folgestudien Selektivitat bzw. Affinitat zu

anderen nuklearen Rezeptoren zu klaren.

In der wissenschaftlichen Literatur gibt es deutliche Hinweise darauf, dass Modulatoren von
PPARy und RXRa, vor allem als duale Agonisten, Hoffnungstrager neuer Wirkstoffe sind, die
in nadherer Zukunft ihre klinische Anwendung finden kdnnten. Bereits jetzt gibt es mehrere
klinische Studien, die erfolgversprechende Ergebnisse bei Kombinationstherapien mit
PPARYy- und RXRa-Agonisten gezeigt haben [5, 85, 94.98].

Ein Uberblick aller 14 aktiven Neolignane je nach Art und Intensitat ihrer Modulation ist in der
Tabelle 36 angefuhrt.

Neolignane | PPARYy- RXRa- PPARE- RXRE-
Modulation | Modulation | vermittelte vermittelte
+++ | ++ | + | +++ | ++ | + | Transaktivierung | Transaktivierung

Magnolol X X X

Honokiol X| X X

Dieugenol X X

THDE X X

752 X X X

753 X X X

754 X X

758 X X X

759 X X

2281 X X X

2284 X X

2285 X X

2287 X X

2288 X X

Tabelle 36. Uberblick aller aktiven Neolignane als PPARy-, RXRa- oder duale Agonisten. +++-starke-, ++-

moderate-, +-schwache Modulation. THDE- Tetrahydrodieugenol. Ein X steht fiir zutreffende Eigenschaft.
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2 SYNTHETISCHE NEOLIGNANDERIVATE

DNTI Chemische Struktur und IUPAC- Nomenklatur
Molekulargewicht

2279 — ————— 5-allyl-[1,1"-biphenyl]-2-ol

LQ @
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2282 o 5-allyl-4'-methoxy-[1,1"-
=9 J biphenyl]-2-ol
A 240.89 g.mol”
_____ S
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- OH -
2284 5-allyl-3'-nitro-[1,1'-
§ <\ biphenyl]-2-ol
No2 255.27 g.mol’

2285 — = 5-allyl-4"-nitro-[1,1'-
\\_§ /SQ} NO; biphenyl]-2-ol
OH -
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7 Q carboxylate
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