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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Entzindliche Bedingungen, ausgelost z. B. durch eine Infektion oder eine
Gewebsverletzung, fuhren Zu einer starken Beeintrachtigung des
Arzneistoffmetabolismus. Dabei kommt es in der Leber zu einer koordinierten
Herunterregulierung der Enzyme und Transporter, die an der Absorption, der
Distribution, dem Metabolismus und der Exkretion (ADME) von Fremdstoffen
(Xenobiotika) beteiligt sind, z. B. Cytochrome P450 (CYP). Lipophile Medikamente
kénnen durch die geringe Exkretion im Ko&rper akkumulieren und bei geringer
therapeutischer Breite zu schwerwiegenden Toxizitatserscheinungen bei Patienten
fuhren. Einige an der Herunterregulierung beteiligte Mechanismen wurden bereits
untersucht. Wichtige Ansatzpunkte sind nukleare Rezeptoren (NR), z. B. der Pregnan-
X-Rezeptor (PXR), und ihr Bindungspartner Retinoid-X-Rezeptor a (RXRa), welche
hauptsachlich an der induzierbaren Expression der CYPs beteiligt sind. Jedoch war
unklar, inwieweit die bisher bekannten Mechanismen zu der immensen und
koordinierten Herunterregulierung von ADME-Genen beitragen und ob nicht weitere
unbekannte Mechanismen eine Bedeutung haben kdnnten. Da microRNAs (miRNAS)
als post-transkriptionelle Regulatoren mit Uberwiegend negativem Einfluss auf die
Expression zahlreicher Gene bekannt sind und bereits entziindungsassoziierte
MiRNAs identifiziert worden waren, sollte in dieser Arbeit ihre Rolle bei der
entztindungsvermittelten Herunterregulierung der ADME-Gene systematisch analysiert

werden.

Als Modell fur die experimentelle Untersuchungen wurden zunachst die Eigenschaften
von kryokonservierten humanen Hepatozyten (KHH) aus gepoolten Donoren mit denen
primarer humaner Hepatozyten (PHH) und HepaRG-Zellen, einer hepatischen
Stammzelllinie mit metabolischer Funktion, verglichen. Dabei zeigten KHH nicht die
erwartete Reproduzierbarkeit, insbesondere in Bezug auf das Verhalten der CYP-
Enzymaktivitdten. Daher und wegen der limitierten Verfugbarkeit von PHH wurden fir
weitere Experimente HepaRG-Zellen verwendet. Diese erwiesen sich als ein robustes
Zellmodell hinsichtlich der CYP-Enzymaktivititen und Reproduzierbarkeit von
entzindungsrelevanten Bedingungen. Um die Rolle von NR naher zu beleuchten,
wurde die Wirkung von proinflammatorischen Cytokinen vor allem auf das
Proteinverhalten von NR untersucht. Unter Cytokineinfluss kam es in HepaRG-Zellen
bei RXRa zu einer teilweisen Proteinabnahme (um 30-50 %), wahrend es bei PXR zu
einer langandauernden, 50%igen Abnahme des Proteins kam. Cytokinkombinationen
wirkten sich kombinatorisch auf die CYP-Enzymaktivitdten aus, wohingegen dies bei

RXRa und PXR nicht der Fall war. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass NR
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Zusammenfassung

vermutlich nicht als alleiniger Mechanismus fur die Herunterregulierung von ADME-
Genen gelten kénnen.

Daher wurden miRNAs als eine zusatzliche, neuartige Regulationsebene bei der
Herunterregulierung von ADME-Genen untersucht. Die Identifizierung von
entziindungs-assoziierten miRNAs war bereits in der vorangegangenen Masterarbeit
anhand des Entzindungsmarkers C-reaktives Protein (CRP) in Lebergewebe
systematisch durchgefihrt worden. Hier wurden nun diese miRNAs aufgrund von
Bindungsvorhersagen klassifiziert und selektioniert. Der Einfluss von miR-155-5p, miR-
224-5p, miR-452-5p, miR-543 und miR-6807-5p wurde genauer untersucht. Vor allem
MiR-155-5p und miR-452-5p zeigten in HepaRG-Zellen starke Auswirkungen auf die
Expression einiger ADME-Gene, sowohl auf mRNA- und Aktivitatsebene (je nach Gen
Abnahme um 20-45 %). Mehrere funktionale Bindestellen dieser
entzindungsassoziierten mMiRNAs wurden mittels Luciferase-Reporter-Assays in
verschiedenen ADME-Genen validiert: RXRa (miR-130b-3p), CYP2C8 (miR-452-5p),
CYP2C9 (miR-155-5p), CYP2C19 (miR-155-5p, miR-6807-5p) und CYP3A4 (miR-224-
5p). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese miRNAs in vitro auch
kombinatorische Effekte auf ADME-Gene zeigten und somit bei Entziindungen in
einem Netzwerk organisiert sein kdénnen. Zwischen hepatischer Expression dieser
miRNAs und einigen CYP-Phanotypen wurden teils erhebliche negative Korrelationen

beobachtet, in Ubereinstimmung mit einem mdglichen in vivo Einfluss.

Um die Herkunft entziindungsassoziierter miRNAs zu untersuchen, wurden HepaRG-
Zellen mit Cytokinen behandelt. Dies filihrte zu positiven und negativen
Expressionsanderungen einer Vielzahl von miRNAs. Von den hier untersuchten
mMiRNAs wurde miR-6807-5p sowohl von Interleukin-6 (IL-6) als auch IL-1 dereguliert.
Dies ist in Ubereinstimmung mit einer zumindest teilweisen Herkunft aus Hepatozyten,
wahrend miR-155-5p und die anderen hier untersuchten miRNAs wohl eher aus
Makrophagen (z. B. Kupffer-Zellen, ,parakrin“) oder aus der Blutzirkulation (,endokrin)
stammen. Die Substanz Acriflavin verhinderte die absenkende Wirkung von IL-6 auf
ADME-Gene, nicht jedoch diejenige von IL-18 und TNF-a. Diese Effekte kdnnen nicht
allein auf der beschriebenen Wirkung von Acriflavin als genereller miRNA-Inhibitor

beruhen, sondern deuten vielmehr auf eine Interaktion mit Cytokin-Signalwegen hin.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass bei Entzindung in der Leber
vorhandene miRNAs in der Lage sind, ADME-Gene negativ zu regulieren. MiRNAs
kénnen ADME-Gene in vitro sowohl direkt als auch indirekt Gber RXRa regulieren. Dies
und die beobachteten Korrelationen in ex vivo Lebergewebe weisen darauf hin, dass

mMiRNAs an der koordinierten Herunterregulierung der ADME-Gene auch in vivo
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beteiligt sind. Langfristig konnten sie ein Angriffsziel fur Medikamente sein, um den
negativen Einfluss von miRNAs auf ADME-Gene zu reduzieren. Eventuell kdnnten sie

sich als Biomarker eignen, um den Einfluss von entzindlichen Bedingungen auf den

Arzneistoffmetabolismus vorherzusagen.






Summary

Summary

Inflammation triggered by infection or tissue damage leads to an impaired hepatic
detoxification due to the coordinated downregulation of enzymes and transporters
involved in the absorption, distribution, metabolism and excretion (ADME) of foreign
substances (xenobiotics), such as cytochromes P450 (CYPs). Lipophilic drugs may
accumulate within the body due to the decreased excretion and provoke due to a
narrow therapeutic index harmful toxicities in patients. Several mechanisms involved in
the downregulation have been investigated. Important starting points are nuclear
receptors (NRs), such as pregnane X receptor (PXR), and their binding partner retinoid
X receptor a (RXRa) which are mainly involved in the inducible CYP expression.
However, it has not been clarified so far to which extent the known mechanisms are
responsible for the immense and coordinated downregulation of ADME genes and
whether further unknown mechanisms are involved. Since microRNAs (miRNAs) can
affect expression of various genes negatively as post-transcriptional regulators and
inflammation-associated MiRNAs have already been identified, their role in the
inflammation-related downregulation should be investigated systematically.

As a model for experimental investigations the properties of cryo-conserved
hepatocytes (CCHs) pooled from different donors, whose generation was established
some time ago, were first compared to whose of primary human hepatocytes (PHHSs)
and HepaRG cells, a hepatic stem cell line with metabolic function. CHHs did not show
the expected reproducibility especially in terms of the behavior of CYP activities.
Therefore, and due to the limited availability of PHHs HepaRG cells were used for
further experiments. They proved to be a robust cell model in terms of CYP activities

and reproducibility of inflammatory conditions.

To further explore the role of NRs, the effects of proinflammatory cytokines were
studied especially on protein behavior. RXRa showed a partial protein decrease in
HepaRG cells (around 30-50 %); while PXR showed a prolonged protein decrease
around 50 %. Cytokine combinations had combinatory effects on CYP enzyme
activities, whereas this was not the case for RXRa and PXR. These results indicate
that probably NRs might not be an exclusive mechanism for the downregulation of
ADME genes.

Therefore, miRNAs were investigated as an additional novel regulation layer in the
downregulation of ADME genes. The identification of inflammation-associated miRNAs
had already been conducted systematically in liver tissue based on inflammation

marker C-reactive protein (CRP) in the preceding master thesis. Here these miRNAs
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were classified and selected for binding predictions. The influence of miR-155-5p, miR-
224-5p, miR-452-5p, miR-543 und mMIiR-6807-5p was investigated more detailed.
Especially miR-155-5p and miR-452-5p showed strong effects on ADME expression on
both mRNA and activity level (decrease of 20-45 % depending on gene) Several
functional binding sites of inflammation-associated miRNAs were validated in ADME
genes using luciferase reporter assays: RXRa (miR-130b-3p), CYP2C8 (miR-452-5p),
CYP2C9 (miR-155-5p), CYP2C19 (miR-155-5p, miR-6807-5p) and CYP3A4 (miR-224-
5p). Additionally, these miRNAs showed combinatory effects on ADME genes in vitro
suggesting that they are organized in a network during inflammation. Strong negative
correlations were observed between the hepatic expression of these miRNAs and

several CYP phenotypes, which was in conclusion with a potential in vivo influence.

To investigate the origin of inflammation-associated miRNAs, HepaRG cells were
treated with cytokines. This led to positive and negative expression changes of a
multitude of miRNAs. MiR-6807-5p was one of the here analyzed miRNAs that was
deregulated by both interleukin-6 (IL-6) and IL-1(3. This is in accordance with a partial
origin of hepatocytes; whereas miR-155-5p and the other here investigated miRNAs
rather derive from macrophages (e. g. Kupffer cells, ,paracrine”) or blood circulation
(»endocrine®). The substance acriflavine prevented the reducing effect of IL-6 on ADME
genes, but not of IL-1p and tumor necrosis factor a (TNF-a). These effects cannot be
based solely on the described effect of acriflavine as a general miRNA inhibitor, but
point rather to an interaction with cytokine signaling pathways.

In summary, it was shown that during inflammation miRNAs which are present in the
liver are able to regulate ADME genes negatively. MiRNAs regulate ADME genes in
vitro directly and indirectly via RXRa. This and the observed negative correlations in ex
vivo liver tissue could be a hint that miRNAs are also involved in the coordinated
downregulation of ADME genes in vivo. In the long term miRNAs may offer a target for
drugs reducing the negative effects of miRNAs on ADME genes. Potentially they may

serve as biomarkers to predict the influence of inflammation on drug metabolism.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Arzneistoffmetabolismus in der Leber

1.1.1 Allgemeine Grundlagen des Arzneistoffmetabolismus

Zahlreiche Medikamente besitzen lipophile Eigenschaften, welche ihre Aufnahme in
den Korper erleichtern. Allerdings erschwert dies eine Ausscheidung der Stoffe Uber
die Niere. Die Leber besitzt eine gro3e Batterie an Enzymen und Transportern, die an
der Absorption, der Distribution, dem Metabolismus und der Exkretion (ADME) von
Medikamenten beteiligt ist, um die Ausscheidung von Fremdstoffen (Xenobiotika) zu

gewahrleisten (Zanger 2012).

Als  Arzneistoffmetabolismus wird der Prozess der Biotransformation von
pharmazeutischen Substanzen und Xenobiotika durch bestimmte Enzymsysteme
bezeichnet (Anzenbacher und Zanger 2012). Dieser Prozess lasst sich in drei Phasen
einteilen: In der Phase | werden an lipophilen Substanzen funktionelle Gruppen wie
Hydroxy (-OH), Sulfhydryl (-SH), Carboxyl (-COOH) und Amin (-NH.) angehéngt oder
freigesetzt. In der Phase Il werden Produkte der Phase | durch Konjugation mit
Glucuronsaure, Glutathion oder anderen fiir eine bessere Exkretion in wasserlosliche
Stoffe umgewandelt. Als Phase Il werden Transportervorgange bezeichnet, die fir die
Aufnahme und Exkretion der Stoffe und ihrer Metaboliten verantwortlich sind. Die
Aufnahme von Stoffen wird oftmals auch als Phase 0 bezeichnet. Allerdings trifft diese
Einteilung nicht immer auf alle Substanzen zu (Anzenbacher und Anzenbacherova
2012; Peng und Zhong 2015). Nach der Biotransformation ist eine effiziente
Eliminierung der nun hydrophilen Substanzen durch die Niere sichergestellt (Zanger
2012).

In Phase | sind hauptséchlich Cytochrom-P450-Monooxygenasen (CYP) an der
Metabolisierung von Xenobiotika beteiligt. Sie metabolisieren ca. 80 % der
verschriebenen Medikamente (Zanger et al. 2008). Des Weiteren sind
Alkoholdehydrogenasen  (ADH), flavinhaltige = Monooxygenasen (FMO) und
Aldehyddehydrogenasen  (ALDH) involviert. In Phase 1l sorgen UDP-
Glucuronosyltransferasen (UGT), Glutathion-S-Transferasen (GST), Sulfotransferasen
(SULT), N-Acetyltransferasen (NAT), Thiopurinmethyltransferasen (TPMT) und
Catechol-O-Methyltransferasen (COMT) fur die Umwandlung der Phase |-Produkte. In
Phase Il spielen verschiedene Transportergruppen wie solute carrier transporter (SLC)
und ATP-binding cassette transporter (ABC) eine Rolle (Schlessinger et al. 2013; Dean
und Annilo 2005; Nies et al. 2015). Die CYPs bilden mit 57 Mitgliedern im Menschen
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eine groRe Enzymfamilie, die zu den Ham-Proteinen gehdrt. Der Familienname
Cytochrom P450 (P fur Pigment) leitet sich von dem 1963 entdeckten CO-
Differenzspektrum bei 450 nm ab (Omura und Sato 1963). Die CYPs werden in 18
Familien und 43 Unterfamilien, welche auf Sequenzahnlichkeit beruhen, eingeteilt
(Zanger und Eichelbaum 2008). In Wirbeltieren existieren zwei CYP-Formen: eine
befindet sich in der inneren Membran von Mitochondrien und die andere im
endoplasmatischen Retikulum (ER) (Zanger und Eichelbaum 2008). Aul3erdem werden
einige CYPs wie CYP2J2, 1A1 und 1B1 aulRerhalb der Leber exprimiert (Zanger und
Schwab 2013).

Die Hauptfunktion der CYPs ist die Katalyse von Oxidationsreaktionen, in denen
molekularer Sauerstoff gespalten wird. Dabei wird ein Sauerstoffatom an das Substrat
angehangt, wahrend das zweite Sauerstoffatom in Wasser eingebracht wird. Die
NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase (POR) wirkt Gber die Reduktion von NADPH
als Elektronendonator fur CYPs, wahrend bei mitochondrialen CYPs die NADPH-
Adrenodoxin-Reduktase zusammen mit Adrenodoxin den Elektronentransfer
tbernehmen (Zanger und Eichelbaum 2008; Guengerich 2012).

Im Arzneistoffmetabolismus sind vor allem die Familien CYP1, CYP2 und CYP3
involviert, wahrend die Familien CYP4-51 an der Produktion von Steroidhormonen,
Gallensauren und Prostaglandinen in der Leber beteiligt sind (Zanger und Eichelbaum
2008). Sie besitzen eine breite und Uberlappende Substratspezifitat (Zanger et al.
2008). Die Hauptaufgabe ist die Entgiftung des Koérpers von Xenobiotika. Dennoch
konnen CYPs aber auch zu einer gewinschten Aktivierung von Medikamenten
(Prodrug, z. B. Cyclophosphamid) oder der Entstehung von Prokarzinogenen (z. B.
Benzo[a]pyrene) beitragen, wobei toxische Metabolite entstehen kénnen. Die
bedeutendsten CYPs fir den Arzneistoffmetabolismus sind CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8,
2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2 und 3A4/5. CYP3A4/5 leisten mit 30 % den gréi3ten Anteil
des Arzneistoffmetabolismus (Zanger und Schwab 2013; Zanger et al. 2014). Die
CYPs 3A4, 2C9, 1A2 und 2E1 sind die am starksten exprimierten Isoformen in der
Leber, wohingegen ihre Beteiligung am Arzneistoffmetabolismus aufgrund ihrer
Substratspezifitat sich anders verhalt. CYP2E1l tragt z. B. trotz seiner hohen

Expression nur 3 % zum Arzneistoffmetabolismus bei (Zanger et al. 2014).

1.1.2 Variabilitat im Arzneistoffmetabolismus

Bei einer medikamentdsen Therapie kann es durch verschiedene Faktoren zu

unterschiedlichem Ansprechen der Patienten auf das gleiche Medikament kommen

(Abb. 1). Dies liegt vor allem an der Variabilitdt der ADME-Gene. Einige
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arzneistoffmetabolisierende Enzyme weisen eine hohe inter- und intraindividuelle
Variabilitat auf, die durch genetische und nicht-genetische Faktoren bedingt ist (Zanger
et al. 2014). Zu den genetischen Faktoren, die den Arzneistoffmetabolismus
beeinflussen kdnnen, gehdren Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, single
nucleotide polymorphism) und Kopienzahlvariationen (CNV, copy number variation). In
den letzten Jahren haben auch epigenetische Faktoren wie die DNA-Methylierung,
Histonmodifikationen und nicht-kodierende RNAs an Bedeutung gewonnen (Zanger
und Schwab 2013; Fisel et al. 2016). Darlber hinaus spielen auch nicht-genetische
Faktoren - wie das Geschlecht, Alter und Krankheitszustande - wie z. B. Entztiindung -
eine Rolle. Ebenso kdnnen sich durch das Umfeld bedingte Faktoren auf den
Arzneistoffmetabolismus auswirken. Dazu gehdren Arzneimittelinteraktionen und
Nahrungsbestandteile wie Grapefruitsaft und Brokkoli (Zanger und Schwab 2013).
Letztendlich beeinflussen diese Faktoren nicht nur das Ansprechen auf eine
medikamenttse Therapie, sondern sie konnen auch zu Toxizitatserscheinungen und
Nebenwirkungen bei Medikamenten mit einer geringen therapeutischen Breite fuhren
(Zanger 2012).

Nicht-genetische Faktoren Umweltbedingte Faktoren
Geschlecht Arzneimittelinteraktionen
Alter Nahrungsbestandteile
Krankheitszustande

)Y V4

- ™

g Arzneimittel-
reaktion

\_ /

’ \ Zeit
Epigenetische Genetische

AV
VAT

Therapeutisches Fenster

Arzneistoff
Plasmakonzentration

[\

Faktoren Faktoren
DNA Methylierung SNPs
Histonmodifikationen CNVs

Nicht-kodierende RNAs

Abb. 1. Faktoren, die den Arzneistoffmetabolismus beeinflussen. Bei einer
medikamentdsen Therapie wird das Ansprechen durch verschiedene Faktoren beeinflusst und
kann zu einer Variabilitdt im Arzneistoffmetabolismus fuhren. Patienten kénnen durch diese
Faktoren unter Umstdnden nicht von der Therapie profitieren, weil die wirksame Dosis
(therapeutisches Fenster) durch UbermaRigen Metabolismus nicht erreicht wird (orange); oder
die Arzneistoffkonzentration (rot) aufgrund geringer Metabolisierung den wirksamen Bereich
tibersteigt und es somit zu einer Uberdosierung bzw. Toxizitatserscheinungen kommt.
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1.1.3 Regulation des Arzneistoffmetabolismus

Die am Arzneistoffmetabolismus beteiligten Enzymsysteme werden von einigen
Transkriptionsfaktoren (TF), z. B. hepatocyte nuclear factors (HNFs) wie HNF-1a und
CCAAT-enhancer binding proteins (C/EBPs) reguliert (Gonzalez und Lee 1996). Hinzu
kommen ligandenaktivierte Rezeptoren wie der Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR),
nukledre Rezeptoren (NR) wie HNF-4a, der Pregnan-X-Rezeptor (PXR) und der
konstitutive Androstanrezeptor (CAR) sowie ihr Bindungspartner Retinoid-X-Rezeptor a
(RXRa) und Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) (Gerbal-Chaloin et
al. 2013; Kandel et al. 2016; Oladimeji und Chen 2018).

Wie oben erlautert, spielen fir die Regulation der CYP-Genexpression epigenetische,
transkriptionelle und post-transkriptionelle Mechanismen eine Rolle. Fiur die basale
Expression der CYPs sind leberspezifische TF  verantwortlich, wobei
ligandenabhéangige NR die induzierbare CYP-Expression durch Medikamente
regulieren (Honkakoski und Negishi 2000). TF wie die HNF-Familie mit HNF-1a und
C/EBPs sind an der leberspezifischen, konstitutiven Expression der CYPs beteiligt.
Diese wirken Uber bestimmte Promotorsequenzen in den CYP-Genen, dabei kdnnen
mehrere TF an einem Gen binden. HNF-4a gehort zu den NR, bildet Homodimere und
reguliert die Expression von CYP2C9 und CYP2D6 (Akiyama und Gonzalez 2003).

Viele endogene Substanzen als auch Xenobiotika wirken als Liganden von NR und
induzieren ihren eigenen Metabolismus. NR spielen hauptsachlich auf transkriptioneller
Ebene eine Rolle in der Regulation von CYPs. Dabei bindet in den meisten Fallen der
Ligand an den NR im Cytoplasma und aktiviert diesen. Dadurch kommt es zu einer
Translokation des aktivierten NR in den Nukleus. Dort bildet der NR in der Regel ein
Heterodimer mit RXRa und bindet durch die Interaktion mit Koaktivatoren wie dem
Steroidrezeptor-Koaktivator-1 (SRC-1) und PPARy-Koaktivator-1a (PGC-1a) an eine
spezifische Sequenz in seinem Zielgen (Czekaj und Skowronek 2012; Ofate et al.
1995; Bhalla et al. 2004). Dadurch wird die jeweilige CYP-Expression induziert (Abb.
2). Im inaktivierten Zustand des NR kdnnen Korepressoren wie der silencing mediator
for retinoid or thyroid-hormone receptors (SMRT) und nuclear receptor co-repressor
(NCoR) binden (Privalsky 2004; Chen und Evans 1995; Horlein et al. 1995). Diese
Faktoren sind in der Lage, Histondeacetylasen (HDAC) zu rekrutieren, um durch

Chromatinkondensation die Genexpression zu unterdriicken (Guenther et al. 2001).
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Abb. 2: Allgemeine Regulation des Arzneistoffmetabolismus. Die basale CYP-Expression
wird durch verschiedene Transkriptionsfaktoren (TF) reguliert, wahrend die induzierbare
Expression von CYPs durch nukledre Rezeptoren (NR) gesteuert wird. NR wie CAR liegen als
inaktiver Komplex mit Hitzeschockproteinen (HSP) im Cytoplasma vor. Durch die
Ligandenbindung kommt es zu einer Abldsung der NR von den HSP und der Translokation des
aktivierten NR in den Nukleus. Dort findet eine Dimerisierung mit RXRa statt und die Bindung
des Komplexes an ein DNA response element innerhalb des Promotors. Der Komplex aus NR
und RXRa rekrutiert Koaktivatoren, um die Expression des Zielgens anzuschalten. MiRNAs
greifen als post-transkriptionelle Regulatoren ein, indem sie entweder an die mRNA binden und
so die Translation inhibieren oder zu einer mRNA-Degradation filhren. Nach Moore et al.
(2006), Mangelsdorf und Evans (1995) und Bartel (2004).

Beim Arzneistoffmetabolismus sind hauptsachlich CAR und PXR fur die Induktion
verantwortlich; wahrend der Farnesoid X Rezeptor (FXR), der Leber X Rezeptor (LXR)
und der PPARa am Gallensaure-, Cholesterin- bzw. Fettsdurestoffwechsel beteiligt
sind. Als Bindungspartner vieler NR ist RXRa ein wichtiges Verbindungsglied zwischen

verschiedenen Stoffwechselwegen (Czekaj und Skowronek 2012).

Die meisten NR bestehen aus drei Strukturelementen: der Aktivierungsdoméne, der
DNA-Bindungsdoméane (DBD) und der Liganden-Bindungsdoméne (LBD) (Honkakoski
und Negishi 2000; Moore et al. 2006). Ein typisches Medikament, das die CYP3A4
Expression Uber PXR induziert, ist das Antibiotikum Rifampicin (Akiyama und Gonzalez
2003). Die Behandlung mit Phenobarbital fihrt ligandenunabhéngig zu einer

Translokation von CAR und einer anschlieRenden Induktion der CYP2B-Familie.
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Weitere Targets von CAR sind die CYP2C- und CYP3A-Familien (Tirona und Kim
2005). NR und TF stehen im gegenseitigen Austausch, was zu einem hochkomplexen
Regulationsnetzwerk fiihrt (Pavek 2016; Bosscher et al. 2006; Jover et al. 2009). Des
Weiteren findet eine Regulation von NR durch post-translationale Modifikationen wie
Phosphorylierung, Ubiquitinierung und SUMOylierung etc. statt. Diese Modifikationen
kénnen zur Aktivierung bzw. Deaktivierung von NR fihren (Smutny et al. 2013;
Becares et al. 2017).

Epigenetische Faktoren bilden eine weitere Regulationsebene der CYP-Expression.
Dazu zahlen DNA-Methylierung, Histonmodifikationen und nicht-kodierende RNAs.
Bisher koénnen die Auswirkungen der DNA-Methylierung von ADME-Genen auf den
Arzneistoffmetabolismus noch nicht genau abgeschatzt werden, da weitere Studien
fehlen (Fisel et al. 2016). Kikuchi et al. (2006) konnten bereits zeigen, dass die
Methylierung der Promotorregion des Transporters SLC22A8 zu einer Abnahme der
Transkriptionsaktivitat fihrte. Beim Transporter MDR1 konnte durch die Inhibierung der
HDAC mittels FKK228 gezeigt werden, dass die Histonacetylierung im Promotor zu
einer Zunahme der mRNA flhrte (Xiao et al. 2005).

Vor allem nicht-kodierende RNAs wie microRNAs (miRNAs) haben in den letzten
Jahren eine groRere Beachtung als Regulatoren der ADME-Gene erfahren. MiRNAs
sind kurze, nicht-kodierende, einzelstrangige RNAs, die ihre Targets hauptsachlich
post-transkriptionell regulieren. Die Bindung von miRNAs im 3’ untranslatierten Bereich
(3’-UTR) von Transkripten fihrt zu einer mRNA-Degradation oder Unterdriickung der
Translation (Abb. 2) (Nakano und Nakajima 2018). Eine der ersten Arbeiten zeigte eine
Regulation von CYP1B1 durch miR-27b (Tsuchiya et al. 2006).

1.2 Entziindung

Die Entziindungsreaktion ist ein komplexer Prozess im Kdorper, der vor allem durch das
Eindringen von Pathogenen oder einer Gewebsverletzung ausgeldst wird. Sie spielt
aber auch bei Verbrennungen, Traumata, Tumoren und Autoimmunerkrankungen eine
Rolle (Medzhitov 2010; Renton 2004). Diese Reize fuhren zur Produktion und
Ausschittung von léslichen Faktoren wie Prostaglandinen, Proteasen, Faktoren des
Komplementsystems, Stickstoffmonoxid (NO) und Polypeptiden wie Cytokinen.
Dadurch kommt es zu einer Aktivierung von umliegenden Zellen wie Fibroblasten,
Makrophagen und zur Rekrutierung von weiteren Immunzellen wie Leukozyten an den
Ort des Geschehens, um die Pathogene zu bekéampfen (Feghali und Wright 1997). Die
Funktion dieser akuten Entzindungsreaktion ist die Unterstitzung der

Gewebereparatur und Eingrenzung und Bekdmpfung von eingedrungenen Pathogenen
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(Medzhitov 2010). In der Initiierungsphase kommt es zum schnellen Umschalten auf
die Synthese von proinflammatorischen Genen, wahrend in der sich anschlieRenden
Adaptionsphase diese Gene unterdrickt und antiinflammatorische Gene aktiviert
werden. Die Wiederherstellung der Homoostase erfolgt in der Resolutionsphase, in der
es zur Auflésung der Entziindung kommt. Bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen
wie Adipositas, Atherosklerose und Diabetes findet keine Adaptions- oder
Resolutionsphase statt, da es zu einer Aufrechterhaltung der proinflammatorischen
Phase kommt (McCall et al. 2011).

Bei bakteriellen Infektionen fuihrt das Lipopolysaccharid (LPS), ein Endotoxin, welches
Bakterien auf ihrer Zelloberflache exprimieren, tUber Toll-like Rezeptoren (TLR) unter
anderem zur Aktivierung von leberspezifischen Makrophagen, sogenannten Kupffer-
Zellen. Aktivierte Makrophagen produzieren proinflammatorische Cytokine wie
Interleukin-1B (IL-1B) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). Diese induzieren wiederum
die Produktion von IL-6 in Makrophagen, was weitere Reaktionen auslést (Akira et al.
2006; Schwabe et al. 2006; Medzhitov 2010). Cytokine sind kleine Proteine mit
pleiotropen Funktionen, die ein Molekulargewicht zwischen ca. 6-50 kDa und in der
Regel eine sehr kurze Halbwertszeit haben (Feghali und Wright 1997; Gruys et al.
2005). Sie kbnnen in drei Hauptgruppen eingeteilt werden: 1) Cytokine, die als positive
und negative Wachstumsfaktoren auf Zellen wirken (IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-10, IL-11,
IL-12 und Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)), 2)
Cytokine, die proinflammatorisch wirken (IL-6, IL-1a/B, TNF-a/B, Interferon-a/y (IFN)
und IL-8) und 3) Faktoren, die antiinflammatorisch wirken (IL-1 Rezeptorantagonisten,
I6sliche IL-1 Rezeptoren, TNF-a- und IL-1-bindende Proteine) (Gruys et al. 2005). IL-6
wird von vielen Zellen wie z.B. Fibroblasten, Endothelzellen und Makrophagen
produziert. IL-1 und TNF-a stimulieren auf’erdem die Produktion von IL-6 in
Fibroblasten (Heinrich et al. 1990). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass auch
Krebspatienten im Vergleich zu gesunden Probanden hoéhere IL-6 und TNF-a Spiegel
aufwiesen (Filella et al. 1996).

1.2.1 Akut-Phase-Reaktion

Die Produktion von proinflammatorischen Cytokinen, vor allem von IL-6, IL-1f und
TNF-a, bewirkt eine systemische Reaktion, die sogenannte Akut-Phase-Reaktion
(APR). Bei dieser kommt es zu Fieber, Erhéhung der Erythrozytensedimentationsrate,
Leukozytose (Erhdhung der Leukozyten), Sekretion des adrenocorticotropen Hormons
(ACTH) und von Glukokortikoiden, Aktivierung des Komplement- und

Gerinnungssystems, Abnahme von Eisen und Zink im Serum und
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Konzentrationsveranderungen bei Plasmaproteinen (Heinrich et al. 1990; Slaviero et al.
2003). Innerhalb weniger Stunden kommt es in der Leber zur Produktion und Sekretion
von positiven Akut-Phase-Proteinen (APP) wie dem C-reaktive Protein (CRP),
Serumamyloid A (SAA) und Haptoglobin (Hp) (Gruys et al. 2005). IL-6 ist dabei der
Hauptregulator der APR in der Leber (Heinrich et al. 1990; Siewert et al. 2000). Die
enorme Zunahme dieser positiven APPs (bis zu 1000-fach) ist mit einer starken
Abnahme von negativen APPs wie Albumin verbunden. Positive APPs unterstitzen die
Erkennung von Pathogenen durch Opsonierung (Gruys et al. 2005). CRP hat eine
langere  Halbwertszeit als Cytokine und wird daher als systemischer
Entziindungsmarker in der Klinik eingesetzt (Pepys und Hirschfield 2003).

Eine weitere Auswirkung der APR in der Leber ist die dramatische Herunterregulierung
von ADME-Genen wie z.B. CYPs. Dies hat negative Konsequenzen auf den
Arzneistoffmetabolismus von Medikamenten und kann zu Toxizitatserscheinungen
fuhren (Gruys et al. 2005; Morgan 1997). Es gibt einige klinische Studien, in denen
Patienten bei Infektionen und entzundlichen Erkrankungen eine verringerte Fahigkeit,
mit Medikamenten umzugehen, nachgewiesen wurde. Die Patienten zeigten ein
verandertes Ansprechen auf die Therapie und wiesen Vergiftungserscheinungen bei
Medikamenten mit einer geringen therapeutischen Breite auf (Renton 2004). Einer der
ersten Falle eines veranderten Arzneimetabolismus wurde 1978 bei Kindern, die mit
dem Antiasthmatikum Theophyllin behandelt wurden, bei einer Infektion mit
Influenzaviren von Chang et al. (1978) beobachtet. Die Kinder litten aufgrund der
Infektion und der geringen therapeutischen Breite unter Vergiftungserscheinungen von
Theophyllin. Dieser Zusammenhang wurde durch andere Studien bestatigt und auch
bei Kindern nach der Immunisierung gegen Influenza festgestellt (Kraemer et al. 1982;
Renton et al. 1980; Gray et al. 1983). Patienten mit einem erworbenen
Immunschwachesyndrom  (AIDS) zeigten ebenso einen  eingeschrankten
Arzneistoffmetabolismus, welcher zu Arzneimittelnebenwirkungen bei diesen Patienten
fuhren kann (Lee et al. 1993a). Carcillo et al. (2003) sahen auch bei Kindern mit Sepsis
und erhdhten IL-6-Werten einen verminderten Arzneistoffmetabolismus von Antipyrin,
einem Analgetikum. Da Antipyrin von mehreren CYPs metabolisiert wird, Iasst sich
daraus schliel3en, dass viele CYPs in Patienten mit Sepsis herunterreguliert sind
(Aitken et al. 2006).

1.2.2 Mechanismen der Herunterregulierung von ADME-Genen

Der Einfluss von entziindlichen Bedingungen auf den Arzneistoffmetabolismus und ihre

Auswirkungen werden bereits seit einigen Jahren untersucht. Die Beteiligung von
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verschiedenen Mechanismen an der Herunterregulierung von ADME-Genen wird
diskutiert (Morgan 1997; Renton 2004, 2005; Aitken et al. 2006). Bisher wurde aber
kein einzelner gemeinsamer Signalweg identifiziert, der alle entziindlichen Effekte auf
CYPs erklaren kénnte (Renton 2005; Nguyen et al. 2015). AuRerdem konnte noch
nicht endgultig geklart werden, ob es sich bei der Herunterregulierung der ADME-Gene
durch eine Entziindung oder Infektion um einen Mechanismus zur Wiedererlangung
der Homoostase oder einen pathologischen Effekt handelt (Morgan 1997). Eine weitere
Vermutung ist, dass die Leber den Fremdstoffmetabolismus bei entziindlichen
Bedingungen herunterféahrt, um ihre Transkriptionsmaschinerie auf die Produktion von

APPs umzuschalten, welche die Immunantwort unterstiitzen (Morgan 1989).

Die APR in der Leber wird vor allem durch IL-6 im Zusammenspiel mit IL-1, TNF-a, und
Glukokortikoiden ausgeldst (Morgan 1997). Viele Studien zur Untersuchung der LPS-
bzw. Cytokineffekte wurden in Rattenmodellen bzw. primédren humanen Hepatozyten
(PHH) durchgefuhrt (Morgan 2001). Diese Studien zeigten, dass verschiedene
Cytokine unterschiedliche CYPs herunterregulieren und somit unterschiedliche
Regulationswege beteiligt sein missen (Morgan 2001). Die Regulation der ADME-

Gene ist zudem vom jeweiligen Entziindungsmodell abhangig (Morgan et al. 2008).

Als ein Hauptmechanismus wird die Transkriptionsunterdriickung der ADME-Gene
gesehen (Aitken et al. 2006; Morgan et al. 2008). Weitere Ansatzpunkte sind die
MRNA, die Translation in das Protein sowie Proteindegradation und -modifikationen
(Morgan 2001; Renton 2004). Durch die Herunterregulierung auf Transkriptionsebene
kommt es zu einer Abnahme der mRNA vieler CYPs, welche in vielen Fallen mit einer
Abnahme des jeweiligen Proteins und der Enzymaktivitat korrespondiert (Renton 2004,
2005).

Cytokininduzierte TF wie der nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells (NF-kB), aber auch leberspezifische TF wie C/EBPs, HNFs und NR spielen dabei
eine Rolle (Tian et al. 1999; Alam et al. 1992; Aitken et al. 2006). Hierbei sollte aber
zwischen den Faktoren der basalen und induzierbaren CYP-Expression unterschieden
werden (Aitken et al. 2006).

C/EBPs und HNF-4a sind in der basalen Expression der CYPs involviert (Akiyama und
Gonzalez 2003). Fir CYP3A4 wurde eine negative Regulation durch die IL-6
stimulierte Induktion von C/EBPB-LIP beschrieben, wobei C/EBPJ eine Isoform ohne
Transaktivierungsdomaéne ist (Jover et al. 2002). Bei HNF-4a war eine Proteinabnahme
unter LPS-Behandlung bereits in Rattenlebern bestétigt worden. Allerdings war keine

MRNA Abnahme sichtbar gewesen, daher wurde von einem post-transkriptionellen
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Mechanismus ausgegangen. In HepG2-Zellen konnte gezeigt werden, dass die HNF-
4a-Proteinabnahme durch IL-1B durch eine beschleunigte Proteindegradation
verursacht wurde, da die Proteinabnahme durch den Proteasominhibitor MG132
unterbunden werden konnte (Wang et al. 2001). Im Gegensatz dazu sahen Klein et al.
(2015) in HepaRG-Zellen vor allem durch die Behandlung mit IL-18 bei HNF-4a nach
24 h eine starke Abnahme auf mMRNA-Ebene. Bei PHH hingegen war bereits nach 8 h
ein negativer Effekt unter IL-6 zu sehen, der nach 24 h wieder verschwand (Klein et al.
2015). Somit scheint die Rolle von HNF-4a von der Behandlung und des verwendeten
Modells abhangig zu sein.

NF-kB wird durch inflammatorische Stimuli wie LPS und Cytokine induziert (Ghosh et
al. 1998; Gu et al. 2006; Abualsunun und Piquette-Miller 2017). Unter TNF-a-Einfluss
sahen Tian et al. (1999) eine Interaktion zwischen NF-kB und AhR, was die Expression
von CYP1A1l und CYP1A2 beeinflusste. Des Weiteren konnte in Rattenhepatozyten
gezeigt werden, dass cytokininduziertes NF-kB an den Promotor von CYP2C11,
welches ein Ortholog des humanen CYP2C9 ist, bindet. Die Storung dieser Bindung
verhinderte die Unterdrickung der CYP2C11-Expression durch Cytokine (Iber et al.
2000). Zahlreiche Studien zeigten durch die entzindungsbedingte Aktivierung von NF-
KB eine Expressionabnahme von NR wie PXR und CAR (Beigneux et al. 2002; Teng
und Piquette-Miller 2005; Abualsunun und Piquette-Miller 2017). Zusammenfassend
werden drei unterschiedliche Regulationswege von CYPs durch NF-kB angenommen:
1. Eine direkte Regulation durch Bindung an den jeweiligen Promotor, 2. eine indirekte
Regulation tGber NR wie AhR, CAR und PXR etc., 3. eine Regulation durch Induktion
der Hamoxygenase oder Auswirkungen auf die Proteinstabilitdt (Zordoky und El-Kadi
2009).

An der induzierbaren Expression der CYPs sind vor allem CAR, PXR und RXRa
beteiligt. Pascussi et al. (2000) sahen unter IL-6-Behandlung eine Abnahme von PXR-
und CAR-mRNAs in PHH, was auch in anderen Arbeiten durch IL-1B3- und TNF-a-
Behandlung bestatigt und erweitert wurde (Klein et al. 2015; Tanner et al. 2018).

In PXR Wildtyp (+/+) Mausen kam es zu einer Herunterregulierung von ADME-Genen
wie multidrug resistance-associated protein 2 (mrp2), bile salt export pump (bsep) und
cyp3all durch IL-6-Behandlung, wahrend es in PXR-Knockout (KO) (-/-) Mausen zu
keiner Abnahme kam (Teng und Piquette-Miller 2005). Richardson und Morgan (2005)
sahen hingegen in PXR (-/-) Mausen eine Abnahme von cyp3all nach LPS-
Behandlung. Andererseits konnte Yang et al. (2010) zeigen, dass PXR essenziell bei

der IL-6-induzierten Herunterregulierung der CYPs in PHH ist. Eventuell Gibernehmen
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bei einer LPS-Stimulation andere Cytokine wie IL-1 die Suppression der ADME-Gene
und wirken nicht wie IL-6 Uber PXR, sondern Uber NF-kB (Abualsunun und Piquette-
Miller 2017). Andere NR kénnten zudem die Wirkung von PXR kompensieren (Gu et al.
2006; Shah et al. 2014). Gu et al. (2006) stellten fest, dass NF-kB mit der DNA-
Bindungsdomane von RXRa interagiert und somit die Transaktivitat von PXR und
RXRa hemmt. Ning et al. (2017) diskutierten eine Involvierung des differentiated
embryo-chrondrocyte expressed gene 1 (DEC1), einem Transkriptionsfaktor, in der IL-
6-induzierten Herunterregulierung von ADME-Genen. Sie konnten eine Induktion von
DECL1 durch IL-6 in Hepatozyten zeigen. Die Uberexpression von DEC1 fiihrte zu
ahnlichen Effekten auf ADME-Gene wie IL-6, wahrend das Ausschalten (Knockdown
(KD)) zu keiner Abnahme fuhrte. Aul3erdem konnten sie eine Interaktion zwischen
RXRa und DEC1 nachweisen (Ning et al. 2017). Hinzu kommt, dass PXR unter
inflammatorischen Bedingungen post-translationale Modifikationen wie
Phosphorylierung, SUMOylierung und Ubiquitinierung aufweisen kann und dadurch
seine Funktion verliert (Hu et al. 2010; Smutny et al. 2013; Cui et al. 2015). Die
Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC) sind durch inflammatorische Stimuli
wie Cytokine induzierbar und kénnen PXR und seine Koaktivatoren phosphorylieren

und somit inaktivieren (Ding und Staudinger 2005; Lichti-Kaiser et al. 2009).

Einige Studien zeigten zudem, dass auch CAR als ein weiterer wichtiger NR in der
induzierbaren Expression der CYPs bei Entziindung negativ reguliert wird (Pascussi et
al. 2000; van Ess et al. 2002). Van Ess et al. (2002) erkannten, dass der TNF-a-
Signalweg zu einer verminderten Induktion von CYP2B und CYP3A durch
Phenobarbital, einem CAR-Induktor, in Mausen fihrte. Auch in PHH war unter IL-13
und LPS-Einfluss eine Abnahme der CAR-Expression sowie verminderte Induktion von
CAR-abhéngigen CYPs zu sehen gewesen (Assenat et al. 2004). Assenat et al. (2004)
nahmen an, dass dies durch die Aktivierung von NF-kB geschah, welches mit dem
CAR-Promotor interagierte. Ein weiterer Mechanismus ist die IL-6-bedingte Aktivierung
der ERK1/2, die Uber den Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Signalweg
stattfindet (Eulenfeld et al. 2012). Diese Kinasen kdonnen CAR im Cytoplasma
phosphorylieren, was seine Translokation in den Nukleus verhindert (Koike et al.
2007). Sidhu und Omiecinski (1995) konnten auch eine verminderte Induktion von
CAR-abhéngigen Genen durch die Aktivierung von PKA in Rattenhepatozyten
feststellen. Analog zu PXR war auch bei LPS behandelten CAR-KO-M&ausen und CAR-
humanisierten Mausen keine Abschwéachung der Herunterregulierung der ADME-Gene
zu sehen gewesen. Somit ist von einer CAR-unabhéngigen Regulation auszugehen
(Shah et al. 2014). Untersuchungen von PXR/CAR-Doppel-KO-Mausen konnten hier

die endgtiltigen Rollen klaren (Shah et al. 2014).
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Ein systembiologisches Modell, basierend auf Datenséatzen von IL-6-behandelten PHH,
postulierte eine bedeutende Rolle von NR im Duplex mit RXRa bei der
Herunterregulierung von ADME-Genen bei Entziindung (Keller et al. 2016). Ferner
konnte in PHH durch einen Knockdown von RXRa diese Rolle bestatigt werden, da
sich dieser ahnlich wie die IL-6-Behandlung negativ auf die ADME-Genexpression
auswirkte (Keller et al. 2016). Beigneux et al. (2000) vermuteten, dass RXRa nach
LPS-Behandlung durch beschleunigte mRNA-Degradation in Hamstern abnahm. Auch
in Mausen konnten diese Beobachtungen gemacht werden (Beigneux et al. 2002).
Klein et al. (2015) sahen hingegen in PHH und HepaRG-Zellen unter IL-13-Behandlung
nur geringe Abnahmen der RXRa-mRNA, wahrend IL-6- und TNF-a-Behandlungen
keine Auswirkungen hatten. Studien in Mausen und HepG2-Zellen zeigten unter LPS-
bzw. IL-1B-Einfluss eine post-translationale Modifikation (Phosphorylierung durch JNK)
und den nuklearen Export von RXRa. Dadurch kam es zu einem Funktionsverlust und
Degradation von RXRa im Cytoplasma (Ghose et al. 2004; Zimmerman et al. 2006).
Des Weiteren konnten sie zeigen, dass Rosiglitazon, ein PPARy-Agonist mit
antiinflammatorischen Eigenschaften, den nuklearen Export von RXRa bei
entztlindlichen Bedingungen verhinderte (Ghose et al. 2007). Andere Studien zeigten,
dass RXRa durch Phosphorylierung seine Fahigkeit, Heterodimere zu bilden, verliert
bzw. Koaktivatoren nicht mehr rekrutiert werden (Yoshimura et al. 2007; Macoritto et al.
2008). Schneider Aguirre und Karpen (2013) sahen unter LPS-, IL-13- und TNF-a-
Behandlung eine weitere post-translationale Modifikation (SUMOylierung) von RXRa in
Huh7-Zellen, was auch zu der Abnahme von RXRa regulierten Genen bei Entziindung
beitragen konnte. Dennoch ist die genaue Rolle von RXRa noch nicht ausreichend

geklart.

Ein weiterer Bindungspartner von RXRa ist PPARa, ein wichtiger Regulator im
Fettstoffwechsel (Beigneux et al. 2000). Studien mit PPARa-KO-Mausmodellen
zeigten, dass die Abnahme von CYP2A5, CYP2C29 und CYP3All unter LPS-
Behandlung PPARa-abhéangig war und PPARa somit eine Rolle bei der
Herunterregulierung von bestimmten CYPs spielen kann (Barclay et al. 1999). In
Hamstern kam es unter LPS-Behandlung zu einer Abnahme der PPARa mRNA
(Beigneux et al. 2000). Andererseits postulierten Richardson und Morgan (2005), dass
die Herunterregulierung der CYPs nicht von PPARa abhangig sei, da sie durch
bessere methodische Techniken wie quantitative real-time PCR (gRT-PCR) nun keine
Unterschiede im Verhalten von PPARa (+/+) und (-/-) M&ausen bei LPS-Behandlung
sahen. Kim et al. (2007) beobachteten durch die Behandlung mit TNF-a und IL-13
nach 24 h eine Abnahme von RXRa, PPARa, PPARy, LXRa und den Koaktivatoren

SRC-1 und PGC-1a/p in Hep3B Zellen. Sie nahmen an, dass auch die Regulation von
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Koaktivatoren einen negativen Einfluss auf die CYP-Expression haben konnte (Kim et
al. 2007).

Ein ganzlich anderer Signalweg wird durch NO aktiviert. Bei einer Entziindung kommt
es zu der Produktion von NO durch die induzierbare NO-Synthase NOS2 (Renton
2004). Einige Studien, die sich mit der Rolle von NO in der Regulation von ADME-
Genen beschéftigt hatten, zeigten hier jedoch widersprichliche Ergebnisse (Khatsenko
et al. 1993; Sewer und Morgan 1997). Eine Annahme ist, dass die LPS-Konzentration
entscheidend fur die NO-abhangige Abnahme der CYPs ist. Hohe LPS-
Konzentrationen fiihrten zu einer schnellen und NO-abhangigen Abnahme der CYPs,
wahrend es bei niedrigen LPS-Konzentrationen zu einer langsameren NO-
unabhangigen Regulation der CYPs tuber CAR kam (Morgan et al. 2002). NO scheint
vor allem fir CYP2B6 bei entziindlichen Bedingungen eine Rolle als post-
transkriptionaler Regulator zu spielen. Aitken et al. (2008) konnten durch die
Behandlung mit einem NO-Donoren eine Abnahme des CYP2B6-Proteins in PHH
zeigen, wahrend die mRNA kaum Veranderungen aufwies. Die Zugabe von NO-
Inhibitoren schwéchte zudem die erwartete Proteinabnahme durch Cytokine ab.
Allerdings konnte dieses Verhalten fir CYP2E1 und CYP3A4 nicht bestéatigt werden
(Aitken et al. 2008).

Eine Folge der Entziindungsreaktion ist die Entstehung von oxidativem Stress, bei dem
es zu einer Uberproduktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) kommt. CYP1A1l
und CYP1A2 zeigten ein Ansprechen auf oxidativen Stress in Ratten (Barker et al.
1994). In Mausen wiesen CYP3A und PXR eine zum Teil ROS-abhangige Regulation
auf (Xu et al. 2004). Die Zugabe von Antioxidantien konnte zudem die Abnahme von
CYPs bei septischen Ratten verhindern (Kim und Lee 2006). Trotz alledem spielen

ROS nur in einigen wenigen Falle eine Rolle bei der Regulation (Renton 2004).

Die Blockierung der Transkription kann aber nicht allein fir den starken und schnellen
Verlust der CYP-mRNAs durch inflammatorische Stimuli verantwortlich sein (Morgan
1989; Renton 2004). Auch post-transkriptionelle Faktoren wie miRNAs oder die mRNA-
Degradation konnten bei entzindlichen Bedingungen eine Rolle in der ADME-
Genregulation spielen. Bei der Entstehung des hepatozellularen Karzinoms kommt es
zur Herunterregulierung von HNF-4a. Hatziapostolou et al. (2011) nahmen an, dass die
Abnahme von HNF-4a durch einen entzindungsassoziierten
Ruckkopplungsmechanismus unter der Beteiligung von miR-124, IL6R, STAT3, miR-
24, und miR-629 verursacht wurde. Des Weiteren spielt die entziindungsassoziierte
miR-130b in der Regulation von CYP2C9 eine Rolle (Rieger et al. 2015). Weitere
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Forscher, die eine Abnahme der CYP1Al, CYP1A2 bzw. RXRa-mRNA durch
Interferon bzw. LPS-Behandlung feststellten, gingen von einer post-transkriptionellen

Degradation der mRNA aus (Delaporte und Renton 1997; Beigneux et al. 2000).

Zahlreiche Studien wurden mit verschiedenen Modellen und unterschiedlichen
inflammatorischen Stimuli wie LPS und Cytokinen durchgefiihrt. Diese Studien zeigten
Speziesunterschiede und eine Abhangigkeit der Immunantwort vom jeweiligen Cytokin
(Pondugula et al. 2009; Seok et al. 2013). Oft wurden zudem nur Effekte von einzelnen
Cytokinen betrachtet, wobei es bei einer Entziindung zur Ausschittung von mehreren
Cytokinen kommt. Allerdings ist nicht ausreichend geklart, inwiefern die bereits
erwdhnten Mechanismen an der dramatischen Herunterregulierung der ADME-Gene
bei Entziindung beteiligt sind und ob nicht weitere, bisher unbeachtete Mechanismen in

Frage kommen.
1.3 MicroRNAs

1.3.1 Biogenese und Wirkung von microRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sind kleine, einzelstrangige, nicht-kodierende RNAs mit einer
Lange von ca. 22 Nukleotiden (nt) (Bartel 2004). Lee et al. entdeckten 1993 im
Fadenwurm C. elegans, dass das Gen lin-4 nicht fiir ein Protein kodierte, sondern fir
eine kleine RNA, die das Gen lin-14 negativ beeinflusste. Spater konnte gezeigt
werden, dass kleine RNAs wie let-7 in Tieren hoch konserviert sind und auch bei
Menschen eine Rolle spielen (Reinhart et al. 2000; Pasquinelli et al. 2000; Ibafiez-
Ventoso et al. 2008; Lee et al. 2016). Wegen ihrer kleinen GrofRe wurden sie
schlie3lich miRNAs genannt (Lagos-Quintana et al. 2001). Aufgrund ihrer Wirkung auf
MRNAs spielen sie vor allem in der post-transkriptionellen Genregulation eine Rolle
(Wightman et al. 1993).

MiRNAs werden von miRNA-Genen kodiert, die im gesamten Genom verteilt sind
(Lagos-Quintana et al. 2001; Rodriguez et al. 2004). Diese kdnnen in einem Exon bzw.
Intron eines proteinkodierenden Genes oder zwischen einzelnen Genen liegen und
werden in einigen Fallen parallel zum umliegenden Gen abgelesen (Rodriguez et al.
2004; Hinske et al. 2010). MiRNA Gene befinden sich zu 52 % hauptsachlich zwischen
Genen, wahrend 43 % intronisch und nur 5 % exonisch liegen (Hinske et al. 2010). Des
Weiteren gibt es sogenannte Mirtrongene, die sich als Intron direkt zwischen zwei
Exons befinden und durch Spleil3en eine andere Reifung durchlaufen als normale
miRNA Gene (Berezikov et al. 2007; Ruby et al. 2007; Olena und Patton 2010). Uber

Sequenzhomologie werden miRNAs in Familien eingeteilt, deren Mitglieder eine
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identische bzw. sehr ahnliche ,Seed“-Sequenz besitzen (Olena und Patton 2010;
Berezikov 2011). Unter einer Seed-Sequenz versteht man eine 2-7 lange
Nukleotidabfolge am 5° Ende der miRNA, die essenziell fur die Basenpaarung
zwischen miRNA und der Target-mRNA ist (Olena und Patton 2010). Zuséatzlich zu
ihrer genomischen Lage kdnnen miRNAs auch in einem Cluster vorliegen, sodass
mehrere miRNAs hintereinander liegen und polycistronisch abgelesen werden (Olena
und Patton 2010; Song und Wang 2008). Die Benennung der miRNAs erfolgte
fortlaufend nach ihrer Entdeckung, dabei wird das Prafix “miR* fir reife miRNAs sowie
eine einmalige Nummer verwendet (Ambros et al. 2003). Identische mMiRNA-
Sequenzen, die aber aus unterschiedlichen genomischen Loci entstanden sind, haben
den gleichen Namen und werden durch Nummernsuffixe unterschieden (mir-125b-1
und mir-125b-2). Unterscheiden sich die Sequenzen hingegen nur in 1-2 Basen,
werden diese mit Buchstabensuffixen gekennzeichnet (miR-181a und miR-181b). Die
beiden Strange der unreifen miRNA werden aufgrund ihrer Lage (5°-Arm oder 3‘-Arm)
benannt: miR-142-5p und miR-142-3p. In der Regel gibt es einen vorherrschenden
Strang (guide Strang), der biologisch aktiver ist als der passenger Strang, der auch oft
miRNA* genannt wird (Griffiths-Jones 2004; Ha und Kim 2014).

Die klassische Biogenese von miRNAs besteht aus der Transkription des miRNA-
Gens, der Prozessierung durch die RNase Il Drosha, dem Transport durch Exportin 5
aus dem Nukleus, einer weiteren Prozessierung durch den Dicer, der Aufnahme in den
RNA-induced silencing complex (RISC) und der Bindung an die Ziel-mRNA (Ha und
Kim 2014) (Abb. 3). Bei der nicht-klassischen Biogenese werden Mirtrongene nach der
Transkription nicht durch Drosha, sondern durch das SpleiRosom prozessiert; alle
weiteren Schritte finden aber analog zur klassischen Biogenese statt (Berezikov et al.
2007; Ruby et al. 2007). Die Transkription der miRNAs wird in der Regel von der RNA
Polymerase 1l durchgefuhrt (Cai et al. 2004; Lee et al. 2004). Die dabei entstehende
primary miRNA (pri-miRNA) besitzt eine Haarnadelstruktur und kann bis zu einige
Tausend Nukleotide lang sein (Davis-Dusenbery und Hata 2010). Drosha und das
RNA-Bindeprotein DiGeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCRS8) formen einen
Komplex, der Mikroprozessor genannt wird. Der Mikroprozessor spaltet die pri-miRNA,
sodass die precursor miRNA (pre-miRNA) entsteht (Lange: 60-90 nt) (Lee et al. 2003;
Denli et al. 2004; Borchert et al. 2006; Gregory et al. 2004; Krol et al. 2004). Diese
gelangt mithilfe von Exportin 5, einem RanGTP-abhéngigen Protein, durch die
Kernpore in das Cytoplasma (Yi et al. 2003; Bohnsack et al. 2004; Lund et al. 2004).
Dort wird es durch den Dicer im Verbund mit dem human immunodeficiency virus

transactivating response RNA-binding protein (TRBP) durch die Entfernung der
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terminalen Schlaufe zu einem miRNA-Duplex gespalten (Carmell und Hannon 2004;
Zhang et al. 2004; Chendrimada et al. 2005). Der miRNA-Duplex wird durch die
Bindung an das Argonautprotein (AGO) in den RISC geladen (Winter und Diederichs
2011; Gregory et al. 2005; Diederichs und Haber 2007). Dort trennt sich der passenger
vom guide Strang ab und verlasst den RISC (Chiang et al. 2010; Khvorova et al. 2003;
Ro et al. 2007). Der miRISC bindet dann durch Basenpaarung in der 3’-UTR an seine
Ziel-mRNA. MiRNA-Bindestellen befinden sich hauptsachlich in der 3’-UTR. Seltener
treten Bindestellen in der 5’-UTR, der kodierenden Sequenz und Promotoregionen auf
(Xu et al. 2014). Die Bindungsregion zwischen mRNA und miRNA, in der ebenfalls die
Seed-Sequenz liegt, wird auch miRNA response element (MRE) genannt (O'Brien et al.
2018). Abhangig von der Komplementaritat zwischen miRNA und mRNA kommt es zur
translationalen Repression oder mRNA-Degradation (Hoffmann et al. 2012). Bei einer
vollstandigen Komplementaritét wird die mRNA durch den miRISC gespalten und
schlie3lich degradiert (Bartel 2004). Bei unvollstandiger Komplementaritat wird das
Protein GW182 und weitere Effektorproteine durch den miRISC rekrutiert und
markieren die mRNA fur den Abbau. Dadurch kommt es zur Deadenylierung der
MRNA und Entfernung der Kappe. Darauffolgend wird die Ziel-mRNA bis zur mRNA-
Degradation in sogenannten processing bodies (P-bodies) im Cytoplasma gespeichert.
Weitere Mechanismen sind die Inhibierung der Translationsinitiation (Unterbindung der
Kappenerkennung) und -elongation (z. B. Abfall der Ribosomen von der mRNA)
(Rehwinkel et al. 2005; Behm-Ansmant et al. 2006; Filipowicz et al. 2008). So kommt
es nicht zwangslaufig zu einer Abnahme der mRNA. In den meisten Fallen fiihren
MiRNAs zu einer mRNA-Destabilisierung (Eichhorn et al. 2014; Guo et al. 2010).
MiRNAs kdnnen sich aber auch positiv auf die Genexpression auswirken, in dem sie
die Translation hochregulieren (Vasudevan et al. 2007). Neue Erkenntnisse zeigen,
dass mRNAs durch MREs im gegenseitigen Austausch in sogenannten Schwammen
stehen und zu komplexen Netzwerken beitragen (Salmena et al. 2011; Thomson und
Dinger 2016).

Mittlerweile sind laut der miRNA-Datenbank miRBase 2 654 miRNAs im Menschen
bekannt (Kozomara et al. 2019). Die miRNA-Expression ist vom jeweiligen Gewebe
abhéngig, so ist z. B. die Expression von miR-122 leberspezifisch (Lagos-Quintana et
al. 2002). MiRNAs sind an den verschiedensten Prozessen wie Entwicklung,
Proliferation, Apoptose und Metabolismus beteiligt (Kloosterman und Plasterk 2006).
Die Deregulierung von miRNAs kann zu vielen Krankheitszustdnden wie Krebs
beitragen (Tufekci et al. 2014; Deiulis 2016; Paul et al. 2018). Es ist davon
auszugehen, dass uber 50 % der proteinkodierenden mRNAs von miRNAs reguliert

werden konnen (Lewis et al. 2005; Chekulaeva und Filipowicz 2009; Krol et al. 2010).
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MiRNAs kénnen auch z. B. ins Blut sekretiert werden und hormonéhnliche Wirkungen
auf andere Zellen haben (Wang et al. 2009; Roderburg et al. 2015; Iftikhar und Carney
2016; O'Brien et al. 2018). Durch die Zirkulation im Blut eignen sich miRNAs auch als
Biomarker z.B. fiur Lungenkrebs, kolorektales Karzinom, Diabetes und
Lebererkrankungen (Chen et al. 2008; Hayes und Chayama 2016). Der miR-122-
Inhibitor Miravirsen wurde zur Behandlung von Hepatitis C entwickelt. Miravirsen
unterbindet die Funktion der miR-122, welche die virale RNA normalerweise vor dem
Abbau schitzt, sodass das Virus zerstort werden kann (Jopling et al. 2005). Ein
weiteres Beispiel ist Cobomarsen, ein miR-155-Inhibitor, der das Wachstum des
kutanen T-Zelllymphom reduziert (Seto et al. 2018).
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DGCRS SpleiRen

Pre-miRNA *\e\f“‘

= ‘\\)
0 Exportin 5
}

l
5p'ArmmOnm miRNA Duplex
3p-Arm —
Strangselektion l RISC

Reife miRNA @

TargetmRNA - «‘/ \ —
G'm E—@‘ AAAAAAA G'm ; AAAAAAA
Translatiolnale Repression mRNA Degradation

Abb. 3: MiRNA-Biogenese und Funktion. MIRNAs werden als polyadenylierte priméare
Transkripte (pri-miRNAs) transkribiert. Die enthaltene Haarnadelstruktur wird von der
Endonuklease Drosha herausgeschnitten und als pre-miRNA durch Exportin 5 in das
Cytoplasma transportiert. Danach wird sie von einer weiteren Endonuklease Dicer prozessiert,
sodass ein miRNA-Duplex entsteht. Dieser wird in den RNA-induced silencing complex (RISC)
geladen und der Gegenstrang (blau) dissoziiert vom guide Strang (die reife miRNA). Der
miRISC bindet in der Regel in der 3-UTR der Ziel-mRNA und fihrt bei unvollstandiger
Komplementaritdt zwischen miRNA und mRNA zu einer translationalen Repression bzw. bei
vollstdandiger Komplementaritdét zu einer mRNA-Degradation. Die Biogenese von Mirtrons
verlauft analog, auRer dass die Prozessierung der pri-miRNA durch das Spleisosom erfolgt und

nicht durch Drosha (Modifiziert nach Filipowicz et al. (2008), Hoffmann et al. (2012), Davis-
Dusenbery und Hata (2010) und Ha und Kim (2014)).
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MiRNAs spielen auch in der Regulation des Immunsystems eine Rolle (O'Neill et al.
2011; McCall et al. 2011). Unter anderem sind sie an der Entwicklung und Reifung von
Immunzellen beteiligt und regulieren akute und chronische Immunantworten (Baltimore
et al. 2008; O'Neill et al. 2011; O'Connell 2012). Daher kénnen sie auch an der
Entwicklung von chronisch-entzindlichen Krankheiten wie Diabetes mellitus,
Adipositas und Asthma beteiligt sein (Marques-Rocha et al. 2015). Des Weiteren wird
eine Beteiligung von miRNAs bei der Entwicklung von Lebererkrankungen wie
Cholestase, Steatose und nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) diskutiert (Marin et
al. 2014; Pisarello et al. 2015; Wang et al. 2015). MiRNAs kdnnen durch LPS oder
Cytokine in Makrophagen induziert werden und in Mikrovesikeln (Exosomen) verpackt
zu anderen Zellen wie z. B. Endothelzellen oder Fibroblasten transportiert werden und
dort wirken (Taganov et al. 2006; Roy 2016; Ismail et al. 2013). Tili et al. (2007) sahen
durch LPS in Mausmakrophagen eine Hochregulierung von miR-155, einem
Hauptregulator bei Entziindungen (Mahesh und Biswas 2019). Sie nahmen an, dass
miR-155 unter transkriptioneller Kontrolle von NF-kB steht und eine Rolle bei der
Regulation der LPS-induzierten Immunantwort spielt (Tili et al. 2007). Rieger et al.
(2013) konnten miR-130b mit Entzindung in Lebern von Patienten mit erhéhtem CRP
assoziieren. Aul3erdem zeigten sie eine negative Regulation von CYP2C9 durch miR-
130b und somit zum ersten Mal die Beteiligung einer entziindungsassoziierten miRNA

an der Herunterregulierung von ADME-Genen (Rieger et al. 2015).

Fur die Untersuchung von miRNA-Effekten ist die Vorhersage von potenziellen miRNA-
Targets ein wichtiges Vorgehen. Allerdings ist dies eine komplexe Aufgabe, da
MiRNAs nur Uber eine sehr kurze Sequenz, der Seed-Sequenz, an mRNAs binden
(Nakajima und Yokoi 2011). In den letzten Jahren haben sich dabei mehrere Kriterien
und Vorhersagedatenbanken wie TargetScan (Friedman et al. 2009; Agarwal et al.
2015), miRanda (Betel et al. 2008; Betel et al. 2010), miRDB (Liu und Wang 2019) und
mirDIP (Tokar et al. 2017) entwickelt und etabliert. Die Anzahl an vorhergesagten
Targets variiert aber je nach Algorithmus, da verschiedene Kriterien wie die
Gewichtung der Komplementaritat zwischen miRNA und mRNA, die Konservierung der
Bindestelle, die freie Energie des miRNA-mRNA-Duplexes und die Zugéanglichkeit der
Bindestelle bertcksichtigt werden (Nakajima und Yokoi 2011). Durch die
Sequenzahnlichkeiten innerhalb des Genoms kann eine einzelne miRNA bis zu 100
verschiedene mRNAs innerhalb einer Zelle regulieren (Betel et al. 2008; Dluzen und
Lazarus 2015).
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1.3.2 MicroRNAs als negative Regulatoren von ADME-Genen

Die Regulation von ADME-Genen durch miRNAs wird seit einigen Jahren untersucht
(Takagi et al. 2008; Mohri et al. 2010; Kida et al. 2011; Haenisch et al. 2011; Oda et al.
2014). Eines der ersten Beispiele war die negative Regulation von CYP1B1 durch miR-
27b. CYP1B1 spielt eine Rolle beim Mammakarzinom (Tsuchiya et al. 2006). Die
gleiche Gruppe konnte ein paar Jahre spater zeigen, dass auch PXR als wichtiger
Regulator in der induzierbaren Expression von CYPs durch miRNAs reguliert wird.
Dies wirkte sich negativ auf die Expression von CYP3A4 in der Leber aus (Takagi et al.
2008). Nicht nur CYPs und NR unterliegen der Regulation durch miRNAs, sondern
auch Phase II-Enzyme wie UGTs und Transporter wie das MDR1/P-Glykoprotein
(Papageorgiou und Court 2017; Zhu et al. 2008). Die unterschiedliche Expression von
MiRNAs kann zu einer Variabilitdt im Arzneistoffmetabolismus fihren (Bolleyn et al.
2015).

Innerhalb der miRNA-Regulation kann es zu einer weiteren Variabilitdt durch SNPs
kommen. Dabei kénnen Gene, die in der miRNA-Biogenese involviert sind, pre-
mMiRNAs und reife miRNAs wie auch ihre Bindestellen in mRNAs betroffen sein.
MiRNA-Bindestellen kénnen neu enstehen bzw. zerstért werden und somit einen
Einfluss auf die Regulation des Arzneistoffmetabolismus haben (Zanger et al. 2018).
Datenbanken wie Patrocles (Hiard et al. 2010) und PolymiRTS (Bhattacharya et al.
2014) unterstiitzen bei der Vorhersage von potenziellen neuen bzw. zerstérten miRNA-
Bindestellen in mRNAs. Beispielsweise verhinderte ein SNP in der 3’-UTR von
CYP2EL1 die Bindung von miR-570, die hormalerweise an der Regulation von CYP2E1
beteiligt ist (Nakano et al. 2015).

1.4 Hepatische Zellmodelle

Viele mechanistische Studien, die sich mit der Akut-Phase-Reaktion in der Leber
befasst haben, wurden in Maus- bzw. Rattenmodellen durchgefiihrt (Aitken et al.
2006). Allerdings weisen diese Modelle Unterschiede zum Menschen hinsichtlich ihres
Verhaltens bei entziindlichen Bedingungen auf genomischer Ebene auf, die auch
ADME-Gene betreffen (Seok et al. 2013). Daher sind Untersuchungen in anderen

humanen hepatischen Zellmodellen unerlasslich.
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1.4.1 Primére Hepatozyten

Fur die Untersuchung des Metabolismus von endo- und exogenen Substanzen in der
Leber gelten PHH bis heute als der Goldstandard (LeCluyse et al. 2005; LeCluyse und
Alexandre 2010; Klein et al. 2015). Die Leber besteht zu 80 % aus Hepatozyten und zu
20 % aus nicht-parenchymalen Zellen wie hepatischen Sternzellen, Endothelzellen,
Kupffer-Zellen und weiteren Immunzellen (Godoy et al. 2013). Die Gewinnung von
PHH erfolgt aus Lebergewebe, das bei Leberresektionen zur Entfernung von
Lebertumoren oder aus Multiorganspendern entnommen wurde (LeCluyse et al. 2005).
Die Isolierung von Hepatozyten erfolgt in der Regel durch eine 2-Schritt-Kollagenase-
Perfusionstechnik (Vondran et al. 2008). Diese Prozedur sollte nur von erfahrenem
Personal in speziellen Zentren durchgefiihrt werden, um eine optimale Ausbeute und
hohe Zellviabilitat zu erhalten (Pless et al. 2012). PHH kdnnen entweder sofort nach
der Isolierung verwendet oder kyrokonserviert werden, was eine langfristige Lagerung
ermdglicht (Pless et al. 2012; Godoy et al. 2013). Jedoch kann die Kryokonservierung
zu Zellverlust und reduzierter Adharenz der Zellen beim Ausplattieren fihren (Pless et
al. 2012). Es gibt verschiedene Kultivierungsformate fur PHH: 2D (LeCluyse 2001) und
3D (Spheroide) (Bachmann et al. 2015) sowie die Ko-Kultur z. B. mit Kupffer-Zellen
(Nguyen et al. 2015). Allerdings weisen PHH eine begrenzte Kultivierungsdauer auf
(ein bis zwei Wochen). Nach dem Ausplattieren kommt es zu einer schnellen
Dedifferenzierung mit Verlust von leberspezifischen Eigenschaften wie der CYP-
Aktivitat (LeCluyse 2001; Godoy et al. 2013). Des Weiteren weisen PHH eine hohe
Variabilitat abhangig vom jeweiligen Donoren auf. Die Donoren kdnnen sich durch
Geschlecht, Alter, verschiedene Krankheiten, Grund der Leberresektion und
Medikamenteneinnahme unterscheiden. Dies kann z. B. Auswirkungen auf die Starke
der CYP-Aktivitaten und die Reproduzierbarkeit von Experimenten haben (Guguen-
Guillouzo und Guillouzo 2010). Ein Vorteil von kryokonservierten humanen
Hepatozyten (KHH) im Vergleich zu frischen PHH ist die bessere Planbarkeit und
Reproduzierbarkeit von Experimenten durch die Verflgbarkeit von mehreren
kryokonservierten Aliquots eines Donors. Seit einigen Jahren kann die Variabilitat
zwischen verschiedenen Donoren durch die Generierung von Aliquots gepoolter
Donoren ausgeglichen werden (Roymans et al. 2004; Li 2015; Yokoyama et al. 2018).
PHH weisen eine schlechte Transfizierbarkeit von Plasmiden auf. Dennoch ist ein
viraler Gentransfer moglich (Zamule et al. 2008; Thomas et al. 2014). Einige Studien
konnten zeigen, dass PHH auf Cytokine ansprechen und diese eine APR in PHH
auslosen (Klein et al. 2015; Keller et al. 2016). Jedoch ist die Verfligbarkeit von PHH

kaum vorherzusagen und weiterhin sehr beschrankt (Pless et al. 2012).
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1.4.2 Hepatische Zelllinien

In der Forschung werden vor allem die HepG2- und Huh7-Zelllinien aufgrund ihrer
guten Verfugbarkeit als Alternative zu PHH verwendet. Die Zelllinien wurden aus einem
humanen Hepatoblastoma bzw. Hepatoma generiert (Knowles et al. 1980; Loépez-
Terrada et al. 2009; Nakabayashi et al. 1982). Allerdings weisen sie nur eine geringe
Expression von ADME-Genen wie z. B. CYPs und Transporter auf (Jouan et al. 2016).
Sie eignen sich aber durch ihre hohe Transfizierbarkeit fir die Untersuchung von
Regulationsmechanismen, z. B. durch Luciferase-Reportergen-Konstrukte. Dadurch
kann beispielsweise Uberprift werden, ob bestimmte Gene durch NR reguliert werden
oder vorhergesagte miRNA-Bindestellen funktional sind (Thomas et al. 2013; Rieger et
al. 2015).

Vor einigen Jahren entstand durch die Entwicklung der HepaRG-Zelllinie eine
zusatzliche Alternative zu PHH. Im Gegensatz zu HepG2- und Huh7-Zellen weist diese
Hepatoma abgeleitete Zelllinie durch eine hohe Expression der meisten Phase I- und I
Enzyme sowie Transporter eine erhOhte metabolische Aktivitat und Stabilitdt auf
(Gripon et al. 2002; Aninat et al. 2006; Kanebratt und Andersson 2008; Andersson et
al. 2012; Le Vee et al. 2013). HepaRG-Zellen weisen allerdings fur CYP2E1 und
CYP2D6 eine niedrige Enzymaktivitat auf (Aninat et al. 2006; Guillouzo et al. 2007,
Turpeinen et al. 2009). Wichtige Einsatzgebiete fiir HepaRG-Zellen sind metabolische
und toxikologische Screenings, z.B. CYP-Inhibitions- oder Induktionsstudien
(Turpeinen et al. 2009; Anthérieu et al. 2010; Jackson et al. 2016). Mittlerweile haben
sich HepaRG-Zellen auch als Zellmodell fir Cholestase, Steatose und entziindliche
Bedingungen in der Leber etabliert (Anthérieu et al. 2013; Klein et al. 2015; Rubin et al.
2015; Tolosa et al. 2016; Tanner et al. 2018). Durch die Behandlung mit
Dimethylsulfoxid (DMSO) haben undifferenzierte Zellen die Fahigkeit zu hepatozyten-
und gallengangsahnlichen Zellen zu differenzieren (Cerec et al. 2007). Dadurch ergibt
sich allerdings eine Kultivierungsdauer von mindestens sechs Wochen, um
ausdifferenzierte, metabolisch aktive HepaRG-Zellen zu erhalten (Gripon et al. 2002;
Cerec et al. 2007). Ein weiterer Nachteil ist die schlechte Transfizierbarkeit der Zellen
mit Plasmiden (Laurent et al. 2010; Laurent et al. 2013; Demazeau et al. 2017). Fur
kleine Molekile wie small interfering RNAs (siRNA) oder miRNAs ist die

Transfektionseffizienz hingegen sehr gut (Rieger et al. 2015; Keller et al. 2016).

Je nach Fragestellung sollte somit das geeignetste Zellmodell ausgewahlt werden.
Dabei sind Vorversuche bzw. die Charakterisierung der Zellmodelle unbedingt

notwendig.
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1.5 Ziele der Arbeit

Die starke Herunterregulierung von ADME-Genen in der Leber bei entzindlichen
Bedingungen ist schon seit einiger Zeit bekannt. Als zugrunde liegende Mechanismen
werden vor allem transkriptionelle Mechanismen, die z. B. Giber NR wie PXR und RXRa
wirken, diskutiert. Dennoch ist unklar, inwieweit diese Mechanismen die enorme
Herunterregulierung von ADME-Genen erklaren kénnen und ob nicht weitere, bisher

unbekannte Mechanismen eine Rolle spielen.

In der vorliegenden Arbeit sollten folgende Aspekte der Herunterregulierung von

ADME-Genen analysiert werden:

- Evaluation von hepatischen Zellmodellen hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit, vor
allem von kryokonservierten humanen Hepatozyten
- Rolle von proinflammatorischen Cytokinen und NR mit einem Fokus auf die
kombinatorische Wirkung von Cytokinen als auch das Proteinverhalten von NR
- Rolle von entziindungsassoziierten miRNAs als neue Regulationsebene bei der
Herunterregulierung der ADME-Gene im Hinblick auf:
¢ Validierung funktionaler Bindestellen von miRNAs in ADME-Genen
o MiRNA-Effekte auf ADME-Genexpression in vitro
e Untersuchungen in Lebergewebe zum mdoglichen Einfluss von miRNAs
in vivo
e Herkunft der entzindungsassoziierten miRNAs
Zusammenfassend sollten diese Untersuchungen das Zusammenspiel zwischen
Cytokinen, NR und miRNAs bei der Herunterregulierung der ADME-Gene bei
Entziindung n&her beleuchten, um den Arzneistoffmetabolismus bei entziindlichen

Erkrankungen besser zu verstehen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
Tab. 1: Chemikalien.

Reagenz
2-Mercaptoethanol

Firma
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

2X Assay Loading Reagent

Fluidigm, Amsterdam, Niederlande

20X GE Sample Loading Reagent

Fluidigm, Amsterdam, Niederlande

25X Proteinkinase Inhibitor Cocktail

Roche, Mannheim, Deutschland

Acriflavin

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8)

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Agarose Merck, Darmstadt, Deutschland
Ammoniumpersulfat (APS) Merck, Darmstadt, Deutschland
Amodiaquin TRC, Toronto, Kanada

Atorvastatin

TRC, Toronto, Kanada

dinatrium Salz (NADP™)

B-Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bupropionhydrochlorid

Chemische Synthese, IKP Stuttgart,
Deutschland

Chaps (4 %)

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Chameleon Duo Pre-stained Protein Ladder

LI-COR Biosciences, Bad Homburg,
Deutschland

CoverFluid

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Deastreak Reagent

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

Serva, Heidelberg, Deutschland

DMEM Medium

GIBCO, Carlsbad, USA

Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Losung (PBS)

GIBCO, Carlsbad, USA

Ethanol (100 %)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Merck, Darmstadt, Deutschland
GIBCO, Carlsbad, Deutschland

Glukose-6-phosphat-Mononatrium

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Merck, Darmstadt, Deutschland

Glycerin

VWR,Bruchsal, Deutschland

Harnstoff

Serva, Heidelberg, Deutschland

Humanes Insulin, Insuman Rapid (40 I.E.)

Sanofi, Frankfurt, Deutschland

Hydrocortison (50 mg/ml)

Pfizer, Karlsruhe, Deutschland

InVitroGRO CP Medium

Bioreclamation, Baltimore, USA

InVitroGRO HI Medium

Bioreclamation, Baltimore, USA

Interleukin-18 (IL-1B)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Interleukin-6 (IL-6)

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

lodoacetamid (IAA)

Serva, Heidelberg, Deutschland

L-Glutamin (200 mM)

GIBCO, Carlsbad, USA

Lipofectamine® RNAiMax

Life Technologies, Carlsbad, USA

Magermilchpulver

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

MEM Medium GIBCO, Carlsbad, USA
Methansaure, Ameisensaure Fluka, Buchs, Schweiz
MgCl» Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumphosphat

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Nuklease-freies Wasser

Ambion, Austin, USA

Passive Lysis Buffer (5X)

Promega, Madison, USA

Penicilin/Streptomycin (10 000 U/ml, 10 mg/ml)

GIBCO, Carlsbad, USA

Pharmalyte pH 3-10

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Phenacetin

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

PNGase F (15 000 Units)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland

Ponceau S-solution

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Propafenon

Knoll, Ludwigshafen, Deutschland

RIPA Lysis- und Extraktionsp

uffer

Thermo Scientific, Rockford,USA

S-Mephenytoin

TRC, Toronto, Kanada

Serdolit

Serva, Heidelberg, Deutschland

Spermin

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

TagMan® PreAmp Master Mix

Applied Biosystems, Foster City, USA

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

GIBCO, Carlsbad, USA

Thioharnstoff

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tolbutamid

TRC, Toronto, Kanada

Torpedo Antibiotic Mix

Bioreclamation, Baltimore, USA

Tris-HCI

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin-EDTA (0,25 %)

GIBCO, Carlsbad, USA

Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Tween20

Merck, Darmstadt, Deutschland

William’s E Medium (ohne L-Glutamin und

Phenolrot)

GIBCO, Carlsbad, USA

2.1.2 Puffer und Loésungen

Tab. 2: Puffer und Lésungen.

Puffer oder Losung Bestandteil Gewicht oder Volumen \
APS (10 %) Ammoniumpersulfat 19

milliQ-H20 ad 10 ml
Aquilibrierungspuffer Harnstoff 909

Glycerin 759

RGB (Resolving gel buffer: 1,5 8,4 ml

M Tris-Base, 0,4 % SDS pH

8,6)

SDS 59

Serdolit 0,5 g (abfiltrieren)

milliQ-H20 ad 250 ml
BfR-Lysispuffer 7 M Harnstoff 126 g

2 M Thioharnstoff 454,6 g

Serdolit 0,5 g (abfiltrieren)

Chaps (4%) 12 g

Pharmalyte pH 3-10 6 ml

Deastreak Reagent 3,6 ml

Spermin 2,19

BioRad Proteome Grade ad 300 ml

Wasser
DNA-Suspensionspuffer Tris-Base 10 mM
(TE10.01) pH 8,0 EDTA 0,1 mM
Elektrophoresepuffer (10X) Tris-Base 150 g

Glycine 720 g

SDS (20 %) 250 ml

milliQ-H20 ad 5 000 ml
Laemmli-Probenpuffer (5X) SDS (20%) 10g

1 M Tris Puffer pH 6,8 30,6 ml
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2-Mercaptoethanol 25 ml
Bromphenolblau 100 mg
milliQ-H20 ad 75 ml
Glycerol 25 ml
Magermilch (5 %) Magermilchpulver 10g
TBST (1X) ad 200 ml
SDS (20 %) SDS 100 g
milliQ-H20 ad 500 ml
TBS (10X) NaCl 400 g
KCI 109
Tris-Base 16,93 g
Tris-HCI 17549
milliQ-H20 ad 5 000 ml
TBST (1X) TBS (10X) 500 ml
VE-H20 4 500 ml
Tween20 (50 %) 10 mi
Transferpuffer (Western Tris-Base 299
Blot) Glycin 14,6 g
SDS (20 %) 9,25 ml
Methanol 11
milliQ-H20 ad 5 000 ml
Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8) Tris-Base 0,928 g
Tris-HCI 38,199
milliQ-H20 ad 500 ml
Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8) Tris-Base 69,03 g
Tris-HCI 28,40 g
milliQ-H20 ad 500 ml
Tris-HCI (1,0 M, pH 8,0) Tris-HCI 7,878 ¢
milliQ-H20 ad 50 ml
pH auf 8,0 eingestellt
Tween20 (50 %) Tween20 250 ml
milliQ-H20 250 ml

2.1.3 Kits
Tab. 3: Kits.

Kit

Firma

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

AlamarBlue™ Cell Viability Reagent

Thermo Scientific, Rockford,USA

Dual-Luciferase® Reporter Assay System

Promega, Madison, USA

FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit

Affymetrix Inc., Santa Clara, USA

GeneChip® Eukaryotic Hybridization Control Kit

Affymetrix Inc., Santa Clara, USA

GeneChip® Hybridization, Wash and Stain Kit

Affymetrix Inc., Santa Clara, USA

mirVana™ miRNA Isolation Kit

Life Technologies, Carlsbad, USA

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific, Rockford,USA

Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit

Thermo Scientific, Rockford,USA

Qubit® RNA BR Assay Kit

Life Technologies, Carlsbad, USA

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity

Substrat

Thermo Scientific, Rockford,USA

TagMan® Reverse Transcription Reagents

Applied Biosystems, Foster City, USA
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2.1.4 Gerate
Tab. 4: Geréte.

Gerat Firma

2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

6460 Triple Quadrupole Massenspektrometer

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

7900HT Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Foster City, USA

Biofuge 22R/ Biofuge pico

Heraeus, Hanau, Deutschland

Biomark® HD Reader

Fluidigm, Amsterdam, Niederlande

Bioruptor UCD-200

Diagenode, Liége, Belgien

EnSpire® Multimode Plattenleser

PerkinElmer, Waltham, USA

Ettan IPGphor Il IEF System

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Fastblot B44 Blotting Kammer

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

GeneChip® Fluidics Station 450

Affymetrix Inc., Santa Clara, USA

GeneChip® Hybridization Oven 645

Affymetrix Inc., Santa Clara, USA

GeneChip® Scanner 3000 7G

Affymetrix Inc., Santa Clara, USA

Heracell™ 240 Inkubator

Heraeus, Hanau, Deutschland

IFC Controller MX

Fluidigm, Amsterdam, Niederlande

Millipore Wasseraufreinigungssystem MilliQ

Millipore, Molsheim, Frankreich

Molecular Imager® VersaDoc™ MP 4000
System

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

NanoDrop™ 2000c

Thermo Scientific, Rockford, USA

Odyssey CLx Infrared Imaging System

LI-COR Biosciences, Bad Homburg,
Deutschland

Olympus CKX 41 Mikroskop

Olympus, Tokyo, Japan

PEQLAB Elektrophorese Netzgerat EV231

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Deutschland

Qubit® 2.0 Fluorometer

Life Technologies, Carlsbad, USA

TE 77 PWR Blotting System

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

ThermoMixer Comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Veriti 96-well Thermal Cycler

Applied Biosystems, Foster City, USA

Veriti 384-well Thermal Cycler

Applied Biosystems, Foster City, USA

Vortexer Reax control

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Zentrifuge 5424 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Tab. 5: Verbrauchsmaterialien.

Material
24-Well Platten, zellkulturbehandelt

Hersteller \
Corning, Corning, USA

48.48 Dynamic Array™ IFC

Fluidigm, Amsterdam, Niederlande

Affymetrix GeneChip® miRNA 4.0 Array

Affymetrix Inc., Santa Clara, USA

Amersham Protran Nitrocellulose Blotting
Membran (0.45 um NC)

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg,
Deutschland

C-Chip Neubauer improved

NanoEnTek, Seol, Korea

Corning™ BioCoat™ Kollagen | Multiwell
Platten (96- und 12-Well)

Corning, Corning, USA

Falcon Tubes (15 und 50 ml)

Sarstedt, Nuembrecht, Deutschland

FrameStar® FastPlate 96 Well PCR

4titude® Limited, Surrey, Vereinigtes
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Kdnigreich
FrameStar® 384-Well PCR Platten, blauer 4titude® Limited, Surrey, Vereinigtes
bzw. griiner Rand Kdnigreich

Microtiterplatten (96-Well)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

OptiPlate-96, weil3e 96-Well Microtiterplatte

PerkinElmer, Waltham, USA

Qubit® Assay Tubes

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

1000 pl)

Rainin Filterpipettenspitzen (10, 20-200 und

Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

Safe-Lock Tubes (0,5, 1,5, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

ServaBlue IPG Streifen 3-10 NL/7 cm

Serva, Heidelberg, Deutschland

Stripette® (2, 5, 10, 25 ml)

Corning, Corning, USA

2.1.6 TagMan®-Assays
Tab. 6: TagMan®-Assays fir qRT-PCR Genexpressiosnanalyse.

Gen Assay ID

ABCB1 Hs01067802 ml
ABCG2 Hs00184979 m1l
ADH1A Hs00605167 g1
AHR Hs00169233 ml
ALDH2 Hs00355914 ml
ARNT Hs01121918 m1l
CCL2 Hs00234140 m1l
CRP Hs00265044 ml
CYP1A1 Hs00153120 ml
CYP1A2 Hs01070374 ml
CYP2A6 Hs00868409 s1
CYP2B6 Hs03044634 ml
CYP2C19 Hs00426380 m1l
CYP2C8 Hs00258314 ml
CYP2C9 Hs00426397 m1l
CYP2E1 Hs00559368 m1
CYP3A4 Hs00430021 m1l
CYP3A5 Hs01070905 ml
CYP3A7 Hs00426361 m1l
CYP7A1 Hs00167982 m1l
DPYD Hs00559278 m1l
GAPDH Hs02758991 gl
GSTA2 Hs00747232 mH
GSTM1 Hs01683722 gH
HNF4A Hs01023298 ml
MRP?2 Hs00166123 ml
NAT1 Hs00265080 s1
NAT?2 Hs00605099 ml
NFKB1 Hs00765730 _m1
NFKBIA Hs00153283 ml
NR1I2 Hs00243666_m1
NR113 Hs00901571 ml
POR Hs00287016 ml
PPARA Hs00231882 ml
PPARG Hs01115513 ml
RPLPO Hs99999902 ml
RXRA Hs00172565 ml

27




2. Material und Methoden

SAAL/SAA2 Hs00761940_s1

SLC10A1l Hs00161820_ml
SLC22A7 Hs00198527_ml
SLCO1B1 Hs00272374 ml
SOCS3 Hs02330328_s1

SOD2 Hs00167309_m1l
STAT3 Hs00374280_m1
SULT1B1 Hs00234899 _m1l
TPMT Hs00909011_m1l
UGT1Al Hs02511055 sl

UGT2B7 Hs00426592_ml

Alle in Tab. 6 dargestellten Reagenzien wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific
(Rockford, USA) bezogen.

2.1.7 MiRNA-Mimics und -Antagomirs
Tab. 7: MiRNA-Mimic/Antagomirs und siRNAs fir Transfektionen.

MiRNA Typ ID \
miR-130b-3p Mimic MC10777
miR-155-5p Mimic MC12601
miR-224-5p Mimic MC12571
miR-452-5p Mimic MC12509
miR-543 Mimic MC13037
miR-6807-5p Mimic MC28605

anti-miR-130b-3p
anti-miR-155-5p
anti-miR-452-5p
anti-miR-6807-5p

Antagomir MH10777
Antagomir  MH28440
Antagomir  MH12509
Antagomir  MH28605

siPXR SiRNA s16911
siRXRa SiIRNA 512384
Cy® 3 Transfection Control DsiRNA SiRNA 51-01-03-06

Silencer® Select Negative Control No. 2 siRNA (siCTR) Kontrolle 4390846

Alle in Tab. 7 dargestellten Reagenzien wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific
(Rockford, USA) bezogen, nur Cy® 3 Transfection Control DsiRNA wurde von

Integrated DNA Technologies (Leuven, Belgien) bezogen.
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2.1.8 Antikorper
Tab. 8: Antikdrper fiir Western Blot.

Target Ursprung Verdin- Produkt- Sekundar-
nung nummer AB
B-actin  Maus 1:5000 A5441 Sigma- Anti-Maus, LI-COR
Aldrich, IRDye 800  Biosciences,
Steinheim, markiert Bad
Deutschland  (1:10 000) Homburg,
Deutschland
CYP2C9 Hase 1:2500 AB10317 Merck Anti-Hase, LI-COR
Millipore, IRDye 800  Biosciences,
Billerica, markiert Bad
USA (1:10 000) Homburg,
Deutschland
PXR Maus 1:500 sc-48340 Santa Cruz Anti-Maus, LI-COR
Biotechnolog IRDye 680  Biosciences,
Y, markiert Bad
Dallas, USA  (1:10 000) Homburg,
Deutschland
RXRa Maus 1:1000 PP-K8508- R&D Anti-Maus, LI-COR
(1D) 00 systems, IRDye 680  Biosciences,
Wiesbaden, markiert Bad
Deutschland  (1:10 000) Homburg,
Deutschland
RXRa Maus 1:500 PP-K8508- R&D Anti-Maus Seramun
(2D) 00 systems, IgG-HRP Diagnostica
Wiesbaden, (1:2 000) Heidesee,
Deutschland Deutschland
2.1.9 Zelllinien und Zellkulturmedien
Tab. 9: Verwendete Zellen und Zelllinien.
Zellen Beschreibung Herkunft |
HepaRG Kommerzielle Leberkarzinomzelllinie Biopredic International,

(generiert aus Zellen einer Kaukasierin),
metabolisch aktiv nach Differenzierung mit
DMSO

Isolierte Hepatozyten aus operativ

Saint Grégoire,
Frankreich

Kryokonservierte BioreclamationIVT,

humane entferntem Lebergewebe, gepoolt aus 10 Baltimore, USA
Hepatozyten (KHH), Patienten, kryokonserviert, getestet auf

Charge: KCB Ausplattierbarkeit

Primé&re humane Isolierte Hepatozyten aus frischem operativ.  Hepacult GmbH,
Hepatozyten (PHH)  entferntem Lebergewebe aus Planegg/Martinsried,

verschiedenen Patienten Deutschland

HepG2 Kommerzielle Leberkarzinomzelllinie ATCC, Manassas,
(generiert aus Zellen eines 15-jahrigen USA
Kaukasiers)

Huh7 Kommerzielle Leberkarzinomzelllinie Epidauros AG,

(generiert aus Zellen eines 57-jahrigen Bernried, Deutschland

Japaners)
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2.1.10 Zellkulturmedien

Tab. 10: Zusammensetzung der Zellkulturmedien.

Medium Bestandteil Volumen
Hepatozyten Aussaat William’s E Medium 450 mi
FCS 50 ml
Penicillin/Streptomycin (10 000 U/ml) 5ml
L-Glutamin (200 mM) 5ml
Humanes Insulin (40 I.E.) 400 pl
Natriumpyruvat (100 mM) 5ml
Nicht-essenzielle Aminosauren (100x) 5 ml
Hepes (1 M) 7,5 ml
Hydrokortison (50 mg/ml) 8 ul
Hepatozyten Kultivierung William’s E Medium 450 mi
FCS 50 ml
Penicillin/Streptomycin (10 000 U/ml) 5mi
L-Glutamin (200 mM) 5mi
Humanes Insulin (40 L.E.) 400 pl
DMSO 450 pl
Dexamethason (1 mM) 50 ul
HepaRG Wachstum William’s E Medium 450 ml
FCS 50 ml
Penicillin/Streptomycin (10 000 U/ml) 5ml
L-Glutamin (200 mM) 5ml
Humanes Insulin (40 I.E.) 2ml
Hydrokortison (50 mg/ml) 200 ul
HepaRG Differenzierung HepaRG Wachstumsmedium 49.5 ml
(1%) DMSO 0.5ml
HepaRG Differenzierung HepaRG Wachstumsmedium 49 mi
(2%) DMSO 1ml
HepG2 DMEM Medium 450 mi
FCS 50 ml
Penicillin/Streptomycin (10 000 U/ml) 5ml
Natriumpyruvat (100 mM) 5ml
Huh?7 MEM Medium 450 mi
FCS 50 ml
Penicillin/Streptomycin (10 000 U/ml) 5mi
L-Glutamin (200 mM) 5ml

2.1.11 Plasmide

Tab. 11: Verwendete pmirGLO Plasmiderivate fur Luciferase-Reporter-Assays.

Plasmidnamen Relevante Sequenzen

GTTTAAACCCTCCACCCCCGGGGATCAAGCAACTCTCCTGCCTCAGC

(1:3\»( OPbZ ?/\(/S'Fm IR- CTCCCTAGTAGCTGGGATTACAGGCATGCACTACCACGCTTGGCTAA
— TTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACTGTGTCTAGA

CYP2B6 miR- GTTTAAACCGGCCTCCCTAGTAGCTGGGATTACAGGCATGCACTAGT

130b WTx3 GCCTCCCTAGTAGCTGGGATTACAGGCATGCACTAGTGCCTCCCTAG
- TAGCTGGGATTACAGGCATGCACTAGTGTCTAGA

CYP2B6 miR- GTTTAAACCCTCCACCCCCGGGGATCAAGCAACTCTCCTGCCTCAGC

130b Mut CTCCCTAGTAGCTGGGATTACAGGCACCACGCTTGGCTAATTTTTGT
— ATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACTGTGTCTAGA

CYP2C19 miR- GTTTAAACATAGAGAAAGATGATTTGTGTATTATAATTCAAAGGCATTT

155 WT CTTCTCTGCATGTTCTAAACAAAAAGCATTATTATTTGCTGAGTCAGG

TTATTAGACCTTCCTTCCTTTGTGCATAATGCATCTAGA

CYP2C19_miR- GTTTAAACCGGTTTCTTCTCTGCATGTTCTAAACAAAAAGCATTAGTG
155 WTx3 TTTCTTCTCTGCATGTTCTAAACAAAAAGCATTAGTGTTTCTTCTCTGC
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ATGTTCTAAACAAAAAGCATTAGTGTCTAGA

GTTTAAACATAGAGAAAGATGATTTGTGTATTATAATTCAAAGGCATTT

stsp ZMCUZI:[Q_m R- CTTCTCTGCATGTTCTAAACAAAATTATTTGCTGAGTCAGGTTATTAG
— ACCTTCCTTCCTTTGTGCATAATGCATCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACCTGATCTGCCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTA
543 WT CAGGAGTGAGACACTGTGCCTGGTCTAATGTTACTTTAAAGTGTCATT
— ACTTTATCTCTAAATAAAGAATCAGGTTACTTTTATCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACCGGACAGGAGTGAGACACTGTGCCTGGTCTAATGTTAGT
543 WTx3 GACAGGAGTGAGACACTGTGCCTGGTCTAATGTTAGTGACAGGAGT
— GAGACACTGTGCCTGGTCTAATGTTAGTGTCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACCTGATCTGCCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTA
543 Mut CAGGAGTGAGACACTGTGCCTGGTCTCTTTAAAGTGTCATTACTTTAT
— CTCTAAATAAAGAATCAGGTTACTTTTATCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACTGGAGACTGTAGTGGATAATCTGTTTTCCTGCCTATTTCA
6807 WT GCTCCTAAAGGCTGCCTGCATTCCTTGGCTCATGAACTCCTTTTTCTT
— TCACTCCAAACACTTGCTTCTTTTGTTACATCTCTCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACCGGCAGCTCCTAAAGGCTGCCTGCATTCCTTGGCTCAGT
6807 WTx3 GCAGCTCCTAAAGGCTGCCTGCATTCCTTGGCTCAGTGCAGCTCCTA
— AAGGCTGCCTGCATTCCTTGGCTCAGTGTCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACTGGAGACTGTAGTGGATAATCTGTTTTCCTGCCTATTTCA
6807 Mut_ GCTCCTAAAGGCTGCCTGCATTCCTTGAACTCCTTTTTCTTTCACTCC
- AAACACTTGCTTCTTTTGTTACATCTCTCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACTCTTCATGTCCAGACATTATTTAGCCTACCATACTATTATT
130b WT ATACCCATTTGAACAACCAAACAATTGCACTGATGATCTGTTAAGCAT
— CTTGTTCAAGGTCACACAGCTTTTTAAGTGTCATCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACCGGATTATACCCATTTGAACAACCAAACAATTGCACTGTG
130b WTx3 ATTATACCCATTTGAACAACCAAACAATTGCACTGTGATTATACCCAT
— TTGAACAACCAAACAATTGCACTGTGTCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACTCTTCATGTCCAGACATTATTTAGCCTACCATACTATTATT
130b Mut_ ATACCCATTTGAACAACCAAACAAGATGATCTGTTAAGCATCTTGTTC
— AAGGTCACACAGCTTTTTAAGTGTCATCTAGA
CYP2C19_miR- GTTTAAACTTGTATTTCTTCCCTAAAATACATATTTCATATGAGAAGAG
6807_WT_beid AACTTTATTTGGCTCACTAATGAATACCAGCCACCTGAAACACTGTTT
e Bindestellen ~ AGAAGATACTGGCTCAATAAATATTTAATGAATGAATCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACCGGTATTTCATATGAGAAGAGAACTTTATTTGGCTCAGTG
6807 WTx3 TATTTCATATGAGAAGAGAACTTTATTTGGCTCAGTGTATTTCATATGA
— GAAGAGAACTTTATTTGGCTCAGTGTCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACTTTATTTTTATTGTTTGTATTTCTTCCCTAAAATACATATTT
6807 Mut_ CATATGAGAAGAGAACTTTATTCTAATGAATACCAGCCACCTGAAACA
- CTGTTTAGAAGATACTGGCTCAATATCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACCGGGCCACCTGAAACACTGTTTAGAAGATACTGGCTCAG
6807 WTx3 TGGCCACCTGAAACACTGTTTAGAAGATACTGGCTCAGTGGCCACCT
- GAAACACTGTTTAGAAGATACTGGCTCAGTGTCTAGA
CYP2C19 miR- GTTTAAACGAGAAGAGAACTTTATTTGGCTCACTAATGAATACCAGCC
6807 Mut_ ACCTGAAACACTGTTTAGAAGATAATAAATATTTAATGAATGAATGACT
— ACTTAATGAATTAATGAATGAATGTTCTAGA
CYP3A4 miR- GTTTAAACTGTTGGCGTGGGGCCTTTGTCAGAACTAGAATTTGATTAT
224 WT TAACATAGGTGAAAGTTAATCCACTGTGACTTTGCCCATTGTTTAGAA
— AGAATATTCATAGTTTAATTATGCCTTTTTTGATTCTAGA
CYP3A4 miR- GTTTAAACCGGATTAACATAGGTGAAAGTTAATCCACTGTGACTTGTG
224 WTx3 ATTAACATAGGTGAAAGTTAATCCACTGTGACTTGTGATTAACATAGG
— TGAAAGTTAATCCACTGTGACTTGTGTCTAGA
23 CYP3A4 mi GTTTAAACTGTTGGCGTGGGGCCTTTGTCAGAACTAGAATTTGATTAT
R-224 Mut TAACATAGGTGAAAGTTAATCCACTTGCCCATTGTTTAGAAAGAATAT
— TCATAGTTTAATTATGCCTTTTTTGATTCTAGA
CYP3A4 miR- GTTTAAACTCCCTACACCTCTTGCATTCCATCCTCAACACCCAACTGT
452 WT CTCGATGCAATGAACACTTAATAAAAAACAGTCGATTGGTCAATTGAT

TGAGCAATAAGCCTTCTAGA
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GTTTAAACCGGGTCTCGATGCAATGAACACTTAATAAAAAACAGTGTG

SEZ(ZPB\’,C%;“'R' GTCTCGATGCAATGAACACTTAATAAAAAACAGTGTGGTCTCGATGC
— AATGAACACTTAATAAAAAACAGTGTGTCTAGA
cyP3a4 mir.  GTTTAAACTCCCTACACCTCTTGCATTCCATCCTCAACACCCAACTGT
452 MUr CTCGATGCAATGAACACTTAATAAACGATTGGTCAATTGATTGAGCAA
— TAAGCCTTCTAGA
CYP2C9_miR- GTTTAAACATAGAGAAATATGATTTGTGTATTATAATTCAAAGGCATTT
155 WT CTTTTCTGCATGTTCTAAATAAAAAGCATTATTATTTGCTGATCTAGA
cyP2co mir.  GTTTAAACCGGTTTCTTTTCTGCATGTTCTAAATAAAAAGCATTAGTGT
155 WIk3 TTCTTTTCTGCATGTTCTAAATAAAAAGCATTAGTGTTTCTTTTCTGCA
— TGTTCTAAATAAAAAGCATTAGTGTCTAGA
CYP2C9_miR-  GTTTAAACATAGAGAAATATGATTTGTGTATTATAATTCAAAGGCATTT
155 Mut CTTTTCTGCATGTTCTAAATAAAATTATTTGCTGATCTAGA,
cyp2cs mir.  CTTTAAACTCTTTAACCCCATAGGCGAAAAAATGGAGCAGGGACATG
452 Wi~ AGGGCACTCAAGCACAAAGCCTCTATAAACAGTCAGAACCAGTACAG
— CAGGTTCAGTGGTCCTCTTATCAGAATAAAGTTACTTCTAGA
cyp2c8 mir.  CTTTAAACCGGGAGGGCACTCAAGCACAAAGCCTCTATAAACAGTGT
452 WTX3 GGAGGGCACTCAAGCACAAAGCCTCTATAAACAGTGTGGAGGGCAC
— TCAAGCACAAAGCCTCTATAAACAGTGTGTCTAGA
cyp2cs mir.  CTTTAAACTCTTTAACCCCATAGGCGAAAAAATGGAGCAGGGACATG
452 Mt AGGGCACTCAAGCACAAAGCCTCTATCAGAACCAGTACAGCAGGTTC
— AGTGGTCCTCTTATCAGAATAAAGTTACTTCTAGA
CAR miR. GTTTAAACGCAGCGAAGGCCCCGGGATCGGTTTCTGTATGCGAAGTT
155 W GCTAGGCCTGCTGGCTGAGCTCCGGAGCATTAATGAGGCCTACGGG
— TACCAAATCCAGCACATCCAGGGCCTGTCTGCCATGATCTAGA
CAR miR. GTTTAAACCGGTTGCTAGGCCTGCTGGCTGAGCTCCGGAGCATTAA
TEE Wix3 GTGTTGCTAGGCCTGCTGGCTGAGCTCCGGAGCATTAAGTGTTGCTA
— GGCCTGCTGGCTGAGCTCCGGAGCATTAAGTGTCTAGA
CAR miR. GTTTAAACGCAGCGAAGGCCCCGGGATCGGTTTCTGTATGCGAAGTT
TeE Tut GCTAGGCCTGCTGGCTGAGCTCCGGTGAGGCCTACGGGTACCAAAT
— CCAGCACATCCAGGGCCTGTCTGCCATGATCTAGA
RXRA miR. GTTTAAACGTGGCTTCTCCGTACGATTGTCTCTGAAACATCGTGGCC
18 T TCAGGTGCCAGGGTTTGATGGACAGTAGCATTAGAATTGTGGAAAAG
— GAACACGCAAAGGGAGAAGTGTGAGAGGAGAAACAATCTAGA
RXRA miR. GTTTAAACCGGCTCAGGTGCCAGGGTTTGATGGACAGTAGCATTAGT
158 \TTx3 GCTCAGGTGCCAGGGTTTGATGGACAGTAGCATTAGTGCTCAGGTG
— CCAGGGTTTGATGGACAGTAGCATTAGTGTCTAGA
RXRA miR. GTTTAAACGTGGCTTCTCCGTACGATTGTCTCTGAAACATCGTGGCC
15 Nt TCAGGTGCCAGGGTTTGATGGACAGTGAATTGTGGAAAAGGAACAC
— GCAAAGGGAGAAGTGTGAGAGGAGAAACAATCTAGA
GTTTAAACCGGCCTGGCGCTCCTCCCGCAGGCTCTGCCCCCGGGCT
RXRA_miR- CCGGTGGTGCGGGGCCCTCTCAGGTTGAACTCGCCTCTTTTGCACT
130b_WT GGAAGGCCCTCCCTTTGGCCTGAGTACTTTTCCCGTTCACGCCTCAG
TCC TCTAGA
BXRA MiR. GTTTAAACCGGGGCCCTCTCAGGTTGAACTCGCCTCTTTTGCACTGT
1300 WTx3 GGGCCCTCTCAGGTTGAACTCGCCTCTTTTGCACTGTGGGCCCTCTC
— AGGTTGAACTCGCCTCTTTTGCACTGTG TCTAGA
GTTTAAACCGGCCTGGCGCTCCTCCCGCAGGCTCTGCCCCCGGGCT
RXRA_miR- CCGGTGGTGCGGGGCCCTCTCAGGTTGAACTCGCCTCTTGAAGGCC
130b_Mut CTCCCTTTGGCCTGAGTACTTTTCCCGTTCACGCCTCAGTCC
TCTAGA
komp. miR- GTTTAAACCTAGAACCCCTATCACGATTAGCATTAATTCTAGA
155-5p
komp. miR- GTTTAAACCTAGATCAGTTTCCTCTGCAAACAGTTTTCTAGA
452-5p
komp. miR- GTTTAAACCTAGACCTCTCCATTCCACTGGCTCACTTCTAGA
6807-5p

komp. miR-543

GTTTAAACCTAGAAAGAAGTGCACCGCGAATGTTTTTCTAGA
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komp. miR- GTTTAAACCTAGAAACGGAACCACTAGTGACTTGTTCTAGA
224-5p

komp. miR- GTTTAAACCTAGATGCCCTTTCATCATTGCACTGTTCTAGA
130b-3p

Alle DNA-Fragmente (Tab. 11) wurden von der Firma GenScript Biotech Corp. (New
Jersey, USA) synthetisiert und in das Plasmid pmirGLO (Promega, Madison, USA)
kloniert.

2.1.12 Software und Datenbanken

Tab. 12: Software und Datenbanken.

Software Firma

Affymetrix® GeneChip Command Console® Affymetrix Inc., Santa Clara, USA
Software (AGCC)

Affymetrix® Transcriptome Analysis 4.0 Affymetrix Inc., Santa Clara, USA

Console (TAC) Software

Fluidigm Real-Time PCR Analysis Fluidigm, Amsterdam, Niederlande

GraphPad Prism 5.0 GraphPad Software, La Jolla, USA

Image Studio™ Software v3.1 LI-COR Biosciences, Bad Homburg,
Deutschland

MS Office 2010 Microsoft, Redmond, USA

SDS Software v2.4 fur 7900HT Fast Applied Biosystems, Foster City, USA

TargetScan v7.2 http://www.targetscan.org/
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur-Methoden

Die verschiedenen hepatischen Zellmodelle (Tab. 9) wurden prinzipiell unter
vergleichbaren Bedingungen bei 37 °C und 5 % CO. kultiviert. Die Zellen wurden in
einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und die Zellviabilitat mithilfe der Trypanblau-

Féarbung bestimmt.

2.2.1.1 Primare humane Hepatozyten

Primare humane Hepatozyten (PHH) wurden durch die Hepacult GmbH
(Planegg/Martinsried, Deutschland) aus Gewebeproben von Leberresektionen
gewonnen. Laut Donoren-Informationsblatt wurden die Praparationen im Einklang mit
der Deklaration von Helsinki durchgeftihrt und waren von der Ethikkommission der
Ludwigs-Maximilians-Universitat ~Minchen genehmigt. Eine unterschriebene
Patienteneinverstandniserklarung liegt der Hepacult GmbH von jedem Spender vor.
PHH wurden als Zellsuspension auf Eis 16-20 h nach der Préaparation geliefert und in
Kultur genommen. Nach Ankunft wurden die Zellen sofort durch gezieltes Wirbeln
resuspendiert. Danach wurden die Zellen in ein 50 ml Falcongefal3 mit eiskaltem PBS
Uberfiihrt und bei 58 x g fir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in einem weiteren Waschschritt in eiskalten
PBS resuspendiert. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt und Abnahme des
Uberstandes wurden die Zellen in vorgewarmtes Hepatozyten Aussaatmedium (Tab.
10) aufgenommen und vereinzelt. Es wurden 400 000 Zellen in einem mL Medium pro
Well in einer kollagenbeschichteten 12-Well Platte ausgesat. Nach 24 h wurde das
Medium fir Behandlungen mit Cytokinen etc. durch Hepatozyten Kultivierungsmedium

ersetzt.

2.2.1.2 Kryokonservierte humane Hepatozyten

Kryokonservierte humane Hepatozyten (KHH) wurden durch die Firma Bioreclamation
(Baltimore, USA) zur Verfiigung gestellt und im Flissigstickstofftank gelagert. Dabei
handelte es sich um gepoolte Hepatozyten von zehn verschiedenen Donoren aus
Leberresektionen, die mit einer bestimmten Methode kryokonserviert worden waren
(LiverPool™ 10-Donor mixed gender pooled cryoplateable human hepatocytes,
Charge: KCB). Um die Zellen in Kultur zu nehmen, wurde das Flaschchen unter
leichtem Schitteln im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Danach wurden die Zellen in
vorgewarmtes InVitroGRO CP Medium transferiert. Durch Invertieren wurden die

Zellen resuspendiert. Es wurden 49 000 Zellen in 100 pl Medium pro Well in einer
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kollagenbeschichteten 96-Well Platte ausgesét. Nach 24 h wurde das Medium zu
InVitroGRO HI Medium (serumfrei) gewechselt und Behandlungen mit Cytokinen etc.

begonnen. Beide Medien wurden mit dem Torpedo Antibiotic Mix (1:45) versetzt.

2.2.1.3 HepaRG-Zellen

Urspringlich entstammten HepaRG-Zellen dem Lebertumorgewebe einer an Hepatitis
C erkrankten Patientin (Gripon et al. 2002). HepaRG-Zellen zeigen nicht nur eine
hepatozytenédhnliche Morphologie, sondern sie sind auf’erdem in der Lage, nach
langerer Kultivierung (~2 Wochen) bei hoheren DMSO Konzentrationen (bis 2 %) sich
weiter zu differenzieren und 3D-Strukturen mit Gallengangen auszubilden. Eine im
Vergleich zu anderen Leberkarzinomzelllinien aufR3ergewdhnliche Eigenschaft dieser
Zellen ist die Expression von leberspezifischen Funktionen wie z.B. die
Plasmaproteinproduktion und funktionelle Entgiftungsenzyme (z. B. Cytochrome P450).
Daher eignet sich diese Zelllinie aufgrund ihrer Beibehaltung metabolischer Aktivitaten
zur Anwendung fir Fragestellungen im Bereich der ADME von Arzneistoffen (Gripon et
al. 2002). In Abb. 4 ist das spezielle Differenzierungsprotokoll mit DMSO zu sehen,
welches angewendet wird, um hohe Expressionslevel der CYPs zu erhalten (Gripon et
al. 2002; Klein et al. 2015).

Aussaat Splitten Differenzierung Start der Experimente

2 Wochen 2 Wochen 2 Wochen

Aussaatvon Aussaatvon Medium mit DMSO
1,5x 106 Zellen 5 x 104 Zellen/well 2 Tage: 1% DMSQ
in T25-Flasche in 24- well Platten 12 Tage: 2% DMSO

Abb. 4: Protokoll zur Kulturvierung von HepaRG-Zellen. Nach dem Auftauen eines Aliquots
wurden HepaRG-Zellen fur 2 Wochen in einer T25 Flasche mit HepaRG Wachstumsmedium
kultiviert (Tab. 10). Danach wurden sie fur 3 min bei 37 °C trypsiniert (Trypsin-EDTA (0,25%))
und auf 24-Well Platten (50 000 Zellen pro Well) transferiert, in denen sie fir weitere 2 Wochen
kultiviert wurden. Nach dieser Expansionsphase wurden die Zellen mit DMSO-haltigen
Differenzierungsmedium fur 2 Wochen behandelt. Nach der Differenzierung waren die Zellen in
Experimenten einsetzbar.

Abhéngig vom Kultivierungsstadium wurden unterschiedliche Zellkulturmedien
verwendet (siehe Abb. 4 und Tab. 10).
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2.2.1.4 HepG2- und Huh7-Zellen

HepG2- und Huh7-Zellen wurden bei ATCC (Manassas, USA) bzw. Epidauros AG
(Bernried, Deutschland) erworben. Beide Zelllinien wurden in T75 Flaschen im
jeweiligen Medium kultiviert und zweimal pro Woche 1:5 gesplittet, wenn sie ca. 85 %
Konfluenz erreicht hatten (Tab. 10). Dabei wurde das Medium abgezogen und die
Zellen mit 1X PBS gewaschen, bevor die Zellen mit 0,25%igem Trypsin fir 5 min bei
37 °C behandelt wurden. Danach wurden die Zellen in neuem Medium aufgenommen
und resuspendiert, bevor sie in eine neue Zellkulturflasche mit Medium Uberflhrt
wurden. Die Zellen wurden nach der Zellzahlbestimmung in 96-Well Platten fir

Luciferase-Reporter-Assays ausgesat.

2.2.1.5 Behandlungen mit Cytokinen

HepaRG-Zellen, PHH und KHH wurden mit den Cytokinen IL-6, IL-1f und TNF-a-
behandelt, um eine Akut-Phase-Reaktion zu induzieren. Die Cytokine wurden dazu in
PBS/0,1 % (g/v) BSA angesetzt und im Versuch bei HepaRG-Zellen in 2%igem
Differenzierungsmedium verdinnt (Tab. 13). Als Kontrollen wurden Zellen mit der
gleichen Menge an Ldsungsmittelkontrolle PBS/0,1% BSA behandelt. Die

Behandlungen wurden alle 24 h erneuert.

Tab. 13: Konzentrationen der Cytokinbehandlungen.

Cytokin Losungsmittel Stockkonzentration Endkonzentration
(pug/ml)
IL-6 PBS/BSA 0,1% 1 10
IL-18 PBS/BSA 0,1% 0,5 5
TNF-a PBS/BSA 0,1% 1 10

2.2.1.6 Behandlungen mit Acriflavin

Um den Gesamtbeitrag endogener miRNAs an der Herunterregulierung der ADME-
Gene bei entzundlichen Bedingungen in Hepatozyten zu analysieren, wurde Acriflavin
(AF) verwendet, ein Acridinfarbstoff. Dieser Stoff verhindert die Bindung zwischen der
MIiRNA und dem RISC. Dadurch kénnen miRNAs nicht mehr post-transkriptionell
wirken und ihre Ziel-mRNA wird nicht mehr degradiert bzw. weiter in das Protein
translatiert. Die miRNAs sind somit nicht mehr funktional (Watashi et al. 2010;
Lauschke et al. 2016). Differenzierte HepaRG-Zellen wurden mit Cytokinen bzw.
Cytokinen in Kombination mit AF fiir 72 h behandelt (siehe Tab. 14).

PBS diente dabei als Losungsmittelkontrolle. Die Behandlungen wurden alle 24 h

erneuert.
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Tab. 14: Behandlungen und eingesetzte Konzentrationen von Acriflavin und Cytokinen.

Behandlung Acriflavin Cytokin
(LM) (ng/ml)
IL-6 - 10
IL-18 - 5
TNF-a - 10
PBS -
AF +IL-6 2 10
AF + IL-18 2 5
AF + TNF-a 2 10
AF + PBS 2

2.2.1.7 Zellviabilitatstests

Um Auswirkungen von Acriflavin auf die Zellviabilitat zu testen, wurden zwei

verschiedene Zellviabilitétstests verwendet: LDH-Assay und Alamar-Blue-Assay.

2.2.1.7.1 LDH-Assay

Der LDH-Assay beruht auf der Detektion eines Farbproduktes, dessen Bildung unter
anderem von Laktatdehydrogenasen katalysiert wird. Bei der Konversion von Laktat zu
Pyruvat entsteht aus NAD* durch Reduktion NADH, das von der Diaphorase benutzt
wird, um ein Tetrazoliumsalz zu einem roten Formazanprodukt zu reduzieren. Dieses
Produkt kann bei 490 nm photometrisch gemessen werden. Kommt es durch die
Zerstobrung der Plasmazellmembran, z. B. durch cytotoxische Substanzen, zu einem
Verlust von Laktatdehydrogenasen, ist die Menge der Formazanentstehung
proportional zu der Menge an ausgeschiedenen LDH in das Medium. Somit I&asst sich
die Cytotoxizitdt im Mediumiberstand feststellen. Bei behandelten HepaRG-Zellen
wurden 50 pl Mediumuberstand pro Well (24-Well Platte) in eine 96-Well Platte
Uberfiihrt und mit 50 pl Reaktionsmix gemischt und fur 30 min bei Raumtemperatur
(RT) lichtgeschitzt inkubiert. Danach wurden 50 pl Stopplésung hinzugegeben und die
Absorption bei 490 nm und 680 nm am EnSpire® Plattenleser gemessen. Um die LDH
Aktivitdt zu bestimmen, wurden die 680 nm Absorptionswerte (Hintergrundsignal durch
das Messinstrument) von den 490 nm Absoprtionswerten abgezogen. Jeder Zeitpunkt
wurde in Triplikaten gemessen (24-72 h). Die Viabilitdt wurde auf die Kontrolle bzw.

unbehandelte Zellen bezogen.

2.2.1.7.2 Alamar-Blue-Assay

Resazurin, die aktive Substanz des AlamarBlue™ Cell Viability Reagent, ist ein blauer,
nicht-fluoreszierender Farbstoff, der nicht cytotoxisch, aber zellgadngig ist. Wenn es in
die Zellen gelangt, wird es dort zu Resorufin reduziert und ein roter, fluoreszierender

Farbstoff entsteht. Dieser Vorgang findet kontinuierlich in vitalen Zellen statt, sodass es
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zu einer allgemeinen Fluoreszenzerhéhung und Farbintensivierung kommt, welche
beide gemessen werden kénnen. Bei behandelten HepaRG-Zellen wurde das Medium
abgesaugt und 500 pl HepaRG-Medium pro Well (mit jeweils 50 yl Alamar Blue
Reagenz (10X) gemischt) hinzugegeben. Danach erfolgte eine Inkubation fir 1 h bei
37 °C. Dann wurden 100 ul pro Well in eine transparente 96-Well Platte tberfihrt und
die Fluoreszenz bei 550 nm am EnSpire® Plattenleser gemessen. Als Negativkontrolle
wurde die Fluoreszenz von Medium mit Alamar Blue gemessen und von jeder Probe
als Hintergrund abgezogen. Jeder Zeitpunkt wurde in Triplikaten gemessen und keine
Zellen wurden mehrmals mit Alamar Blue-Reagenz behandelt (24-72 h). Die Viabilitat
wurde auf die Kontrolle bzw. unbehandelte Zellen bezogen.

2.2.1.8 Transfektion mit miRNA-Mimics/Antagomirs

HepaRG-Zellen wurden zur Untersuchung der miRNA-Effekte mit sogenannten
“miRNA-Mimics“ bzw. “miRNA-Antagomirs” behandelt (Tab. 7). Dabei handelt es sich
um chemisch-modifizierte doppelstrangige bzw. einzelstrangige RNAs, die endogene
MiRNAs imitieren bzw. inhibieren. Jede miRNA-Mimic bzw. Antagomir wurde in
William’s E Medium ohne Zusatze verdinnt und mit dem Transfektionsreagenz
Lipofectamine® RNAiMax (1,5 pl bei 20 nM) gemischt. Je nach Versuch wurden 1 nM
bzw. 60 nM miRNA-Mimic bzw. Antagomir eingesetzt, als Kontrolle wurde die Negative
Control No. 2 siRNA (siCTR) transfiziert. Der Transfektionsmix wurde fiir 15 min bei RT
inkubiert. In der Zwischenzeit wurde ein Mediumswechsel durchgefihrt, danach
erfolgte die Zugabe des Transfektionsmixes (24-Well Platten: 400 pl Medium und 100

pl Transfektionsmix).

2.2.2 Leberbank
2.2.2.1 Sammlung der Lebergewebeproben

Uber mehrere Jahre war am Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut fiir klinische
Pharmakologie (IKP) in Stuttgart eine Lebergewebebank etabliert worden. Diese
Sammlung besteht aus Lebergewebsproben und dazugehorigen EDTA-Blutproben von
150 Spendern kaukasischer Abstammung (79 Frauen und 71 Manner). Die Proben
waren im Rahmen von leberchirurgischen Eingriffen am Campus Virchow in Berlin
gewonnen worden. Die Studie war durch die Ethikkommissionen der Medizinischen
Fakultaten der Charité (Humboldt Universitat Berlin) und der Eberhard Karls Universitat
Tibingen genehmigt und im Einklang mit der Deklaration von Helsinki durchgefihrt
worden. Um die Verwendung von tumordsen Gewebe auszuschlieRen, waren die

Leberproben von einem Pathologen begutachtet worden. Die Leberproben wurden
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schockgefroren und bei -80 °C bis zur Zellfraktionierung gelagert. Zusatzlich waren
sowohl demographische als auch Kklinische Parameter; wie Geschlecht, Alter,
Rauchgewohnheiten, Alkoholkonsum (selbstberichtet), préaoperative Medikation,
praoperative Leberserumparameter (z. B. CRP) und Grund des Eingriffes verfligbar.
Ausschlusskriterien waren eine virale Hepatitis, Zirrhose und Alkoholabusus (Klein et
al. 2010; Nies et al. 2009).

2.2.2.2 Generierung der Leberbankpools

Im Rahmen der vorausgegangenen Masterarbeit war die miRNA-Expression bei
entziindlichen Bedingungen (erhéhtes CRP) durch einen Pool-Ansatz in
Leberbankproben untersucht worden (Masterarbeit Nicole Kugler, 2016). Dafiir war der
Status des Entzindungsmarkers CRP der jeweiligen Patienten als Kriterium der
Poolbildung herangezogen worden (Tab. 15). Der Kontrollpool bestand nur aus Proben
von Patienten, die keine Cholestase, Steatose oder NASH hatten. Jede Probe war nur
einmal verwendet und gleichwertig dem jeweiligen Pool hinzugefligt worden. Die
Poolproben waren auf Microarrays aufgetragen worden, um die miRNA-Expression zu
bestimmen (siehe 2.2.3.2). Die Ergebnisse wurden in Kugler et al. (2019) publiziert.

Tab. 15: Zusammensetzung der Leberbankpools. Leberbankpools wurden aufgrund des
CRP Status der Patienten generiert.

Pool Anzahl der Proben (n) Beschreibung ‘
Kontrolle 10 Kein erhéhtes CRP (< 1 mg/l),
keine Cholestase, Steatose oder NASH
CRP 7 > 10 mg/l CRP

2.2.2.3 Korrelationsanalyse zwischen miRNA-Expression und CYP-Phanotypen

Die Expression fur ausgewéhlte hochregulierte miRNAs war in den Einzelleberproben
mittels qRT-PCR validiert worden (Kontrolle, n = 10; CRP, n=7; Cholestase, n = 17)
(Masterarbeit Nicole Kugler, 2016). Die Ergebnisse wurden in Kugler et al. (2019)
publiziert. CYP/POR-mRNA-Expressionsdaten der Einzelleberproben lagen bereits vor
(Rieger et al. 2013). Diese waren mittels qRT-PCR gemessen und auf RPLPO
normalisiert worden. Die Proteinexpression bzw. Enzymaktivitdten von mikrosomalen
CYPs und POR waren, wie bereits in Rieger et al. (2013) beschrieben, mittels Western

Blot bzw. LC-MS/MS gemessen worden.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 RNA-Isolierung und Quantifizierung
2.2.3.1.1 RNA-Isolierung aus Zellen

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen wurde das mirVana™ miRNA Isolation Kit
verwendet. Kultivierte Zellen wurden mit 1X PBS gewaschen und je nach WellgroR3e
mit 300 bzw. 600 pl Lysis/Binding Solution (24-Well bzw. 12-Well Platte) versetzt. Nach
dem Ablosen der Zellen wurden diese in ein Eppendorfgefal® tberfiihrt und gevortext,
um ein homogenes Lysat zu erhalten. Bei einer 24-Well Platte wurden zwei Wells zu
einer Probe vereinigt, um die Well-zu-Well Variation zu reduzieren. Die Zelllysate
wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren. Zur RNA-Isolierung
wurden die Proben auf Eis aufgetaut und jeweils mit 60 pl miRNA Homogenate
Additive versetzt. Danach wurden die Proben gevortext und fir 10 min auf Eis
inkubiert. Fur die Extraktion wurden 600 pl Phenol-Chloroform pro Probe hinzugefiigt
und die Proben 60 s gevortext, bevor die Proben fir 5 min bei 10 000 x g bei RT
zentrifugiert wurden. Die dabei entstandene wassrige Phase, die RNA enthalt, wurde in
ein neues Eppendorfgefal? tberfihrt und mit 1,25-fachen Volumen 100%igen Ethanol
gemischt. Jedes Gemisch wurde auf einen Filtereinsatz tibertragen und fir 30 s bei 10
000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Der erste Waschschritt erfolgte
mit 700 pl miRNA Wash Solution 1 pro Probe mit einem nachfolgenden
Zentrifugationsschritt fir 30 s bei 10 000 x g. Daraufhin folgten zwei weitere
Waschschritte mit 500 pl Wash Solution 2/3 mit jeweiliger Zentrifugation. Nach jedem
Schritt wurde der Durchfluss verworfen. Danach wurden die Proben fir 60 s
zentrifugiert, um die restliche Flussigkeit aus dem Filtereinsatz zu entfernen. Am Ende
wurde die RNA mit 80 ul nukleasefreiem Wasser (auf 95 °C erhitzt vor Gebrauch)
eluiert und durch Zentrifugation (30 s bei 10 000 x g) zurickgewonnen. Die extrahierte
RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die RNA-Konzentration
und Reinheit wurden mithilfe des NanoDrop™ Spektrometers bestimmt. Die Reinheit
wurde anhand der Absorptionsverhéltnisse A260/230 (Salz- und Peptidverunreinigung)
und A260/280 beurteilt. Proben mit einem A260/280 Verhaltnis von ca. 2,0 wurden fir

weitere Analysen verwendet.

2.2.3.1.2 RNA-Isolierung aus Gewebe

MirVana™ Gesamt-RNA-Préparationen aus Lebergewebe lagen bereits vor (Rieger et
al. 2013). Die RNA Konzentration wurde mit dem Qubit® RNA BR Assay Kit
qguantifiziert. Durch die Verwendung eines spezifischen Fluoreszenfarbstoffes ist dieser

Assay sehr selektiv fur RNA, eine Quantifizierung von DNA, Protein und freien
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Nukleotiden wird verhindert. Auf dem Agilent 2100 Bioanalyzer wurde die Integritat der
RNA mittels des Agilent RNA 6000 Nano Kits bestimmt. Die sogenannte RNA Integrity
Number (RIN) zeigt, ob die RNA in einem intakten oder degradierten Zustand ist. Hohe
Integritat der RNA ist eine wichtige Voraussetzung flur weiterfUhrende Experimente
(Schroeder et al. 2006). Aus diesem Grund wurden nur Proben in weiteren
Experimenten verwendet, die eine RIN >7 hatten (Masterarbeit Nicole Kugler, 2016;
Kugler et al. 2019).

2.2.3.2 MiRNA Profiling — Microarray-Analysen

Um die miRNA-Expression in den Leberbankpools (Masterarbeit Nicole Kugler, 2016;
Kugler et al. 2019) bzw. in cytokinbehandelten HepaRG-Zellen zu untersuchen, wurden
Microarray-Analysen mithilfe von Affymetrix GeneChip® 4.0 Arrays durchgefuhrt. Das
Verfahren besteht aus den Schritten Probenvorbereitung, Anfligen eines Poly(A)-
Schwanzes, Ligation, Hybridisierung auf den Array, Waschen und Féarben des Arrays
und Analyse der Microarraydaten. Fir das Markieren der RNA-Molekile wurde das
FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit verwendet. Das GeneChip® Eukaryotic
Hybridization Control Kit wurde eingesetzt, um den Hybridisierungsvorgang zu
kontrollieren (Hybridisierung Kontrollstocklésungen). Fir das Waschen und Farben der

Arrays wurde das GeneChip® Hybridization, Wash and Stain Kit eingesetzt.

2.2.3.2.1 Probenvorbereitung

Die Methode wurde nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die Proben
(Leberbankpools als auch cytokin- und kontrollbehandelte HepaRG-Zellen) wurden auf
500 ng Gesamt-RNA in 8 I nukleasefreiem Wasser eingestellt. Die
Probenvorbereitung wurde auf einer 96-Well Platte durchgefuhrt.

2.2.3.2.2 Anhangen eines Poly(A)-Schwanzes

Nachdem die Proben vorbereitet waren, wurde die 96-Well Platte auf Eis gestellt und 2
pl RNA Spike Control Oligos (enthalten im FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit) in
jedes Well zugegeben. Danach wurde 5 pl Poly(A)-Mastermix (Tab. 16) zu jeder Probe
hinzugegeben, gut durchmischt und kurz zentrifugiert. Die 96-Well Platte wurde mit
einer Folie bedeckt und 15 min bei 37 °C auf einem Heizblock (Veriti 96-well Thermal

Cycler) inkubiert.

42



2. Material und Methoden

Tab. 16: Poly(A)-Mastermix.

Reagenz Volumen pro miRNA Array (pl) \
10X Reaktionspuffer 1,5
25 mM MnCl; 15
verdinnter ATP Mix (1:500 in 1 mM Tris, pH 8) 1,0
PAP Enzym 1,0
Gesamtvolumen 5

2.2.3.2.3 FlashTag™ Biotin HSR Ligation

Die Platte wurde zentrifugiert und wieder auf Eis gestellt. Danach erfolgte die Zugabe
von 4 pl 5X FlashTag Biotin HSR Ligation Mix sowie 2 pl T4-DNA-Ligase. Die Proben
wurden gemischt und die Platte zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte eine weitere
Inkubation fir 30 min bei 25 °C. Die Ligationsreaktion wurde durch Zugabe von 2,5 pl
HSR Stop Solution beendet. Durch Pipettieren wurden die Proben gemischt und

abzentrifugiert.

2.2.3.2.4 Hybridisierung

Die 20X Eukaryotic Hybridization Controls (bioB, bioC, bioD, cre im GeneChip®
Eukaryotic Hybridization Control Kit enthalten) wurden fir 5 min auf 65 °C erhitzt. Zu
den Proben wurden jeweils 110,5 pl Hybridisierungscocktail-Mastermix (Tab. 17)
hinzugegeben. Es erfolgte eine Inkubation fur 5 min bei 99 °C und eine weitere fir 5
min bei 45 °C.

Tab. 17: Hybridisierungscocktail-Mastermix.

2X Hybridization Mix 1X 66,0
27,5 % Formamid 4% 19,2
DMSO 9,7 % 12,9
20X Hybridization Controls 1X 6,6
Control Oligo B2, 3 nM 50 pM 2,2
Nukleasefreies Wasser 3,7
Gesamtvolumen 110,5

AbschlieBend wurden von jeder Probe 130 pl in einen Affymetrix GeneChip Array
injiziert. Um den Array beladen zu kénnen, wurde eine Pipettenspitze in ein Septum
des Arrays gesteckt. Danach wurde der Array Uber das andere Septum mit Probenmix
befillt. Beide Septa wurden mit 1/2“-Tough-Spots beklebt, um Evaporation und
Undichtigkeit zu verhindern. Dann wurden die Arrays in Trays gestellt, welche dann in
den Hybridisierungsofen geladen wurden. Die Hybridisierung der markierten RNAs

dauerte 16 h bei 48 °C und 60 Umdrehungen pro Minute (rpm).
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2.2.3.2.5 Waschen und Farben der Arrays

Die Arrays wurden nach der Inkubation tber Nacht aus dem Hybridisierungsofen
genommen, sowie die 1/2“-Tough-Spots entfernt. Mithilfe einer Pipettenspitze wurde
der Hybridisierungscocktail aus dem Septum gezogen, wahrend das zweite Septum mit
einer weiteren Pipettenspitze belegt war. Danach wurde jeder Array mit 160 pl Array
Holding Buffer befullt. Die Fluidics Station 450 wurde fur die Wasch- und Féarbeschritte
vorbereitet, indem drei EppendorfgefaRe pro Array in die Probenhalterungen
eingespannt wurden: ein gelbes Eppendorfgefal mit 600 pl Stain Cocktail 1, ein
Eppendorfgefal? mit 600 pl Stain Cocktail 2 und ein drittes Eppendorfgefal? mit 800 ul
Array Holding Buffer. SchlieBlich wurden die Arrays nach dem Fluidics Station 450
Wasch- und Farbeprotokoll auf der der Fluidics Station 450 fir 90 min gewaschen und
gefarbt (Tab. 18).

Tab. 18: Wasch- und Farbeprotokoll fir die Fluidics Station 450.

Schritt Beschreibung |
Post Hyb Wash #1 10 Zyklen mit 2 Mischen/Zyklus mit Wash Buffer A bei 30 °C
Post Hyb Wash #2 6 Zyklen mit 15 Mischen/Zyklus mit Wash Buffer B bei 50 °C

15t stain Farben des Arrays fir 5 Minuten mit Stain Cocktail 1 bei 35 °C
Post Stain Wash 10 Waschzyklen mit 4 Mischen/Zyklus mit Wash Buffer A bei 30 °C
24 Stain Farben des Array fur 5 Minuten mit Stain Cocktail 2 bei 35 °C

3'd Stain Farben des Array fur 5 Minuten mit Stain Cocktail 1 bei 35 °C

Final Wash 15 Zyklen mit 4 Mischen/Zyklus mit Wash Buffer A bei 35 °C

Array Holding Befillung des Array mit Array Holding Buffer

Buffer

Nach dem Wasch- und Farbevorgang wurden die Septa der Arrays wieder mit Tough-
Spots beklebt und auf Luftblasen kontrolliert. Der GeneChip® Scanner 7G wurde zum
Scannen der Arrays verwendet. Der Scanvorgang dauerte 1 h Dbei
Standardeinstellungen. Am Ende wurden aus den gemessenen Intensitdten durch die
Affymetrix® GeneChip Command Console (AGCC) cel-Files erstellt.

2.2.3.2.6 Analyse der Microarraydaten

Mithilfe der TAC Software 4.0 von Affymetrix® wurden die Microarray Daten analysiert
(Tab. 12). Die Qualitatskontrolle der Daten beinhaltete eine Normalisierung mit “robust
multi-array average“ (RMA) und “detection above background“ (DABG). Die relativen
Expressionsunterschiede zur PBS/BSA 0,1 % Behandlung wurden mit folgender
Formel berechnet:

n-fache Veranderung (im linearen Raum) =

2(Bedingung 1 Bi-weight Avg Signal (log2) - Bedingung 2 Bi-weight Avg Signal (log2))

Bedingung 1: IL-6- bzw. IL-1B-behandelte HepaRG-Zellen
Bedingung 2: PBS/BSA 0,1 %-behandelte HepaRG-Zellen
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2.2.3.3 Genexpressionsanalyse

In hepatischen Zellmodellen wurden die Effekte von Cytokinen bzw. miRNA-Mimics auf
die Genexpression von bestimmten ADME-Genen untersucht. Die Quantifizierung
erfolgte durch gRT-PCR mit vordesignten TagMan®-Primern auf dem 7900HT Fast
Real-Time PCR System bzw. Biomark® HD System (Tab. 4). Die gRT-PCR wurde bei
der Untersuchung der Expression von wenigen Genen auf dem 7900HT Fast Real-
Time PCR System durchgefihrt, wahrend bei einer héheren Anzahl an Genen (>6) die
mikrofluiden Arrays auf dem Biomark® HD System zum Einsatz kamen. Bei dem
Biomark® HD System handelt es sich um eine Hochdurchsatztechnologie, welche
Intergrated Fluidic Circuits (IFCs) auf Arraybasis besitzt und mit der konventionellen
gRT-PCR vergleichbar ist (Spurgeon et al. 2008).

2.2.3.3.1 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription

Fur die Reverse Transkription der RNA in die complementary DNA (cDNA) wurde das
TagMan® Reverse Transcription Reagents Kit verwendet (Tab. 3). Daflr wurden 150
(Biomark) bzw. 500 (7900HT) ng Gesamt-RNA pro Probe eingesetzt. Ein Mastermix
wurde verwendet (Tab. 19). Die cDNA-Synthese wurde in einem Veriti Thermocycler
(fur 386-Well Platten) mit einem definierten Temperaturprotokoll durchgefuhrt (Tab.
20).

Tab. 19: Mastermix fir die cDNA-Synthese.

Reagenz Endkonzentration Volumen pro Ansatz (ul)

10X TagMan® RT Buffer X 1

MgCl; (25 mM) 5,5 mM 2,2

dNTP-Mix 500 uM jeweils 2

random hexamers 2,5uM 0,5

RNase Inhibitor 0,4 U/l 0,2
Multiscribe Reverse 1,25 U/pl 0,25
Transkriptase (RT) (50 U/ul)

RNA 150 bzw. 500 ng 3,85
Gesamtvolumen 10

Tab. 20: Temperaturprotokoll fir die cDNA-Synthese.

Schritt Temperatur Zeit \
Primeranlagerung 25 °C 10 min
Synthese (Temperaturoptimum der RT) 45 °C 30 min
RT Inaktivierung 95 °C 5 min
Kuhlung 4°C 0
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2.2.3.3.2 Praamplifizierung der cDNA

Aufgrund der geringen Volumina, die bei der gRT-PCR auf dem Biomark® HD System
eingesetzt werden, wird eine spezifische Targetvervielfaltigung empfohlen, um die
Konzentration von sehr gering exprimierten Targets zu erhdhen. Durch das Poolen der
Genexpressionsassays konnen bis zu 100 Targets parallel praamplifiziert werden. Ein
weiterer Vorteil ist, dass nur Targets, die von Interesse sind, vervielfaltigt werden. Die
verwendeten TagMan®-Assays wurden gepoolt (20X, 1 pl pro Assay) und mit DNA-
Suspensionspuffer verdiinnt, um eine Endkonzentration von 0,2X zu erhalten (Pooled
Assay Mix). Dieser Mix wurde mit PreAmp Mastermix und cDNA gemischt (Tab. 21).
Die Praamplifizierung wurde auf einem Veriti Thermocycler (fur 386-Well Platten)
durchgefihrt (Tab. 22). Danach wurden die Proben 1:3 mit DNA-Suspenionspuffer

verdinnt.

Tab. 21: Reagenzien fur die Praamplifizierung der cDNA.

Reagenz Volumen pro Reaktion (ul)

2X TagMan® PreAmp Mastermix 2,5
0,2X Pooled Assay Mix 1,25
cDNA 1,25
Gesamtvolumen 5

Tab. 22: Temperaturprotokoll fur die Praamplifizierung der cDNA.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen ‘
Enzymaktivierung 95°C 10 min 1
Denaturierung 95 °C 15s

: - > - 14
Primeranlagerung/Elongation 60 °C 4 min
Kuhlung 4°C ) -

2.2.3.3.3 Quantitative real-time PCR (QRT-PCR)

Die Quantifizierung der cDNA erfolgte mittels qRT-PCR. Dazu wurden spezifische
TagMan®-Assays fur das jeweilige Gen verwendet (Tab. 6). Ein TagMan®-Assay
besteht aus einem nicht-markierten Primerpaar und einer TagMan®-Sonde (Reporter).
Die Sonde ist mit FAM™- oder VIC®-Farbstoff am 5'-Ende markiert und besitzt am 3'-
Ende den sogenannten minor groove binder (MGB) und den nicht-fluoreszierenden
Quencher (NFQ) (Holland et al. 1991). Die Fluoreszenz des Reporters wird durch die
Nahe des Quenchers aufgrund des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers
unterdrickt. Wahrend der Primeranlageurng und Verlangerung der DNA bindet die

TagMan®-Sonde an ihre Target-Sequenz. Die Tag-Polymerase synthetisiert einen
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komplementaren DNA-Strang, bis sie die Sonde erreicht. Dann wird die Sonde durch
die 5°-Nukleaseaktivitait der Polymerase degradiert, was zu einer raumlichen
Separation des Fluoreszenzfarbstoffes vom Quencher und somit zu einem Anstieg der
Fluoreszenz fuhrt. Dieses messbare Fluoreszenzsignal ist proportional zu der Anzahl
an degradierten Sondenmolekilen, welche sich exponentiell mit der Anzahl an PCR-
Zyklen erhdhen. Eine PCR-Reaktion besteht aus einer exponentiellen, linearen und
einer Plateauphase. Zur Quantifizierung wird die exponentielle Phase verwendet, um
eine exakte Analyse zu ermdglichen. Der sogenannte Threshold stellt die
Nachweisgrenze dar, bei der die Intensitit der Fluoreszenz Uber die
Hintergrundintensitéat steigt. Der C; Wert wird durch den PCR-Zyklus gebildet, bei dem
die Probe den Threshold erreicht (Applied Biosystems 2010).

Zur Probenvorbereitung fur das 7900HT Fast Real-Time PCR System wurde die cDNA
1:1 mit H,O in einer 384-Well Platte verdinnt und 10 pl Mastermix pro Probe
hinzugefugt (Tab. 23). Die Platte wurde mit Folie verschlossen, gevortext und

zentrifugiert.

Tab. 23: Mastermix fur qRT-PCR auf dem 7900HT Fast Real-Time PCR System.

Reagenz Volumen pro Reaktion (ul)
2X TagMan® Universal PCR Mastermix 6,25
20X TagMan® Gene Expression Assay 0,625
H20 3,125
Probe (1:1 cDNA) 2,5
Gesamtvolumen 12,5

AnschlieRend erfolgte der gRT-PCR-Lauf in Duplikaten auf dem 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Tab. 24). Die Analyse der Daten erfolgte mittels SDS Software v2.4
und die Genexpression wurde analog wie beim Biomark HD System ausgewertet

(siehe unten).

Tab. 24: Temperaturprotokoll fir das 7900HT Fast Real-Time PCR System.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen ‘
Enzymaktivierung 95 °C 10 min 1
Denaturierung 95 °C 15s 40
Primeranlagerung/Elongation 60 °C 1 min
Kuhlung 4°C 0 -

Bei einem gRT-PCR-Lauf auf dem Biomark® HD System wurden die Assays und

Proben zuerst mit zwei verschiedenen loading reagents in zwei 96-Well Platten
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vorbereitet, bevor sie auf den 48.48 Dynamic Array™ IFC geladen wurden (Tab. 25

und Tab. 26). Die Platten wurden mit Folie verschlossen, gevortext und zentrifugiert.

Tab. 25: Vorbereitung der TagMan®-Assays fiir den 48.48 Dynamic Array™ IFC.

Reagenz Volumen pro Reaktion (ul)
20X TagMan® Gene Expression Assay 25
2X Assay Loading Reagent 2,5
Gesamtvolumen 5

Tab. 26: Probenvorbereitung fiir den 48.48 Dynamic Array™ IFC.

Reagenz Volumen pro Reaktion (ul)

2X TagMan® Universal PCR Mastermix 2,5
20X GE Sample Loading Reagent 0,25
cDNA 2,25
Gesamtvolumen 5

Eine Kontrollflissigkeit wurde mit einer Spritze in beide Akkumulatoren auf dem 48.48
Dynamic Array™ [FC injiziert (Tab. 5). Danach erfolgte das Priming des Arrays im IFC
Controller MX fur 15 min. AnschlieRend wurde der Array mit 5 pl pro Assay und 5 pl
pro Probe beladen (48 Assays vs. 48 Proben). Dann wurde der Array in den IFC
Controller MX fur 50 min geladen, um die Assays und Proben auf dem Array zu
verteilen. Am Ende erfolgte der gRT-PCR Lauf fur 2 h auf dem Biomark® HD System
nach dem GE 48x48 Standard v1 Protokoll (Tab. 27).

Tab. 27: Temperaturprotokoll fiir das BioMark HD system mit 48.48 Dynamic Array™ IFC
(GE 48x48 Standard v1).

Schritt Temperatur Zeit Zyklen ‘
Enzymaktivierung 95 °C 10 min 1
Denaturierung 95 °C 15s 40
Primeranlagerung/Elongation 60 °C 1 min
Kuhlung 4°C 0 -

Die generierten Daten wurden mit der Fluidigm Real-Time PCR Analysis Software
ausgewertet.  Als Normalisierungsgen  wurde  Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), welches stabil in HepaRG-Zellen exprimiert ist, verwendet.
Die Thresholds wurden automatisch fir jeden Assay durch die Software festgelegt. Die
AAC-Methode wurde zur Quantifizierung der Genexpression verwendet (Livak und
Schmittgen 2001). Zellen, welche mit siCTR-Kontrolle behandelt wurden, dienten als

Kalibrator im Vergleich zu den Mimic-Behandlungen. N-fache Anderungen der
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Genexpression zwischen Kontroll- und Mimic Behandlung wurden berechnet (siehe

unten).
Ci(miRNA-Mimic)- C,(GAPDH)= AC;(miRNA-Mimic)
AC{(miRNA-Mimic)- AC;(siCTR)= AAC;(miRNA-Mimic)

n-fache Expression = 2(-AACt(miRNA-Mimic))

2.2.3.4 Luciferase-Reportergen-Konstrukte
2.2.3.4.1 Erstellung der Luciferase-Reportergen-Konstrukte

Zur ldentifizierung von funktionalen Bindestellen fir miRNAs in 3’-UTRs von ADME-
Genen wurden verschiedene Luciferase-Reportergen-Konstrukte mit in silico
vorhergesagten Bindestellen in unterschiedlichen Langen, Kopienzahl und deletierter
Version konstruiert. Die DNA-Fragmente wurden von der Firma GenScript (Leiden,
Niederlande) synthetisiert. AuRerdem erfolgte durch GenScript die Klonierung der
DNA-Fragmente in den ,Dual-Luciferase miRNA-Target Expression Vector* pmirGLO
hinter das Firefly-Luciferasegen (luc2) innerhalb der Multi-Klonierungsstelle zwischen
den Schnittstellen der Restriktionsenzyme Pmel und Xbal (siehe Abb. 5, Abb. 6 und
Tab. 11). Dabei wurden die in silico Vorhersagen von TargetScan, einem Target-
Vorhersagealgorithmus, verwendet (Masterarbeit Nicole Kugler, 2016; Kugler et al.
2019). Es wurden nur Bindestellen der miRNA-Kandidaten in ADME-Genen (siehe
Tab. 39), die ein Context++ Score Perzentii > 50 zeigten und im jeweiligen
leberexprimierten Haupttranskript vorhanden waren, verwendet. Die Lange der 3’-UTR
Fragmente wurde so gewahlt, dass die vorhergesagte Bindestelle ungefahr in der Mitte
lag (siehe Tab. 28 und Beispiel). Das weitere Vorgehen fir die anderen Konstrukte ist
in Tab. 28 dargestellt. Als Positivkontrollen wurden die komplementaren Sequenzen
der jeweiligen miRNA eingesetzt. Fur dieses Vorgehen dienten mehrere Publikationen
als Orientierung (Wang und Burke 2013; Oda et al. 2014).
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SV40 late
MCS  poly(A) signal

SV40 early
enhancer/promoter

pmirGLO hRluc-neo
PGK Vector fusion
promoter (7350bp)
Synthetic
poly(A) signal

Abb. 5: Plasmidkarte des Dual-Luciferase miRNA-Target Expression Vektor pmirGLO. Der
Vektor kodiert fur die Firefly-Luciferase (luc2) und Renilla-Luciferase (hRluc-neo fusion) und
besitzt eine Multi-Klonierungsstelle (MCS), verschiedene Promotoren (PGK und SV40 early
enhancer), ein Poly(A)-Signal, Replikationsursprung (ori) und sowie ein Resistenzgen gegen
das Antibiotikum Ampicillin.

pmiRGLO  &5f —.—I luc2 PGK Promotor

Multiklonierungsstelle
MREX3 5 —.-I luc2
MiRNA Responselement
i

MRE Del 5 . | luc2 Deletion der Seedsequenz

c-miRNA 5 _._I luc2 Komp!ementére Sequenz
der miRNA

Abb. 6: Aufbau der Luciferase-Reporter-Konstrukte. Als Grundvektor wurde der pmirGLO
benutzt. Fir jede untersuchte Bindestelle innerhalb der ADME-Gene wurden jeweils drei
Konstrukte erstellt: MREx1 (vorhergesagte miRNA-Bindestelle), MREx3 (dreifache
Wiederholung der miRNA-Bindestelle) und MRE Del (ohne Seed-Sequenz). Fir jede
untersuchte miRNA enthielten die Konstrukte als Positivkontrolle jeweils die komplementare
Sequenz der miRNA (c-miRNA). Der Leervektor pmirGLO ohne eingefiigtes Fragment diente
als Vergleich (Modifiziert aus Kugler et al. (2019)).
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Tab. 28: Ubersicht iiber die Erstellung der Luciferase-Reportergen-Konstrukte.

Bezeichnung Inhalt Gesamt-
fragmentlange

Wildtyp Bindestelle 62 bp + MRE + Seed + 50 bp ca. 122 bp
(MREx1)
Wildtyp mit 3-facher CGG + 12 bp + MRE + Seed GTG + 12 bp ca. 114 bp
Bindestelle (MREX3): MRE + Seed GTG + 12 bp MRE + Seed

GTG =114 bp
Deletion der Seed- MREXx1 — Seed = 50 bp + MRE + 50 bp ca. 115 bp
Sequenz (MRE Del):
Komplementare miRNA  CTAGA + komplementéare Sequenz + T ca. 27-29 bp

Sequenz (c-miRNA)

Beispiel: Vorhergesagte Bindestelle von miR-130b-3p in 3‘-UTR von CYP2B6
1. CYP2B6-miR-130b-MREx1

CCTCCACCCCCGGGGATCAAGCAACTCTCCTGCCTCAGCCTCCCTAGTAGCTGGGATTACAGGC
ATGCACTACCACGCTTGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACTGTG

2. CYP2B6-miR-130b-MREX3

CGGCCTCCCTAGTAGCTGGGATTACAGGCATGCACTAGTGCCTCCCTAGTAGCTGGGATTACAG
GCATGCACTAGTGCCTCCCTAGTAGCTGGGATTACAGGCATGCACTAGTG

3. CYP2B6-miR-130b-MRE Del

CCTCCACCCCCGGGGATCAAGCAACTCTCCTGCCTCAGCCTCCCTAGTAGCTGGGATTACAGGC
ACCACGCTTGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACTGTG

4. Komplementéare Sequenz von miR-130b-3p (c-miR-130b-3p)
CTAGATGCCCTTTCATCATTGCACTGT

Hybridisierung mit der Seed-Sequenz in der miRNA (7-8 bp)
Von TargetScan vorhergesagtes MRE (15 bp)

2.2.3.4.2 Kotransfektion der Luciferase-Reportergen-Konstrukte mit miRNA-
Mimics in Huh7-Zellen

Huh7-Zellen wurden mit verschiedenen Luciferase-Reportergen-Konstrukten und
miRNA-Mimics bzw. siCTR (siehe Tab. 11) kotransfiziert. Dabei wurden 2 x 10* Zellen
pro Well in einer 96-Well Platte ausgesat. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit
100 ng Plasmid-DNA und 100 nM miRNA-Mimic bzw. sSiCTR mit Viromer®RED-
Transfektionsreagenz transfiziert. Jeder Ansatz wurde in Triplikaten durchgefuhrt. Die
Zelllyse fand 48 h nach der Transfektion mit 25 pl 1X Passive Lysis Buffer (PLB) pro
Well fir 15 min bei RT auf einem Schittler statt. Danach wurden die Lysate
resuspendiert und die Platten mit Parafilm umwickelt und bei -20 °C bis zur weiteren

Verwendung eingefroren.
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2.2.3.4.3 Aktivitatsmessung der Luciferase-Reportergen-Konstrukte

Die Platten aus 2.2.3.4.2 wurden auf Eis aufgetaut. Zur Messung der
Luciferaseaktivitat wurde das Dual-Luciferase® Reporter Assay System verwendet. Bei
voller Funktionalitdit setzen beide Luciferasen-Substrate um, dabei entsteht
Lumineszenz (Abb. 8). Durch die Bindung der transfizierten miRNA an die im Konstrukt
enthaltenen 3’-UTR wird eine Abnahme der Firefly-Luciferase-Menge innerhalb der
Zelle erwartet, was zu einer reduzierten Lumineszenz fihrt (siehe Abb. 7). Dadurch
kann im Vergleich zur Kontrollbehandlung eine direkte Bindung an die Targetsequenz
nachgewiesen werden. Die in silico vorhergesagte Bindestelle ist somit funktional. Die
Aktivitat der Renilla-Luciferase, welche bei gleicher Transfektionseffizienz in allen
Zellen gleich hoch sein sollte, wurde zur Normierung der Firefly-Luciferase-Aktivitéat
verwendet. Die resuspendierten Lysate (5 pl) wurden in einer wei3en OptiPlateTM-96
zur Lumineszenzmessung mit 20 pl 1 x PLB pro Well verdinnt. AnschlieRend wurden
15 ul Luciferase Assay Reagenz Il pro Well hinzugefiigt und die Lumineszenz der
Firefly-Luciferase fur 10 s pro Well mit dem EnSpire® Plattenleser gemessen. Danach
wurden ebenfalls 15 pl Stop and Glo Reagenz pro Well hinzugefiigt, um die Aktivitat
der Firefly-Luciferase zu stoppen und Substrat fur die Renilla-Luciferase zur Verfligung
zu stellen. Dadurch wurde die Lumineszenz der Renilla-Luciferase fir 10 s pro Well im
Enspire® Plattenleser gemessen werden. Pro Ansatz wurde die Messung in Triplikaten

ausgefuhrt.
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Translation
Stopcodon
Firefly miRNA
Luciferase Target
Gen
pmirGLO
Keine miRNA miRNA
Wiy
T lati [ O mRNA destabilisiert;
ranslation LLLECELTTLy Translation blockiert
Fi_reﬂy - Kein Firefly Luciferase
Luciferase - Protein
Protein -

l }

Abb. 7: Schematischer Ablauf des Luciferase-Reporter-Assays. Das Plasmid mit der
enthaltenden miRNA-Bindestelle wird in der Zelle abgelesen und das Luciferasegen (Firefly) in
mRNA transkribiert und dann in Protein translatiert. Dabei entsteht die Firefly-Luciferase mit der
jeweiligen Bindestelle in der 3-UTR. Ist die Firefly-Luciferase nicht in ihrer Aktivitat
eingeschréankt, kann sie ihr Substrat umsetzen, bei diesem Vorgang entsteht Lumineszenz.
Bindet eine miRNA an die Bindestelle, wird die Translation des Luciferasegens verhindert und
es entsteht kein bzw. weniger Protein. Somit ist die Luciferaseaktivitat eingeschrankt und es
wird kein Substrat umgesetzt. Dies fuhrt zu einer geringeren Lumineszenz.

Firefly
Luciferase

D-Luciferin + ATP + O, —————> Oxyluciferin + AMP + PP;+ CO, + Licht

Renilla

. Luciferase . .
Coelenterazin + O, —> Coelenteramid + CO, + Licht

Abb. 8: Lumineszenzreaktionen der Firefly- und Renilla-Luciferasen. Luciferin bzw.
Coelentrazin werden unter ATP- und Sauerstoffverbrauch zu Oxylucifern bzw. Coelenteramid
umgesetzt, dabei entsteht Licht bzw. Lumineszenz und COs..

2.2.4 In silico Methoden
2.2.4.1 Vorhersage von Targetgenen

Die Suche nach miRNA-Bindestellen in ADME-Genen war mithilfe der TargetScan
Datenbank v7.0 (http://targetscan.org) in der Masterarbeit erfolgt (Masterarbeit Nicole
Kugler, 2016; Kugler et al. 2019). Die Datenbank verwendet dafiir das sogenannte
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Context++ Modell, um die Vorhersagen klassifizieren zu kdénnen. Dabei werden der
Seed-Typ und weitere 14 Eigenschaften von Bindestellen berlcksichtigt (Agarwal et al.
2015). Fur die Vorhersagen waren die 3’-UTRs von 35 ADME-Genen der sogenannten
“Core List* (entnommen von pharmaadme.org, aufgerufen am 15.03.2018), erganzt
durch RXRA, POR und UGT1A3, bericksichtigt worden. Diese Liste war gewahlt
worden, da sie alle wichtigen Phase |-, Phase Il-Enzyme und Transporter beinhaltet.
Einige Transkriptionsfaktoren wie NR112 und NR1I3 wurden in der Doktorarbeit erganzt
(Tab. 29). Fir diese Gene waren Vorhersagen fir 2 578 miRNAs gemacht worden, die
von dem Affymetrix GeneChip® miRNA 4.0 Array abgedeckt werden. Die Context++
Score Perzentile wurden durch die neueste Version von TargetScan v7.2 aktualisiert
(Méarz 2018).

Tab. 29: Beriicksichtigte ADME-Gene fiir die Target-Vorhersagen. Die “Core List* wurde
ausgewahlt und mit weiteren Faktoren erganzt (entnommen von pharmaadme.org, aufgerufen
am 15.03.2018).

Gen- Genname Klasse
symbol

ABCB1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1 Transporter
ABCC2 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 2  Transporter
ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 Transporter
CYP1lA1 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 Phase |
CYP1A2 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 2 Phase |
CYP2A6 cytochrome P450, family 2, subfamily A, polypeptide 6 Phase |
CYP2B6 cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6 Phase |
CYP2C19 cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 19 Phase |
CYP2C8 cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 8 Phase |
CYP2C9 cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 9 Phase |
CYP2D6 cytochrome P450, family 2, subfamily D, polypeptide 6 Phase |
CYP2E1 cytochrome P450, family 2, subfamily E, polypeptide 1 Phase |
CYP3A4 cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 4 Phase |
CYP3A5 cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 5 Phase |
DPYD dihydropyrimidine dehydrogenase Phase |
GSTM1 glutathione S-transferase M1 Phase Il
GSTP1 glutathione S-transferase pi Phase Il
GSTT1 glutathione S-transferase theta 1 Phase Il
NAT1 N-acetyltransferase 1 (arylamine N-acetyltransferase) Phase Il
NAT2 N-acetyltransferase 2 (arylamine N-acetyltransferase) Phase Il
NR112 nuclear receptor subfamily 1, group I, member 2 Modifier
NR1I3 nuclear receptor subfamily 1, group I, member 3 Modifier
POR P450 (cytochrome) oxidoreductase Modifier
RXRA retinoid X receptor, alpha Modifier
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SLC15A2 solute carrier family 15 (H+/peptide transporter), member 2 Transporter

SLC22A1 solute carrier family 22 (organic cation transporter), member  Transporter
1

SLC22A2 solute carrier family 22 (organic cation transporter), member  Transporter
2

SLC22A6 solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 6 Transporter

SLCO1B1  solute carrier organic anion transporter family, member 1B1 Transporter

SLCO1B3  solute carrier organic anion transporter family, member 1B3 Transporter

SULT1A1 sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, Phase Il
member 1
TPMT thiopurine S-methyltransferase, Phase Il
UGT1Al UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide Al Phase II
UGT1A3 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A3 Phase Il
UGT2B15 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B15 Phase Il
UGT2B17 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B17 Phase Il
UGT2B7 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B7 Phase I

2.2.5 Biochemische Methoden
2.2.5.1 Proteinlysate

Proteinlysate wurden aus HepaRG-Zellen gewonnen. Dabei wurden die kultivierten
Zellen einmal mit 1X PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 1X PLB lysiert
und mit der Pipettenspitze abgekratzt und in ein Eppendorfgefald Gberfihrt (100-200 pl
fur 24-Well bzw. 12-Well Platte). Im Anschluss wurden die Proben bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C eingefroren. Da Proben fir die Detektion von PXR nicht
ausreichend mit 1X PLB lysiert waren, wurden die Proben stattdessen mit RIPA-
Lysispuffer aufgeschlossen (Tab. 1). Dafiir wurde dieser mit 25X Proteinkinase
Inhibitor Cocktail versetzt und nach einem PBS-Waschvorgang 50 pl pro Well
hinzugegeben und 5 min auf Eis inkubiert. Nachdem sich die Zellen abgeldst hatten,
wurden sie in ein Eppendorfgefal3 tberfuhrt, dabei wurden zwei Wells zu einer Probe
vereinigt (24-Well Platte). Danach wurden die Zelllysate mit dem Bioruptor UCD-200
bei 200 W fur 4 x 30 s sonifiziert und dann fir 15 min bei 14 000 rpm und 4 °C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und wie alle Proben bei -80 °C bis
zur weiteren Verwendung eingefroren. Fur 2D-Western Blots wurden Zellpellets
generiert: Zellen wurden mit 1X PBS gewaschen und nach einer erneuten PBS-Zugabe
mit der Pipettenspitze abgekratzt und 4 Wells zu einer Probe vereinigt (24-Well Platte).
Die Proben wurden fur 5 min bei 1 400 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das verbliebende Zellpellet in Flissigstickstoff schockgefroren und

dann bis zum Versand bei -80 °C gelagert.
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2.2.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinsuspension aus 2.2.5.1 wurde zur Proteinbestimmung genutzt. Daflir wurde
das Pierce® BCA Protein Assay Kit nach Anweisung des Herstellers verwendet. Diese
Methode beruht auf der sogenannten Biuret-Reaktion, bei der Kupfer durch
Peptidbindungen der Proteine in einem alkalischen Milieu reduziert wird. Reduziertes
Kupfer kann durch Bicinchoninséure detektiert und photometrisch gemessen werden.
Zur Bestimmung des Proteingehalts wurden die Proben auf Eis aufgetaut und fiir 2 min
bei 13 000 rpm abzentrifugiert. Es wurde eine Standardreihe aus BSA (125 bis 2 000
pg/ml) angesetzt und mitgefiihrt. Als Probenvolumen wurden 10 pl eingesetzt und in
Duplikate gemessen. Die Absorption des dunkel-violetten Farbkomplexes wurde bei
562 nm mit dem EnSpire® Plattenleser ermittelt. Die Proteinlysate wurden
entsprechend ihrer Konzentration mit milliQ-H.O auf die gleiche Konzentration (550 —
1000 mg/ml) eingestellt und mit 5X Laemmli-Probenpuffer versetzt. Zur Denaturierung
der Proteine wurden die Lysate fir 5 min bei 95 °C erhitzt, bevor sie in der SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt wurden.

2.2.5.3 Behandlung mit PNGase F

Zur Untersuchung von post-translationalen Modifikationen wie Glykosylierung bei
Proteinen wurden die Proben mit PNGase F, eine Glykosidase, behandelt. Dabei
wurden 11 pg Protein eingesetzt und die Behandlung unter denaturierenden
Bedingungen laut Hersteller durchgefiihrt (Inkubation mit PNGase F bei 37 °C fiir 1 h)
und am Ende mit 5X Laemmli-Probenpuffer versetzt. Mit den Proben wurde eine 1D-

Gelelektrophorese durchgefiihrt im Vergleich zu unbehandelten Proben.

2.2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteinlysate wurden sowohl in eine Dimension (1D, Molekulargewicht) als auch in

zwei Dimensionen (2D, Ladung und Molekulargewicht) aufgetrennt.

2.2.5.4.1 1D-Gele

Die Proteine wurden aufgrund ihrer Molekilmasse (Grof3e) durch eine denaturierende
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Proteine erhalten eine negative
Ladung durch Natriumdodecylsulfat (SDS) und lassen sich relativ zu ihrer Masse im
elektrischen Feld auftrennen. Die Proben (10-20 pg Protein in 18 pl pro Tasche) und
die Chameleon Duo Pre-stained Protein Ladder (als Marker zur Abschétzung des
Molekulargewichtes) wurden auf das Sammelgel aufgetragen. Um die Proben im Gel
zu sammeln, wurde die Gelelektrophorese fir 30 min bei 100 V in einer Mini-

PROTEAN Elektrophoresekammer durchgefthrt. Danach begann die Auftrennung der
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Proteine im Trenngel bei 150 V fur 1,5 h. Die Substanzen, die zum GielR3en der Gele

verwendet wurden, sind in Tab. 2 und Tab. 30 dargestellt.

Tab. 30: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele fir die SDS-PAGE (1D).

Reagenz Trenngel (10 %) Sammelgel (4 %)
(ml) (ml)

HZOmiIIipore 3 1,53

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 1,875 -

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 - 0,625

30% Acrylamid/Bisacrylamid Losung 2,5 0,34

10% SDS 0,075 0,025

TEMED 0,0075 0,0025

10% APS 0,075 0,025

Gesamt 7,53 2,55

2.2.5.4.2 2D-Gele

Die 2D-Gelelektrophorese mit anschlieBendem Western Blot wurde am Bundesinstitut
fir Risikobewertung in Berlin von Christine Meckert durchgefuhrt. Zellpellets von
cytokinbehandelten HepaRG-Zellen wurden am IKP in Stuttgart generiert (siehe
2.2.5.1) und auf Trockeneis nach Berlin verschickt. Die Lyse der Zellpellets erfolgte mit
einem harnstoffhaltigen Puffer (BfR-Lysispuffer) (Tab. 2). Dabei wurden 200 pl
Lysispuffer auf das gefrorene Zellpellet gegeben, vermischt und sonifiziert. Die Proben
wurden 30 min geschuttelt und danach erfolgte die Ultrazentrifugation fir 1 h bei 40
000 rpm. Die Auftrennung in zwei Dimensionen erfolgte in zwei Schritten:
Isoelektrische Fokussierung (IEF) und eine nachfolgende denaturierende SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Gelstreifen fir die IEF bestehen aus
immobilisierten pH-Gradienten (im pH-Bereich 3-10) in einer Polyacrylamidmatrix. Die
Proteine wandern im elektrischen Feld dann bis zu ihrem sogenannten isoelektrischen
Punkt, an dem sich die positiven und negativen Ladungen der Proteine ausgleichen.
Danach erfolgt die Auftrennung nach GrolRe (Molekulargewicht) mittels SDS-PAGE.
Fur die IEF wurden 150 pg Protein in 125 pl Rehydrationspuffer (BfR-Lysispuffer ohne
Spermin, Pharmalyte von 2 % auf 0,5 % reduziert) eingesetzt. Die Proben wurden in
Inkubationsrinnen aufgetragen und mit ServaBlue IPG Streifen 3-10 NL/7 cm vorsichtig
bedeckt (Gelseite nach unten). Nach 5 min wurden die Inkubationsrinnen mit
CoverFluid beschichtet und die Proben (ber Nacht rehydratisiert. Am nachsten Tag
wurden die Gelstreifen in ein Ettan IPGphor3 IEF System transferiert. Dabei wurde die
Gelseite nach oben platziert und die Enden der Streifen mit Filterpapieren bedeckt, um
Kontakt zu den Elektroden zu gewahrleisten. Die Streifen wurden komplett mit

CoverFluid Uberschichtet, um eine Austrocknung zu vermeiden. Danach erfolgte die
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IEF mit dem Programm, das in Tab. 31 dargestellt ist. AnschlielBend wurden die

Streifen bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.

Tab. 31: Protokoll fur die isoelektrische Fokussierung IEF Nano GE 7 cm.

Zeit Spannung \
1h 300V konstant
1h 1000 V Gradient
2h 5000 V Gradient
1,5h 5000 V konstant

Vor der Gelelektrophorese erfolgte eine Aquilibrierung mit Dithiothreitol (DTT), um
Disulfidbriicken zu reduzieren, die dann mit lodacedamid (IAA) alkyliert werden und
durch SDS eine negative Ladung erhalten. Dafur wurde der Aquilibrierungspuffer mit
1% DTT versetzt und die Streifen fur 15 min damit inkubiert. Danach wurde dieser
abgegossen und neuer Aquilibrierungspuffer mit 4 % IAA hinzugefiigt und weitere 15

min auf dem Schuttler inkubiert.

Die zweite Auftrennung nach GroRe erfolgte durch eine denaturierende SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit 12%igen Trenngelen (siehe Tab. 32). Dabei
wurde der Gelstreifen horizontal oberhalb des Trenngels platziert, damit diese in
Kontakt waren und mit 0,5 % Agarose (mit 0,075 % Bromphenolblau) Uberschichtet.
Der Gellauf erfolgte bei 15 mA/Gel, bis die Bromphenolblaulinie den unteren Rand der

Glaskassette erreicht hat.

Tab. 32: Zusammensetzung der Trenngele fur die SDS-PAGE (2D).

Reagenz Trenngel (12 %) (ml)

milliQ-H.O 4,12
Trenngelpuffer 3
30% Acrylamid/Bisacrylamid 4,8
Ldosung

TEMED 0,015
10% APS 0,050
Gesamt 11,99

2.2.5.5 Western Blot
2.2.5.5.1 1D-Western Blot

Die aufgetrennten Proteine aus der SDS-PAGE wurden “semi-dry“ auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Daflr wurden drei Filterpapiere, eine Membran,
das Gel und weitere drei Filterpapiere in eine Fast-Blotting Kammer (Fastblot B44)
gelegt. Alle Komponenten wurden davor in 1X Transferpuffer getrankt (Tab. 2). Der
Transfer auf die Membran erfolgte fir 20 min bei 80 mA (ein Gel) bzw. 160 mA (zwei

Gele). Danach wurde die Membran mit Ponceaurot gefarbt, um zu Uberprifen, ob die
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Proteine gleichméRig auf die Membran transferiert wurden. Die Membran wurde mit 1X
TBST entfarbt und fir 1 h bei RT in 5%iger Magermilch (MM)/TBST L&ésung geblockt,
um unspezifische Proteinbindungen zu verhindern. Dann erfolgte die Inkubation mit
dem Primar-Antikérper (AK) (siehe Tab. 8), welche abhangig vom AK 1 h (B-Actin)
bzw. 3 h (CYP2C9) betrug oder tber Nacht (PXR und RXRa) erfolgte. Nach diesem
Schritt wurde Uberflissiger AK mit 1X TBST 2 x kurz und dann fir 2 x 10 min
abgewaschen, bevor die Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten (IRDye) Sekundar-
AK (1: 10 000 verdunnt in 1%iger MM/TBST, siehe Tab. 8) fur 30 min im Dunklen
erfolgte. Danach schloss sich ein weiterer Waschschritt mit 1X TBST (siehe oben) an.
Die Blots wurden mit dem Odyssey CLx Infrared Imaging System und Image Software
analysiert. Die untersuchten Proteine wurden auf die Proteinexpression von [(3-Actin
normalisiert und relativ zur Kontrolle ausgewertet. Der PXR-Antikdrper wurde mithilfe in
vitro transkribierten/translatierten PXR-Proteins validiert. Dieses Protein war mittels
»,ITNT T7 Quick Coupled Transcription/Translation System* von Promega unter
Verwendung des Expressionsplasmids pcDhuPXR generiert worden, wie in Geick et al.
(2001) beschrieben, und freundlicherweise von Oliver Burk zur Verfliigung gestellt

worden.

2.2.5.5.2 2D-Western Blot

Die 2D-aufgetrennten Proteine aus der SDS-PAGE wurden “semi-dry“ auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Der Transfer wurde dabei analog zu den 1D-Gelen
durchgefuhrt, er erfolgte aber fir 1 h bei 230 mA (vier Gele) im TE 77 PWR Blotting
Gerat. Um den Transfer zu udberprufen, wurde auch eine Ponceau-Farbung
durchgefuhrt. Die Membran wurde fir 1,5 h mit 5%iger Magermilch/TBST geblockt und
danach 3 x 5 min mit 1X TBST gewaschen. Der Primar-Antikdrper (anti-RXRa, Tab. 8)
wurde 1:500 in 5%iger MM/TBST verdinnt und Gber Nacht bei 4 °C mit der Membran
inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Membran 3 x 10 min mit TBST gewaschen. Der
peroxidasegekoppelte Sekundar-AK (anti-Maus, aus Schaf, Tab. 8) wurde 1:2 000
eingesetzt und fur 1 h inkubiert. Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 1X
TBST (siehe oben). Zur Antikorper-Detektion wurde das SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrat verwendet (1:1), 5 min mit der Membran inkubiert und

dann im Molecular Imager® VersaDoc™ MP 4000 System visualisiert.
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2.2.6 Analytische Methoden

2.2.6.1 Aktivitatsmessungen der Cytochrom-P450-Enzyme mit einem auf
Flussigchromatographie-Tandem Massenspektrometrie basierenden Substrat-
Cocktail-Assay in Zellen

Um die Enzymaktivitat der CYPs 1A2, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6 und 3A4, die
hauptsachlich am Arzneistoffmetabolismus in der Leber beteiligt sind, zu messen, war
bereits ein CYP-Substrat-Cocktail-Assay etabliert worden (Feidt et al. 2010). Dabei
wurde ein spezieller Substratmix, bestehend aus sieben Substraten, in Medium
verdinnt auf die Zellen fur 3 h bei 37°C gegeben (siehe Tab. 33). Auf Chlorzoxazon,
ein Modellsubstrat fur CYP2EL, wurde verzichtet, da in HepaRG-Zellen eine Aktivitat
kaum messbar ist. Danach wurde der Uberstand mit 20 % (v/v) Ameisensaure (250
mM) versetzt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Danach wurde
die Entstehung der jeweiligen Metabolite im Mediumiberstand mittels
Flissigchromatographie-Tandem Massenspektrometrie (LC-MS/MS) gemessen.

Tab. 33: Substrate des CYP-Cocktail-Assays bei Zellen.

Enzym Substrat Losungsmittel Mol. Stockkon. Endkonz.
Gewicht (mM) (UM)
(g/mol)
CYP1A2 Phenacetin DMSO 179 100 50
CYP2B6 Bupropion H20 256 50 25
CYP2C8 Amodiaguin H20 465 10 5
CYP2C9 Tolbutamid DMSO 270 100 100
CYP2C19 S-Mephentoin ACN 218 100 100
CYP2D6 Propafenon MeOH 378 10 5
CYP3A4 Atorvastatin 50% ACN 559 5 35

Zur Quantifizierung der Metabolitenbildung in den Mediumiberstdnden wurden
Standardreihen der Metabolite und Qualitatskontrollen in Medium verdiinnt vorbereitet
(5 I Standard, 35 pl Medium, 10 pl 250 mM Ameisensaure) (siehe Tab. 34). Sowohl
die Standards als auch die Proben (50 ul) wurden in 96-Well Platten pipettiert und
jeweils mit 10 ul internem Standard (Mix aus Deuterium-markierten Metaboliten, 5 UM
fur alle Substanzen, 10 puM fur [?Hs] Acetaminophen und [*Hs] 4-Hydroxymephentoin)
gemischt. Danach wurde die Platte abzentrifugiert und durch die Analytik-Abteilung des
IKPs auf einem 6460 Triple-Quadrupol-Massenspektrometer, welches an ein 1200
HPLC System gekoppelt war, gemessen. Die gemessene Menge an Metaboliten

(pmol/ml) wurde auf die jeweilige Kontrolle normalisiert (PBS/0,1 % BSA bzw. siCTR).
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Tab. 34: Stockldsungen der untersuchten Metaboliten und internen Standards zur
Messung der CYP-Enzymaktivitaten.

Metabolit Interner Standard (ISTD) Stockkonz. MG Losungs
Metabolit/ Metabolit mittel
ISTD (mM) /ISTD Metabolit

(g/mol) /ISTD

Acetaminophen [?H4] Acetaminophen 13,23/10 151/155 H20

Hydroxybupropion- [?Hs] Hydroxybupropion- 6,84/3,39 292/295 H20

HCI HCI

N-Desethylamodiaquin  [?Hs] N-Desethylamodiaquin  2,75/2,94 328/333 MeOH

Hydroxytolbutamid [2H9] Hydroxytolbutamid 3,49/3,39 287/296 MeOH

4-Hydroxymephentoin  [?Hs] 4-Hydroxymephentoin 8,54 /4,21 234 /237 MeOH
5-Hydroxypropafenon-  [?H7] 5-Hydroxypropafenon- 5,08 /2,5 394/401 11
HCI HCI MeOH:

H20
o-Hydroxyatorvastatin  [?Hs] o-Hydroxyatorvastatin 1,58 / 1,6 633/624 11
CAN:
H20

2.2.6.2 Aktivitdtsmessungen der Cytochrom-P450-Enzyme mit einem auf
Flissigchromatographie-Tandem Massenspektrometrie basierenden Substrat-
Cocktail-Assay in Lebermikrosomen

Fur die Messung von CYP-Enzymaktivitaten in Lebermikrosomen wurde ein bereits
vorhandener Lebermikrosomenpool, der aus mehr als 100 humanen Lebern generiert
worden war, sowie die gleichen Substrate bzw. Stockldsungen verwendet wie bei
Zellinkubationen (Tab. 33). Nur Chlorzoxazon (50 mM in Methanol) als Substrat fir
CYP2E1 wurde noch zusatzlich verwendet. Der CYP-Substrat-Cocktail wurde fir jede
Messung in NaPi (0,1 M, pH 7,4) angesetzt (Tab. 35). Ein Volumen von 500 pl reichte
fir die Messung von 20 Proben in Duplikaten. Alle Reagenzien des NADPH

regenerierenden Systems wurden in H.O angesetzt (Tab. 36).

Tab. 35: Substrate des CYP-Cocktail-Assays bei Lebermikrosomeninkubation.

Substrat Endkonz. Volumen
(UM) Stockldsung
fur 10X Mix
(p)
Phenacetin 50 2,5
Bupropion 25 2,5
Amodiaquin 5 2,5
Tolbutamid 100 5
S-Mephenytoin 100 5
Propafenon 5 2,5
Atorvastatin 35 35
Chlorzoxazon 50 5
NaPi Puffer 440
Gesamtvolumen 500
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Tab. 36: Herstellung des NADPH regenerierenden Systems (10X).

Reagenz Stockkonz. Endkonz. Volumen fir
(M) (mM) 25 Proben in
Duplikate
(20X)
MgCl, 1 50 31,25 ul
Glukose-6-phosphat 1 40 25 pl
NADP+ 0,1 5 31,25 pl
Glukose-6-phosphat- 25 U/50 pl 40 U/ml 50 pl
Dehydrogenase
NaPi Puffer 487,5 pl
Gesamtvolumen 625 pl

20 pg des Lebermikrosomenpools (1 mg/ml) wurden in NaPi fur die Inkubation
eingesetzt. FiUr jede Bedingung wurden zwei Ansétze gemacht. Dabei wurden
unterschiedliche Konzentrationen an Acriflavin hinzugegeben (2, 10, 15, 30, 50 und
100 pM) und auf ein Volumen von 80 ul aufgefillt. Danach wurden 10 ul des NADPH
regenerierendes System (10X) hinzugegeben und dann fur 4 min im Wasserbad
(37 °C) vorinkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 pl CYP-
Cocktail-Mix (10X) gestartet (Tab. 36). Nach 20 min wurden die Proben auf Eis gestellt
und sofort mit 50 ul Stopplésung (50 % 250 mM Ameisensaure/50 % Acetonitril)
versetzt und bei -20°C eingefroren. Zur Messung mittels LC-MS/MS wurden die Proben
aufgetaut und 20 pul interner Standard hinzugegeben und gevortext. Dann erfolgte eine
Zentrifugation fir 5 min bei 13 000 x g. Von jeder Probe wurden 60 pl auf eine 96-Well
Platte pipettiert. Die Standards wurden wie folgt angesetzt: 37,5 ul NaPi, 7,5 ul
Standard, 5 pl (10 pg) denaturierte Lebermikrosomen, 25 ul 250 mM Ameisensaure
und 10 pl interner Standard, gevortext und abzentrifugiert. Die Messungen erfolgten

analog zu 2.2.6.1.

2.2.7 Statistische Methoden

Statistische Analysen wurden mit Microsoft Excel und GraphPad Prism 5.0
durchgefuhrt. Student’'s t Test wurde verwendet, um zwei Gruppen miteinander zu
vergleichen und One-way ANOVA fir den Vergleich von mehreren Gruppen mit einer
nachfolgenden Bonferroni-Adjustierung. Da die miRNA- und CYP/POR-Daten nicht
normal-verteilt waren, wurden Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten rs fir die
Korrelationsanalyse ermittelt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit
Standardabweichung in den Diagrammen dargestellt. P-Werte <0,05 wurden als
statistisch signifikant, <0,01 als hoch signifikant, <0,001 als hochst signifikant
bezeichnet und mit der betreffenden Anzahl an Sternen (*) dargestellt (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
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3. Ergebnisse

3.1 Evaluation hepatischer Zellmodelle fir den
Arzneistoffmetabolismus

Heutzutage werden verschiedene hepatische Zellmodelle zur Untersuchung des
Arzneistoffmetabolismus  verwendet. Durch die gute Verfugbarkeit und
Reproduzierbarkeit von kryokonservierten humanen Hepatozyten sollte ihre
Verwendbarkeit im Vergleich zu PHH und HepaRG-Zellen analysiert werden. Der
Fokus lag hierbei auf gepoolten Hepatozyten von verschiedenen Donoren, da durch
dieses Format die interindividuelle Variabilitdt begrenzt werden kdnnte. Daflr sollten
die Zellmodelle hinsichtlich ihrer Héhe von CYP-Enzymaktivitaten, ihrer Fahigkeit zur
Akut-Phase-Reaktion (durch IL-6-Behandlung), ihrer Induzierbarkeit von CYP-
Enzymaktivitdten (durch Rifampicin Behandlung) und ihrer Transfektionseffizienz

untersucht und verglichen werden.

3.1.1 Ubersicht und Morphologie der hepatischen Zellmodelle

Wie unter 2.2.1.3 beschrieben, wurden HepaRG-Zellen vier Wochen kultiviert und
dann zwei weitere Wochen mit DMSO differenziert. Fir jedes Experiment wurde ein
neues Aliquot aufgetaut. Bei den KHH wurden zwei Aliquots der Charge KCB der
Firma Bioreclamation verwendet (gepoolte Hepatozyten aus zehn verschiedenen
Donoren) und nach dem Auftauen sofort ausgesat. Fur die Beurteilung von PHH
wurden zwei verschiedene Donoren von Hepacult verwendet und nach Ankunft der
Zellsuspension sofort ausgesat. Somit unterschieden sich die Zellmodelle in der
Kultivierung: sechs Wochen Kultivierung vs. Auftauen bzw. direkte Aussaat auf
kollagenbeschichteten Zellkulturplatten. AuRerdem unterschieden sich die drei
Zellmodelle hinsichtlich ihrer Kultivierungsdauer. HepaRG-Zellen konnten insgesamt
bis zu 9 Wochen (inklusive Expansion und Differenzierung) Kkultiviert werden,
wahrend bei PHH und KHH aufgrund der Dedifferenzierung nur eine Kultivierung von
max. 5 Tagen moglich war. HepaRG-Zellen wiesen teilweise 3D-Strukturen auf, die
spheroidartig aussahen und erst durch die Differenzierung entstanden waren (Abb.
9A). Es handelte sich um eine Mischpopulation, da es hepatozyten- und
gallengangsahnliche Zellen gab. KHH zeigten einen ebenen Zellrasen, auf dem sich
einige kugelige Zellen befanden, die auf dem Rasen zu kleben schienen (Abb. 9B).
Ferner waren keine klaren Zellmembranstrukturen sichtbar, dafir kleine, vermutlich

lipidhaltige Vesikel. PHH bildeten einen pflastersteinartigen Zellrasen aus (Abb. 9C).
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Die Zellen wiesen sichtbar mehrere Zellkerne auf und zeigten eine eindeutige
Zellstruktur.

> - s oy = - \

Abb. 9: Morphologie der hepatischen Zellmodelle. Phasenkontrastbilder von A) HepaRG-
Zellen, B) kryokonservierten humanen Hepatozyten (KHH) und C) priméaren humanen
Hepatoyzten (PHH). Bei HepaRG-Zellen erfolgten die Aufnahmen nach zweiwéchiger
Differenzierung mit 2 % DMSO, wahrend bei KHH und PHH die Aufnahmen 24 h nach der
Aussaat durchgefiihrt wurden. Der Messbalken entspricht 100 pm (linke Spalte) bzw. 200 pum
(rechte Spalte).

3.1.2 Cytochrom-P450-Enzymaktivitaten der hepatischen Zellmodelle

Die verschiedenen hepatischen Zellmodelle wurden hinsichtlich ihrer CYP-
Enzymaktivitditen mithilfe des CYP-Substrat-Cocktail-Assays verglichen. Hierzu
wurden die Zellen mit verschiedenen CYP-Substraten inkubiert und dann die Bildung
der Metabolite mittels LC-MS/MS gemessen. Bei einem PHH-Donor war keine
CYP2C19 Aktivitat messbar. Dies kdnnte aufgrund eines Polymorphismus (langsamer
Metabolisierungstyp) aufgetreten sein.
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Bei HepaRG-Zellen zeigte CYP2C8 mit Amodiaquin als Substrat die héchste Aktivitat,
aber auch die grof3te Variabilitat (Abb. 10). Die niedrigste Aktivitat wies CYP2D6 auf.
Die CYP-Aktivitaten waren mit den Aktivitdten in KHH vergleichbar, wobei HepaRG-
Zellen leicht erhohte CYP2C9 und CYP2C19 Aktivitaten im Vergleich zu KHH
aufwiesen. CYP2C8 hatte bei KHH eine hohere Aktivitét als bei HepaRG-Zellen. KHH
wiesen geringere CYP-Aktivitdten im Vergleich zu PHH auf (Faktor 2-60). Bei PHH
zeigte CYP1A2 die héchste Aktivitat, gefolgt von CYP2B6 und CYP2C8. Die CYP3A4
Aktivitat war sehr variabel. Die beste Messbarkeit fur CYP2D6 war bei PHH zu sehen.
Insgesamt wiesen PHH die héchsten CYP-Aktivitaten im Vergleich zu HepaRG-Zellen
und KHH auf.
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Abb. 10: Absolute CYP-Enzymaktivitaten der hepatischen Zellmodelle. Die Bildung der
Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-Bupropion (CYP2B6), C) 4'-OH-Mephenytoin
(CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E) OH-Tolbutamid (CYP2C9), F) 5-OH-
Propafenon (CYP2D6) und G) o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde in HepaRG-Zellen (n = 2),
kryokonservierten (KHH, n = 2) und priméren Hepatozyten (PHH, n = 2) nach 24 h mittels LC-
MS/MS gemessen. Die Metabolitenbildungsrate ist als Mittelwert mit den jeweiligen
Einzelwerten dargestellt.

Des Weiteren wurde die Zeitabh&ngigkeit (bis zu 72 h) der CYP-Enzymaktivitaten in
den verschiedenen Zellmodellen gemessen, um deren Stabilitat zu testen. Stabile

CYP-Aktivitaten waren fur HepaRG-Zellen im ganzen Zeitraum sichtbar, nur CYP2C8
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und CYP2B6 nahmen um ca. 40-50 % ab (Abb. 11). Im Gegensatz dazu fielen die
CYP-Aktivitaten bei KHH und PHH bereits nach 24 h. Die starksten Abnahmen waren
bei KHH zu sehen (KHH um 80 %, bei PHH je nach Isoenzym 20 - 40 %). Vor allem
nach 72 h wiesen KHH die niedrigsten Aktivitaten auf. Bei PHH zeigten einige CYP-
Aktivitaten eine gleichmafige Abnahme (aul3er CYP2C8, CYP2C9 und CYP2D6). Die
meisten Aktivitaten waren nach 72 h auf fast 20 % der Ausgangsaktivitat reduziert.
Die CYP-Enzymaktivitaten waren sowohl bei KHH als auch bei PHH sehr variabel.

HepaRG-Zellen zeigten somit (ber 72 h die stabilsten CYP-Enzymaktivitaten,

wahrend es bei KHH zu einer sehr schnellen Abnahme der CYP-Aktivitaten kam.
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Abb. 11: Zeitabh&angiger Verlauf der CYP-Enzymaktivitaten in hepatischen Zellmodellen.
Die Bildung der Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-Bupropion (CYP2B6), C) 4'-
OH-Mephenytoin (CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E) OH-Tolbutamid (CYP2C9),
F) 5-OH Propafenon und G) o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde in HepaRG-Zellen (n = 1-2),
kryokonservierten (KHH, n = 2) und primaren Hepatozyten (PHH, n = 2) nach verschiedenen
Zeitpunkten (0-72 h) mittels LC-MS/MS gemessen. Die n-fachen Anderungen sind als
Mittelwert mit den jeweiligen Einzelwerten relativ zum Zeitpunkt 0 h dargestellt.
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3.1.3 Akut-Phase-Reaktion und Induzierbarkeit von CYP-
Enzymaktivitaten in den hepatischen Zellmodellen

Die APR ist durch die Behandlung mit Cytokinen in Zellmodellen induzierbar.
AuBerdem kann die CYP-Enzymaktivitat durch bestimmte Medikamente wie
Rifampicin induziert werden. Dieses Verhalten sollte durch die Behandlung mit dem
Cytokin IL-6 (10 ng/ml) und dem Induktor Rifampicin (10 uM) auf Genexpressions-
und Enzymaktivitdtsebene untersucht werden. Bei PHH konnten nur CYP-Aktivitaten

untersucht werden, da nicht gentigend Zellmaterial vorhanden war.

Die IL-6-Behandlung fuhrte, wie erwartet, nach 72 h in HepaRG-Zellen zu einer
hohen Abnahme aller CYP-Aktivitaten (um 60-80 %) (Abb. 12). CYP2B6 und
CYP2C8 waren am starksten betroffen. Eine starke Abnahme der CYP-Aktivitaten
unter IL-6-Behandlung war auch bei PHH zu sehen (um 60-80 %). In KHH hingegen
gab es nur geringe Effekte von IL-6 auf die CYP-Aktivitaten (Abnahme um 10-40 %).
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Abb. 12: Akut-Phase-Reaktion bei CYP-Enzymaktivitdten in hepatischen Zellmodellen.
HepaRG-Zellen (n =2), kryokonservierte (KHH, n=2) und primdre humane Hepatozyten
(PHH, n=2) wurden fur 72 h mit 10 ng/ml IL-6 und dem Lo&sungsmittel als Kontrolle
behandelt. Die Bildung der Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-Bupropion
(CYP2B6), C) 4‘-OH-Mephenytoin (CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E) OH-
Tolbutamid (CYP2C9), F) 5-OH Propafenon und G) o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde
mittels LC-MS/MS gemessen. Die n-fachen Anderungen sind als Mittelwert mit den jeweiligen
Einzelwerten relativ zu kontrollbehandelten Zellen dargestellt.
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Die Rifampicin Behandlung fiihrte zu einer Induktion der CYP2D6 und CYP3A4
Aktivitat in HepaRG-Zellen (Abb. 13). Bei KHH war eine Induzierbarkeit von CYP2CS8,
CYP2B6 und CYP3A4 zu sehen. Allerdings wiesen die beiden KHH-Aliquots starke
Abweichungen in ihren Aktivitaten auf.
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Abb. 13: Induzierbarkeit der CYP-Enzymaktivitdten in hepatischen Zellmodellen.
HepaRG-Zellen (n = 1), kryokonservierte (KHH, n = 2) wurden fur 72 h mit 10 uM Rifampicin
(Rifa) und DMSO als Kontrolle behandelt (keine Behandlung von PHH, da zu wenig
Zellmaterial). Die Bildung der Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-Bupropion
(CYP2B6), C) 4‘-OH-Mephenytoin (CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E) OH-
Tolbutamid (CYP2C9), F) 5-OH Propafenon und G) o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde
mittels LC-MS/MS gemessen. Die n-fachen Anderungen sind als Mittelwert mit den jeweiligen
Einzelwerten relativ zu kontrollbehandelten Zellen dargestellt.

Auf Genexpressionsebene wurden CYP2B6 und CYP3A4 exemplarisch mittels gRT-
PCR untersucht. IL-6 fuhrte in HepaRG-Zellen zu der erwarteten Herunterregulierung
der CYP2B6 und CYP3A4 mRNA (um 90 %) (Abb. 14A). Fiur CYP3A4 war diese
Herunterregulierung in KHH auch zu sehen, allerdings kam es bei CYP2B6 im

Gegensatz dazu nur zu einer Reduzierung um 20 %.

HepaRG-Zellen zeigten eine Induzierbarkeit von CYP2B6 auf mRNA-Ebene vor allem
von CYP3A4 (bis zu 15-fach), wahrend KHH nur eine gute Induzierbarkeit fur
CYP2B6 (5-fach) zeigten. Eine Induktion der CYP3A4 mRNA war in KHH nicht zu

sehen.
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Im Gegensatz zu KHH zeigten HepaRG-Zellen die erwartete Abnahme bzw. Induktion
der CYPs sowohl auf mRNA- und Enzymaktivitatsebene. KHH waren nur in der
Induzierbarkeit von CYP2B6 uberlegen.
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Abb. 14: Akut-Phase-Reaktion und Induzierbarkeit der CYP-Genexpression in
hepatischen Zellmodellen. HepaRG-Zellen (n=1) und kryokonservierte humane
Hepatozyten (KHH, n = 1) wurden fir 72 h mit A) 10 ng/ml IL-6 und dem L&sungsmittel als
Kontrolle bzw. B) 10 uM Rifampicin und DMSO als Kontrolle behandelt. Die Messung der
CYP-Genexpression erfolgte mittels qRT-PCR (Normalisierung auf GAPDH und Kontrolle).
Die Genexpression ist als Mittelwert + Standardabweichung (technische Triplikate) relativ zur
jeweiligen Kontrolle dargestellt.

3.1.4 Transfektionseffizienz in den hepatischen Zellmodellen

Fur viele Genregulationsuntersuchungen ist es wichtig, dass ein hoher Prozentsatz
an Zellen mit siRNAs bzw. miRNA-Mimics/Antagomirs transfiziert werden kann, damit
Uberhaupt Effekte feststellbar sind. Deshalb wurde die Transfizierbarkeit bzw.
Transfektionseffizienz der hepatischen Zellmodelle mit unterschiedlichen Mengen
fluoreszenzmarkierter (Cy3) siRNA bzw. einer gegen RXRa gerichteten siRNA
(siRXRa) ausgetestet. Bei PHH konnte nur die Transfektionseffizienz der siRXRa
untersucht werden, da fur weitere Analysen nicht geniigend Zellmaterial vorhanden

war.

Die Bestimmung der Transfektionseffizienz mittels Cy3-siRNA erfolgte mikroskopisch.
Eine Analyse mittels Durchflusszytometrie (FACS) war dafir nicht geeignet, da
Hepatozyten auch nach Vereinzelung die Eigenschaft haben, schnell zu verkleben

bzw. verklumpen. Dies kann zum Verstopfen der Messkivette beim FACS fuhren.
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Bei HepaRG-Zellen kam es zu einer konzentrationsabhéngigen Zunahme der Cy3-
markierten siRNA innerhalb der Zellen (Abb. 15). Bei KHH zeigte sich ein &hnliches
Verhalten der Cy3-markierten siRNA (Abb. 16). Viele Zellen (kugelig) hatten sich aber
nicht angeheftet und klebten an den adhérierten Zellen. Die Abschéatzung der
Transfektionseffizienz war durch die schlechte Sichtbarkeit der Zellstrukturen nur
bedingt abschatzbar, dafir wurden in einem ausgewéhlten Quadrat die
Gesamtzellzahl und der Anteil an rot-leuchtenden Zellen ermittelt. HepaRG-Zellen
zeigten fur 20 und 40 nM Cy3-siRNA eine bessere Transfizierbarkeit als KHH. Die
Transfektionseffizienz bei 80 nM war hingegen in beiden Modellen vergleichbar (Tab.
37).

Abb. 15 Transfektionseffizenz in HepaRG-Zellen. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen
Mengen Cy3-markierter siRNA (20-80 nM) transfiziert und nach 24 h mikroskopisch betrachtet
und mit einem Laser angeregt. Das rote Leuchten innerhalb der Zellen zeigt die Aufnahme der
markierten siRNA. Der Messbalken entspricht 100 um. Die erste Bildreihe zeigt
Phasenkontrastbilder, die zweite Reihe Fluoreszenzbilder und die dritte Bildreihe die
Uberlagerung der Phasenkontrastbilder mit den Fluoreszenzbildern.
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Abb. 16: Transfektionseffizenz in kryokonservierten humanen Hepatozyten. Die Zellen
wurden mit unterschiedlichen Mengen Cy3-markierter siRNA (20-80 nM) transfiziert und nach
24 h mikroskopisch betrachtet und mit einem Laser angeregt. Das rote Leuchten innerhalb der
Zellen zeigt die Aufnahme der markierten siRNA. Der Messbalken entspricht 100 um. Die
erste Bildreihe zeigt Phasenkontrastbilder, die zweite Reihe Fluoreszenzbilder und die dritte
Bildreihe die Uberlagerung der Phasenkontrastbilder mit den Fluoreszenzbildern.

Tab. 37: Transfektionseffizenz in den hepatischen Zellmodellen. HepaRG-Zellen und
kryokonservierte humane Hepatozyten (KHH) wurden mit unterschiedlichen Mengen Cy3-
markierter siRNA (20-80 nM) transfiziert und nach 24 h mikroskopisch betrachtet und mit
einem Laser angeregt (siehe Abb. 15 und Abb. 16). In einem ausgewahlten Quadrat wurde die
Gesamtzellzahl und den Anteil an rot-leuchtenden Zellen bestimmt. Der Prozentsatz an rot-
leuchtenden Zellen im Vergleich zu der Gesamtzellzahl ist ein Mal3 fur die
Transfektionseffizienz.

HepaRG-Zellen Kryokonservierte humane
Hepatozyten
20 nM Cy3 18 von 29 = 62 % 4von 9 =44 %
40 nM Cy3 16 von 19 =84 % 5von 9 =55%
80 nM Cy3 11von 13=85% 13 von 15 =87 %

Die Zellmodelle wurden zudem mit einer bereits friiher validierten siRNA transfiziert,
die gegen RXRa (siRXRa) gerichtet war (Keller et al. 2016), um die
Transfektionseffizienz auf mMRNA-Ebene zu Uberprifen. Die Transfektion der siRXRa
(20 nM) fuhrte in allen Zellmodellen zu einem Knockdown von RXRa auf 20-30 %,
was eine gute Transfektionseffizienz widerspiegelt (Abb. 17). PHH zeigten mit 82 %
die beste Transfektionseffizienz. Alle Zellmodelle wiesen somit eine hohe
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Transfektionseffizienz auf, die zu einem Knockdown von RXRa nach 72 h auf mRNA-

Ebene flhrte.

Der siRNA-gerichtete KD der RXRa-mRNA bietet somit eine bessere Aussage uber
die Transfektionseffizienz in den Zellmodellen als die Cy3-markierte SiRNA. Die
Transfektion mit Cy3-markierter siRNA eignete sich zur Uberprifung der eigentlichen
Aufnahme der siRNA in die Zellen. Sie eignet sich nicht zur Quantifizierung, da die
Transfektionseffizienz zumindest bei KHH unterschétzt wurde.
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Abb. 17: Knockdown von RXRa in hepatischen Zellmodellen. HepaRG-Zellen (n = 1),
kryokonservierte (KHH, n = 1) und primare humane Hepatozyten (PHH, n = 1) wurden mit
einer siRNA gegen RXRa (siRXRa) bzw. siRNA-Kontrolle (siCTR) (20 nM) transfiziert und
nach 72 h lysiert. Die Messung der RXRa Genexpression erfolgte mittels gRT-PCR
(Normalisierung auf GAPDH und siRNA-Kontrolle). Die Genexpression ist als Mittelwert +
Standardabweichung (technische Triplikate) relativ zu kontrollbehandelten Zellen dargestellt.

Die Untersuchungen fiihrten zu der Erkenntnis, dass KHH nicht die erwartete
Reproduzierbarkeit und das gewlinschte Verhalten der CYP-Aktivitdten zeigten. Eine
hohe Variabilitat der CYP-Aktivitaten war auch bei PHH zu sehen gewesen. Hinzu
kam die seltene Verfugbarkeit von PHH. Daher wurden HepaRG-Zellen aufgrund
ihrer stabilen CYP-Enzymaktivitdten, guten Verfugbarkeit und getesteten

Reproduzierbarkeit fir alle weiteren Experimente verwendet.

3.2 Rolle von nukleéaren Rezeptoren bei der Herunterregulierung
von ADME-Genen bei Entztindung

Da NR eine Rolle bei der Herunterregulierung von ADME-Genen bei entziindlichen
Bedingungen zu spielen scheinen, sollte vor allem die Regulation des
Bindungspartner RXRa und dem NR PXR durch Cytokine mit einem Fokus auf das

Proteinverhalten untersucht werden.
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3.2.1 Einfluss von Cytokinen auf die Cytochrom-P450-Enzymaktivitat

Bei entzindlichen Geschehen werden nicht nur einzelne Cytokine produziert,
sondern es kommt zu einer parallelen Ausschittung verschiedener Cytokine.
Zuallererst sollte Uberprift werden, ob Cytokin-Kombinationsbehandlungen im
Vergleich zu Einzelbehandlungen zu additiven oder synergistischen Effekten bei der
CYP-Enzymaktivitat fuhrten. In HepaRG-Zellen wurden sowohl der Einfluss von
Cytokin-Einzelbehandlungen (IL-6 (10 ng/ml), IL-18 (5 ng/ml) und TNF-a (10 ng/ml))

als auch von Kombinationsbehandlungen auf CYP-Aktivitaten untersucht (Abb. 18).

Alle Cytokin-Einzelbehandlungen fiihrten, wie erwartet, zu einer starken Abnahme der
CYP-Aktivitaten (um 40-80 %) (Abb. 18A). IL-1PB zeigte die starksten Effekte, wahrend
TNF-a (10 ng/ml) die schwachsten Effekte ausloste. Alle Cytokin-Kombinationen
fuhrten zu einer enormen Reduzierung der CYP-Enzymaktivitaten, die starker im
Vergleich Zu den Einzelbehandlungen war (Abb. 18B). Die
Kombinationsbehandlungen hatten einen additiven Effekt. Allerdings waren die CYP-
Enzyme unterschiedlich stark betroffen. Am starksten war CYP2B6 beeinflusst,
wahrend CYP3A4 weniger sensitiv reagierte. Bei allen CYPs war die Kombination
aus IL-1B und TNF-a am starksten. Daher kann davon ausgegangen werden, dass

Cytokine eine kombinatorische Wirkung auf die CYP-Enzymaktivitéat haben.

73



3. Ergebnisse

A
147 m IL-6
1,24 1 IL-1B

S 1 N CJ_INF-a

&

£ 08

:‘E; i *

.‘E 0,6 *%k ** *kk *

E 0.4 *=* *RK fplaig *

= ’ ’_T_‘ ﬂ *kk . - *k
o= B | o il | s Mt | I
00 ] = ] M I~

CYP1A2 CYP2B6 CYP2C19 CYP2C8 CYP2C9 CYP3A4

B

1,4+

= IL-6/IL-1R

. 1,24 1 IL-6/TNF-a
S 104 ] L 1R/TNF-o
E L
£ 084
d
T 0,64 *
=2
z 0!4- *k%k *%
< *kk *% *kkk

0,2' ﬁﬁ*** o ***’—-r—‘*** Fokkkkkkk ***ﬁ**** ’l‘

e e o N T Sl

CYP1A2 CYP2B6 CYP2C19 CYP2C8 CYP2C9 CYP3A4

Abb. 18: Einfluss von Cytokinen auf CYP-Enzymaktivitaten. HepaRG-Zellen wurden fur 72
h mit A) | IL-6 (10 ng/m), IL-1B (5 ng/ml) bzw. TNF-a (10 ng/ml) und dem L&ésungsmittel als
Kontrolle oder B) Kombinationen aus IL-6/IL-1B, IL-6/TNF-a und IL-1B/TNF-a-behandelt
(n = 3). Die Bildung der Metabolite Acetaminophen (CYP1A2), OH-Bupropion (CYP2B6), 4'-
OH-Mephenytoin (CYP2C19), N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), OH-Tolbutamid (CYP2C9) und o-
OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde mittels LC-MS/MS gemessen. Die n-fachen Anderungen
sind relativ zur Kontrolle dargestellt. Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung:
* p <0,05; **, p <0,01; ** p<0,001; *** p < 0,0001.

3.2.2 Einfluss von Cytokinen auf die Expression von RXRa

RXRa ist ein wesentlicher Bindungspartner von NR wie CAR und PXR und spielt eine
Rolle in der Regulation der CYPs. Zu der Beteiligung von RXRa an der
Herunterregulierung der ADME-Gene bei Entziindung gab es schon erste Hinweise.
Der Einfluss von Cytokinen auf RXRa sollte vor allem auf Proteinebene untersucht
werden, da bisherige Untersuchungen keine signifikante Veranderung von RXRa auf
MRNA-Ebene ergaben. Dies wurde in HepaRG-Zellen in Einzel- und

Kombinationsbehandlungen von Cytokinen analysiert.

3.2.2.1 Einzelbehandlungen von Cytokinen

Zuerst wurden die Effekte der Cytokine IL-6, IL-1B und TNF-a auf die Gen- und
Proteinexpression von RXRa bei Einzelbehandlungen in HepaRG-Zellen betrachtet.

Auf mMRNA-Ebene kam es zu keinen signifikanten Anderungen von RXRa, wahrend
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es auf Proteinebene zu einer Reduzierung um 30-40 % nach 48-72 h kam, je nach
Cytokin (Abb. 19). Dabei war die Wirkung von IL-13 am starksten und die von TNF-a
am schwachsten. Nach 96 h erreichte das RXRa-Protein in den cytokinbehandelten

Zellen wieder sein Ausgangsniveau.
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Abb. 19: Einfluss von Cytokinen auf RXRa. HepaRG-Zellen wurden fir 48 - 96 h mit IL-6
(20 ng/ml), IL1B (5 ng/ml) bzw. TNF-a (10 ng/ml) und dem L&sungsmittel als Kontrolle
behandelt (n = 3 - 4). A) Die Messung der RXRa-Genexpression erfolgte mittels qRT-PCR
(Normalisierung auf GAPDH und Kontrolle). B) Die Messung der RXRa-Proteinexpression
erfolgte mittels Western Blotting (Normalisierung auf B-Actin und Kontrolle). C) Représentative
Darstellung eines Western Blots. Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *,
p <0,05; ** p<0,01.

3.2.2.2 Kombinationsbehandlungen von Cytokinen

Die Effekte der Cytokin-Kombinationsbehandlungen wurden auf die Gen- und
Proteinexpression von RXRa in HepaRG-Zellen untersucht, um zu Uberprifen, ob es
zu additiven oder synergistischen Effekten im Vergleich zu den Einzelbehandlungen

kam.

Die Kombinationsbehandlung aus IL-18 und TNF-a fuhrte bereits nach 48 h zu einer
signifikanten Abnahme (um 50 %) der RXRa-mRNA, diese erreichte aber nach 96 h
das Ausgangshiveau (Abb. 20A). Des Weiteren filhrte die Kombination aus IL-6 und
IL-1B zu einer Abnahme der RXRa-mRNA nach 72 h (um ca. 40 %). Die Kombination
aus IL-6 und TNF-a hatte keine Auswirkungen auf die RXRa Genexpression. Auf
Proteinebene zeigten alle drei Kombinationen Auswirkungen auf RXRa nach 72 h
(Abnahme um 20-50 %).
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Unter Cytokinbehandlung kam es im Gegensatz zur mRNA zu einer teilweisen
Abnahme des RXRa-Proteins. Dies war auch bei Cytokin-Kombinationsbehandlungen
zu sehen gewesen. Allerdings war RXRa nach 96 h im Vergleich zu den
Einzelbehandlungen noch immer herunterreguliert. Damit hatten Cytokin-
Kombinationsbehandlungen auf Proteinebene langer andauernde Effekte.
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Abb. 20: Einfluss von Cytokin-Kombinationen auf RXRa. HepaRG-Zellen wurden fiir 48 -
96 h mit Kombinationen aus IL-6 (10 ng/ml)/IL-1B (5 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml)/TNF-a (10 ng/ml)
bzw. IL-1B8 (5 ng/ml)/TNF-a (10 ng/ml) und dem Ldsungsmittel als Kontrolle behandelt (n = 2-
3). A) Die Messung der RXRa-Genexpression erfolgte mittels gRT-PCR (Normalisierung auf
GAPDH und Kontrolle). B) Die Messung der RXRa-Proteinexpression erfolgte mittels Western
Blotting (Normalisierung auf -Actin und Kontrolle). C) Représentative Darstellung eines
Western Blots. Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05; **, p <
0,01; *** p < 0,001.

3.2.2.3 Induktion von post-translationalen Modifikationen

Auf Proteinebene kam es durch Cytokine nur zu einer teilweisen Reduktion von
RXRa, was nicht allein zu der starken Herunterregulierung der ADME-Gene flihren
kann (Abb. 18, Abb. 19 und Abb. 20). Deshalb wurden auch Veranderungen von

RXRa durch post-translationale Modifikationen unter Cytokineinfluss betrachtet.

HepaRG-Zellen zeigten nach 0,5 h unter IL-1B-Behandlung im Vergleich zu den
anderen Cytokinbehandlungen und der Kontrolle eine zweite Bande bzw. weitere
RXRa Spezies, ahnlich wie bei Zimmerman et al. (2006), im Western Blot. Diese
Bande verschwand aber nach 2 h wieder (Abb. 21A). Um zu Uberprifen, ob es sich
dabei eventuell um eine Glykosylierung des RXRa-Proteins handelte, wurden die

Proben mit PNGase F, einer Glykosidase, behandelt. Durch die Deglykosylierung des
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Proteins kommt es zu einer veranderten elektrophoretischen Mobilitat des Proteins im
Western Blot. Bei IL-1B-behandelten Zellen fihrte die Behandlung mit PNGase F
aber zu keiner Veranderung. Dies galt auch fur IL-6- und TNF-a-behandelte Zellen
(Abb. 21B).

Um das Verhalten des RXRa-Proteins unter Cytokinbehandlung weiter zu
untersuchen, wurden 2D-Western Blots in Zusammenarbeit mit dem Bundesinstitut
fur Risikobewertung in Berlin von Christine Meckert durchgefiihrt. Dabei wurden die
Proteine zuerst aufgrund ihrer elektrischen Ladung aufgetrennt, bis sie ihren
isoelektrischen Punkt erreicht hatten (isoelektrische Fokussierung). Danach fuhrte die

zweite Dimension zu einer Auftrennung der Proteine aufgrund ihrer Grof3e analog zur

SDS-PAGE.
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Abb. 21: Einfluss von Cytokinen auf RXRa-Proteinmodifikationen - Glykosylierung.
HepaRG-Zellen wurden fur 0,5 — 24 h mit IL-6 (10 ng/ml), IL-1B (5 ng/ml) bzw. TNF-a (10
ng/ml) und dem Lo6sungsmittel als Kontrolle behandelt. Die Messung der RXRa-
Proteinexpression erfolgte mittels A) Western Blotting bzw. B) Vorbehandlung der Proben mit
Endoglykosidase PNGase F (Deglykosylierung) und anschlieBendes Western Blotting. Der
schwarze Pfeil weist auf das Auftauchen einer weiteren RXRa Spezies hin.

Die Auftrennung der Proteinlysate der Kontrollbehandlung (PBS) mittels 2D-Western
Blotting fuhrte nach 0,5 h zu vier immunoreaktiven Punkten (Spezies, pH-Wert ca. 7-
8), bei denen es sich vermutlich um Isoformen von RXRa handelte. Diese Punkte
blieben nach 24 h bestehen (Abb. 22). Durch die Behandlung mit IL-6 kam es zu
einem groReren Punkt bei einem pH-Wert von ca. 4 als bei der Kontrolle. Dieser
Punkt war auch noch nach 24 h sichtbar. Dies kdnnte auf eine post-translationale
Modifikation von RXRa hinweisen, die zu einer héheren Menge der RXRa-Variante im

sauren Bereich fiihrte. Dieser Punkt war in IL-1B-behandelten Zellen etwas
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schwécher als bei IL-6 sichtbar. Bei TNF-a-behandelten Zellen war dieser Punkt
ahnlich wie bei den kontrollbehandelten Zellen (nach 0,5 h). Bei IL-6- und TNF-a-
behandelten Zellen kam es nach 0,5 h auch zum Auftauchen von vier Punkten wie
bei der Kontrollbehandlung, allerdings waren diese nach 24 h bei IL-6 nicht mehr
eindeutig sichtbar. IL-1B-behandelte Zellen wiesen nach 0,5 h keine eindeutige
Trennung in vier Punkte auf, sondern zeigten ca. drei Punkte mit einem niedrigeren
pH-Wert (ca. 6-7). Der vierte fehlende Punkt bei ca. pH 8 tauchte nach 24 h allerdings
wieder auf. Eventuell konnte es durch eine post-translationale Modifikation von
RXRa, induziert durch IL-1B, zu einer Verschiebung bzw. Ausléschen des vierten
Punktes nach 0,5 h gekommen sein. Durch Phosphorylierung kann sich der
isoelektrische Punkt des Proteins in den sauren Bereich verschieben. Somit kénnte
RXRa durch IL-1B nach 0,5 h einen phosphorylierten Zustand aufweisen. Der
Zustand des RXRa-Proteins scheint somit von der jeweiligen Cytokinbehandlung
abhangig zu sein. Die IL-6- und IL-1B-Behandlungen kénnten post-translationale
Modifikationen von RXRa induziert haben. Allerdings ist nicht klar, welche post-
translationale Modifikation bei IL-6 eine Rolle spielen kdnnte, da die Isoform im

sauren Bereich abnahm.
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Abb. 22: Einfluss von Cytokinen auf RXRa-Proteinmodifikationen - 2D-Western Blotting.
HepaRG-Zellen wurden fur 0,5 — 24 h mit IL-6 (10 ng/ml), IL-1B (5 ng/ml) bzw. TNF-a (10
ng/ml) und dem Lésungsmittel als Kontrolle behandelt und dann als Zellpellet weggefroren (n
= 3). Die Messung der RXRa-Proteinexpression erfolgte mittels 2D-Western Blotting durch
Christine Meckert am Bundesinstitut fur Risikobewertung in Berlin. Immunoreaktive Punkte
sind fur eine bessere Zuordnung zusatzlich mit * gekennzeichnet.

3.2.3 Einfluss von Cytokinen auf die Expression von PXR

Eine Rolle des NRs PXR bei der Herunterregulierung von ADME-Genen bei
entziindlichen Bedingungen wurde bereits in der Literatur diskutiert. Allerdings kam
es je nach untersuchtem Modell oder Cytokin zu widerspriichlichen Ergebnissen.

Eine starke Herunterregulierung von PXR auf mRNA-Ebene war bereits in HepaRG-
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Zellen und PHH gezeigt worden (Klein et al. 2015). Allerdings war aufgrund des
Mangels an guten PXR-Antikdrpern noch nicht viel tiber das Proteinverhalten bekannt

gewesen.

Hierfir wurde zunachst ein neuer PXR-Antikdrper mit einem in vitro translatierten
PXR-Protein als Positivkontrolle validiert. Als Negativkontrolle wurde ein Knockdown
von PXR mit einer siRNA (siPXR) im Vergleich zu einer Kontrolltransfektion (siCTR)
in HepaRG-Zellen durchgefiihrt (Abb. 23). Die Zellen wurden mittels RIPA-Puffer
lysiert, da hier eine bessere Detektion von PXR im Vergleich zum Passive Lysis
Buffer moglich war. Die PXR Bande in den kontrolltransfizierten HepaRG-Zellen wies
die gleiche elektrophoretische Mobilitat wie das in vitro translatierte PXR-Protein auf
(ca. 50 kDa), wahrend in der Negativkontrolle eine deutlich geringere

Immunoreaktivitat zu sehen war.

. . PXR
siCTR siPXR (TnT)
FassBl
PXRa S

Abb. 23: Validierung des PXR-Antikdrpers in HepaRG-Zellen. HepaRG-Zellen wurden mit
einer siRNA gegen PXR (siPXR) bzw. siRNA-Kontrolle (siCTR) (20 nM) transfiziert und nach
72 h lysiert. Die Detektion der PXR-Proteinexpression (50 kDa) erfolgte mittels Western
Blotting. Dabei wurde in vitro translatiertes PXR als Positivkontrolle aufgetragen.

Die PXR-Proteinexpression wurde dann in HepaRG-Zellen mit und ohne
Cytokinbehandlung untersucht (Abb. 24). Nach 48 h kam es durch alle
Cytokinbehandlungen zu einer starken Abnahme des PXR-Proteins (um 30-50 %).
Die Herunterregulierung von PXR blieb auch nach 72 und 96 h bestehen. Nach 96 h
kam es sogar zu einer weiteren Abnahme von PXR unter IL-18 und TNF-a-
Behandlung (um 60-70 %). IL-1B fUhrte somit zur starksten Abnahme von PXR nach
96 h (um ca. 70 %). Demzufolge filhren Cytokine zu einer starken, andauernden

Herunterregulierung von PXR auf Proteinebene.
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Abb. 24: Einfluss von Cytokinen auf die PXR-Proteinexpression. HepaRG-Zellen wurden
fur 48 - 96 h mit IL-6 (10 ng/ml), IL-1B (5 ng/ml) bzw. TNF-a (10 ng/ml) und dem Lésungsmittel
als Kontrolle behandelt und dann lysiert (n = 3). Die Messung der PXR-Proteinexpression (50
kDa) erfolgte mittels Western Blotting (Normalisierung auf B-Actin (42 kDa) und Kontrolle).
Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <
0,001; **** p < 0,0001.

3.3 Rolle von entziindungsassoziierten microRNAs in der
ADME-Genregulation

Teile der im Folgenden dargestellten Ergebnisse wurden bereits in der Arbeit von
Kugler et al. (2019) verdéffentlicht. Es wurden nur Daten verwendet, die Nicole Kugler

selbst generiert und analysiert hatte.

Die negative Regulation von ADME-Genen durch miRNAs ist seit einiger Zeit
bekannt, allerdings wurde die Rolle der miRNAs im Zusammenhang mit der
Herunterregulierung von ADME-Genen bei Entziindung bisher kaum untersucht.
Daher sollte Uberprift werden, ob entziindungsassoziierte miRNAs ADME-Gene
negativ regulieren kénnen und damit zu der koordinierten Herunterregulierung bei

Entzindung beitragen.

3.3.1 Identifizierung von funktionalen microRNA-Bindestellen in ADME-
Genen

Mithilfe von TargetScan waren fur die 40 entzindungsassoziierten miRNAs
Bindestellen in 35 ADME-Genen in silico vorhergesagt worden, dadurch entstanden
208 miRNA-mRNA Assoziationen (Masterarbeit Nicole Kugler, 2016). Da die Rolle
von NR bei der Herunterregulierung von ADME-Genen ebenso im Fokus stand,
wurden fur die NR PXR (NR1I2) und CAR (NR1I3) noch zusétzliche Vorhersagen fur
die 40 miRNAs durchgefiihrt. Die vorhergesagten Bindestellen in ADME-Genen
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sollten fir diese miRNAs genauer untersucht werden, da viele Bindestellen in silico
vorhergesagt, aber letztendlich nicht funktionell sind. Durch Luciferase-Reporter-
Assays lasst sich die Funktionalitat einer Bindestelle nachweisen, da die Bindung
einer miRNA an die Bindestelle zu einer Reduzierung der Luciferaseaktivitat fhrt. Es
wurden 14 relevante Bindestellen in ADME-Genen, wie CYPs und Regulatoren, z. B.
RXRa und CAR, fur miR-130b, miR-155, miR-224, miR-452, miR-543 und miR-6807
analysiert. MiR-130b wurde als eine weitere bereits bekannte entzindungsassoziierte
MiRNA miteinbezogen. Die Bindestellen wurden aufgrund ihrer Vorhersage (hoher
Context++ Score Perzentil) und Vorkommen im Haupttranskript ausgesucht (Tab. 38).
Sequenzen mit den jeweiligen vorhergesagten Bindestellen (MRE) waren in
verschiedenen Varianten (1x und 3x Wiederholung der Bindestellen, Deletion der
Seed-Sequenzen bzw. komplementdren miRNA Sequenzen als Positivkontrolle) im

Luciferase-Plasmid pmirGLO kloniert.

Huh7-Zellen wurden als Zellmodell verwendet, da sie im Vergleich zu HepaRG-Zellen
eine bessere Transfektionseffizienz fir Plasmide aufweisen. Die Zellen wurden
kotransfiziert mit Luciferase-Reporter-Plasmiden (pmirGLO, 100 ng), die
vorhergesagte miRNA-Bindestellen in ADME-Genen enthielten, und miRNA-Mimics
(100 nM) bzw. siRNA-Kontrolle (siCTR) und nach 48 h lysiert (Abb. 25).

Die Positivkontrollen fiihrten zu einer ca. 90 % Reduzierung der Luciferaseaktivitat.
Fir miR-155 konnten in CYP2C19 und CYP2C9 Bindestellen validiert werden, da es
zu einer Abnahme der Luciferaseaktivitdt der MREx1 und MREx3 Konstrukte kam.
Die Konstrukte ohne Seed-Sequenz (Del) fuhrten, wie erwartet, zu keiner
signifikanten Abnahme der Luciferaseaktivitat, da hier die miRNA nicht mehr an die
Bindestelle binden konnte. Dieses Verhalten zeigte sich auch fir miR-452 in
CYP2C8, miR-224 in CYP3A4 und miR-130b in RXRa. Des Weiteren konnten
mehrere Bindestellen fir miR-6807 in CYP2C19 validiert werden. Von den drei
untersuchen Bindestellen, war die zweite Bindestelle die sensitivste fir miR-6807, da
die Luciferaseaktivitdt des MREx3 Konstrukt starker reduziert wurde als bei der ersten
und dritten Bindestelle. Letztendlich konnten sieben von 14 vorhergesagten
Bindestellen fur entziindungsassoziierte miRNAs in ADME-Genen mit Luciferase-

Reporter-Assays validiert werden.
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Tab. 38: Untersuchte in silico vorhergesagte miRNA-Bindestellen in ADME-Genen. In
silico Vorhersagen (TargetScan) fur relevante ADME-Targets und entziindungsassoziierte
miRNAs wurden aufgrund ihres Context++ Score Perzentil (>50) und Vorkommen im
Haupttranskript ausgesucht (Modifiziert aus Kugler et al. (2019)).

Context++
Score
Perzentil

Position in Vorhergesagte Paarung zwischen

der Targetregion (oben) und miRNA

3'-UTR (unten)

CYP2B6 362-368 5' .CUGGGAUUACAGGCAUGCACUAC. . 84
3-UTR Lange: T
2962 bp miR-130b-3p 3! UACGGGAAAGUAGUAACGUGAC
CYP2C19 329-335 5' ..AUGUUCUAAACAAAAAGCAUUAU. . 97
3-UTR Lange: LI
3282 bp miR-155-5p 3" UGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU
933-939 5' . .CACUGUGCCUGGUCUAAUGUUAC. . 53
[ [T
miR-543 3'  UUCUUCACGUGGCGC-UUACAAA
2175-2181 5' .GCUGCCUGCAUUCCU-UGGCUCAU. . 91
FEEEEE  rrrrrnd
miR-6807-5p 3" GGAGAGGUAAGGUGACCGAGUG
2371-2377 5' . .UGAACAACCAAACAAUUGCACUG. . 76
LI
miR-130b-3p 3! UACGGGAAAGUAGUAACGUGAC
2563-2569 5' ..GAAGAGAACUUUAUUUGGCUCAC. . 85
LT
miR-6807-5p 3! GGAGAGGUAAGGUGACCGAGUG
2611-2618 5' ..CUGUUUAGAAGAUACUGGCUCAA. . 95
EEREEE
miR-6807-5p 3! GGAGAGGUAAGGUGACCGAGUG
CYP2C8 986-992 5' .GCACAAAGCCUCUAUAAACAGUC. . 75
3’-UTR Lange: LEEEE T
2751 bp miR-452-5p 3! AGUCAAAGGAGACGUUUGUCAA
CYP2C9 346-352 5' ..AUGUUCUAAAUAAAAAGCAUUAU. . 97
3’-UTR Lange: LI
363 bp miR-155-5p 3! UGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU
CYP3A4 610-616 5' ..GAAAGUUAAUCCACU-GUGACUUU. . 91
3-UTR Lange: LI T
1173 bp miR-224-5p 3! UUGCCUUGGUGAUCACUGAAC
1137-1143 5! .UGAACACUUAAUAAAAAACAGUC. . 93
[T
miR-452-5p 3" AGUCAAAGGAGACGUUUGUCAA
NR1I3 90-97 5' .CUGGCUGAGCUCCGGAGCAUUAA. . 98
3-UTR Lange: LI
236 bp miR-155-5p 3! UGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU
RXRA 1431-1437 5' .UUGAACUCGCCUCUUUUGCACUG. . 51
3-UTR Lange: LI
3972 bp miR-130b-3p 3! UACGGGAAAGUAGUAACGUGAC
3877-3883 5' .GGUUUGAUGGACAGUAGCAUUAG. . 52
LT
miR-155-5p 3! UGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU
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Abb. 25: Validierung von in silico vorhergesagten miRNA-Bindestellen in ADME-Genen.
Huh7-Zellen wurden mit Luciferase-Reporter-Plasmiden (pmirGLO, 100 ng), die verschiedene
Varianten der vorhergesagte miRNA-Bindestellen (MRE) in ADME-Genen enthielten, und
miRNA-Mimics (100 nM) bzw. siRNA-Kontrolle (siCTR) kotransfiziert und nach 48 h lysiert (n =
4). Als Positivkontrolle wurde die komplementéare Sequenz der jeweiligen miRNA (c-miR)
verwendet. A) miR-155 Bindestelle in CYP2C19, B) miR-6807 Bindestellen in CYP2C19, C)
miR-452 Bindestelle in CYP2C8, D) miR-155 Bindestelle in CYP2C9, E) miR-225 Bindestelle
in CYP3A4, F) miR-130b Bindestelle in RXRa. Die Enzymaktivitaten der Firefly- und Renilla-
Luciferasen wurden mit dem Dual-Luciferase-Reporter-Assay System gemessen
(Normalisierung der Firefly-Aktivitat auf die Renilla-Aktivitat, zur Kontrollbehandlung und
Leervektor pmirGLO). Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05;
** p <0,01; ***, p <0,001; *** p < 0,0001 (Modifiziert aus Kugler et al. (2019)).
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3.3.2 MicroRNA-Effekte auf die ADME-Genexpression

Von den 40 entziindungsassoziierten, in der Leber identifizierten miRNAs wurden funf
MiRNAs zur weiteren Analyse im Zellmodell ausgewahlt (Tab. 39). Diese miRNAs
wurden nach folgenden Kriterien ausgewahlt: 1. hochexprimiert in der Leber bei
Patienten mit erhéhtem CRP; 2. Validierung in den Einzelleberproben durch gRT-
PCR und 3. mind. zwei relevante vorhergesagte Targets (CYPs und Regulatoren wie
RXRa und CAR) (siehe Tab. 39 und Masterarbeit Nicole Kugler, 2016). Dabei
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handelte es sich um miR-155-5p, miR-224-5p, miR-452-5p, miR-543 und miR-6807-

5p.
Tab. 39: Zusammenfassung der Auswabhlkritierien fir die untersuchten miRNAs in
HepaRG-Zellen.

_ n-fache Validierung in in silico vorhergesagte
Anderung im Lebereinzelproben Targets

Vergleich zum
Kontrollpool

ABCB1, ABCC2, CYP2C19,

miR-155-5p 2,64 ja CYP2C8, CYP2C9, CYP3AS5,
RXRA, SLC15A2, SLC22A2
miR-224-5p 13,79 ja ABCB1, CYP3A4, SLCO1B3

ABCB1, CYP2C19, CYP2Cs,

miR-452-5p 5,12 ja CYP3A4, CYP3A5, SLC22A2
ABCB1, CYP2B6, CYP2CLO,
MiR-543 345 nein CYP3A5, SLC15A2, SLC22A2.
UGT2B15
MIR-6807-5p 22 nein CYP2B6, CYP2C19, CYP3AA

Eine einzelne miRNA kann mehrere Targets angreifen und ein Target kann ein
Angriffsziel fur verschiedene miRNAs sein. Um die Auswirkungen der
entzindungsassoziierten mMiRNAs auf die ADME-Genexpression und CYP-
Enzymaktivitdten in Zellen zu untersuchen, wurden sogenannte miRNA-Mimics in
Einzel- und Kombinationen (siehe Tab. 7) verwendet. Dies fiihrte zu einer
Uberexpression der jeweiligen miRNA in den Zellen. HepaRG-Zellen wurden mit
MiRNA-Mimics (40 nM) fir miR-155-5p, miR-224-5p, miR-452-5p, miR-543 und miR-
6807-5p transfiziert und nach 72 und 96 h RNA isoliert und die Expression von 47
ADME-Genen inklusive Akut-Phase-Gene mittels gRT-PCR gemessen (Abb. 26).
MiR-155 und miR-452 zeigten eine negative Regulation von CYPs auf mRNA-Ebene.
Vor allem CYP2C9 und CYP3A4 waren stark betroffen, aber auch Phase IlI-Enzyme
wie GSTM1 und UGT1A1, Transporter wie SLC10A1 und Regulatoren wie NR1I3.
Interessanterweise fuhrte miR-155 zu einer Hochregulierung von CYP1A1, wahrend
CYP1A2 kaum betroffen war. Des Weiteren kam es durch miR-155 zu einer
Herunterregulierung von SOD2. MiR-452 hatte schwache Effekte auf ARNT. Die
Behandlung mit miR-6807 fuhrte zu keinen signifikanten Effekten bei den
untersuchten ADME-Genen. MiR-224 und miR-543 zeigten positive Auswirkungen
auf CYP3A4 (miR-224) und CYP2C8, ABCC2, PPARA und NR1I2 (miR-543). MiR-
155 verursachte, neben miR-452, die starksten Effekte auf mRNA-Ebene bei ADME-
Genen. Es ist aber nicht auszuschliel3en, dass die anderen miRNAs auch Effekte auf
ADME-Gene hatten, da sich miRNA-Effekte nicht unbedingt auf die mRNA Menge

auswirken mussen, wenn die Proteintranslation durch die miRNA unterdriickt wird.
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Abb. 26: Einfluss von miRNA-Kandidaten auf die ADME-Genexpression durch
Uberexpression. HepaRG-Zellen wurden mit miRNA-Mimics (40 nM) und siRNA-Kontrolle
(SiCTR) transfiziert und nach 72 und 96 h lysiert (n = 3). Die Messung der ADME-
Genexpression erfolgte mittels gRT-PCR (Fluidigm, Normalisierung auf GAPDH und siCTR).
Die Heatmap zeigt die n-fachen Anderungen (logz) relativ zur siRNA-Kontrolle. Repeated
Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; **** p <
0,0001 (Modifiziert aus Kugler et al. (2019)).
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In HepaRG-Zellen sollte die kombinatorische Wirkung von entziindungsassoziierten
miRNAs auf die ADME-Genexpression untersucht werden. Dafir wurden HepaRG-
Zellen mit Kombinationen aus miRNA-Mimics (40 nM) transfiziert und nach 72 und 96
h RNA isoliert, um die Expression von 47 ADME-Genen inklusive Akut-Phase-Gene
mittels gRT-PCR zu messen (Abb. 27).

Alle Kombinationen, aber vor allem die Kombinationen miR-155/miR-452 (K1) und
miR-155/miR-6807 (K2), zeigten eine starke Herunterregulierung zahlreicher CYPs
(auBer CYP1A1, 1A2, 2A6, 2B6). Auch Phase II-Enzyme wie GSTA2 und GSTM1
waren stark betroffen. K1 hatte auch eine negative Auswirkung auf CCL2, SLC10A1,
UGT1Al1l, NR1.I3, PPARA und SOD2. K2 fihrte nicht nur bei
fremdstoffmetabolisierenden CYPs zu negativen Effekten, sondern auch bei CYP3A7
und CYP7AL, die am Metabolismus von endogenen Stoffen beteiligt sind. CYP2B6
wurde durch K2 hochreguliert. Die Kombination miR-452/miR-6807 (K3) wirkte sich
positiv auf die Expression von SOCS3, NFKB1, SULT1B1, PPARG, NAT1 aus, hatte
aber allgemein eine etwas schwachere Wirkung im Vergleich zu K1 und K2. Die
starksten Wirkungen im Vergleich zu den anderen beiden Kombinationen verursachte
K1.

Die Effekte der Kombinationsbehandlungen waren viel starker als bei den jeweiligen
Einzelbehandlungen, z. B. auf die meisten CYPs und PPARA (Abb. 26). So fihrte die
K1 zur Abnahme von CCL2, wahrend miR-155 als Einzelbehandlung keine negativen
Auswirkungen hatte. SOCS3 wurde durch K3 hochreguliert, miR-452 und miR-6807
hatten aber in den Einzelbehandlungen keine positiven Auswirkungen. CYP1Al
wurde durch miR-155 hochreguliert, in der Kombinationsbehandlung mit miR-452 war
aber eine Abnahme zu sehen. MiR-6807 hatte als Einzelbehandlung keine
signifikanten Effekte. Allerdings zeigte miR-6807 in Kombination mit den anderen
MiRNAs eine Verstarkung der Einzelwirkungen, z. B. bei GSTM1 und NR1I2. Bei
miR-155 hatten miR-452 und miR-6807 eine Verstarkung der Einzelwirkung fur
GSTA2, CYP2E1 und CYP3A7 zur Folge. Daraus lasst sich folgern, dass miRNAs

eine kombinatorische Wirkung auf die ADME-Genexpression haben kénnen.
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Abb. 27: Einfluss von miRNA-Kombinationen auf die ADME-Genexpression durch
Uberexpression. HepaRG-Zellen wurden mit Kombinationen aus miRNA-Mimics (40 nM) und
siRNA-Kontrolle (siCTR) transfiziert und nach 72 und 96 h lysiert (n = 3). Die Messung der
ADME-Genexpression erfolgte mittels qRT-PCR (Fluidigm, Normalisierung auf GAPDH und
SiCTR). Die Heatmap zeigt die n-fachen Anderungen (logz) relativ zur siRNA-Kontrolle.
Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05; **, p < 0,01; *** p <

0,001; **** p < 0,0001.
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3.3.3 MicroRNA-Effekte auf die Cytochrom-P450-Enzymaktivitét

HepaRG-Zellen wurden mit miRNA-Mimics (40 nM) fir miR-155-5p, miR-224-5p,
miR-452-5p, miR-543 und miR-6807-5p transfiziert und nach 72 und 96 h die CYP-
Enzymaktivitéat mittels des CYP-Cocktail-Assays analysiert (Abb. 28).
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Abb. 28: Einfluss von miRNA-Kandidaten auf CYP-Enzymaktivitaten durch
Uberexpression. HepaRG-Zellen wurden mit miRNA-Mimics fiir A) miR-155, B) miR-224, C)
miR-452, D) miR-543, E) miR-6807 (40 nM) und siRNA-Kontrolle (siCTR) transfiziert und nach
72 miRNAund 96 h ein CYP-Cocktail-Assay durchgefuhrt (n = 3). Die Bildung der Metabolite
Acetaminophen (CYP1A2), OH-Bupropion (CYP2B6), 4'-OH-Mephenytoin (CYP2C19), N-DE-
Amodiaquin (CYP2C8), OH-Tolbutamid (CYP2C9) und o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde
mittels LC-MS/MS gemessen. Die n-fachen Anderungen sind relativ zur siRNA-Kontrolle
dargestellt. Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05; **, p < 0,01;
*** p <0,001; *** p < 0,0001 (Modifiziert aus Kugler et al. (2019)).

Die Transfektion von miR-155 hatte negative Auswirkungen auf die Enzymaktivitaten
von CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 und CYP3A4. Die starkste Auswirkung von miR-
155 war auf die CYP2C9 Aktivitdt zu sehen (Abnahme um ca. 50 % nach 96 h). MiR-
224 zeigte eine positive Auswirkung auf CYP3A4, aber sonst keine weiteren Effekte.
MiR-452 fuhrte zu negativen Auswirkungen auf CYP1A2, CYP2B6 und CYP2CS8.
MiR-543 hatte keine signifikanten Auswirkungen auf CYP-Enzymaktivitaten. MiR-
6807 hingegen hatte negative Auswirkungen auf CYP2C19 (Abnahme um 30 %).
Somit zeigte miR-155 insgesamt breitgefacherte Wirkungen und die starksten Effekte
auf die CYP-Enzymaktivitat, wahrend miR-452 geringe Effekte auf wenige CYPs
hatte.

Um zu uberprifen, ob diese miRNAs auch bereits bei niedrigeren Konzentrationen

Effekte aufweisen und eine dosisabhéngige Regulation von CYP-Enzymaktivitaten
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zeigen, wurden HepaRG-Zellen mit verschiedenen miRNA-Mimic-Konzentrationen (1,
5, 20 und 40 nM) der entziindungsassoziierten miRNAs titriert und nach 96 h ein
CYP-Cocktail-Assay durchgefiihrt (Abb. 29). Dafur wurden miR-155-5p, miR-452-5p
und miR-6807-5p verwendet, da sie bereits Effekte auf CYP-Aktivitaten gezeigt
hatten. MiR-130b-3p, als eine bereits bekannte entziindungsassoziierte miRNA,

wurde zusatzlich untersucht.
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Abb. 29: Einfluss von miRNA-Kandidaten auf CYP-Enzymaktivitaten durch Titration.
HepaRG-Zellen wurden mit verschiedenen Mengen an miRNA-Mimics (1, 5, 20 und 40 nM)
und siRNA-Kontrolle (siCTR) transfiziert und nach 96 h ein CYP-Cocktail-Assay durchgefiihrt
(n = 3-4). Die Bildung der Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-Bupropion
(CYP2B6), C) 4-OH-Mephenytoin (CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E) OH-
Tolbutamid (CYP2C9) und F) o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde mittels LC-MS/MS
gemessen. Die n-fachen Anderungen sind relativ zur siRNA-Kontrolle dargestellt. Repeated
Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; **** p <
0,0001.

MiR-155 zeigte konzentrationsabhangige Effekte auf die Aktivitat von CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C8, CYP2C9 und CYP3AA4. Dies galt auch fur miR-452 bei CYP1A2
und CYP3A4; miR-130b bei CYP2B6 und CYP2C8; miR-6807 nur bei CYP2C19.
MiR-155 zeigte wenige Effekte bereits bei 1 nM, aber dafiir schon bei 5 und 20 nM.
Eine Konzentration von 5 nM flihrte bei miR-452 zu ersten Effekten. MiR-130b zeigte
fur wenige CYPs eine Wirkung bei 1 nM, fir 5 nM aber starkere Effekte. Eine
Transfektion von miR-6807 fiihrte erst ab 20 nM zu Effekten. MiR-155 war somit die
potenteste miRNA, die bereits bei geringen Konzentrationen zu einer Regulation von

vielen CYPs fiuhrte.
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Um die Auswirkungen von miRNA-Kombinationen auch auf CYP-Enzymaktivitaten zu
analysieren, wurden neben der ADME-Genexpression (Abb. 27) die CYP-
Enzymaktivitdten nach 72 und 96 h gemessen (Abb. 30).
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Abb. 30: Einfluss von miRNA-Kombinationen auf CYP-Enzymaktivitaten durch
Uberexpression. HepaRG-Zellen wurden mit Kombinationen aus miRNA-Mimics (40 nM) und
siRNA-Kontrolle (siCTR) transfiziert und nach 72 und 96 h ein CYP-Cocktail-Assay
durchgefuhrt (n = 3). Die Bildung der Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-
Bupropion (CYP2B6), C) 4'-OH-Mephenytoin (CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E)
OH-Tolbutamid (CYP2C9) und F) o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde mittels LC-MS/MS
gemessen. Die n-fachen Anderungen sind relativ zur siRNA-Kontrolle dargestellt. Repeated
Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05; **, p < 0,01; *** p < 0,001; **** p <
0,0001.

Die Kombination miR-155/6807 (K2) fiuhrte zu additiven Effekten bei CYP1A2
(Abnahme durch K2 um 43 %, Abnahme aus Summe der Einzelbehandlungen 45 %)
und CYP2C9 (Abnahme durch K2 um 56 %, Abnahme aus Summe der
Einzelbehandlungen 52 %). Fiur CYP2C19 wies K2 eine starkere Wirkung als die
Einzelbehandlungen auf. Geringere Effekte waren hingegen fur CYP2B6 fur K1 und
K2 zu sehen. MiR-155 und miR-452 verstarkten den positiven Effekt von miR-6807
und auch als gemeinsame Kombination hatten sie einen positiven Effekt auf CYP2B6.
Bei CYP3A4 fuhrten alle miRNA-Kombinationen zu einer weiteren Abnahme der
Enzymaktivitat. K2 verursachte bei CYP3A4 sogar synergistische Effekte, da die
Abnahme (um 40 %) grolRer war als die Summe der Einzelbehandlungen (um 33 %).
K2 verursachte insgesamt die starksten Effekte, die jedoch vom Isoenzym abhangig

waren (vor allem CYP2C19 und CYP2C9). Die Kombination mit den schwachsten
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Effekten war K3 mit miR-452/6807. Kombinationen aus miRNAs kdnnen somit die

Einzelwirkungen der jeweiligen miRNAs verstarken.

3.3.4 Korrelationen von entziindungsassoziierten microRNAs mit ADME-
Genen

Es waren bereits durch eine Microarray-Analyse 40 entziindungsassoziierte miRNAs
bzw. 25 Cholestase-assoziierte miRNAs in gepoolten Leberproben von Patienten
(n = 7) mit erhéhtem Entziindungsmarker CRP bzw. Cholestase-Patienten (n = 17) im
Vergleich zu einem Kontrollpool (n = 10) identifiziert worden. Ebenso waren sechs
ausgewahlte entziindungsassoziierte miRNAs in den Lebereinzelproben mittels gRT-
PCR validiert worden (Masterarbeit Nicole Kugler, 2016). Um den moglichen Einfluss
von mMiRNAs in vivo zu untersuchen, wurden statistische Korrelationen zwischen der
Expression der ausgewahlten miRNAs in den Lebereinzelproben (aus CRP,
Cholestase und Kontrollpool, n=34) wund den bereits vorliegenden
korrespondierenden CYP-Daten (Gen- und Proteinexpression sowie Enzymaktivitét)
durchgefihrt. In Abb. 31 sind die Korrelationen mit CYPs und POR auf Gen-, Protein-
und Aktivitditsebene dargestellt. Einige Korrelationen zwischen der miRNA-
Expression und CYPs waren negativ. Nur POR zeigte fir fast alle miRNAs positive
Korrelationen. MiR-223-3p zeigte keine hohen Korrelationen zu CYPs. Die hochste
positive Korrelation mit rs= 0,41 war fir CYP2B6 und miR-21 auf RNA Ebene zu
sehen, wahrend CYP1A2 und miR-452 auf Protein- und Aktivitatsebene die hochste
negative Korrelation mit rs =-0,61 hatten. Eine negative bzw. inverse Korrelation
konnte ein Anzeichen dafir sein, dass miRNAs diese ADME-Gene in vivo negativ

regulieren.

91



3. Ergebnisse

E -, 8 8 2 8 8 8
2 s : oh < o
-1 0 1 = 0 b N N 0
4 x & x x x
£ E E E E E
R | -024 | -0.38 -0.26 016 | -0.47 -0.46
Sl P | -046 | -047 -0.58 0.09 [ -0.52 -0.50
R | 010 [ -0.29 -0.11 003 | -0.34 -0.40
CYP1A2 P | -028 | -0.43 052 | 007 | -0.51
A | 024 | 043 052 | 007 | -0.54
R | -005 | -0.04 -0.04 0.10 0.20 0.01
CYP2A6 P | -038 | -027 -0.46 0.06 | -0.09 -0.35
A | 035 | 025 -0.38 015 | -0.01 -0.37
R | 012 | 015 0.41 -0.02 013 0.26
CYP2B6 P | -012 | -0.13 -0.08 017 | -0.06 -0.19
A | 051 | 032 -0.45 017 [ -0.14 -0.51
R | 015 | -0.32 -0.02 | -0.11 | -0.06 -0.17
CcYP2C8 P | -026 | -0.33 -0.28 0.06 | -0.24 -0.53
A | 018 | -0.18 032 | -0.03 | -0.12 -0.21
R | 023 | 003 0.36 0.00 0.09 0.29
CYP2C9 P | -040 | -0.15 028 | -0.01 | -0.12 -0.15
A | 012 | 015 -0.31 016 | -0.11 -0.14
R | -034 | -033 -0.35 0.09 | -042 -0.44
CcYP2c19 | P | 038 | -0.54 -0.37 017 | -043 -0.32
A -0.43 -0.45 -0.60 0.18 -0.27 -0.52
R | 019 | 005 0.28 0.06 0.15 0.00
CYP2D6 P 0.08 0.10 0.00 0.05 -0.02 -0.34
A | o019 | 013 0.18 014 | -0.10 -0.24
R | 027 | -008 -012 | -017 | -0.16 -0.30
CYP2E1 P | 024 | -0.11 017 | 039 | -0.27 -0.16
A | -002 | -0.06 010 | -0.03 | -0.01 -0.39
R | 045 | -0.25 -0.32 026 | -0.14 -0.35
CYP3A4 P | -046 | -0.31 -0.52 012 | -0.24 -0.46
A | 046 | 033 -0.53 0.10 [1=0:51 -0.35
R | 031 0.05 0.35 | -0.08 0.15 0.30
POR P | 008 [ 009 -0.08 | -0.09 0.01 -0.39
A | o014 | o017 0.25 0.20 0.29 -0.16

Abb. 31: Heatmap der Korrelationsanalyse zwischen miRNA-Expression und CYP/POR
Phanotypen. Zeilen zeigen Expression der mRNA (R), des Proteins (P) und der
Enzymaktivitat (A) der wichtigsten CYPs und POR. Spearman-Korrelationskoeffizienten rs sind
mit dazugehdriger Farbskala dargestellt (Kugler et al. 2019).

3.4 Herkunft von entziindungsassoziierten microRNASs

Da Lebergewebe nicht nur aus Hepatozyten besteht, sondern auch aus Kupffer-
Zellen und weiteren Immunzellen, kénnen die identifizierten entziindungsassoziierten
mMiRNAs in Hepatozyten oder auch Immunzellen durch entziindliche Bedingungen
induziert worden sein. AuBerdem koénnte es sich auch um miRNAs aus der
systemischen Zirkulation handeln. Daher sollte durch verschiedene Untersuchungen
analysiert werden, ob die entzindungsassoziierten miRNAs aus Hepatozyten

stammten.
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3.4.1 Induzierbarkeit von microRNAs durch Cytokine in HepaRG-Zellen

Die Induzierbarkeit bzw. Deregulierung von miRNAs durch entzundliche Mediatoren
wie Cytokine sollte in Hepatozyten untersucht werden. Dafir wurden HepaRG-Zellen
mit IL-6 (10 ng/ml) und IL-18 (5 ng/ml) als die bedeutendsten Cytokine in der APR
und dem Lésungsmittel als Kontrolle fiir 24 h behandelt und mithilfe von speziellen

mMiRNA-Microarrays die miRNA-Expression ermittelt.

Tab. 40: Verteilung von differenziell exprimierten miRNAs in cytokinbehandelten

HepaRG-Zellen. HepaRG-Zellen wurden fir 24 h mit IL-6 (10 ng/ml), IL-18 (5 ng/ml) und mit
dem Losungsmittel als Kontrolle behandelt. Um die miRNA-Expression zu messen, wurden
Microarray-Analysen mit Affymetrix GeneChip® miRNA 4.0 Arrays durchgefuhrt. Die Zahl der
deregulierten miRNAs bei verschiedenen Schwellwerten ist dargestellt (Signalintensitat war >5
in einer der Behandlungsgruppen).

n-fache Anderung IL-6 IL-1B
>1,5 76 124
>2 21 59
>3 6 19
>5 2 1
<-1,5 101 118
<-2 45 54
<-3 15 20
<-5 3 5
Gesamt 177 242

IL-6-behandelte HepaRG-Zellen wiesen weniger hochregulierte als herunterregulierte
mMiRNAs (76 vs. 101 miRNAs) auf, wahrend IL-1B-behandelte Zellen eine hdhere
Anzahl an hochregulierten miRNAs aufwiesen (124 vs. 118 miRNASs) (Tab. 40). Somit
besalRen IL-1B-behandelte HepaRG-Zellen die meisten deregulierten miRNAs im
Vergleich zu IL-6-behandelten Zellen (242 vs 177 miRNAs). Die Regulation der
mMiRNAs war damit abhéngig vom jeweiligen Cytokin. Unter den Top 20 regulierten
MiRNAs zeigte miR-3613-5p die hochste Expressionssteigerung (max. 8,41-fach),
wahrend miR-4436b-5p die hochste Herunterregulierung (-5,71-fach) bei IL-6-
behandelten Zellen aufwies (Abb. 32). Bei IL-1B-behandelten Zellen war miR-365b-5p
die hochste hochregulierte miRNA (5,26-fach) und miR-6849-5p die héchste
herunterregulierte miRNA (-7,59-fach) bei den Top 20 regulierten miRNAs.
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Abb. 32: Einfluss von Cytokinen auf die miRNA-Expression in HepaRG-Zellen. Die Top
20 hoch- und herunterregulierten miRNAs nach 24 h in A) IL-6 (10 ng/ml) und B) IL-1B (5
ng/ml) behandelten HepaRG-Zellen sind im Vergleich zu kontrollbehandelten HepaRG-Zellen
dargestellt (miRNA war mindestens in einer Behandlungsgruppe exprimiert). Um die miRNA-
Expression zu messen, wurden Microarray-Analysen mit Affymetrix GeneChip® miRNA 4.0
Arrays durchgefihrt.

Die miRNA-Expression in gepoolten Leberproben von Patienten (n = 7) mit erhbhtem
Entzindungsmarker CRP war bereits im Vergleich zu einem Kontrollpool (n = 10)
untersucht worden (Masterarbeit Nicole Kugler, 2016). Nun sollte analysiert werden,
ob es eine Uberlappung zwischen den in den Leberproben bzw. HepaRG-Zellen
gefundenen miRNAs gab, um entziindungsassoziierte miRNAs zu identifizieren, die
aus Hepatozyten stammten. Im Venndiagramm in Abb. 33 sind die Schnittmengen (n-
fache Anderung + 1,5 zur Kontrolle, miRNA-Expression in mind. einer
Behandlungsgruppe) zwischen IL-6 bzw. IL-1B-behandelten HepaRG-Zellen und den
gepoolten Leberproben dargestellt. Alle drei Gruppen besaflfen 11 gemeinsame
miRNAs wie z. B. miR-6807-5p und miR-17-3p. Die groRte Uberschneidung war mit
84 gemeinsamen miRNAs (47,5 % von 177 miRNAs bzw. 34,7 % bei 242 miRNAS)
zwischen IL-6- und IL-1B-behandelten HepaRG-Zellen zu sehen. Die gepoolten
Leberproben hingegen zeigten nur 21 gemeinsame miRNAs (20,2 % von 104
MiRNAS) mit IL-6-behandelten HepaRG-Zellen und 30 gemeinsame miRNAs (28,8 %)
mit IL-1B-behandelten HepaRG-Zellen. Berlcksichtigt man die differenzielle
Expression der 11 gemeinsamen miRNAs in den einzelnen Gruppen, wiesen die

MiRNAs in IL-6- und IL-1B-behandelten HepaRG-Zellen teilweise eine ahnliche n-
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fache Anderung auf, wahrend sich die miRNAs in der CRP Gruppe teilweise
entgegengesetzt verhielten (Tab. 41). Nur miR-6716-5p, miR-766-3p und miR-3124-
5p zeigten in allen drei Gruppen eine gemeinsame Hoch- bzw. Herunterregulierung.
Demnach wurden nur wenige gemeinsame entziindungsassoziierte miRNAs
identifiziert, die ein zum Teil gegenteiliges Verhalten unter entzindlichen
Bedingungen aufwiesen. Somit scheint eine andere miRNA-Population unter
definierten Bedingungen (Cytokine) in Hepatozyten (HepaRG-Zellen) im Vergleich zu

Lebergewebe bei einem erhéhten CRP vorzuliegen.
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Abb. 33: Uberschneidung von differenziell exprimierten miRNAs in IL-6/IL-1B-
behandelten HepaRG-Zellen und gepoolten Leberproben von Patienten mit erhéhtem
CRP. HepaRG-Zellen wurden fir 24 h mit IL-6 (10 ng/ml) bzw. IL-18 (5 ng/ml) und dem
Lésungsmittel als Kontrolle behandelt. Gepoolte Leberproben von Patienten mit erhéhtem
CRP (n = 7, CRP >10 mg/l) wurden mit gepoolten Leberproben von Patienten mit normalem
CRP (n = 10, CRP <10 mg/l)) verglichen. Um die miRNA-Expression zu messen, wurden
Microarray-Analysen mit Affymetrix GeneChip® miRNA 4.0 Arrays durchgefihrt. Die n-fache
Anderung im Vergleich zu den Kontrollen betrug +1,5 fiir alle miRNAs und die Signalintensitat
war mindestens >5 in einer Vergleichsgruppe. Diagramm wurde mit Venny 2.1 gezeichnet.

Die gemeinsamen 11 miRNAs wiesen allerdings einige Bindestellen in den
untersuchten 35 ADME-Genen auf (Tab. 41). Dabei war SLCO1B3 das haufigste
vorhergesagte ADME-Gen (fur 7 miRNASs), gefolgt von RXRA (6) und CYP2B6 (6).
MiRNA-5196-5p hatte die meisten Targets in ADME-Genen (11). MiR-766-3p scheint
eine entziindungsrelevante miRNA zu sein, da sie in allen Gruppen hochreguliert war

und einige CYPs und Transporter sowie RXRa als Targets besitzt.
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Tab. 41: Ubersicht uber gemeinsame miRNAs der gepoolten Leberproben sowie IL-6
und IL-1B-behandelten HepaRG-Zellen. MiRNAs sind mit der n-fachen Anderung in der
jeweiligen Gruppe dargestellt mit dazugehdrigen Targetvorhersagen in ADME-Genen
(TargetScan).

miRNA IL-6 IL-1B8 CRP ADME-Targets

. SLC15A2, SLC22A1, SLCO1B3, SULT1A1, TPMT,
miR-17-3p 1,83 255 -1,55 UGTIAL, UGT1A3
miR-1973 -1,77  -1,9 249 POR
miR-212-3p  -1,64 -1,55 3,31 ABCG2, RXRA, SLC15A2
miR-3124-5p 2,52 4,83 1,55 keine ADME-Targets
MiR-3175 189 179 217 ?E%ﬁz’ CYP2B6, RXRA, SLC22A2, SLCO1B3,
miR-4532 1,88 -1,63 1,88 CYP2B6, RXRA, SLC15A2, SULT1A1
miR-5006-5p 1,88 2,83 -1,69 ABCC2, CYP1A2, POR

ABCG2, CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19,
miR-5196-5p -1,66 2,21 -2,62 CYP2C8, CYP2C9, GSTM1, RXRA, SLC22A6,
SLCO1B3
ABCG2, CYP2B6, CYP2C19, CYP2C8, CYP3AS5,
GSTM1, SLCO1B3, TPMT, UGT1A1, UGT1A3
CYP2B6, CYP2C19, CYP3A4, RXRA, SLC15A2,
SLC22A1, SLCO1B3, SULT1A1
ABCG2, CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19,
RXRA, SLC15A2, SLCO1B3

miR-6716-5p -2,15 -156 -1,57

miR-6807-5p -3,79 -3,47 22

miR-766-3p 154 154 224

3.4.2 Regulation von funktionalen microRNA-Bindestellen in ADME-
Genen durch cytokininduzierte microRNAs

Um die Herkunftsfrage der entziindungsassoziierten miRNAs weiter zu klaren, sollte
in hepatischen Zellmodellen Uberprift werden, ob cytokininduzierte miRNAs in der

Lage sind die validierten miRNA-Bindestellen in ADME-Genen negativ zu regulieren.

Aufgrund der besseren Transfizierbarkeit im Vergleich zu HepaRG-Zellen wurden fur
diese Experimente sowohl Huh7 als auch HepG2-Zellen untersucht, um zwei
unterschiedliche Leberzellmodelle zu analysieren. Dabei wurde die Induktion der
mMiR-130b, miR-155, miR-224, miR-452 und miR-6807 durch die Cytokine IL-6 (10
ng/ml), IL-1B (5 ng/ml) und TNF-a (10 ng/ml) mithilfe der validierten Bindestellen in
CYP2C19, CYP2C9, CYP2C8, CYP3A4 und RXRa und den Positivkontrollen (komp.
MiRNASs) Uberpruft (Abb. 34A-K und Abb. 35A-K). Die Behandlungen mit miRNA-
Mimics fihrten zu den erwarteten Abnahmen der Luciferaseaktivitat (Abb. 34L-M und
Abb. 35L-M). In beiden Zellmodellen kam es bei keiner der Cytokinbehandlungen zu
einer signifikanten Reduzierung der Luciferaseaktivitat. Dies war auch bei den
Positivkontrollen der Fall. Somit kam es zu keiner miRNA-Bindung an die Bindestellen
und hochstwahrscheinlich keiner Induktion der untersuchten miRNAs in Huh7- und
HepG2-Zellen. Allerdings kénnen Huh7- und HepG2-Zellen als

Leberkarzinomzelllinien eine andere induzierbare miRNA-Population als gesunde
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Hepatozyten ausweisen. Daher sollten in weiteren Analysen die endogene Funktion
der entzundungsassoziierten miRNAs in HepaRG-Zellen tGberpruft werden.
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Abb. 34: Validierte miRNA-Bindestellen unter Cytokineinfluss in Huh7-Zellen. Huh7-
Zellen wurden mit Luciferase-Reporter-Vektoren (pmirGLO, 100 ng), die vorhergesagte
miRNA-Bindestellen A)-F) in ADME-Genen bzw. die komplementare Sequenz der miRNA G)-
K) enthielten, transfiziert sowie mit den Cytokinen IL-6 (10 ng/ml), IL-1B8 (5 ng/ml) bzw. TNF-a
(10 ng/ml) und dem Lésungsmittel als Kontrolle behandelt und nach 48 h lysiert (n = 3). L) und
M) zeigen Behandlungen mit miRNA-Mimics (Konstrukt wurde mit jeweiliger miRNA-Mimic
kotransfiziert im Vergleich zur Kontrollbehandlung). Die Enzymaktivitaten der Firefly- und
Renilla-Luciferasen wurden mit dem Dual-Luciferase-Reporter-Assay System gemessen
(Normalisierung der Firefly-Aktivitdét auf Renilla-Aktivitdt, zur Kontrollbehandlung und
Leervektor pmirGLO). Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05;
** p <0,01; *** p<0,001; **** p < 0,0001.
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Abb. 35: Validierte miRNA-Bindestellen unter Cytokineinfluss in HepG2-Zellen. HepG2-
Zellen wurden mit Luciferase-Reporter-Vektoren (pmirGLO, 100 ng), die vorhergesagte
miRNA-Bindestellen A)-F) in ADME-Genen bzw. die komplementare Sequenz der miRNA G)-
K) enthielten, transfiziert sowie mit den Cytokinen IL-6 (10 ng/ml), IL-1B8 (5 ng/ml) bzw. TNF-a
(10 ng/ml) und dem Lésungsmittel als Kontrolle behandelt und nach 48 h lysiert (n = 3). L) und
M) zeigen Behandlungen mit miRNA-Mimics (Konstrukt wurde mit jeweiliger miRNA-Mimic
kotransfiziert im Vergleich zur Kontrollbehandlung). Die Enzymaktivitaten der Firefly- und
Renilla-Luciferasen wurden mit dem Dual-Luciferase-Reporter-Assay System gemessen
(Normalisierung der Firefly-Aktivitdét auf Renilla-Aktivitdt, zur Kontrollbehandlung und
Leervektor pmirGLO). Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05;
** p<0,01; *** p<0,001; *** p<0,0001.
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3.4.3 Inhibierung der endogenen microRNA-Funktion durch Antagomir-
Transfektionen

Um die Funktion der entziindungsassoziierten miRNAs weiter zu untersuchen,
wurden Antagomir-Transfektionen in HepaRG-Zellen durchgefihrt. Dadurch sollte die
endogene Funktion der jeweiligen miRNA inhibiert werden und eine Zunahme des
Targets zu beobachten sein. Dafur wurden HepaRG-Zellen mit verschiedenen
miRNA-Antagomir-Konzentrationen (20, 40 und 60 nM) behandelt und die CYP-
Aktivitat mittels CYP-Cockail-Assay nach 96 h getestet (Abb. 36). Die miRNA-
Antagomir-Transfektionen wurden nur fir miRNAs durchgefihrt, bei denen miRNA-
Mimic-Behandlungen Effekte gezeigt hatten (miR-155, miR-452 und miR-6807). Die
Transfektion der gewahlten Antagomirs hatte keine positive Auswirkung auf die CYP-
Aktivitdten, unabhangig von ihrer Konzentration. Nur bei CYP2B6 waren bei niedrigen
Konzentrationen negative Auswirkungen sichtbar. Wahrscheinlich war die endogene
MiRNA-Expression zu niedrig gewesen, um Effekte zu sehen. Dies kdnnte darauf
hindeuten, dass die entzindungsassoziierten miRNAs erst durch Cytokine induziert

werden missen, um eine negative Wirkung auf ADME-Gene zu haben.
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Abb. 36: Einfluss von miRNA-Kandidaten auf CYP-Enzymaktivitaten durch Inhibierung.
HepaRG-Zellen wurden mit verschiedenen Mengen an miRNA-Antagomirs (20, 40 und 60 nM)
und siRNA-Kontrolle (siCTR) transfiziert und nach 96 h ein CYP-Cocktail-Assay durchgefiihrt
(n = 2). Die Bildung der Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-Bupropion (CYP2B6),
C) 4'-OH-Mephenytoin (CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E) OH-Tolbutamid
(CYP2C9) und F) o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde mittels LC-MS/MS gemessen. Die n-
fachen Anderungen sind relativ zur siRNA-Kontrolle dargestellt.
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3.4.4 Inhibierung der endogenen microRNA-Funktion durch Acriflavin

Um den Einfluss aller entziindungsassoziierten miRNAs bei der Herunterregulierung
von ADME-Genen bei Entziindung in Hepatozyten zu untersuchen, wurde AF als ein
Inhibitor der endogenen miRNA-Funktion verwendet. Der Stoff war bei einem
Screening fur miRNA-Biogenese-Inhibitoren identifiziert worden. Angeblich soll dieser
Stoff verhindern, dass miRNAs in den RISC geladen werden und miRNAs an die
MRNA binden kénnen (Watashi et al. 2010; Lauschke et al. 2016). AF kénnte somit
eine Abschatzung des Beitrages endogener miRNAs bei der negativen Akut-Phase-
Reaktion in Hepatozyten ermdglichen, indem man in HepaRG-Zellen den Einfluss
von proinflammatorischen Cytokinen auf den Arzneistoffmetabolismus mit und ohne
AF vergleicht. Sollten endogene miRNAs hier einen Einfluss haben, wirde man mit
AF eine geringere Herunterregulierung der ADME-Gene unter Cytokinbehandlung

erwarten.

3.4.4.1 Auswirkungen von Acriflavin auf die Akut-Phase-Reaktion

HepaRG-Zellen wurden mit Kombinationen aus Acriflavin (2 uM) sowie den Cytokinen
IL-6 (10 ng/ml), IL-18 (5 ng/ml), TNF-a (10 ng/ml) und dem Ld&sungsmittel als
Kontrolle behandelt, um eine APR auszuldésen und gleichzeitig den Einfluss von

MiRNAs zu unterbinden. Die APR unter AF wurde mit der normalen APR verglichen.

3.4.4.1.1 Wirkung der Kombinationsbehandlung aus Acriflavin und Cytokinen
auf die CYP-Enzymaktivitat

Da miRNAs hauptséchlich post-transkriptionell wirken, wurden die Effekte zuerst auf
Enzymaktivitdtsebene analysiert. Die APR mit und ohne AF wurde fur 72 h durch
Cytokine in HepaRG-Zellen induziert und dann ein CYP-Cocktail-Assay durchgefiihrt
(Abb. 37 und Abb. 38).

In Abb. 37 sind die absoluten Enzymaktivitaten dargestellt. Es war auffallig, dass alle
AF/PBS-kontrollbehandelten Zellen eine um ca. 70 % erniedrigte Aktivitdt nach 72 h
im Vergleich zu den PBS-behandelten Zellen aufwiesen. CYP2B6 war besonders
stark betroffen. In den AF/cytokinbehandelten Zellen kam es jedoch nur fur AF/IL-18
und AF/TNF-a zu einer weiteren Reduzierung der Aktivitdten, wéhrend fur AF/IL-6 die

Aktivitdten auf einer zur AF/PBS-Kontrolle vergleichbaren Hohe blieben.

Normalisierte man die Werte auf ihre jeweilige Kontrolle (PBS bzw. AF/PBS),
entstand ein deutlicheres Bild (Abb. 38). Durch die Cytokinbehandlungen kam es zu

der erwarteten Abnahme der Enzymaktivitaten. In den Kombibehandlungen fiihrten
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die AF/IL-1B- und AF/TNF-a-Behandlungen zu einer weiteren Abnahme der
Aktivitaten im Vergleich zu den Einzelcytokinbehandlungen, wahrend fur AF/IL-6 kein
signifikanter Unterschied zu seiner Kontrolle AF/PBS zu sehen war. AF scheint also
spezifisch bei IL-6 eine Abnahme der Enzymaktivitdten durch das Cytokin zu

verhindern.
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Abb. 37: Einfluss von Kombinationsbehandlungen aus Acriflavin und Cytokinen auf
CYP-Enzymaktivitaten (absolut). In HepaRG-Zellen wurden Einzel- und

Kombinationsbehandlungen durchgefiihrt (10 ng/ml IL-6 und TNF-a, 5 ng/ml IL-18 und dem
Lésungsmittel als Kontrolle sowie 2 uM Acriflavin) und nach 72 h ein CYP-Cocktail-Assay
durchgefiihrt (n= 3). Die Bildung der Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-
Bupropion (CYP2B6), C) 4'-OH-Mephenytoin (CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E)
OH-Tolbutamid (CYP2C9) und F) o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde mittels LC-MS/MS
gemessen.
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Abb. 38: Einfluss von Kombinationsbehandlungen aus Acriflavin und Cytokinen auf
CYP-Enzymaktivitaten (relativ). In HepaRG-Zellen wurden Einzel- und
Kombinationsbehandlungen durchgefiihrt (10 ng/ml IL-6 und TNF-a, 5 ng/ml IL-18 und dem
Losungsmittel als Kontrolle sowie 2 pM Acriflavin) und nach 72 h ein CYP-Cocktail-Assay
durchgefuihrt (n= 3). Die Bildung der Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-
Bupropion (CYP2B6), C) 4'-OH-Mephenytoin (CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E)
OH-Tolbutamid (CYP2C9) und F) o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde mittels LC-MS/MS. Die
n-fachen Anderungen sind relativ zur Kontrolle (PBS bzw. AF/PBS) dargestellt. Repeated
Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung wurde durchgefiihrt: *, p < 0,05; **, p < 0,01;
*** p <0,001.
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3.4.4.1.2 Wirkung der Kombinationsbehandlung aus Acriflavin und Cytokinen
auf die CYP-Proteinexpression

Die APR mit und ohne AF wurde fur 72 h durch Cytokine induziert und dann Protein
isoliert. Die CYP2C9-Proteinexpression wurde exemplarisch mittels Western Blotting
gemessen (Abb. 39).
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Abb. 39: Einfluss von Kombinationsbehandlungen aus Acriflavin und Cytokinen auf die
CYP2C9 Proteinexpression. In HepaRG-Zellen wurden Einzel- und
Kombinationsbehandlungen (10 ng/ml IL-6, TNF-a, 5 ng/ml IL-13 und dem L&sungsmittel als
Kontrolle sowie 2 uM Acriflavin) durchgefiihrt und nach 72 h lysiert (n = 3). Die Messung der
CYP2C9 Proteinexpression (56 kDa) erfolgte mittels Western Blotting (Normalisierung auf B-
Actin (42 kDa) und Kontrolle (PBS bzw. AF/PBS)). Die n-fachen Anderungen sind relativ zur
Kontrolle (PBS bzw. AF/PBS) dargestellt. Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-
Adjustierung: *, p < 0,05; **, p < 0,01.
Bei der normalen APR war es, wie erwartet, zu einer starken Herunterregulierung des
CYP2C9-Proteins gekommen. Die Behandlung mit AF/PBS fiihrte wie bei den
Enzymaktivitaten zu differenzierten Anderungen: Wahrend das CYP2C9-Protein unter
AF-Einfluss fur IL-18 und TNF-a im Vergleich zur normalen APR starker reduziert
wurde, verhinderte die AF-Behandlung bei IL-6 die Abnahme von CYP2C9. Auch auf

Proteinebene zeigte AF somit einen IL-6-spezifischen Effekt.
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3.4.4.1.3 Wirkung der Kombinationsbehandlung aus Acriflavin und Cytokinen
auf die ADME-Genexpression

Die APR mit und ohne AF wurde fur 24 h durch Cytokine induziert und dann RNA
isoliert. Die Expression von 47 ADME-Genen inklusive Akut-Phase-Genen wurde
mittels gRT-PCR gemessen (Abb. 40). Auf Genexpressionsebene war eine ahnliche
APR im Vergleich zu einer normalen APR unter AF sichtbar. Dabei kam es zu einer
Herunterregulierung der meisten Phase |-, Phase II-Enzyme, Transporter und
Regulatoren. Des Weiteren kam es zu einer Hochregulierung der Akut-Phase-Gene,
wie z. B. CCL2. Nur fur CRP (AF/IL-1B) und NFKBIA (AF/TNF-a) kam es zu einer
héheren Zunahme als bei der normalen APR. Bei der Herunterregulierung der ADME-
Gene unterschieden sich nur CYP2EL1, NAT2 und NR1I2 (AF/TNF-a) bzw. NR1I2
(AF/IL-6) von der APR ohne AF.
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Abb. 40: Einfluss von Kombinationsbehandlungen aus Acriflavin und Cytokinen auf die
ADME-Genexpression. HepaRG-Zellen wurden mit Kombinationen aus Acriflavin (2 pM) und
Cytokinen IL-6 (10 ng/ml), IL-1B (5 ng/ml), TNF-a (10 ng/ml) und dem L&sungsmittel als
Kontrolle behandelt und nach 24 h lysiert (n = 3). Die Messung der ADME-Genexpression
erfolgte mittels qRT-PCR (Fluidigm, Normalisierung auf GAPDH und AF/PBS bzw. PBS). Die
Heatmap zeigt die n-fachen Anderungen (logz) relativ zur AF/PBS- bzw. PBS-Kontrolle.
Repeated Measures ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <
0,001 (Vergleich APR mit und ohne AF).
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Da bereits einige Mechanismen bei der Herunterregulierung von ADME-Genen bei
Entziindung bekannt waren, war nicht davon auszugehen, dass miRNAs fur die
komplette Herunterregulierung verantwortlich sind, sondern nur einen Teil dazu
beizutragen. Allerdings verhinderte die AF/IL-6-Behandlung tberhaupt eine Abnahme
der CYP3A4 Aktivitat (siehe Abb. 38), was nicht allein durch miRNAs erklart werden
kann. Letztendlich konnte die Herkunft der entziindungsassoziierten miRNAs nicht

endgultig geklart werden.

Der IL-6 spezifische Effekt von AF kdnnte durch eine Interferenz zwischen AF und
dem IL-6-Signalweg Uber JNK/STAT erfolgt sein und dadurch eine Abnahme der
ADME-Gene unter IL-6-Behandlung verhindern bzw. reduzieren. Eventuell kdnnte
Acriflavin zusatzlich in weitere Signalwege eingreifen und so zu einer negativen
Regulation der ADME in der Kontrollbehandlung gefihrt haben. Daher wurde die
eigentliche Wirkung von Acriflavin auf ADME-Gene untersucht (siehe 3.4.4.2).

3.4.4.2 Auswirkungen von Acriflavin auf ADME-Gene

In HepaRG-Zellen sollte der Einfluss von AF auf die Zellviabilitat, ADME-

Genexpression und CYP-Enzymaktivitat getestet werden.

3.4.4.2.1 Wirkung von Acriflavin auf die Zellviabilitat

Um zu untersuchen, ob Acriflavin eventuell cytotoxisch wirkt, wurde die Zellviabilitét
mit zwei Viabilitdtsassays, die auf unterschiedlichen Messprinzipien beruhen, in
HepaRG-Zellen zeitabhangig getestet (Abb. 41 und Abb. 42).
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Abb. 41: Einfluss von Acriflavin auf die Zellviabilitat von HepaRG-Zellen. Die Zellviabilitat
wurde mit dem A) LDH und B) Alamar-Blue-Assay nach 24, 48 und 72 h in Triplikaten
gemessen. Die Zellen wurden mit 2-30 pM Acriflavin behandelt. Die n-fachen Anderungen
sind relativ zu unbehandelten Zellen dargestellit.

Mit dem LDH-Assay war eine konzentrations- und zeitabhdngige Abnahme der

Zellviabilitat durch AF sichtbar (Abb. 41A). Bei 30 uM AF wiesen die Zellen bereits
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nach 24 h nur eine Viabilitat von ca. 20 % auf. Bei 2 pM hingegen wiesen die Zellen
nach 72 h noch eine Viabilitat von ca. 70 % auf. Auch mit dem Alamar-Blue-Assay
war eine konzentrations- und zeitabhé&ngige Abnahme der Zellviabilitat unter AF zu
sehen (Abb. 41B). Die Ergebnisse fur 2 puM AF konnten mit beiden Assays
reproduziert werden, wahrend es fir 10 uM AF zu einer starkeren Abnahme der

Zellviabilitat nach 72 h beim Alamar-Blue-Assay im Vergleich zum LDH-Assay kam
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(Abnahme um ca. 95 % vs 55 %). Somit wirkte AF in Konzentrationen ab ca. 5 uM
cytotoxisch.

Abb. 42: Einfluss von Kombinationsbehandlungen aus Acriflavin und Cytokinen auf die
Zellviabilitat bei HepaRG-Zellen. Die Zellviabilitat wurde mit dem A) LDH und B) Alamar-
Blue-Assay nach 24, 48 und 72 h in Triplikaten gemessen. Es wurden Einzel- und
Kombinationsbehandlungen durchgefuhrt (10 ng/ml IL-6 und TNF-a, 5 ng/ml IL-18 und dem
Losungsmittel als Kontrolle sowie 2 uM Acriflavin). Die n-fachen Anderungen sind relativ zu
kontrollbehandelten Zellen dargestellt.

Die Zellviabilitdt wurde auch bei Kombinationsbehandlungen aus Acriflavin und
Cytokinen in HepaRG-Zellen untersucht (Abb. 42). Hierbei wurden 2 pM AF
verwendet, da diese Konzentration von den Zellen toleriert wurde (Abb. 41). Der
LDH-Assay zeigte sowohl bei den cytokin- als auch bei den kombibehandelten Zellen
eine zeitabhangige Abnahme der Viabilitdt nach 72 h auf ca. 50 %. Der Alamar-Blue-
Assay hingegen zeigte keine Abnahme der Viabilitdt bei cytokinbehandelten Zellen.
AF/IL-1B8 und AF/TNF-a-behandelte Zellen wiesen nach 72 h eine Viabilitat von ca.
75 % auf. Somit war eine cytotoxische Wirkung von 2 pM AF in Kombination mit

Cytokinen im Vergleich zu Einzel-Cytokinbehandlungen nicht gegeben.
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3.4.4.2.2 Wirkung von Acriflavin auf die ADME-Genexpression

AF konnte sowohl direkte Effekte durch die Inhibition der Enzymaktivitat als auch
indirekte Effekte Uber Regulationsmechanismen, die letztendlich zu einer
Herunterregulierung  fuhren, auf ADME-Gene haben. Diese potentiellen
Regulationsmechanismen wurden in HepaRG-Zellen durch die Behandlung mit
unterschiedlichen AF Konzentrationen (1, 2, 5 pM) fur 6 und 24 h untersucht. Die
Expression von 47 ADME-Genen inklusive Akut-Phase-Gene wurde mittels gRT-PCR
gemessen (Abb. 43). AF hatte fur alle verwendeten Konzentrationen negative
Auswirkungen auf CYP2B6, CYP2C19, ABCC2, ABCG2 und NR1I2. Fur CRP,
NFKB1, CYP1Al, ABCB1, ARNT, HNF-4a, NR1I3 und RXRA war fur 2 und 5 pM eine
konzentrationsabhéngige Regulation sichtbar. Vor allem nach 24 h waren die meisten
ADME-Gene durch 5 pM herunterreguliert. Eventuell zeigte sich hier durch 2 pyM AF
eine beginnende indirekte Herunterregulierung der CYPs, vermittelt Gber Regulatoren
wie HNF-4a, NR112 und NR1I13.
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Abb. 43: Einfluss von Acriflavin auf die ADME-Genexpression. HepaRG-Zellen wurden
mit 1, 2 und 5 uM Acriflavin behandelt (Kontrolle: unbehandelt) und nach 6 und 24 h lysiert (n
3). Die Messung der ADME-Genexpression erfolgte mittels qRT-PCR (Fluidigm,
Normalisierung auf GAPDH und unbehandelt). Die Heatmap zeigt die n-fachen Anderungen
(logz) relativ zur Kontrolle. Repeated Measure ANOVA mit Bonferroni-Adjustierung: *, p <
0,05; **, p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.
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3.4.4.2.3 Wirkung von Acriflavin auf die CYP-Enzymaktivitat

Zusatzlich zur ADME-Genexpression wurden indirekte Effekte von AF auf die CYP-
Enzymaktivitat untersucht. Um den Zeitverlauf der AF-abhdngigen Regulation zu
untersuchen, wurden HepaRG-Zellen fur 24-72 h mit unterschiedlichen
Konzentrationen AF (2, 5 und 10 uM) behandelt und CYP-Aktivitdten gemessen (Abb.
44).
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Abb. 44: Indirekter Einfluss von Acriflavin auf CYP-Enzymaktivitaten - Zeitverlauf.
HepaRG-Zellen wurden mit 2-10 pM Acriflavin fur 24, 48 und 72 h behandelt (Kontrolle:
unbehandelt). Die Bildung der Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-Bupropion
(CYP2B6), C) 4-OH-Mephenytoin (CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E) OH-
Tolbutamid (CYP2C9) und F) o-OH-Atorvastatin (CYP3A4) wurde mittels LC-MS/MS in
Triplikaten gemessen. Die n-fachen Anderungen sind relativ zu unbehandelten Zellen
dargestellt.

Nach 24 h kam es nur bei CYP2B6 und CYP3A4 zu geringen Abnahmen bei 2 pM
AF, wahrend bei 5 pM die Enzymaktivitditen bereits um 50 % reduziert waren
(CYP2B6 sogar um ca. 70%). Bei der Verwendung von cytotoxischen
Konzentrationen (10 pM AF) waren die meisten CYP-Aktivititen auf ca. 50 %
reduziert, wahrend CYP2B6 nur noch eine Restaktivitdt von 10 % hatte. Nach 48 h
war nur noch ca. 20 % Restaktivitat unter 2 uM AF vorhanden, wobei CYP2B6 noch
starker betroffen war. Bei 5 pM AF waren nur noch geringe Aktivitdten messbar. Bei
10 pM war CYP1A2 minimal messbar, wahrend wie anderen CYPs nicht messbar
waren. Die Behandlung mit 2 uM Acriflavin fuhrt zu einer Reduzierung der CYP-
Aktivitaten um ca. 80 % nach 72 h, fuir andere Konzentrationen waren CYP-
Aktivitaten kaum messbar. Nach 48 h waren die CYP-Aktivitaten bereits bei 2 uM AF
auf 20 % reduziert. Dies spricht fUr einen regulatorischen Mechanismus durch AF, da

nach 24 h bei 2 UM noch keine grof3e Abnahme der Aktivitaten sichtbar war.
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Um die direkten Effekte von AF auf CYP-Enzymaktivitaten zu untersuchen, wurden
Inkubationen von humanen Lebermikrosomen mit unterschiedlichen AF
Konzentrationen (2, 10, 15, 30, 50 100 uM) und dem CYP-Substrat-Cocktail-Mix
durchgefuhrt (Abb. 45). Da CYPs in Lebermikrosomen als geschlossenes System
vorliegen, kdnnen hier im Vergleich zum Zellmodell keine Regulationsmechanismen
zum Tragen kommen. Fiur fast alle CYPs war eine konzentrationsabhangige
Abnahme der Aktivitaten sichtbar, auRer fiur CYP2C19 und CYP2C9. Dabei war
CYP1A2 am starksten betroffen (Abnahme um 40 % bereits bei 2 uM), wahrend die
meisten CYPs noch 60-80 % Aktivitdt bei 100 uM aufwiesen. Nur CYP2E1 und
CYP3A4 wiesen bei 100 uM noch eine Restaktivitat von ca. 40 % auf (CYP1A2 ca.
10%). Eine direkte Inhibierung durch AF bei niedrigen Konzentrationen (<10 pM)
ergab sich nur fir CYP1A2. Die Inhibierung der CYP-Aktivitat durch AF scheint nur zu

einem geringen Mal3 fir hohe AF Konzentrationen der Fall zu sein.

Es ist davon auszugehen, dass AF Uber indirekte Regulationsmechanismen wie z. B.
NR und TF zu einer Abnahme der CYPs filhrte. Welche Signalwege dabei involviert

sind, ist nicht abschlieBend geklart.
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Abb. 45: Direkter Einfluss von Acriflavin auf CYP-Enzymaktivitaten. Gepoolte
Lebermikrosomen wurden mit dem CYP-Substrat-Cockail-Mix fur 20 min inkubiert (n = 2). Die
Bildung der Metabolite A) Acetaminophen (CYP1A2), B) OH-Bupropion (CYP2B6), C) 4'-OH-
Mephenytoin (CYP2C19), D) N-DE-Amodiaquin (CYP2C8), E) OH-Tolbutamid (CYP2C9), F)
5'-OH-Propafenon (CYP2D6), G) OH-Chlorzoxazon (CYP2E1) und H) o-OH-Atorvastatin
(CYP3A4) wurde mittels LC-MS/MS in Duplikaten gemessen. Die n-fachen Anderungen sind
relativ zu unbehandelten Lebermikrosomen dargestellt.
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4. Diskussion

Entzundliche Bedingungen filhren durch die Herunterregulierung der ADME-Gene in
der Leber zu einer starken Einschrankung des Arzneistoffmetabolismus. Die
Beteiligung verschiedener Mechanismen war bereits seit einiger Zeit diskutiert worden.
Im ersten Teil der Arbeit wurde die Verwendbarkeit von KHH als hepatisches Modell fur
den Arzneistoffmetabolismus im Vergleich zu anderen Modellen untersucht. Allerdings
zeigten KHH nicht die gewilnschten Eigenschaften zur Untersuchung des
Arzneistoffmetabolismus, wohingegen HepaRG-Zellen ein robustes Modell darstellten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Rolle von NR bei der Herunterregulierung von
ADME-Genen analysiert. Unter Cytokineinfluss zeigte RXRa auf Proteinebene nur eine
teilweise Abnahme, wahrend es bei PXR zu einer starkeren Abnahme kam.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle von entziindungsassoziierten miRNAs als
neuartige Regulationsschiene bei der Herunterregulierung von ADME-Genen
untersucht. Durch entziindungsassoziierte miRNAs konnte eine negative Regulation
von ADME-Genen sowohl auf mRNA- als auf Enyzmaktivitatsebene gezeigt werden.
Auch in Kombination hatten miRNAs eine zum Teil verstarkte Wirkung auf ADME-
Gene. Des Weiteren wurden funktionale Bindestellen dieser miRNAs mittels
Luciferase-Reporter-Assays validiert. AuBerdem wurde untersucht, ob diese miRNAs in
Hepatozyten hochreguliert werden. Eine Induktion von miRNAs durch Cytokine konnte
nachgewiesen werden. Wurde der Einfluss von endogenen miRNAs durch AF
unterbunden, kam es bei IL-6-Behandlung nicht zu der erwarteten Abnahme der CYPs,

was auf eine Rolle der miRNAs hinweisen kdnnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass entziindungsassoziierte miRNAs in der Lage

sind, ADME-Gene negativ zu regulieren.

4.1 Evaluation hepatischer Zellmodelle fur den
Arzneistoffmetabolismus

Da vor allem Mausmodelle Unterschiede im Vergleich zum Menschen bezuglich ihres
Verhaltens bei entzindlichen Bedingungen aufweisen, ist die Auswahl eines

geeigneten humanen hepatischen Zellmodells von Bedeutung (Seok et al. 2013).

Mittlerweile sind verschiedene humane hepatische Zellmodelle wie PHH, KHH und
HepaRG-Zellen fir die Arzneimittelforschung verfigbar. Diese unterscheiden sich in
einigen Eigenschaften wie Kulturdauer, Stabilitdit und Verfugbarkeit etc. KHH von

gepoolten Leberdonoren sollten im Vergleich zu den anderen Modellen getestet
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werden, da dieses Format noch nicht lange verfligbar gewesen war und einige Vorteile
bietet. AulRerdem war es wichtig, die verschiedenen Zellmodelle zu testen, um
festzustellen, welches der Zellmodelle am geeignetsten fur die zu untersuchenden
Hypothesen war. PHH sind nach wie vor der Goldstandard bei Untersuchungen des
Arzneistoffmetabolismus in der Leber (LeCluyse und Alexandre 2010). Die hier
getesteten PHH wiesen im Vergleich zu KHH und HepaRG-Zellen die hdchsten CYP-
Enzymaktivitdten auf (Abb. 10). Die CYP-Enzymaktivitaten von KHH schienen durch
die Kryokonservierung im Vergleich zu frischen PHH stark abgenommen zu haben.
Dies war auch in anderen Vergleichsarbeiten der Fall, unter anderem auch fir
Transporter (Roymans et al. 2004; Badolo et al. 2011). Im Jahr 1999 wurde die
Verwendung von KHH fir CYP-Induktionsstudien von einem internationalen Gremium
nicht empfohlen, da gerade CYP1A2 und CYP3A4 in ihrer Aktivitat um 50 % pro Tag
abnehmen koénnen (Li et al. 1999). In der Tat sahen Roymans et al. (2004) eine
erniedrigte Aktivitdt von CYP1A2 in KHH (drei verschiedene Donoren), wahrend die
CYP3A4 Aktivitat aber mit PHH vergleichbar war. Die hier untersuchten CYP2C9 und
CYP2B6 Aktivitaten hatten eine &hnliche Hohe in PHH und HepaRG-Zellen, was die
Ergebnisse von Turpeinen et al. (2009) bestatigt (Abb. 10). HepaRG-Zellen bieten
somit eine gute Alternative PHH zu ersetzen (Turpeinen et al. 2009; Williamson et al.
2016; Yokoyama et al. 2018).

Durch Dedifferenzierung kommt es in der Regel bei PHH zu einer zeitabhéngigen
Abnahme von CYP-Aktivitaten (Godoy et al. 2013). Bei den untersuchten KHH und
PHH war eine zeitabhédngige Abnahme der CYP-Aktivitaten zu sehen. Allerdings
nahmen bei KHH die CYP-Aktivitaten noch schneller ab als bei PHH, bei denen es vor
allem vom Isoenzym abhadngig war (Abb. 11). HepaRG-Zellen zeigten in den
Vergleichsexperimenten tber finf Tage stabile CYP-Aktivitaten, die auch bei weiterer
Kultivierung bis zu vier Wochen stabil blieben. Daher sind diese im Vergleich zu KHH
und PHH vor allem fiir die Langzeitkultivierung geeignet (Turpeinen et al. 2009; Tolosa
et al. 2016). Jedoch benttigen HepaRG-Zellen eine sehr lange Vorlaufszeit (bis zu 6
Wochen inklusive Differenzierung), bis sie in Experimenten eingesetzt werden kdnnen
(Jackson et al. 2016). Ein Nachteil von HepaRG-Zellen sind auf3erdem die niedrigen
Aktivitaten von CYP2E1 und CYP2D6 (Aninat et al. 2006; Guillouzo et al. 2007;
Turpeinen et al. 2009).

Da die Rolle von miRNAs bei der APR untersucht werden sollte, war es wichtig, dass
Cytokine eine APR in den Zellmodellen induzieren kdnnen (Abb. 12). Evers et al.

(2013) empfahlen unter anderem die Suppression von CYP3A4 durch IL-6-Behandlung
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zu messen, um das Ansprechen eines Zellmodells auf Cytokine zu testen. Klein et al.
(2015) konnte fur HepaRG-Zellen zeigen, dass diese eine dhnliche APR aufweisen wie
PHH. Diese Ergebnisse konnten reproduziert werden (Abb. 12 und Abb. 14A). KHH
wiesen dagegen durch IL-6 kaum eine Inhibierung der CYP-Aktivitaten auf und auch

auf mMRNA-Ebene war nur fir CYP3A4 eine Reduzierung sichtbar.

In den hier getesteten KHH war zudem nur eine 2-fache Induktion der CYP3A4
Aktivitat durch Rifampicin zu sehen, wahrend in anderen Arbeiten eine 4- bzw. 8-fache
Induktion der CYP3A4 Aktivitdt gemessen wurde (Abb. 13) (Roymans et al. 2004;
Halladay et al. 2012; Liu et al. 2016). Bei den untersuchten HepaRG-Zellen kam es zu
einer 15-fachen Induktion der CYP3A4 mRNA, was in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Gerets et al. (2012) ist. In der Arbeit von Gerets et al. (2012) waren
HepaRG-Zellen im Vergleich zu PHH und HepG2-Zellen das am besten induzierbare
Modell.

Alle Zellmodelle zeigten eine gute Transfektionseffizenz mit siRNAs, wahrend grol3ere
Molekile wie Plasmide kaum in die Zellen eingebracht werden konnten (Abb. 15-17)
(Ourlin et al. 1997; Laurent et al. 2010). Fur solche Untersuchungen gibt es die
Mdglichkeit der Elektroporation, damit die Zellen die Plasmid-DNA besser aufnehmen
(Laurent et al. 2010; Demazeau et al. 2017). Danach mussen differenzierte Zellen aber
wieder mit einer sehr hohen Zelldichte ausgesat werden. Sonst kommt es zu einer
geringen Anheftung der Zellen (Laurent et al. 2010). PHH kénnen auch lentiviral mit
Plasmiden transfiziert werden, was aber ein sehr aufwendiges Verfahren darstellt
(Thomas et al. 2014). Gerade bei neuartigen Anwendungen wie z. B. CRISPR/Cas9
sollten diese Eigenschaften getestet werden, um zu Uberprifen, ob Cas9-kodierende

Plasmide in die Zellen gelangen (Kennedy et al. 2015).

Nachteile von PHH sind die seltene Verfugbarkeit, die aufwendige Isolierung und die
sofortige Aussaat wenige Stunden nach der Isolation (Godoy et al. 2013). Des
Weiteren hangen die Eigenschaften der PHH auch von der genetischen Ausstattung
der Donoren ab und zeigen somit eine hohe Variabilitdét (Rogue et al. 2012). Bei der
Metabolisierung von CYP2D6-Substraten sind z. B. langsame und schnelle

Metabolisierer, die abhangig vom Genotyp sind, bekannt (Zanger 2014).

Der Zweck der Verwendung von gepoolten KHH (aus 10 Donoren) war, die hohe
Variabilitat zwischen verschiedenen Donoren zu reduzieren und eine bessere Planung
der Experimente und Reproduzierbarkeit im Vergleich zu PHH zu erreichen (Roymans

et al. 2004; Li 2015; Yokoyama et al. 2018). Trotzdem war keine ausreichende
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Reproduzierbarkeit der Experimente sichtbar gewesen. Mdglicherweise kdnnten Zellen
aus zehn verschiedenen Donoren zu unterschiedlichem Anheftungsverhalten der
Zellen fuhren und einen ungleichmafBigen Zellrasen bilden (Abb. 9B). Bei der
Generierung von gepoolten KHH werden die bereits kryokonservierten Zellen
aufgetaut, gepoolt und wieder kryokonserviert, was die Zellen stressen konnte (Li
2015). Viele Arbeiten mit KHH zeigten zudem eine Abhangigkeit der verwendeten
Charge. Eventuell missten mehrere Donoren getestet werden, um eine geeignete
Charge zu finden. Ahnlich wie bei PHH gibt es geeignete Donoren und weniger
geeignete Donoren (Roymans et al. 2004; Yokoyama et al. 2018). Die Testung der
Charge KCB zeigte keine typische Hepatozytenmorphologie und nur geringe CYP-
Aktivitaten im Vergleich zu PHH und war somit fur die hier untersuchten
Fragestellungen nicht geeignet (Abb. 9B und Abb. 10). Eventuell kdnnte man weitere
Donoren bzw. Chargen testen. Allerdings kann die Suche nach geeigneten Donoren
sehr zeit- und kostenaufwendig sein (Yokoyama et al. 2018).

Aufgrund der beschréankten Verfigbarkeit, der hohen Kosten und der Variabilitdt von
PHH wird vermehrt an der Entwicklung und Verwendung von induzierten pluripotenten
Stammzellen (iPSC) geforscht. Dabei werden pluripotente Stammzellen durch
verschiedene Faktoren angeregt, sich in Hepatozyten umzuwandeln bzw. zu
differenzieren. Allerdings ist dies ein langwieriger Prozess (ca. 26 Tage) und die
generierten Hepatozyten weisen einige Unterschiede zu PHH auf wie z. B. eine
unvollsténdige Polarisierung und fehlende Expression von Transportern (Gieseck et al.
2015). Daher ist weitere Forschung noétig, um PHH vollstandig durch iPSC ersetzen zu

kdnnen.

Bei den zur Verfugung stehenden 2D-Zellmodellen erwiesen sich KHH aufgrund der
getesteten Eigenschaften fur weitere Untersuchungen als nicht geeignet. Daraufhin
wurden HepaRG-Zellen fur die Untersuchung von miRNA-Effekten angesichts ihrer
guten Verfugbarkeit, Stabilitdt und Induzierbarkeit der APR verwendet. Letztendlich
hangt die Wahl des Zellmodells von den jeweiligen Fragestellungen und geplanten

Experimenten ab und sollte im Vorhinein gut durchdacht sein bzw. getestet werden.

Eine noch geeignetere Abbildung der in vivo Verhdltnisse im Vergleich zu
Hepatozytenkulturen ist eine Ko-Kultur mit anderen Zelltypen wie z. B. Kupffer-Zellen
(Nguyen et al. 2015). Studien mit 2D-Hepatozytenmonokulturen sind insoweit
reglementiert, dass sie nicht die komplexen Zusammenhange zwischen den beteiligten
Cytokinen und Zelltypen widerspiegeln, die bei entziindlichen Bedingungen eine Rolle

spielen. Hinzu kommt die hohe Variabilitdt zwischen den Donoren, die allgemeine
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Aussagen erschwert (Evers et al. 2013; Kenny et al. 2013; Nguyen et al. 2015).
Nguyen et al. (2015) konnte zeigen, dass eine Ko-Kultur aus Hepatozyten und aus der
Leber isolierte Kupffer-Zellen vergleichbare Effekte durch IL-6-Behandlung im
Vergleich zu Hepatozytenmonokulturen zeigten. Unter IL-1B-Einfluss zeigte das Ko-
Kulturmodell aber eine gréRere Freisetzung von Cytokinen, eine hdhere Expression
von APPs und eine starkere Herunterregulierung von ADME-Genen und eine langere
Stabilitat in der Kultur (Uber zwei Wochen). Allerdings gibt es noch nicht viel Erfahrung
mit Ko-Kultursystemen und die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit solcher Daten
sind schwierig (Nguyen et al. 2015).

Eine weitere Mdglichkeit ist die Verwendung von 3D-Kulturmodellen wie Spheroide
oder Organoide, die eine Annaherung an die in der Leber vorherrschende Struktur
erlauben. HepG2-Zellen, die in der Regel nur eine sehr geringe Expression und
Aktivitatt von ADME-Genen aufweisen, zeigten durch verschiedene 3D-
Kultivierungsmethoden eine hohere metabolische Kompetenz (Luckert et al. 2017).
Auch die 3D-Kultivierung von KHH als Spheroide fihrte fir die meisten CYPs zu einer
Erhdéhung der Expression und Aktivitdt sowie einer hoheren Induzierbarkeit im
Vergleich zu 2D-kultivierten KHH (Berger et al. 2016). Bei der 3D-Kultivierung ist
zudem durch den Erhalt der hepatischen Funktionen eine langere Kultivierung von
PHH im Vergleich zu 2D-Kulturen moéglich (Ohkura et al. 2014). Krankheitszustande
der Leber wie Cholestase, Steatose und virale Hepatitis konnten durch die 3D-
Kultivierung von PHH induziert und untersucht werden (Bell et al. 2016). Die
Generierung von Organoiden aus Hepatozyten eignet sich beispielsweise als
Leberkrebsmodell oder fir die Arzneistoffentwicklung (Broutier et al. 2017). Ein
mittlerweile aufkommendes Gebiet beschaftigt sich mit der Etablierung von
Plattformen, die auf Chipbasis mithilfe verschiedener Zelltypen eine Leber durch
Perfusion simulieren (liver-on-a-chip) (Lauschke et al. 2019). Eventuell kdnnten diese
Plattformen zuklnftig Toxizitatsstudien in Tieren ersetzen (Marx et al. 2012;

Maschmeyer et al. 2015).

4.2 Rolle von nuklearen Rezeptoren bei der Herunterregulierung von
ADME-Genen

Der Beitrag transkriptioneller Mechanismen zur Herunterregulierung von ADME-Genen
bei entzindlichen Bedingungen wurde schon seit einiger Zeit diskutiert. NR, die
hauptsachlich eine Rolle in der induzierbaren Regulation von CYPs spielen, sind
bereits als wichtige Faktoren in der Herunterregulierung von ADME-Genen bekannt
(Beigneux et al. 2002; Renton 2005). Keller et al. (2016) konnten in einem
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systembiologischen Ansatz in PHH zeigen, dass NR insbesondere mit ihrem
heterodimeren Bindungspartner RXRa als Duplex eine wichtige Rolle bei der
Herunterregulierung der ADME-Gene spielen. Dennoch war noch nicht genau
untersucht worden, wie RXRa und PXR sich auf Proteinebene unter Cytokineinfluss

verhielten.

4.2.1 Rolle von RXRa

Um die Rolle von RXRa zu untersuchen, wurden HepaRG-Zellen mit verschiedenen
Cytokinen einzeln und in Kombinationen behandelt. Wahrend Cytokine eine
kombinatorische Wirkung auf die CYP-Aktivitaten zeigten, war dies bei RXRa nicht der
Fall (Abb. 18-20). Allerdings fiihrten die Cytokinkombinationsbehandlungen im
Vergleich zu den Einzelbehandlungen zu langer anhaltenden Effekten auf das RXRa-
Protein (Abb. 19 und Abb. 20). In Rattenhepatozyten konnte gezeigt werden, dass die
Kombination aus IL-6 und IL-1B zu additiven Effekten auf die CYP2C11 mRNA, einem
Ortholog des humanen CYP2C9, fuhrte (Chen et al. 1995). Dickmann et al. (2012)
hingegen sahen fir diese Kombination in PHH nur in bestimmten Fallen additive
Effekte auf CYP mRNAs. Somit kdnnen Cytokine in bestimmten Fallen kombinatorisch

wirken.

Da Einzelbehandlungen mit Cytokinen zu einer teilweisen Herunterregulierung von
RXRa auf Proteinebene fiihrten, aber keine signifikanten Auswirkungen auf die
Genexpression zu sehen waren (Abb. 19), war die Vermutung, dass miRNAs an der
Proteinabnahme von RXRa beteiligt sein kdnnten. MiRNAs kénnten dabei als post-
transkriptionelle Regulatoren die Translation der mRNA in das Protein inhibieren und
somit nur zu Effekten auf Proteinebene flihren. Fir RXRa konnte eine vorhergesagte
Bindestelle fir die entziindungsassoziierten miR-130b-3p mithilfe von Luciferase-
Reporter-Assays als funktionell validiert werden (Abb. 25F). Wéahrend einer entziindlich
bedingten APR kdnnte es zu einer negativen Regulation des RXRa-Proteins durch die
hochregulierte miR-130b in der Leber kommen. Rieger et al. (2015) sahen keine
Herunterregulierung der RXRa-mRNA durch die Uberexpression von miR-130b. Daher
ist davon auszugehen, dass miR-130b zu einer Repression der Translation von RXRa

fuhrt. Somit kbnnen miRNAs ADME-Gene auch indirekt tber RXRa regulieren.

Die partielle Abnahme des RXRa-Proteins kann aber nicht allein die dramatische
Herunterregulierung verschiedenster ADME-Gene erklaren. Zimmerman et al. (2006)
nahmen einen nuklearen Export von RXRa unter dem Einfluss von IL-1B an. Dies flihrt

letztendlich zu einem Funktionsverlust von RXRa, da es normalerweise im Nukleus
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aktiv ist. Andere Arbeiten nahmen an, dass RXRa durch Cytokine post-translational
modifiziert wird und somit seine Funktion verliert (Lee et al. 2000). Daher wurden
HepaRG-Proteinlysate mit PNGase F behandelt, um zu Uberprifen, ob es sich
eventuell um eine Glykosylierung des RXRa-Proteins handelte (Abb. 21). Durch die
Enzymbehandlung kam es aber bei allen Cytokinbehandlungen zu keiner
Verschiebung des Molekulargewichts von RXRa, was somit eine post-translationale
Modifikation  durch  Glykosylierung ausschliet. Weitere post-translationale
Modifikationen wie SUMOylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinierung kdnnten in
Frage kommen. Solomon et al. (1999) identifizierten bei RXRa am Serin 260 eine
Phosphorylierungsstelle fir MAPK, welche zum Verlust der Transaktivitdt von RXRa
fuhrte. Auch Lee et al. (2000) konnten eine Phosphorylierung von RXRa durch die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase 4 (MKK4/SEK1), welche im MAPK-Weg
involviert ist, nachweisen. Unter IL-1B3-Behandlung konnte auch eine Phosphorylierung
von RXRa durch die c-Jun N-terminale Kinase in HepG2-Zellen nachgewiesen werden
(Li et al. 2002). Daher wurden 2D-Western Blots mit cytokinbehandelten HepaRG-
Zellen durchgefihrt, um weitere Proteinveranderungen zu Uberprifen (Abb. 22). Je
nach Cytokinbehandlung kam es zu unterschiedlichem Verhalten des RXRa-Proteins.
Auffallig waren hier vor allem die IL-6-Behandlungen, da eine RXRa-Isoform im
Vergleich zu den anderen Cytokinbehandlungen bei einem sehr niedrigen pH-Wert
auftrat. Durch weitere Untersuchungen misste geklart werden, um welche post-
translationale Modifikation es sich hier handeln koénnte. Hierfir wirden sich
chromatographische und massenspektrometrische Methoden eignen (Macek et al.
2009; Mann et al. 2002).

Letztendlich konnte nicht eindeutig geklart werden, ob es zu einem Funktionsverlust
von RXRa durch post-translationale Modifikationen unter Cytokineinfluss kommt. Da
mMiR-130b in Lebern von Patienten mit erhohtem Entzindungsmarker CRP
hochexprimiert vorlag, koénnte diese zur Regulation von RXRa bei Entziindung
beitragen und damit indirekte Effekte auf ADME-Gene haben. Zusammenfassend
scheint RXRa eine Rolle bei der Herunterregulierung der induzierbaren CYPs zu
spielen. Jedoch scheint dieser Beitrag durch weitere Faktoren wie miRNAs und
Kinasen beeinflusst zu sein, was auf ein grol3es Regulationsnetzwerk schlieen lasst.
Insgesamt kann der Beitrag von RXRa nicht allein die starke Herunterregulierung der
ADME-Gene erklaren. Daher kénnten NR als Bindungspartner von RXRa eine gré3ere

Rolle spielen.

121



4. Diskussion

4.2.2 Rolle von nukledren Rezeptoren

PXR ist neben CAR einer der zentralen NR, die an der Regulation des
Arzneistoffmetabolismus beteiligt sind. Eine starke Herunterregulierung von PXR durch
Cytokine nach 24 h war bereits auf mMRNA-Ebene bekannt gewesen (Klein et al. 2015).
AuRRerdem kam es durch IL-6 zu einer Abnahme des PXR-Proteins um 40 % nach 24 h
in HepG2-Zellen (Ning et al. 2017). Dennoch war aufgrund des Fehlens guter
Antikdrper gegen PXR wenig uber das Proteinverhalten bekannt. Ein neuer PXR-
Antikérper wurde mithilfe eines in vitro translatierten PXR-Proteins validiert (Abb. 23).
In HepaRG-Zellen kam es unter Cytokineinfluss nach 48 h zu einer starken Abnahme
des PXR-Proteins im Vergleich zu RXRa, welche auch nach 96 h anhielt (Abb. 24).
Dies bestatigte die Ergebnisse von Yang et al. (2010), die ebenso bei IL-6-Behandlung
eine Abnahme des PXR-Proteins um 60 % in PHH sahen. IL-1B zeigte sowohl bei PXR
als auch bei RXRa die starksten Effekte. PXR scheint somit auf Proteinebene einen
groReren Beitrag an der Herunterregulierung zu haben als RXRa. Allerdings sollte der
Beitrag des Funktionsverlustes von RXRa z. B. durch den Export aus dem Nukleus

nicht unterschatzt werden (Zimmerman et al., 2016).

Nicht nur die Herunterregulierung von PXR und CAR auf mRNA-Ebene tragt zum
Verlust der CYPs bei, sondern auch die Transaktivitat der NR ist unter Cytokineinfluss
eingeschrankt (Tanner et al. 2018). Dies konnte ein Hinweis auf post-translationale
Modifikation der NR durch Cytokine sein. AuRerdem wird die Regulation von PXR
durch NF-kB diskutiert (Gu et al. 2006). Gu et al. (2006) konnten zeigen, dass NF-kB
durch TNF-a aktiviert wird und direkt mit RXRa interagiert. Die Folge ist, dass die
Transaktivitat von PXR eingeschrankt ist. Abualsunun und Piquette-Miller (2017)
gingen ebenso davon aus, dass PXR-regulierte Transporter unter LPS-Behandlung
hauptsachlich durch NF-kB in Mausen herunterreguliert wurden, unabhangig von PXR.
Allerdings kdnnte in diesem Fall die Herunterregulierung tber andere NR stattfinden
(Gu et al. 2006; Shah et al. 2014). Ferner flhrten entziindungsaktivierte Kinasen wie
PKA und PKC zur Unterdriickung der Transaktivitdét von PXR, wahrscheinlich durch
Starkung der Interaktion zwischen PXR und dem Korepressor NCoR (Ding und
Staudinger 2005; Lichti-Kaiser et al. 2009). Weitere Mechanismen kdnnten Protein-
Protein-Interaktionen und die Phosphorylierung von PXR und seinen Koregulatoren

sein (Pondugula et al. 2009).

Dennoch zeigten Mause trotz KO von PXR bzw. PPARa Endotoxineffekte auf CYPs.
Eventuell kompensieren andere NR den KO von PXR (Richardson und Morgan 2005).
Ausgeschlossen werden kann natirlich nicht, dass NR wie HNF-4a, CAR und PPARa
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durch Cytokine bzw. Entzindung negativ betroffen sind und sich auf die Expression

der CYPs auswirken.

Infolge von Cytokinbehandlungen kommt es bei PXR sowohl zu einer starken mRNA-
als auch Proteinabnahme. Des Weiteren scheint seine Transaktivitat eingeschrankt zu
sein und eventuell im Zusammenspiel mit seinem Bindungspartner RXRa einen
Einfluss auf die Herunterregulierung der induzierbaren CYPs zu haben. Je nach Modell
konnten diese Einflisse aber wahrscheinlich durch andere NR oder Cytokine
kompensiert werden und auch unabh&ngig von PXR zu einer Herunterregulierung der
CYPs fuihren. Da die CYP-Familien aber unterschiedlich reguliert werden, kénnen NR
nicht als alleiniger Mechanismus an der Herunterregulierung beteiligt sein.

4.3 Einfluss von entziindungsassoziierten microRNAs auf die ADME
Expression

Da es durch entzindliche Mediatoren wie Cytokine zur Abnahme von CYP-
Transkripten kommt, wird die transkriptionelle Regulation als Hauptmechanismus bei
der Herunterregulierung von ADME-Genen diskutiert (Klein et al. 2015). MiRNAs
spielen als Regulatoren in verschiedensten Prozessen eine Rolle (Kloosterman und
Plasterk 2006). Obwohl die Regulation von ADME-Genen durch miRNAs schon
langere Zeit bekannt war, wurde die Rolle von miRNAs bei der Herunterregulierung
von ADME-Genen bei Entziindung bisher allerdings noch nicht genau untersucht
(Takagi et al. 2008; Mohri et al. 2010; Kida et al. 2011; Rieger et al. 2013; Rieger et al.
2015). Aus diesem Grund wurden weitere entziindungsassoziierte miRNA-Kandidaten

aus der Masterarbeit in HepaRG-Zellen auf ihre Effekte auf ADME-Gene getestet.

4.3.1 Effekte von einzelnen microRNAS

MiR-155 wurde bereits als ein bedeutender Regulator bei entziindlichen Bedingungen
wie Infektionen und immunologischen Erkrankungen identifiziert (Mahesh und Biswas
2019). Tatséachlich wurde eine proinflammatorische Achse zwischen miR-155 und NF-
KB beschrieben. Dabei induziert NF-kB die Expression von miR-155, welches
Suppressor Of Cytokine Signaling (SOCS) Proteine herunterreguliert, was zu einer
Hemmung des negativen Rickkopplungsmechanismus fuhrt und damit weiterhin zu
einer erhdhten Expression von NF-kB. Durch diese miRNA ergibt sich eine Verbindung
zwischen entziindlichen Signalwegen und dem Arzneistoffmetabolismus in der Leber.
Die Transfektion von miR-155 in HepaRG-Zellen zeigte breitgefacherte negative
Auswirkungen auf ADME-Gene wie z. B. CYPs und CAR (NR1I3) (Abb. 26).

Interessanterweise zeigte miR-155 nicht nur Auswirkungen auf die vorhergesagten
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Targets, sondern auch auf andere CYPs (Abb. 28). Bereits bei geringen
Konzentrationen von miR-155 waren Effekte auf CYP-Aktivitdten zu sehen (Abb. 29).
Es ist nicht auszuschlieRen, dass miR-155 weitere Bindestellen in ADME-Genen
besitzt, die aber nicht durch TargetScan vorhergesagt worden waren. Natirlich kénnte
mMiR-155 auch durch seine pleiotropen Funktionen in inflammatorischen Prozessen
andere Mechanismen der Herunterregulierung wie z. B. NF-kB und NR verstarken
(Gerbal-Chaloin et al. 2013; Abualsunun und Piquette-Miller 2017). In einem in vivo
Modell konnte die Regulation von orthologen Maus-CYPs durch die leberspezifische
Uberexpression von miR-155 gezeigt werden, was die hier erhaltenen Ergebnisse in
HepaRG-Zellen unterstitzt. AuRerdem war die miR-155-Expression in zirrhotischen
Lebern im Vergleich zu Kontrolllebern erhféht und zeigte eine negative Korrelation mit
der CYP3A4 Aktivitéat (r = -0,5). Dies konnte eine negative Regulation von CYP3A4
durch miR-155 bestéatigen (Vuppalanchi et al. 2013). Auch in den hier ausgewahlten
und untersuchten Leberproben (n = 34) waren negative Korrelationen zwischen miR-
155 und verschiedenen CYPs auf RNA-, Protein und Aktivitatsebene zu sehen. So
zeigten z. B. CYP1A2 und CYP2C19 starke negative Korrelationen mit miR-155 (Abb.
31). In CYP2C19 und CYP2C9 konnten Bindungsstellen flir miR-155 validiert werden
(Abb. 25). Entsprechend fiihrte die Uberexpression von miR-155 in HepaRG-Zellen
sowohl auf mMRNA- als auch auf Aktivitatsebene zu einer Abnahme von einigen CYPs
(Abb. 26 und Abb. 28). Durch ihre zahlreichen Funktionen eignet sich miR-155 fir
zielgerichtete Therapien. Die Anwendung von Cobomarsen, einem miR-155-Inhibitor,
wird momentan in klinischen Studien fur die Behandlung des kutanen T-Zell-
Lymphoms getestet (Seto et al. 2018). Daher sollte bei der Entwicklung solcher
Medikamente  berlcksichtigt werden, dass dadurch eventuell auch der

Arzneistoffmetabolismus beeinflusst wird und sich &ndern kann.

Die hochste exprimierte miRNA im CRP-Leberpool war miR-224-5p (Tab. 5), was im
Zusammenhang mit ihrer Regulation durch NF-kB stehen kdnnte (Scisciani et al.
2012). Fur diese miRNA konnte eine Bindestelle in CYP3A4 validiert werden (Abb.
25E). Allerdings fuhrte die Transfektion von miR-224 zu einer Hochregulierung der
CYP3A4 mRNA und einer Zunahme der Enzymaktivitat nach 72 und 96 h (Abb. 26 und
Abb. 28). Dies ist nicht ungewdhnlich, da miRNAs in bestimmten Fallen auch die
Genexpression ihrer Targets stabilisieren bzw. aktivieren kénnen (Vasudevan 2012).
Beispielsweise erhthte miR-369 die Expression von TNF-a in arretierten HEK293
Zellen (Vasudevan et al. 2007). Andererseits konnten Yu et al. (2018) zeigen, dass
CYP3A4 mRNA und Protein nach 48 h durch die miR-224 Transfektion in HepaRG-

Zellen abnahmen. Ein Grund fur die unterschiedlichen Effekte kénnte die Messung zu
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verschiedenen Zeitpunkten sein. Eventuell fihrt miR-224 zu frihzeitigen Effekten, die
im Gegensatz zu Effekten von miR-155 und miR-452 nach 72 und 96 h wieder

verschwinden.

MiR-452 ist ein bekannter Tumorpromotor des hepatozellularen Karzinoms (Tang et al.
2017). CYP2C8 konnte im Gegensatz zu CYP3A4 als Target validiert werden (Abb. 26
und Abb. 28 und Abb. 25C). Die Transfektion von miR-452 fiihrte in HepaRG-Zellen zu
ahnlichen Effekten wie miR-155, was durch die Herunterregulierung von NR1I13 (CAR)
durch beide miRNAs erklart werden kdnnte. Andererseits konnte CAR bisher fur keine
der beiden miRNAs als Target validiert werden. Eventuell kdnnte es daran liegen, dass
in den Luciferase-Reporter-Assays nur kurze Sequenzen verwendet wurden und nicht
die komplette 3‘-UTR. AuRerdem koénnten im kodierenden Bereich von NR1I3
Bindestellen fur miRNAs liegen. Im Vergleich zu miR-155 zeigte miR-452 auch
negative Effekte auf die Genexpression von ARNT, CYP1Al und CYP1A2 (Abb. 26).
Fur diese Gene waren keine Bindestellen flir miR-452 durch TargetScan vorhergesagt
(Tab. 38). Allerdings ist nicht auszuschlieRen, dass diese Gene trotzdem Targets von
miR-452 sind, da in diesen Genen Bindestellen durch andere Algorithmen

vorhergesagt werden kénnten.

Bei miR-6807 handelt es sich um eine neuere miRNA, Uber die bisher noch nicht so
viel bekannt ist. Sie war als einzige miRNA in allen Krankheitspools der Leberbank und
zudem auch in cytokinbehandelten HepaRG-Zellen dereguliert (Masterarbeit Nicole
Kugler, 2016, Kugler et al. 2019 und Abb. 32). CYP2C19 ist somit eines der ersten
validierten Targets von miR-6807 (Abb. 26 und Abb. 25B). Da die Genexpression von
CYP2C19 durch miR-6807 nicht stark betroffen war, dafiir aber die Enzymaktivitét, ist
davon auszugehen, dass eine translationale Repression durch die miRNA in diesem

Fall der bevorzugte Mechanismus ist.

MiR-543 hingegen zeigte keine negativen Effekte auf ADME-Gene in HepaRG-Zellen,
obwohl Bindestellen in CYP2B6 und CYP2C19 vorhergesagt waren (Abb. 26, Abb. 28
und Tab. 39). Hochstwahrscheinlich war diese miRNA aus anderen Grinden in den
Leberproben von Patienten mit erh6htem CRP hoher exprimiert, da es z. B. eine Rolle

als Onkogen bei hepatozellularen Karzinomen spielt (Yu et al. 2014).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Effekte einzelner miRNAs auf ADME-
Gene (Abnahme um 20-45 %) einen im Vergleich zu der Wirkung von Cytokinen
(Abnahme bis zu 80 %) durchaus signifikanten Anteil bei der APR hatten. Eventuell ist

davon auszugehen, dass miRNAs vor allem durch Netzwerke, an denen mehrere
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MiRNAs beteiligt sind, einen Beitrag zu der Herunterregulierung von ADME-Genen

leisten.

4.3.2 MicroRNAs — starker im Verbund?

Eine miRNA kann viele verschiedene Gene regulieren, andererseits kann ein Gen von
mehreren mMiRNAs reguliert werden. Um zu Uberprifen, ob miRNAs im Verbund
starkere Effekte auf ADME-Gene verursachen, wurden HepaRG-Zellen mit miRNA-
Kombinationen transfiziert. Dabei sind kompetitive, aber auch additive und
synergistische Interaktionen zwischen den mMiIRNAs moglich. Bei kompetitivem
Verhalten der miRNAs, wenn mehrere miRNAs um eine Bindestelle konkurrieren, kann
es zu einer Abnahme der hemmenden Wirkung der miRNAs kommen. Im Gegensatz
dazu kdénnen miRNAs mit unabhangigen Bindestellen den repressiven Effekt der

einzelnen miRNAs erhéhen (Hua et al. 2006).

Im Vergleich zu den Einzelbehandlungen zeigten die Kombinationsbehandlungen
allgemein stérkere Effekte, vor allem auf mRNA-Ebene (Abb. 26 und Abb. 27).
Interessant ist, dass miR-6807 als Einzelbehandlung keine mRNA Effekte zeigte,
wahrend es in Kombination mit den zwei anderen miRNAs deren Wirkung sogar noch
verstarkte. MiR-155 und miR-6807 filhrten zu synergistischen Effekten bei der CYP3A4
Aktivitat (Abnahme um 40 % vs 33 %). Dieses Verhalten wurde auch bei der
vaskularen Kalzifikation beobachtet, bei der miR-221 und miR-222 nur in Kombination
eine Rolle spielten und allein keine Effekte zeigten. Diese miRNAs gehotren zur
gleichen miRNA-Familie und scheinen sich synergistisch auf die Transdifferenzierung

von glatten GefalBmuskelzellen auszuwirken (Mackenzie et al. 2014).

Bei CYP2B6 hingegen fuhrten die Kombinationen mit miR-6807 und miR-155 zu einer
Zunahme der mRNA bzw. Enzymaktivitat, wahrend miR-452 allein zu einer Abnahme
der Aktivitat fuhrte (Abb. 26-30). Nur miR-6807 hatte eine vorhergesagte Bindestelle in
CYP2B6. Eine kompetitive Interaktion zwischen den miRNAs konnte die eigentliche
repressive  Wirkung von miR-452 abgeschwacht haben. MiR-6807 und miR-155

konnten in diesem Fall falsch positive Regulatoren von CYP2B6 sein (Hua et al. 2006).

Bei CYP2C19 hatte die Kombination aus miR-155 und miR-6807 starkere Effekte auf
die Enzymaktivitat (Abnahme um ca. 60 %) als die Einzelbehandlungen. Dies kdnnte
daran liegen, dass beide miRNAs validierte Bindestellen in CYP2C19 haben (Abb.
25A-B). Faktoren wie zum Beispiel der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
werden ebenfalls von mehreren miRNAs reguliert. Die Kombination aus miR-20a und

mMiR-361, die unabhangige Bindestellen in VEGF aufwiesen, zeigte additive Effekte im
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Vergleich zu den Einzelbehandlungen in CNE Zellen (aus einem
Nasopharynxkarzinom) (Hua et al. 2006). MiR-452 besitzt auch eine vorhergesagte
Bindestelle in CYP2C19 (nicht getestet, da Context++ Score <50), allerdings zeigte
mMiR-452 in Kombination mit den anderen miRNAs keinen Zusatzeffekt (Abb. 27).

MiR-452 und miR-6807 hatten beide eine vorhergesagte Bindestelle in CYP3A4, in
Kombination fuhrten sie zu einer starkeren Abnahme der Enzymaktivitat. Auch flr
Transporter konnten additive Effekte von miRNAs gezeigt werden, wie bei SLC15A1
fur die Kombination von miR-27a und miR-193b (Bruckmueller et al. 2017).

Interessant ist auch, dass sich je nach Gen die Wirkung einer einzelnen miRNA
durchsetzen konnte. Z. B. zeigten miR-155 und miR-6807 einzeln positive Effekte auf
die CYP1Al und CYP1A2 mRNA, wahrend miR-452 zu einer Abnahme der mRNA
fuhrte. In Kombination war aber meistens die negative Wirkung von miR-452 dominant,
wahrend die Kombination aus miR-155 und miR-6807 zu einer Zunahme fihrte (Abb.
26 und Abb. 28). Auf Aktivitdtsebene fuhrte aber vor allem die Kombination mit miR-
155 zu einer starkeren Abnahme von CYP1A2. Abhé&ngig von der jeweiligen miRNA
konnte es zur Degradierung der mRNA (miR-452) bzw. Repression der Translation

(miR-155) gekommen sein.

Durch die Kombinationsbehandlungen waren auch Phase IlI-Enzyme wie GSTA2 und
GSTM1 viel starker betroffen als bei Einzelbehandlungen (Abb. 26 und Abb. 28). Fir
diese Gene waren keine Bindestellen der untersuchten miRNAs vorhergesagt.
Eventuell greifen die miRNAs in die Regulation dieser Gene ein, z. B. Gber NR1I2 und
NR1I3.

Auch als Biomarker fir die Diagnose von Erkrankungen wird in der Regel eine
Kombination aus mehreren miRNAs verwendet. Ein Set bestehend aus miR-221 und
mMiR-29¢c wurde beispielsweise als diagnostischer Biomarker fur das hepatozellulare
Karzinom identifiziert (Ji et al. 2018). Aul3erdem eignet sich ein spezifisches Set aus
sieben mMiIRNAs im Blut zur Diagnose von Sarkomen (Asano et al. 2019).
Moglicherweise eignen sich miR-155 und miR-452 als Biomarker fur entzindliche
Bedingungen im Korper (Mi et al. 2013; Pua und Ansel 2015).

Je nach miRNA-Kombination kam es zu unterschiedlichen Effekten, die starker bzw.
schwacher als die Einzelbehandlungen waren. Durch ihre Fahigkeit, mehrere Gene zu
adressieren, kénnen miRNAs mdglicherweise ADME-Gene als eine Gruppe funktionell

ahnlicher Gene regulieren und somit starkere Wirkungen zeigen (Hua et al. 2006).
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MiRNAs kénnen als regulatorische Netzwerke, z. B. bei Krebs, in Prozesse eingreifen
(Plaisier et al. 2012). Daher ist es vorstellbar, dass miRNAs auch innerhalb eines
inflammatorischen Netzwerks gemeinsam agieren, um ADME-Gene bei entzindlichen

Bedingungen negativ zu beeinflussen.

Dieses Verhalten ist vor allem vorteilhaft bei Prozessen bzw. Verdnderungen, in denen
sich Zellen schnell anpassen missen, um z. B. auf aufllere Reize zu reagieren
(Lauschke et al. 2017). Dies ist auch bei der APR der Fall, bei der es innerhalb von
Stunden zu einer Reprogrammierung der Lebergenexpression kommt (Klein et al.
2015). Es ist davon auszugehen, dass solche breit angelegten Veranderungen durch
eine koordinierte Expressionsveranderung bestimmter miRNA-Gruppen vermittelt
werden, welche sich letztendlich auf die Proteinexpression auswirkt (Lauschke et al.
2017). Solche enormen Veranderungen wahrend schneller Anpassungsprozesse
scheinen ein allgemeingtiltiges biologisches Prinzip darzustellen, das auch andere
Zelltypen betreffen kann (Hua et al. 2006; Bronevetsky et al. 2013; Lauschke et al.
2016; Lauschke et al. 2017). MiIiRNAs sind somit in der Lage, inflammatorische

Netzwerke zu regulieren (Sonkoly und Pivarcsi 2009).

4.3.3 Beitrag von microRNAs zur negativen Akut-Phase-Reaktion

In HepaRG-Zellen konnten die Auswirkungen von entziindungsassoziierten miRNAs
als Einzel- und Kombinationseffekte auf ADME-Gene gezeigt werden. Damit waren
diese miRNAs nicht nur bei Entziindung in der Leber hochexprimiert, sondern auch in
der Lage, sich negativ auf ADME-Gene auszuwirken. Somit ist unter entzindlichen
Bedingungen eine direkte bzw. indirekte Regulation tiber RXRa, wie oben diskutiert,
von ADME-Genen durch miRNAs mdglich (Abb. 26-31). Hierdurch bilden miRNAs eine
zusatzliche Regulationsebene bei der Herunterregulierung von ADME-Genen.
Hinzukommend kénnen miRNAs auch Uber andere Signalwege (MAPK, JAK/STAT)
eingreifen. Es darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass diese Signalwege auch
gegenseitig miteinander verbunden sind, was zu komplexen Netzwerken fuhrt (Smutny
et al. 2013). MiRNAs kénnten somit innerhalb eines inflammatorischen Netzwerkes an
der Herunterregulierung der ADME-Gene beteiligt sein (Plaisier et al. 2012). Um die
Bedeutung dieser miRNAs weiter zu untersuchen, konnten Studien mit Mausen
durchgefuhrt werden. Daflr eignen sich aber nur konservierte miRNAs bzw.
Bindestellen. AuRerdem kodnnten dabei nur Effekte auf homologe CYPs untersucht
werden, da Mause viel mehr CYPs besitzen als Menschen (Nelson et al. 2004). Eine
umfangreiche Mausstudie zu der leberspezifischen Auswirkung von miR-155 wurde

bereits durchgefihrt (Lin et al. 2015). Dort konnten einige negative Auswirkungen von
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miR-155 auf ADME-Gene bestétigt werden. Jedoch bleibt abzuklaren, ob dies sich
auch im Menschen so verhalt. Daftr wirde sich ein Vergleich von Patienten, die einen
erhdohten CRP-Spiegel aufweisen, mit gesunden Probanden eignen. In Serumproben
konnte die Expression der entziindungsassoziierten miRNAs gemessen und verglichen
werden. Durch die Gabe eines bereits getesteten Medikamentencocktails, der
spezifische CYP-Substrate in niedrigen Dosen beinhaltet, kénnten die Auswirkungen
auf die CYP-Aktivitat untersucht werden. Dabei wird die Metabolisierungsrate der
Substrate, z. B. von Codein, Koffein und Torasemid, im Blut massenspektrometrisch
gemessen (Kuepfer et al. 2014). Es kdnnte analysiert werden, ob die Expression von
entzindungsassoziierten miRNAs in vivo mit diesen CYP-Enzymaktivitaten negativ
korrelieren. Allerdings war unklar, ob die entzindungsassoziierten miRNAs von
Makrophagen sezerniert oder durch inflammatorische Signalkaskaden in Hepatozyten

hochreguliert wurden.

4.4 Herkunft von entztiindungsassoziierten microRNAs

Um die Herkunft der entziindungsassoziierten miRNAs in Hepatozyten zu untersuchen,
wurden verschiedene Strategien verfolgt: Die Induktion von miRNAs in Hepatozyten
durch Cytokine und die Unterdriickung der Wirkung von endogenen miRNAs durch

Antagomirs und AF.

4.4.1 Induktion von entzindungsassoziierten miRNAs durch Cytokine in
Hepatozyten?

Cytokine wie IL-6 und IL-1f sind wichtige Faktoren bei der Herunterregulierung von
ADME-Genen (Aitken et al. 2006). Daher sollte in HepaRG-Zellen untersucht werden,
ob durch Cytokinbehandlungen miRNAs induziert werden, welche ADME-Gene negativ
beeinflussen kénnten. MiR-3613-5p war die am starksten hochregulierte miRNA durch
IL-6 nach 24 h (Abb. 32). Diese miRNA war bereits in einer klinischen Studie als
potentieller Biomarker fir den immunpathologischen Status bei der Infektion mit
Plasmodium falciparum identifiziert sowie mit akuter viraler Hepatitis assoziiert worden
(Li et al. 2018; Singh et al. 2018). MiR-365b-5p zeigte bei IL-1B-behandelten Zellen die
hdchste Hochregulierung. Diese miRNA scheint eine Rolle bei der Tumorpromotion
des hepatozellularen Karzinoms zu spielen (Tian et al. 2019). Beide miRNAs besitzen
vorhergesagte Bindestellen in ADME-Genen, z. B. in CYP2B6 und CYP2C19
(TargetScan). Interessanterweise zeigte miR-122, eine der héchst exprimierten
leberspezifischen miRNAs, keine Regulation durch Cytokine in den untersuchten
HepaRG-Zellen. Lukowski et al. (2015) behandelten HepG2, PHH und

Maushepatozyten mit IL-6 und stellten auch keine Veranderung von miR-122 fest.
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Lukowski et al. (2015) sahen eine Hochregulierung von miR-19a, -21, -34c, -92b, -126,
-181a, -455, -500b, -3177 und -3662 nach 24 h durch IL-6, was auch in den hier
untersuchten IL-6-behandelten HepaRG-Zellen der Fall war. Somit konnte die
Induktion von ahnlichen miRNAs wie in HepG2, PHH und Maushepatozyten in
HepaRG-Zellen bestétigt werden. Rieger et al. (2013) assoziierten miR-34a, -21, -18b,
-200c bereits mit Entziindung in Lebergewebe von Patienten mit erhhtem CRP. MiR-
31, -34a, -455, -27a,-19a/b, -21, -221 und -200c wurden durch Rieger et al. (2013)
auch mit Cholestase assoziiert. MiR-301a gehort zu der miR-130 Familie und besitzt
somit die gleiche Seed-Sequenz wie miR-130b. Daher kénnte diese miRNA die
gleichen Targets wie miR-130b, z. B. ADME-Gene, regulieren (Rieger et al. 2015).
Einige hochregulierte miRNAs wie miR-34a und -34c gehéren zur miR-34 Familie.
Diese miRNA-Familie spielt bei der Krebsentstehung eine Rolle (Hermeking 2010). Die
Regulation von RXRa durch miR-34a konnte bereits durch Oda et al. (2014) gezeigt
werden. AulR3erdem ist diese miRNA mit Entziindung und Cholestase assoziiert (Rieger
et al. 2013). In einem Mausmodell konnte auch die Induzierbarkeit von miR-455 durch
LPS in dendritischen Zellen nachgewiesen werden (Dueck et al. 2014). Ebenso
beobachteten Duan et al. (2016) eine Induktion von miR-455 durch TNF-a in humanen
Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC). Des Weiteren konnte die
Induktion von miR-146b durch LPS in Monozyten bestatigt werden (Taganov et al.
2006). Weitere Beispiele sind miR-21 und miR-140, die durch Cytokine in HepaRG-
Zellen hochreguliert und auch in Mauslungen durch LPS-Behandlung induzierbar
waren (Moschos et al. 2007). Fur miR-365 konnte eine Regulation durch IL-18 Gber
NF-kB in artikularen Chondrozyten gezeigt werden (Yang et al. 2016). Aul3erdem
scheint miR-365 ein negativer Regulator von IL-6 zu sein (Xu et al. 2011; Lin et al.
2016). Bei Sepsis kommt es zu einer Hochregulierung von miR-27a in Mauslungen,
wobei diese proinflammatorisch wirkt (Wang et al. 2014). MiR-19a verstarkt die
Wirkung des JAK-STAT-Signalwegs, der durch Cytokine aktiviert wird (Collins et al.
2013).

Letztlich bestatigen und erweitern die hier identifizierten miRNAs vorherige Arbeiten,
was die Rolle von miRNAs bei Entztindung unterstreicht, da miRNAs durch Cytokine in
Hepatozyten induziert werden konnen. Allerdings zeigten die Cytokinbehandlungen
eine Uberlappung von ca. 48 % (n-fachen Anderung +1,5). Daraus lasst sich folgern,

dass die Induktion von miRNAs cytokinabhéngig ist.

Die in HepaRG-Zellen identifizierten, differenziell exprimierten miRNAs wurden mit den
bereits entziindungsassoziierten miRNAs aus Lebergewebe verglichen (Masterarbeit
Nicole Kugler, 2016; Kugler et al. 2019) (Abb. 33). Die elf gemeinsamen miRNAs (FC
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+1,5), die sich daraus ergeben, verhielten sich aber gegenteilig. Bereits identifizierte
MiRNAs wie miR-155 waren in HepaRG-Zellen nach 24 h nicht induziert. Grinde fur
die geringe Uberschneidung zwischen den Gruppen koénnten die verschiedenen
Probenmaterialien gewesen sein. Lebergewebe besteht nicht nur aus Hepatozyten,
sondern auch aus Blutzellen, Gallengangen, Kupffer-Zellen etc., wahrend HepaRG-
Zellen eine Mischung aus Hepatozyten und bilidren Zellen darstellen (Godoy et al.
2013; Gripon et al. 2002). AufRRerdem standen Patienten mit erhéhtem CRP
hdchstwahrscheinlich nicht nur unter dem Einfluss von einem einzelnen Cytokin,
sondern einer Kombination aus verschiedenen Cytokinen. Eventuell kann diese
Kombination andere miRNAs induzieren als einzelne Cytokine allein. CRP zirkuliert
zudem langer im Blut als Cytokine und ist somit langer detektierbar (Pepys und
Hirschfield 2003). Die miRNA-Expression ist abhangig von der Zeit. Als Zeitpunkt
wurden 24 h in Anlehnung an Lukowski et al. (2015) gewdahlt. Zu einem anderen
Zeitpunkt kénnte naturlich eine ganz andere Uberschneidung mit den CRP-assoziierten
miRNA-Kandidaten auftreten. Peng et al. (2018) konnte zeigen, dass 12 h nach LPS-
Stimulation der beste Zeitpunkt fiir die Detektion von miR-155 in Rattenmakrophagen
ist. MiRNAs koénnen somit zu unterschiedlichen Zeitpunkten induziert sein und auch
eventuell nur Uber einen kurzen Zeitraum, abhangig der jeweiligen Lebensdauer der
MiRNA (Taneja et al. 2019).

MiR-766 scheint eine entziindungsrelevante miRNA zu sein, da sie in allen Gruppen
hochreguliert war und einige ADME-Gene wie CYP2B6, CYP2C19 und RXRa als
Targets besitzt. Weitere Untersuchungen wie miRNA-Mimic-Behandlungen in

HepaRG-Zellen kénnten dies klaren.

Um die Herkunft der entziindungsassoziierten miRNAs weiter zu untersuchen, kénnten
frihere Zeitpunkte bei cytokinbehandelten HepaRG-Zellen analysiert werden, um die

Dynamik der miRNA-Population abzuschatzen.

Die Induktion der hier untersuchten entziindungsassoziierten miR-130b, miR-155, miR-
224, miR-452 und miR-6807 durch Cytokine wurde in HepG2- und Huh7-Zellen
untersucht. Aufgrund der schlechten Transfektionseffizienz bei Plasmiden in HepaRG-
Zellen wurden diese beiden Zellmodelle verwendet. Die Zellen wurden mit Luciferase-
Konstrukten der validierten Bindestellen transfiziert und gleichzeitig mit Cytokinen
behandelt (Abb. 34 und Abb. 35). Es kam nach 48 h zu keiner signifikanten Abnahme
der Luciferaseaktivitdt. Mdglicherweise werden die untersuchten miRNAs nicht in
Hepatozyten hochreguliert. Eventuell konnte aber auch der Zeitpunkt (48 h) zu spat

gewahlt worden sein, um die Bindung der entziindungsassoziierten miRNAs an die
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Bindestellen zu detektieren. Ein weiterer Grund kdnnte sein, dass es innerhalb der
Zellen zu einer hohen Plasmidexpression kam, wahrend die cytokininduzierte miRNA
Menge sehr gering war und nicht ausreichte, um zu einer signifikanten Abnahme der
Luciferaseaktivitdt zu fuhren. Huh7- und HepG2-Zellen kénnten eventuell nicht die
geeigneten Modelle gewesen sein, da es sich um Leberkrebszelllinien handelt, die
nicht metabolisch aktiv sind und eine andere miRNA-Population aufweisen kénnten.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die entziindungsassoziierten miRNAs auch
von anderen Zellen wie z. B. Immunzellen ausgeschiittet werden kdnnen und dann erst
in die Hepatozyten gelangen. Die Produktion von miR-155 und miR-130b konnte
bereits in Makrophagen nachgewiesen werden (Tili et al. 2007; Zheng et al. 2018).
Klinische Studien kénnten klaren, ob diese miRNAs im Serum von Patienten mit
erhohtem CRP im Vergleich zu gesunden Probanden erhdht sind.

4.4.2 Wirkung von endogenen microRNAs bei der Akut-Phase-Reaktion

Um den Gesamtbeitrag endogener miRNAs zur negativen APR in Hepatozyten zu
untersuchen, wurden sowohl Antagomir-Transfektionen gegen entziindungsassoziierte
MiRNAs durchgefiihrt als auch ein miRNA-Biogenese-Inhibitors (AF) verwendet, um

die Funktion von cytokininduzierten miRNAs zu unterbinden.

Bei den Antagomir-Transfektionen in HepaRG-Zellen waren bei entsprechender
Inhibierung der endogenen miRNA positive Effekte auf ADME-Gene zu erwarten
gewesen. Dennoch waren keine Effekte, unabhangig von den verwendeten
Konzentrationen, sichtbar (Abb. 36). Ein Problem kdnnte gewesen sein, dass die
untersuchten miRNAs nicht in ausreichenden Mengen in HepaRG-Zellen exprimiert
waren, da diese mdoglicherweise erst durch Cytokine induziert bzw. von Immunzellen
sekretiert werden missen, um von aufl3en in die Hepatozyten zu gelangen. Ein
experimenteller Ansatz wére die Behandlung von HepaRG-Zellen mit Cytokinen und
der gleichzeitigen Transfektion von Antagomirs, die gegen entziindungsassoziierte

MiRNASs gerichtet sind. So konnte der Beitrag dieser miRNAs analysiert werden.

AF ist ein RISC-Inhibitor und verhindert die Bindung zwischen miRNA und dem RISC
(Watashi et al. 2010; Lauschke et al. 2016). Durch Zugabe von AF sollte daher die
Beteiligung der endogenen miRNAs an der APR unterbunden werden. Dadurch
konnen miRNAs nicht mehr post-transkriptionell wirken und ihre Ziel-mRNAs werden
nicht mehr degradiert bzw. weiter in Protein translatiert. Im Gegensatz dazu war eine
Zunahme der Transkript- und Proteinmenge bzw. eine Aktivitatssteigerung fur die

Zielgene im Vergleich zur APR ohne AF zu erwarten gewesen.
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Aufgrund der Ergebnisse von Lauschke et al. (2016) in PHH wurde 2 uM AF in den
Versuchen verwendet. Allerdings hatte AF allein in HepaRG-Zellen schon eine
zeitabhangige Wirkung auf CYPs (Abnahme der CYP-Aktivitdten um ca. 80 % bei 2 uM
nach 72 h) (Abb. 37, Abb. 43 und Abb. 44). Ab 10 uM kam es bereits nach 24 h zu
einer starken Reduzierung der CYP-Aktivitaten, wobei die Zellviabilitat nur noch 50 %
betrug (Abb. 44 und Abb. 41). Lauschke et al. (2016) sahen zwar nach 4 h keine
Zelltoxizitat durch AF, allerdings war die Zellviabilitat nach 24 h auf 70 % bei der
niedrigsten AF Konzentration (2 pM) reduziert. In den hier untersuchten HepaRG-
Zellen war nach 24 hkeine Abnahme der Zellviabilitdt zu sehen, jedoch betrug
unabhangig von beiden verwendeten Zellviabilitdtsassays die Zellviabilitéat nur noch ca.
70 % nach 72 h (Abb. 41). Wahrend der LDH-Assay eine Abnahme der Zellviabilitat
sowohl bei cytokin- als auch bei kombibehandelten Zellen zeigte, waren beim Alamar-
Blue-Assay keine signifikanten Auswirkungen auf die Zellviabilitat sichtbar (Abb. 42).
Daher kann davon ausgegangen werden, dass 2 pM AF auch in Kombination mit
Cytokinen nicht cytotoxisch war, sondern erst bei hoheren Konzentrationen.

Trotzdem kann dies nicht die enorme Abnahme der CYP-Aktivitaten unter 2 uM AF
erklaren. Folgt man der urspriinglichen Uberlegung, dass AF die Funktion der miRNAs
bei der APR unterbindet, ergibt sich eine interessante Beobachtung. Bei dem Vergleich
der jeweiligen Cytokinbehandlungen mit ihrer Kontrollbehandlung fallt auf, dass die
AF/IL-6-Behandlung im Vergleich zu ihrer Kontrolle AF/PBS zu keiner signifikanten
Abnahme der CYP-Aktivitdten fiihrte (Abb. 38). Dieses Verhalten bzw. Muster war
auch fur CYP2C9 auf Proteinebene zu sehen (Abb. 39). Bei der normalen APR flihrte
IL-6 aber zu einer starken Reduzierung der CYP-Aktivitaten. AF verhinderte spezifisch
fur IL-6 die Abnahme der CYPs. Allerdings kann die Wirkung von AF nicht allein fur die
Unterbindung der miRNA-Funktion verantwortlich sein, da die AF/IL-6-Behandlung die
Abnahme der CYP3A4 Aktivitat komplett verhinderte (Abb. 38). Dies war nicht zu
erwarten, weil davon ausgegangen wurde, dass miRNAs bei der Herunterregulierung
von ADME-Genen nur einen Faktor von vielen darstellen. Au3erdem waren nach 24 h
keine signifikanten Unterschiede zwischen den AF/Cytokin- und Cytokinbehandlungen
auf Genexpressionsebene zu sehen (Abb. 40). Da AF &hnliche Effekte wie Ruxolitinib,
einem JAK1/2-Inhibitor, auf CYPs zeigte, konnte es auch in den JAK/STAT-Signalweg
eingreifen, wobei sich die Effekte erst zu spateren Zeitpunkten zeigten (Febvre-James
et al. 2018). AF scheint zudem die Aktivierung von NF-kB zu verhindern (Kim et al.
1998; Choi et al. 2000). Des Weiteren ist AF ein Inhibitor des Hypoxie-induzierten
Faktors-1 (HIF-1) (Lee et al. 2009). HIF-1 wird unter anderem von Cytokinen wie IL-13

und TNF-a stimuliert (Frede et al. 2007). Allerdings kam es nur bei IL-6 zu einer
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spezifischen Wirkungsunterbindung durch AF. Daher ist eher von einem Mechanismus
Uber JAK/STAT auszugehen.

Um den Gesamtbeitrag der miRNAs weiter zu untersuchen, konnte statt der
Behandlung mit AF ein Knockdown eines Faktors, der bei der miRNA-Reifung eine
Rolle spielt, durchgefuhrt werden. Der Knockout des AGO2-Proteins sowie Dicerl sind
letal in Mausembryonen (Liu et al. 2004). Die Leberfunktion war jedoch durch den
leberspezifischen KO von Dicerl nur geringfiigig eingeschrankt. Mit fortschreitendem
Alter der Mause kam es aber zu Leberschaden und Entziindung (Hand et al. 2009).
Ahnlich wie bei einem Verlust von B-Catenin war die Leberzonierung gestort (Sekine et
al. 2009).

4.4.3 Rolle von Acriflavin — ein CYP-Inhibitor?

AF scheint nicht nur in die miRNA-Biogenese einzugreifen, sondern auch
Auswirkungen auf CYPs zu haben (Abnahme der CYP-Aktivitaten unter AF/PBS im
Vergleich zur Kontrollbehandlung) (Abb. 37). Um diese Effekte von AF auf CYPs zu
untersuchen, wurde die Genexpression von einigen ADME-Genen nach 6 und 24 h
analysiert. Fir 1 und 2 pM AF waren kaum Effekte zu sehen, au3er fir CYP2B6,
CYP2C19, ABCC2, ABCG2 und NR1I2 (Abb. 43). Erst bei 5 uM AF kam es vor allem
nach 24 h zu einer starken Herunterregulierung einiger ADME-Gene. Die Zellviabilitat
fir 5 uM war aber nach 24 h nicht reduziert (Abb. 41B). Wiederholte Behandlungen mit
AF fuhrten allerdings nach 72 h zu Zelltoxizitat = 5 uM.

Um eine direkte Inhibition von CYPs zu untersuchen, wurden humane
Lebermikrosomen mit verschiedenen AF-Konzentrationen behandelt. Zwar war eine
konzentrationsabhéngige Abnahme der Aktivitaten fur die meisten CYPs sichtbar, die
aber bei 100 uM nur 20-40 % betrug (Abb. 45). Daher kann nicht von einer direkten
CYP-Inhibition durch AF ausgegangen werden. Da in HepaRG-Zellen aber nach 72
h samtliche CYP-Aktivitaten bei 2 uM reduziert waren, kénnte es sein, dass AF in den
Zellen akkumuliert oder durch CYPs ein Metabolit entsteht, der sich Uber die Zeit
negativ auf die CYP-Aktivitat auswirkt. Ein Beispiel flr Produktinhibition ist Gemfibrozil,
ein Lipidsenker, dessen Metabolit Gemfibrozilglucuronid sich negativ auf CYP2CS8 in
PHH auswirkte, wahrend in humanen Lebermikrosomen keine Inhibierung zu sehen
gewesen war (Parkinson et al. 2010). Dies kdnnte eventuell auch bei AF der Fall sein.
Nach 24 h waren in HepaRG-Zellen mehrere Phase II-Enzyme, u.a. die Glutathion-S-
Transferasen A2 (GSTA2) und M1 (GSTM1), bei <5 pM AF herunterreguliert, was eine
negative Rickkopplung auf die potenzielle Metabolitenbildung sein kdnnte (Abb. 43).

Andererseits konnte die Akkumulation von AF im Nukleus und die Interkalation in DNA
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zu einer Produktion von ROS filhren (Gatasheh et al. 2017). ROS kénnen kovalent an
CYPs binden und somit zu einer irreversiblen Inhibition der CYPs fuhren (Pelkonen et
al. 2008).

AF kdnnte aber auch in die Regulation der CYPs eingreifen, da nach 72 h das CYP2C9
Protein durch AF/PBS im Vergleich zur PBS-Kontrolle reduziert war und 5 pM AF
bereits nach 24 h starke Effekte auf CYP-Regulatoren wie NR1I2 und NR1I3 zeigte
(Abb. 39 und Abb. 43). In einem Rattenmodell kam es unter AF zur Abnahme von
einigen CYPs wie CYP2B1/2, CYP2C11 und CYP3A1/2. CYP1A2 und CYP1E2 blieben
hingegen unverandert (Kim et al. 1998). Kim et al. (1998) vermuteten, dass AF die
Funktion von membranassoziierten Proteinen wie z. B. die Proteinkinase C (PKC)
storte, da es in die Integritdt der Zellmembran eingreifen kann. Dadurch kodnnte
eventuell eine ganze Palette an Genen betroffen sein, die normalerweise durch
nukleare TF reguliert werden (Kim et al. 1998). AF wurde daruber hinaus als PKC-
Inhibitor identifiziert (Hannun und Bell 1988). PKC ist Uber AhR an der Regulation von
CYP1A1l beteiligt. Einerseits nahm CYP1Al in einer Rattenleberzelllinie durch die
Behandlung verschiedener PKC-Inhibitoren wie Calphostin C und Staurosporin ab
(Pascale et al. 2009). Andererseits phosphoryliert PKC PXR, was zu einer
Unterdriickung der induzierbaren CYP-Expression fuhrt (Pondugula et al. 2009). Eine
Inhibierung der PKC wirde in diesem Fall aber eher zu einem Anstieg der
induzierbaren CYP-Expression flihren, was aber nicht der Fall war. Daher ist die Rolle
von PKC bei der AF-vermittelten Abnahme der CYPs nicht eindeutig geklart. Um zu
klaren, ob die Effekte von AF auf ADME-Gene hauptsachlich lber die Inhibierung von
Proteinkinase C entstehen, kdnnte die Wirkung mit der eines Proteinkinase-C-Inhibitors

verglichen werden.

Letztendlich ist davon auszugehen, dass AF eine indirekte, langsame und
konzentrationsabhéngige Wirkung auf CYPs hat, was durch die oben genannten

Mechanismen madglich sein konnte.

4.5 Potenzielle Biomarker: MicroRNASs als friihe Pradiktoren fur das
Ansprechen von Medikamenten bei Entziindung?

Der Bedarf an Biomarkern, um den Einfluss von Entzindung auf den
Arzneistoffmetabolismus in Patienten vorherzusagen, ist grof3, da es bisher noch
keinen gibt, der im Blut gemessen werden kann (Morgan 2009). Aufgrund ihrer guten
Stabilitat im Blut eignen sich miRNAs als Biomarker (Chen et al. 2008; Starkey Lewis
et al. 2012). Bisher werden sie vor allem bei der Diagnose von Krebs eingesetzt

(Mitchell et al. 2008). Durch Kklinische Studien mit Patienten, die eine akute Entziindung
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bzw. einen erhdhten CRP-Wert haben, kénnte Uberprift werden, ob die identifizierten
entztindungsassoziierten miRNAs sich als Biomarker bei Entziindung eignen. Dadurch
konnte man eventuell die inflammatorischen  Auswirkungen auf den
Arzneistoffmetabolismus abschéatzen. Sehr spekulativ ware eine Anwendung von
miRNA-Antagomirs, welche die induzieten miRNAs abfangen, um eine
Herunterregulierung der ADME-Gene durch miRNAs zu verhindern. Die
Entgiftungsfahigkeit der Leber bliebe somit auch bei entziindlichen Prozessen erhalten,
was das Risiko fur Nebenwirkungen bzw. Toxizitdtserscheinungen durch
eingenommene Medikamente reduzieren wirde. Fir miR-155 gibt es bereits den
Inhibitor Cobomarsen (MRG-106), welcher momentan in klinischen Studien getestet
wird (Seto et al. 2018).

4.6 Fazit und Ausblick

Der eingeschrankte Arzneistoffmetabolismus bei Entziindung kann zu drastischen
Folgen bei Patienten fuhren. Bei der damit verbundenen Herunterregulierung der
ADME-Gene sind zahlreiche Faktoren wie NR und miRNAs beteiligt, welche in einem

komplexen Netzwerk interagieren.

Die Auswahl bzw. Verflgbarkeit eines geeigneten Zellmodells zur Untersuchung des
Arzneistoffmetabolismus ist von groBer Wichtigkeit, um Fragestellungen gezielt
beantworten zu kénnen. KHH wiesen nicht die erwarteten Eigenschaften auf und
waren daher fiir die hier untersuchten Fragestellungen nicht geeignet. HepaRG-Zellen
bewiesen sich hingegen als ein robustes hepatisches Zellmodell zur Untersuchung von

miRNA-Effekten mit wenigen Limitationen.

Es konnte gezeigt werden, dass NR und RXRa groRe Einflussfaktoren bei der
Herunterregulierung der ADME-Gene darstellen. Sie kénnten aber eventuell durch ihre
allgemeine Rolle nur an der Herunterregulierung von induzierbaren CYPs beteiligt sein.
MiRNAs hingegen bilden eine neuartige Regulationsebene in der Herunterregulierung
der ADME-Gene, die bisher nicht genau untersucht worden war. Es wurden
entziindungsassoziierte miRNAs identifiziert sowie funktionale miRNA-Bindestellen in
ADME-Genen validiert. Diese miRNAs konnen ADME-Gene sowohl direkt als auch
indirekt Uber RXRa negativ regulieren. Diese Daten unterstreichen die Rolle von
mMiRNAs bei der Herunterregulierung von ADME-Genen. Auf3erdem bieten sie ein
Angriffsziel zur Gegensteuerung der Herunterregulierung. Demnach kénnten miRNA-
Antagomirs medikamentdse Therapien entscheidend starken, indem sie die

Toxizitatseffekte durch Medikamente reduzieren.
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4. Diskussion

Dennoch sind einige Fragen bisher noch nicht vollstandig geklart. Der Gesamtbeitrag
der miRNAs an der Herunterregulierung der ADME-Gene konnte noch nicht genau
erfasst werden. Aulerdem konnte nicht endglltig geklart werden, woher die
entziindungsassoziierten miRNAs stammen. Korrelationsanalysen lassen zwar eine
negative Regulation einiger ADME-Gene in der Leber durch diese miRNAs vermuten.
Allerdings ist letztendlich nicht bekannt, wie hoch die Konzentrationen der
entziindungsassoziierten miRNAs in vivo in der Leber und ob diese ausreichend sind,
um ADME-Gene bei Entziindung negativ zu regulieren. Einige dieser Fragen konnten
mithilfe klinischer Studien oder Ko-Kultur Modellen geklart werden.
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