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1. Zielsetzung

Menge und Zusammensetzung unserer Nahrung sindreaktdie wesentlichen Einfluss
auf unsere Gesundheit, die Entstehung und den Wertan Erkrankungen nehmen. So ist
zum Beispiel der Typ 2 Diabetes wegen der Assamatmit einem erhohten
Korpergewicht, also chronisch zu hoher Energiedufre durch die Nahrung, als
zumindest teilweise ernahrungsbedingt anzusehem &pidemiolgische und auch
okonomische Bedeutung ergibt sich aufgrund der lmmeemden Pravalenz des Typ 2
Diabetes in industrialisierten Nationen und der V&te ihrer Folgeerkrankungen
insbesondere atherosklerotischer Natur. Die in Aéplogie des Typ 2 Diabetes
involvierten Prozesse finden zu einem grof3en TilEbene der Genregulation statt und
bendtigen bis zur Manifestation der Erkrankung afsmlangere Zeitraume, dies ist der
Grund fur die heute nicht mehr zutreffende Bezaicignals ,Altersdiabetes”, in Zeiten
schlechter Erndhrungslage trat die Krankheit endtéheren Alter auf.

Neben der reinen Quantitat der Nahrung spielt beym 2 Diabetes auch die qualitative
Zusammensetzung der Nahrung eine Rolle. So sctieirtibhere Anteil von ungesattigten
Fettsauren in Fisch und pflanzlicher Nahrung eirégntive Wirkung zu entfalten. Grund
hierfir ist unter anderem die im Vergleich zu gegtn Fettsduren erhdhte Aktivitdt am
nuklearen RezeptoPeroxisomen Proliferator-aktivierter Rezeptor (PPAR) und die
hierdurch bedingte Beeinflussung der Genexpres$den.PPAR Rezeptor greift hier an
grundlegender Stelle in die Genese des Typ 2 Desbein und senkt zum Beispiel die
Insulinresistenz peripherer Gewebe, also einen msigen Faktor in der Atiologie der
Erkrankung und stellt somit ein optimales Targetdi# Behandlung und mdglicherweise
auch Pravention dieser Erkrankung dar.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es nun, @ewund Arzneipflanzen auf eine
Aktivierung des PPAR und eine hierdurch bedingt iatig antidiabetische Wirksamkeit
hin zu untersuchen. Zum einen sollte ein mdglicMgirkmechanismus fir eine
volksmedizinisch oder auch praklinisch postuliedatidiabetische oder praventive
Wirksamkeit dieser Pflanzen aufgezeigt werden, zanderen sollten die aktiven

Prinzipien dieser Pflanzen isoliert werden.
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2. Einleitung

2.1. Nukleare Rezeptoren

2.1.1. Allgemeines, Funktion und biologische Wirkun g

Nukledre Rezeptoren stellen eine Klasse nukleadsr @unachst auch im Cytosol
lokalisierter Proteine dar, die als Transkripti@ksbren fungieren.

Im Gegensatz zu den Liganden membranstandiger Reeapsind die Liganden nukle&rer
Rezeptoren lipophil und dadurch membrangangig.

Als Proteine, welche zwar im Cytosol synthetisieverden, ihre Wirkungen aber
Uberwiegend im Zellkern entfalten, enthalten sidlk@en-Translokationssignale, welche
ihre Verteilung zwischen Cytosol und Zellkern regrén. Diese Translokationssignale
kénnen beim Apo-, also dem nicht Ligand gebundeRazeptor durch andere Proteine
maskiert werden, wie etwa beim Glucocorticoid Réaeplurch Hitze Schock Proteine
(etwa HSP60), wodurch der Apo-Rezeptor im Cytosolickgehalten wird.

Durch Bindung eines Agonisten werden sie in einévakKonformation uberfihrt,
dissoziieren von reprimierend wirkenden Proteined binden daraufhin —falls nétig nach
vorheriger Translokation in den Zellkern- an eineesponse Element genannte
Erkennungs-Sequenz innerhalb der Promotor Regreseaion ihnen kontrollierten Gens.
Dort rekrutieren sie Transkriptions-Coaktivatoredie z.B. Histon-Acetylase- oder
Topoisomerase-Funktion aufweisen, und so den zuskridbierenden DNA-Strang
freilegen. Durch die Bindung weiterer Faktoren wirschliel3lich der initiale
Transkriptions-Komplex so stabilisiert, dass die/RRolymerase Il gebunden wird und es
zur Abschrift des entsprechenden Gens kommt.

Neben dieser direkten Gentranskriptions-Aktivierungt von einigen nukledren
Rezeptoren, wie z.B. dem Glucocorticoid-Rezeptane eTranskriptions-inhibitorische
Funktion, eine so genannte Transrepression bekannt.

Diese kann zum einen direkt sein, durch Bindungeemnegatives Response Element,
wobei in diesem Falle aber Corepressoren rekrutverden, welche im Gegensatz z.B.
durch Histon-Deacetylase Funktion zu einer Verdiogtdes Chromatins beitragen und
somit eine Transkription verhindern (direkte Gensiaiptions-Hemmung).

Des weiteren kann eine Transkriptions-Inhibitionratiu nukledre Rezeptoren auch auf

direkten Protein-Protein Interaktionen beruhen, evoéntweder der aktivierte Rezeptor

_2.
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direkt einen anderen Transkriptionsfaktor binded somit entweder von der Bindung an
die DNA oder der Bildung des Transkriptionskompkxdhalt. Dies ist zum Beispiel bei
der Inaktivierung des pro-inflammatorischen KBF (nukle&rer FaktorkB) durch den
aktivierten Glucocorticoid-Rezeptor der Fall [5¢@lich wenn bei der Inhibition von NB
durch Glucocorticoide noch andere Wirkungen zung@&nakommen, etwa die Induktion
des Inhibitors von kB (IkB), welcher durch Bindung an MNMB dessen
Kerntranslokationssignal maskiert und so den Traps&nsfaktor inaktiv halt [10]).

Im anderen Falle kann ein aktivierter Rezeptor Gavatoren der Transkription anderen
Transkriptionsfaktoren entziehen, wobei hier allegd ein kompetitiver Mechanismus
vorliegt, der auf relativen Affinitdten der jewgién Proteine zueinander beruht.

Typische und wohl die bekanntesten Vertreter nukleRezeptoren sind diejenigen, der
lipophilen Hormone, also die der Sexual-, Nebemmegnden und Schilddriisenhormone,
sie stellen aufgrund ihrer hohen Affinitat zu ihrejeweiligen Rezeptor und ihrer

Bindungsspezifitat die ,klassischen* Hormone dar.

2.1.2. Entwicklungsgeschichte

Ligand abhéangige Transkriptionsfaktoren haben sictler Evolution der Metazoen, also
der zum Tierreich gehdrenden Mehrzeller, recht &iitwickelt. Dies ist auch nicht weiter
verwunderlich, bieten sie doch einem OrganismusMigglichkeit Gber Diffusion oder
einen Kreislauf, vermittels diffusibler und im Fallder nukledren Rezeptoren auch
membrangangiger Botenstoffe (Hormone) verschiedgsilen oder auch ganze Gewebe
und deren physiologische Funktion zu koordinief@meser Signalaustausch ist bereits in
der Embryonalentwicklung fur die gerichtete Diffezeerung der jeweiligen Gewebe von
entscheidender Bedeutung und ermdglicht somit @ogath erst die Entstehung von
Vielzellern. Aus eben diesem Grunde weisen nuklddezeptoren viele konservierte
Bereiche innerhalb ihrer Struktur auf, sowohl inmaboger Hinsicht, also im Vergleich
verschiedener Spezies, als auch in Analogie deefRezen einer Spezies untereinander.
So weisen die vielfach als Modellorganismen berut&ruchtfliege Drosophila
melanogaster und der Nematod€aenor habditis elegans, als nicht Vertebraten, Homologe
zu den meisten nuklearen Rezeptoren der Vertebmténnicht aber zu den Steroid-
Hormon Rezeptoren, die demnach relativ spat bei Eetwicklung der Wirbeltiere

entstanden sind und erst im zu den Amphibien gglirKrallenfrosch Xenopus laevis)
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vorkommen [11]. Im Gegensatz dazu steht der zusd€all gehdrige @is-Retinsaure
Rezeptor (RXR), welcher bereits in See-Anemonen @es Stamm der Nesseltiere

gefunden wird und damit entwicklungsgeschichtlielativ alt ist.

Abbildung 1: Vereinfachter phylogenetischer Stammbaum humandearter Rezeptoren nach [12].
Wiedergegeben sind relative Verwandtschaftsverisékn Die Rezeptoren sind zusammengefasst in ihre
Familien durch die arabische Zziffer ganz rechtsihie Gruppen durch den Buchstaben links davono Als
z.B. der Thyroid Rezeptar gehort zur Gruppe A in Familie 1 der nukledrendpgaren (siehe hierzu auch
den Abschnitt Gber die Nomenklatur nuklearer Reagmt und die dort abgedruckte Tabelle, in welcher d

hier verwendeten Abkirzungen erlautert werden).

_| A

RARB B
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2.1.3. Entdeckung

Die ,klassischen® nukledren Hormon-Rezeptoren wardereits ab dem frihen 20.-
Jahrhundert entdeckt, nachdem man das jeweiligenbiorisoliert, zum Beispiel Cortisol
aus der Nebennierenrinde, und aufgrund der biatbgis Wirkung als wirksames Agens
identifiziert hatte. Diese klassischen Hormon-Réaegn konnten daraufhin bereits ab den
siebziger Jahren des 20.-Jahrhunderts als Pradeifgereinigt werden, was aufgrund der
maoglichen Aminosaure-Sequenzierung schliel3lickdibmierung der zugehdrigen DANN,
zum Beispiel des Ostrogen- [13] und des Glucoanidi®Rezeptors [14], im Jahre 1985
erlaubte.

Im Gegensatz dazu, ergab sich die Entdeckung d®ichst als ,,Orphan” bezeichneten
Rezeptoren durch die in den spaten 1980-er Jahmemeii rascher erfolgende
Sequenzierung ganzer Genome. Anhand von Sequenpibigien zu den bereits
bekannten Hormon-Rezeptoren wurden diese ,Orphaa¥eRoren auf der Ebene des
Gens entdeckt und kloniert, lange bevor fur derejegen Rezeptor ein Ligand gefunden
wurde [15]. Hierdurch ergab sich die Benennung ,&kphan“ also Waise, welche
veranschaulicht, dass fir diesen Rezeptor ein digenst noch gefunden werden muss,
oder zumindest zum Zeitpunkt seiner Entdeckung mociit gefunden war.

Auf den 1988 zuerst entdeckten ,Orphan® RezeptoRERstrogenRelated Receptor)
[16] folgten in kurzer Zeit Gber ein Dutzend weger

So wurde der Peroxisomen-Proliferator aktiviertedptor (PPAR) im Jahre 1990 zuerst
Kloniert [17].

2.1.4. Struktur nukleérer Rezeptoren

Nukleare Rezeptoren lassen sich in vier bzw. fupmBnen untergliedern, wobei die
finfte Domane nicht notwendigerweise vorhanden saiss (Siehe Abbildung 2 auf der

nachsten Seite).
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A/B C D E F
DBD  hinge LBD

HN- | njCOOH

AF-1 AF-2

Abbildung 2: Struktureller Aufbau nukle&rer Rezeptoren.

Die Buchstaben A/B bis F bezeichnen Doméanen deleargn Rezeptors, in der Reihe darunter werdds, fal
vorhanden, alternative Namen fir die Domanen artgagewobei diese die teilweise eher gangigen
Bezeichnungen darstellen. Dabei steht DBD fiir DNiAe®@ Doméne, hinge (engl. fir Scharnier) fir die
Domane, die DBD und LBD verbindet, wobei LBD fiiganden-Binde-Domane steht. Die Bezeichnungen
AF-1 und AF-2 werden nicht ganz einheitlich teileeilternativ fur die ganze Doméne verwendet (A&+1
A/B und AF-2 fir die LBD, siehe etwa [18]), teilveai auch enger umgrenzt nur fur die jeweils zur
Aktivierung beitragenden Bereiche innerhalb der Ramdarstellt, wobei dies fur AF-2 zumeist die kK@aR

ist (welche nicht notwendigerweise auch die 12 édixHder LBD ist). AF steht bei beiden fur Aktivigngs-

Funktion. Nahere Erlauterungen im Text.

2.1.4.1. Aminoterminale A/B-Doméane mit Aktivierungs  funktion 1 (AF-1)

Die aminoterminale A/B Domaéne, welche eine Ligama@lhangige Aktivierungsdomane
(AF-1) beinhaltet, stellt eine hypervariable Doméndt der geringsten Sequenz
Konservierung unter den nukledren Rezeptoren das Bpiegelt sich auch darin wider,
dass ihre Lange sowohl mehr als 600 Aminosaurerradpet kann, z.B. beim
Mineralcorticoid Rezeptor, als auch weniger alsAbsinosauren, wie im Fall des Vitamin
A-Saure RezeptorsRetinoic Acid Receptor kurz RAR) [19]. AulR3erdem ist die A/B
Doméane, wohl auch wegen dieser hohen Variabilitatl wer damit geringeren
Vergleichbarkeit, die funktionell am wenigsten targlene Domane. Tatsache ist aber,
dass die A/B Domane vor allem in der AF-1 Regiorodporylierungs-Sequenzen flr
Kinasen aufweist, Uber die der Rezeptor sowohl timekt, als auch in Ligand-
unabhangiger Weise aktiviert werden kann. Uber phaglierung der AF-1 Domaéne,
zum Beispiel durch Mitogen aktivierte Protein Kiaas(MAPK), lasst sich die Aktivitat
des Rezeptors somit mit dem Zellzyklus und Sigaaiduktionsmechanismen

membranstandiger Rezeptoren koordinieren.
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So kann etwa der Ostrogen Rezeptor durch Phospdramyy am Serin 118 sowohl
synergistisch zu Ostrogen [20], als auch Ligandshéagig [21] aktiviert werden, was
zumindest einen Mechanismus zur Entstehung vonsiegen gegen den (Partial-)
Antagonisten Tamoxifen darstellt.

Ebenso kann der adipogenetisch wirkende PERARurch Insulin vermittelte
Phosphorylierung des innerhalb der AF-1 Domane ggelen Serin 112 (PPAR
entspricht Serin 84 in PPAR aktiviert werden [22]. Allerdings wurde gezeidgss eben
jene Phosphorylierung vermittels anderer mitogestenuli -etwa des Epidermal Growth
Factors (EGF) oder des Platelet Derived Growth dfac(PDGF)- den Rezeptor auch
inaktivieren kann [23]. Die Tatsache, dass die Bhosgy/lierung an derselben Stelle, aber
durch unterschiedliche Reize vermittelt, im einexld=zu einer Aktivierung, im anderen
aber zu einer Inhibition des Rezeptors fuhren kdegt nahe, dass hierbei weitere
Mechanismen involviert sind (zur Diskussion diedeiskrepanz siehe auch [24]).
Isoformen eines bestimmten Rezeptors unterschestten Uberwiegend in ihrer A/B-
Doméne, wobei es durch Nutzung unterschiedlichemBtoren zu Transkripten kommt,
welche sich in ihrer Lange unterscheiden. So gibesva vom PPAR zwei Isotypen,
wobei PPAR, aminoterminal 28 Aminosauren langer ist, ansonsieer identisch mit
dem PPAR; (der ebenfalls beschriebene PRARtellt lediglich eine splice Variante der
PPARy mRNA dar, das resultierende Protein ist ebenRHARY;).

2.1.4.2. DNA-Binde-Doméane (DBD) oder C-Domane

An die A/B Doméane schlief3t sich in Richtung auf @arboxy-Terminus die DNA-Binde-
Doméne an, welche die am meisten konservierte Reagiber den nuklearen Rezeptoren
darstellt. Sie besteht aus etwa zwischen 40 bisArhosauren mit einer Kern-Sequenz
aus etwa 65 Aminoséauren und verfugt bis auf wekigenahmen [18] Uber zwei Zink-
Finger Motive, welche die Bindung an die jeweiliggkennungssequenz, also das
Response Element, auf der DNA vermitteln. DiesekZimger Motive beinhalten hoch
konservierte Cystein Reste [19] und tragen teileveisr Dimerisierung mit einem Co-
Rezeptor bei [25]. Die beiden Zink-Finger sind datieylogenetisch distinkt, und werden
auch von verschiedenen Exons kodiert. Der erstgefihildet die so genannte P-Box, bei
der jeweils zwei Cysteine, getrennt durch je zwelidosauren, Anfang und Ende einer
Helix aus etwa zwolf Aminosauren bilden, welche atiuiKoordination eines Zink-lons
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durch die Cysteine stabilisiert wird. Auf diesesten Zink-Finger folgen etwa 15 weitere
Aminosauren, an die sich der zweite -auch als D-Bezeichnete- Zink-Finger anschliel3t.
Dieser unterscheidet sich durch einen stérker tfaesis Charakter vom ersten. Des
weiteren kdnnen hier zwischen den beiden CysteardPhamehr als zwei Aminosauren
eingefligt sein und schlief3lich kann eines in ddixHies zweiten Zink-Finger enthaltenen
Cysteine unter Verkirzung der Helix in die Koordioa des Zinks eintreten und das
Carboxy-terminale Cystein aus dieser Koordinatiothassen [19].

Sowohl der erste, als auch der zweite Zink-Finggdremen in ihrer Sequenz fir die
Spezifitat der DNA-Erkennung [26] maf3geblich zunseund in Abh&ngigkeit vom
Bindungspartner fir die Rezeptor-Dimerisierung PB- Die Nutzung des
Dimerisierungs-Interfaces innerhalb der DBD scheifgrdings nur bei Bindung an eine
Direct Repeat (siehe unten) Erkennungssequenz chégli sein [30].

An die Zink-Finger Motive schliel3t sich ein Carbekgrminal Extension (CTE) genannter
Bereich an, welcher neben den beiden Zink-Fingdicete als dritte Helix spezifischen
Kontakt zur DNA zu vermitteln vermag [31-33]. Wieekéuche mit Fusionsrezeptoren
nahe legen, bei denen die DBD verschiedener Razgptgegen die DBDs anderer
Rezeptoren ersetzt wurden, scheint die DBD aussdlidh fur die Spezifitdt der Bindung
an das entsprechende DNA Element verantwortlickenu [19].

2.1.4.3. hinge region (Domane D)

vermittelt die flexible Verbindung zwischen DNA-Bia-Domane und Liganden-Binde-

Domane.

2.1.4.4. Liganden-Binde-Doméne (LBD) (Doméne E) und darin enthaltene
Ligand-abhangige Aktivierungsfunktion 2 (AF-2)

Die Liganden-Binde-Domane stellt -wie sich bei d&riabilitdt der Liganden erwarten
lasst- wiederum eine weniger konservierte Domane dia mehrere Funktionen erfullt.
Zum einen stellt sie die Bindetasche fur den Ligambereit, zum anderen stellt sie die
Moglichkeit zur Dimerisierung mit einem Co-Rezeptdar und verfugt auf ihrer
Oberflache Uber Bindestellen flr interagierendedtne -also Transkriptionsfaktoren wie

Corepressoren  oder  Coaktivatoren- und durch  Akiwig freigelegte
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Kerntranslokationssequenzen sowie zumeist eine  ndiga abhangige,
Transaktivierungsdoméne (AF-2), welche den am Héoh&onservierten Bereich der
Liganden-Binde-Doméne darstellt.

Die Liganden-Binde-Doméane besteht aus 12 (11-d3jelices, von denen die am
weitesten carboxyterminal gelegene Helix 12 (per fii®n, muss nicht
notwendigerweise die 12. der Helices dieser Dons&n@) die AF-2 Funktion verkdrpert.
Diese Helix 12 stellt sowohl den Zugang zur Bindstagche, als auch deren Verschluss
dar, weshalb man hier vom Mouse Trap (Mausefaldoylell spricht, da im Falle der
Ligand Bindung Helix 12 mit dem Liganden schwachedselwirkungen eingeht und
dadurch die vorher offenen Bindetasche nach auidevom hydrophilen wassrigen Milieu
abschirmt und so die Affinitat zum lipophilen Ligden maf3geblich erhoht [16, 18]. Die
AF-2 Domane bietet in dieser aktivierten Form Hreterotein-Interaktionsoberflachen,
etwa LXXLL-Motive zur Bindung von Co-Aktivatoren daln inaktiver Konformation
bietet die AF-2 Domane hierbei Transkriptions-Coesporen wie SMRT Slencing
Mediator for RARs und TRs, aber auch fur andere) und N-CoRu¢lear Receptor
CoRepressor) Kontaktflachen zur Interaktion. Dieseetaktion scheint zumindest bei
einigen Rezeptoren essentiell fur die RepressianRiezeptors zu sein, ja geradezu die
Aktivitat des Rezeptors erst zu verhindern, da zbBim Glucocorticoid Rezeptor
Mutanten, welche die Liganden-Binde-Domane und talei AF-2 nicht mehr enthalten,
konstitutiv, also Ligand-unabhangig, aktiv sind [358].

Die Aktivierung nukleérer Rezeptoren durch ihregdnden ist damit durch die Ligand-
induzierte Konformationsanderung der AF-2 Domaned udie dadurch bedingte
Dissoziation der Corepressoren unter Freilegunglictigy Interaktions-Oberflachen flr
Coaktivatoren zu erklaren.

Beim Constitutive AndrostanRezeptor (CAR) hingegen ist das Gegenteil der Mal.
diesem konstitutiv aktiven Rezeptor hat die AF-2 dir Aktivierung nétige Konformation
ohne einen Liganden gebunden zu haben, lasst Bathdarch Bindung von Testosteron-
Metaboliten wie &(3a-Androstan)-ol in eine inaktive Konformation Ubdrfén [36],
wobei sich diese Hemmung durch Cytochrom Indukte@n Phenobarbital-Typ, in einer

nicht AF-2 oder Liganden-Binde-Domane abhangigerms®/eiberkommen lasst [37-39].
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(a) Apo-LBD (b) Holo-LBD (c) Antagonist-LBD

trends in Pharmacological Sciences

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Liganden-Binde DonNuideé&rer Rezeptoren. Gegenuiiber der
Apo-Form ist die konformative Lageanderung der ¥dR (rot) in der Holo-Form des Rezeptors klar
ersichtlich. Weitere essentielle konformative Andegen umfassen Helix 10 und 11, welche nach der

Bindung eines Liganden eine einzige Helix bildeus[40])

2.1.4.5. Doméane F

Stellt den Carboxy-terminalen Rest nuklearer Rewept dar, welcher auf die AF-2
Domane folgt. Uber seine Funktionen ist wenig bekaBei einer groRen, wenn nicht der
Uberwiegenden Anzahl, nukledrer Rezeptoren istidt worhanden, weshalb diese dann

nur aus 4 statt der maximal méglichen 5 Doméanetehes.
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2.1.5. Nomenklatur und Familien der nukledren Rezep toren

Fur die Nomenklatur nuklearer Rezeptoren gilt dais1 \Wuclear Receptors Nomenclature
Committee in ,A unified nomenclature system for tieclear receptor superfamily” [12]
festgelegte Klassifizierungssystem, welches vorarfrgtional Union of Basic and Clinical
Pharmacology Committee on Receptor Nomenclature @Bnay Classification (NC-
IUPHAR) als vorlaufiges Benennungssystem akzeptievurde. Nach diesem
Klassifizierungssystem werden nukleare Rezeptoekemnzeichnet durch die Buchstaben
NR (fur ,Nuclear Receptor”) gefolgt von einer arstiien Zahl, welche fir die Rezeptor-
Familie steht, welcher der jeweilige Rezeptor algelDarauf folgt ein Grol3buchstabe
welcher die Gruppenzugehdrigkeit ausweist, eindaneiarabische Zahl beschreibt dann
den individuellen Rezeptor.

Dies soll veranschaulicht werden am Beispiel deBRP Rezeptors, fir den nach dieser
Nomenklatur die Bezeichnung NR1C1 gilt: NR1 steéhtriukledrer Rezeptor der Familie
1, zu der z.B. noch gehéren, der Thyroid HormoneRear (TR), der Retinsdure Rezeptor
(RAR), der Vitamin D Rezeptor (VDR) und mehrere g@rphan“ Rezeptoren.

Das C in NR1C1 steht innerhalb der Familie 1 nuide®&ezeptoren fir die Gruppe der
Peroxisomen-Prolifeator aktivierten Rezeptoren (RPAit allen Subtypen (Paralogen)
und die letzte 1 in NR1C1 beschreibt schliel3lich BRARx, einschliel3lich aller eventuell
vorhandenen Rezeptor Isoformen.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick ber derzeit bekarmtkledre Rezeptoren des Menschen.
Die Familien 4, 5, 6 und 0 umfassen ausschliefigbhan Rezeptoren, Familie 3 umfasst
abgesehen vom ERR ausschlieBlich die ,klassiscltetoid-Rezeptoren, Familie 2
besteht wiederum nur aus -zumindest urspringliciph@n Rezeptoren, mit dem hier
herauszuhebenden 9-cis Retinsaure Rezeptor urgt@iee Familie 1 schlief3lich umfasst
neben ,klassischen* Hormonrezeptoren wie dem TllyrdRetinsdure- und Vitamin D-
Rezeptor wiederum Orphan Rezeptoren, wobei flUredeser zumeist bereits Liganden
gefunden wurden. Von den hier aufgefihrten Rezeptaler Familie 1, abgesehen vom
Reverse erbA, welcher Homodimere bildet, und de®RFBDbtypen, welche als Monomere
binden, heterodimerisieren alle mit dentiS-Retinsaure Rezeptor, wahrend die Familie
der Steroid-Rezeptoren (Familie 3) als Homodimeradi@ DNA binden, bzw. ERR als
Monomer. Familie 2 bildet vorwiegend Homodimere. Familie O wurden solche
Rezeptoren zusammengefasst, die weder zueinarmigr,z2u andern Familien in engerer

Verwandtschaftsbeziehung stehen.

-11 -
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Tabelle 1

Nukle&re Rezeptoren des Menschen

Familie  Gruppe Trivial Namen Gen Abkiirzung Ligand
A Thyroid Rezeptor NRI1AL TRa L-Thyroxin, L-Thyronin
NR1A2 TRB
NR1B1 RARa
B Retinsaure Rezeptor NR1B2 RARB Retinsaure
NR1B3 RARy
NR1C1 PPARa
C Peroxisomen proliferiender Rezeptor NR1C2 PPARpB Fettsauren
NR1C3 PPARy
D Reverse erbA NR1D1 Rev-erba orphan
1 Rev-erbf
NR1F1 RORa Cholesterol(-sulfat)?
F RAR-related orphan Rezeptor
P P NR1F2 RORp Retinolséure
NR1F3 RORy
Liver X Rezeptor NR1H3 LXRa Oxysterole
H NR1H2 LXRB
Farnesoid X Rezeptor NR1H4 FXRa Gallensauren
NR1H5 FXRB -
Vitamin D Rezeptor NR1I1 VDR Vitamin D (Colecalciferol)
I Pregnan X Rezeptor NR1I2 PXR Xenobiotica
Constitutiver Androstan Rezeptor NR1I3 CAR Xenobiotica
A Human nuclear factor 4 NR2A1 HNF4a orphan
NR2A2 HNF4y
NR2B1 RXRa
B Retinoid X Rezeptor NR2B2 RXRB 9-cis-Retinséaure
NR2B3 RXRy
2 C Testis Rezeptor NR2C1 TR2
NR2C2 TR4
E Tailless NR2E2 TLL
Photoreceptor-specific nuclear receptor NR2E3 PNR orphan
Chicken ovalbumin upstream promoter- NR2F1 COUP-TFI
F tranSCriptiOn factor NR2F2 COUP-TFII
ErbA2-related gene-2 NR2F6 EAR2
A Estradiol Rezeptor NR3AL ERa Estradiol
NR3A2 ERB
NR3B1 ERRa orphan
B Estradiol Rezeptor related receptor
P P NR3B2 ERRB Diethylstilbestrol
3 NR3B3 ERRy
Glucocorticoid Rezeptor NR3C1 GR Cortisol
c Mineralcorticoid Rezeptor NR3C2 MR Aldosteron
Progesteron Rezeptor NR3C3 PR Progesteron
Androgen Rezeptor NR3C4 AR Testosteron
NGF-Induced factor B NR4A1 NGFIB
4 A Nur related factor 1 NR4A2 NURR1
Neuron-derived orphan receptor 1 NR4A3 NOR1
5 A Steroidogenic factor 1 NR5A1 SF1 orphan
Liver receptor homologous protein 1 NR5A2 LRH1
6 A Germ cell nuclear factor NR6A1 GCNF
0 B DSS-AHC critical region on the chromosome gene 1 NROB1 DAX1
Short heterodimer partner NROB2 SHP

-12 -
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Tabelle 2 Nomenklatur nukleéarer Rezeptoren (modifiziertm§is]).

Unter Abkirzung ist der gegenuber der korrekteneBdmung gangigere Trivialname aufgefiihrt. Orphan
bei Ligand bedeutet, dass ein Ligand derzeit ri@diiannt ist. Englische Bezeichnungen wurden Ubarset
soweit dies moglich war. Teilweise wurde nur firegeptor* die deutsche Schreibweise bernommen.
Einige Namen sind nicht zu iibersetzen, unter andeda eine Ubersetzung jeglichen Zusammenhang mit
der Abklirzung zerstéren musste. Mischilbersetzutegerhen da auf, wo ein Bezug zu einem Ubersetzbaren
Rezeptor im Namen erscheint, etwa beim ERR. Di&w®gehen erscheint wenig einheitlich, die einzige

stringente Methode aber wére Uberhaupt nicht zusébzen.

2.1.6. Erkennung der DNA
2.1.6.1. Erkennungssequenzen auf der DNA / Response  Elemente

Nukledre Rezeptoren binden an hexamerische Erkgssaguenzen auf der DNA, welche
man als Hormon Response Elemente (HRE) oder einfiachResponse Element (RE)
bezeichnet. Diese Response Elemente liegen daberhialb der Promotor Region des
jeweiligen Gens, in Nachbarschaft zu Bindestellanahdere Transkriptionsfaktoren, etwa
der TATA-Box fur das TATA-Binde-Protein (TBP). Abgehen von einigen der Orphan
Rezeptoren, die als Monomere ihr Response Elemékenmen, binden nukleare
Rezeptoren entweder als Homodimere oder als Heteeod mit dem s Retinsaure
Rezeptor (RXR) an die DNA, wobei der jeweilige Biumgspartner wiederum eine
hexamerische Erkennungssequenz auf der DNA erk8BptUnter Berticksichtigung der
Sequenz auf dem Gegenstrang ergibt sich deshathefireiden Hexamere eine mehr oder
weniger exakte palindromische Sequenz. Zwischen laEden erkannten Hexameren
kénnen zwischen null bis acht Nukleotide eingefiggh, wobei die Anzahl der Nukleotide
an dieser Stelle von entscheidender Bedeutungwsticher Rezeptor das jeweilige
Response Element erkennt. Des Weiteren gibt esrsédiiede bezuglich der Leserichtung,
also der Orientierung des Rezeptors relativ zur DINFan unterscheidet Direct Repeat
kurz (DR), wenn beide Hexamere in Leserichtungy &lsn 5’ nach 3’, angeordnet sind,
Everted Repeat (ER), wenn die Leserichtung jedesirers von innen nach auf3en ist und
Inverted Repeat (IR), wenn beide Erkennungssequeszieinander zulaufen [25]. Da die
Konsensussequenzen der Hexamere fur die jewegdigttn Rezeptoren nahezu identisch
sind [41], kommt der Orientierung des Response Etdgm neben der Anzahl der
eingeschobenen Nukleotide wesentlicher Anteil tesi diskriminierung der Rezeptoren

unter den verschiedenen Response Elementen zu.
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aktivierbar

L Rezeptor Art des Response Konsensus- durch
Dimerisierungspartner Familie Rezeptor Elements Sequenz RXR-
Agonist
2 RXR DR-1/IR-0 +
PPAR DR-1 +
R AGGTCA ;
RAR DR-1 (Repressor) nein
RXR DR-5/DR-2/IR-0/ER-8 +
1 FXR IR-1 +
VDR DR-3 (AIG)G(GIT)TCA nein
LXR DR-4 +
TR DR-4/IR-0/ER-6/ER-8 _ (A/G)GGTCA nein
ER (AIG)GGTCA
PR
Homodimere 3 GR IR-3 -
AGAACA
MR
______ AR
3 ERR tcAGGTCA
Monomere 1 ROR NR (no repeat) WWCW(A/G)GGTCA -I-
4 NGFIB aaAGGTCA
Mono- / Homodimer 1 rev Erb NR / DR-2 WwawnAGGTCA -I-
Mono-/ RXR-Heterodimer 2 COuUP DR /IR (A/G)GGTCA -/-

Tabelle 2: DNA-Bindung durch nukledre Rezeptoren nach [25, 41]

Zu den Rezeptor Familien und den Abkirzungen férRiézeptoren siehe auch Tabelle 1. Es bedeuten: DR:
Direct Repeat, IR: Inverted Repeat, ER: EvertedeRepErlauterungen im Text. Basen: W = A oder 5 N

A, T, G oder C.

Auch kommt es vor, dass je nach Response Elemeeiches erkannt wird,

unterschiedliche Funktionen erfillt werden. So ¢ RAR/RXR Heterodimer an DR-1
Response Elementen teilweise Transkriptions-intilsithe Funktion, statt einer
Transkriptions-Aktivierung [42].

Zur eindeutigen Kennzeichnung der Art eines Respd@ilsments gibt man das Kurzel far
die Orientierung an, also etwa DR fur Direct Repgafolgt von einer arabischen Zahl flr
die Anzahl der eingeschobenen Nukleotide.

Konsensus-Sequenz fur die hexamerische Sequenz, di¢s Halfte eines Response
Elements, ist bei Familie 3, also der Familie der&d-Rezeptoren, das Motiv AGAACA.

Ausnahmen sind der Estrogen Rezeptor Related Rezeptlcher als Monomer bindet
und der Ostrogen Rezeptor, welche wie die meistetier@n Rezeptoren AGGTCA
erkennen. Naturlich sind diese Konsensus-Sequernaeabel und in den tatsachlich
vorkommenden Response Elementen kaum einmal idgalirklicht. Aus der Tatsache

aber, dass die meisten Rezeptoren &hnliche Hexaragkennen und durch die
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Dimerisierung, entweder mit einem Rezeptor desselbgps oder mit RXR, wegen
gleicher Erkennungssequenz auch keine grol3ere figemingefuhrt wird, lasst sich
darauf schlieen, dass andere Elemente fir die uBgsbpezifitdt zumindest mit
verantwortlich sein mussen. Auch der Kontext, im dias jeweilige Response Element
eingebettet ist, beeinflusst die Affinitdt des R#pes zu seinem Response Element und
kann somit auch zur Bindungsspezifitdt beitragemisd vom Thyroid Rezeptor und von
den als Monomeren bindenden Rezeptoren, welche ya @ne hexamerische
Erkennungssequenz aufweisen, bekannt, dass eing, khatlche carboxyterminal der
Zink-Finger in der DNA-Binde-Domane gelegen istt@@minal extension kurz CTE) die
Kontaktflache zur DNA erweitert [25, 32, 33].

Zu einem weiteren Teil ist fur die Spezifitit deezZeptoren in der Bindung an ihr
Response Element natirlich die unterschiedliche gbeexpression der Rezeptoren
verantwortlich. So werden etwa die Sexual-Hormoadpeéoren in vielen Geweben nur in
geringsten Mengen exprimiert und kénnen damit tiatiimicht an Response Elemente
binden und damit zur Gen-Transkription fihren. &ies gilt auch fiir andere Rezeptoren.
Ebenso kénnen Response Elemente im jeweiligen GeweliHeterochromatin verborgen
liegen, welches so dicht kondensiert ist, dassres @ranskription nicht mehr zuganglich

ist.

2.1.6.2. RXR-Heterodimere / Heterodimere mit dem 9- cis Retinsaure

Rezeptor

Die meisten Mitglieder der Rezeptor-Familien 1 uhdwelche einander phylogenetisch
naher stehen als den anderen Rezeptorfamilienerbildeterodimere mit dem ®&s
Retinsaure Rezeptor (RXR). Bei diesen fungiert R¥d&bgesehen von den beiden
hochaffinen Mitgliedern der Familie, dem Vitamin®ezeptor (VDR) und dem Thyroid
Rezeptor (TR)) nicht nur als stiller Bindungsparfneondern durch Bindung eines
Agonisten auch als Transkriptions-Aktivator, auchnua, wenn sein Bindungspartner
keinen Agonisten gebunden hat [25]. Beim Thyroidzétgor hingegen, kann dieser die
Affinitat des RXR zu seinem Liganden senken undisgeniber dem RXR als Repressor
fungieren [43].

Trotz dieser zentralen Bedeutung de<i®-Retinsdure Rezeptors (RXR) fur die
Transkriptionsaktivitat seines Dimerisierungspagnend umgekehrt dessen Wirkung auf
den RXR, ist die Art dieser Bindung nicht bei alBimdungspartnern stark konserviert. So
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weisen mehrere der RXR-Heterodimere Response Etemanhverschiedenen rdumlichen
Orientierungen der Rezeptoren zueinander auf. DR Bnd der TR z.B. werden sich an
einem Direct Repeat Element einander andere Obbé#ia prasentieren, als an einem
Inverted oder Everted Repeat es sei denn es besiebtfreie Drehbarkeit um 180°
zwischen DNA-Binde-Doméne und Liganden-Binde-Domé&heach kann im Falle eines
Direct Repeat die DNA-Binde-Doméane zur Dimerisigyuoeitragen, wahrend dies bei
Inverted oder Everted Repeats wegen der dann vem&@nd konformativen Lage der
Doménen zueinander nicht mdglich ist [25].

Bei den DR3, DR4 und DR5 RXR-Heterodimeren nimmt &XR die 5upstream
Halbseite des Response Elements in Anspruch [27448An DR-1 Elementen hingegen
dreht sich diese Polaritdt um und RXR besetzt doel8r downstream Hélfte des Response
Elements [25], so etwa beim als Transkriptions-Repor (s.0.) wirkenden RAR/RXR
Dimer [45], welches an DR-1 Elemente bindet und d#en Peroxisomen-Proliferator
aktivierten Rezeptoren [46, 47].

Wie bereits weiter oben angefiuhrt, tragt neben Skxuenz auch die Art des Response
Elements zur Diskriminierung der Rezeptoren gegenden Response Elementen bei. Im
Falle der RXR-Heterodimere tritt beim Direct Repehtrch jede weitere Base, die
zwischen den beiden Hexameren hinzukommt, eine Mdwng der beiden Rezeptoren
gegeneinander um 36° auf, was dazu fuhrt, dass RXR verschiedenen

Dimerisierungspartnern unterschiedliche Kontaktfiicteilen kann.

2.1.7. Orphan Rezeptoren

Die Gruppe der ,orphan® (fir Waise) Rezeptorenlisahe sehr heterogene Gruppe von
Rezeptoren mit Mitgliedern in allen sechs Famiierkledrer Rezeptoren dar. Wie bereits
weiter oben ausgefuhrt, besteht die GemeinsamKeit iarer Mitglieder darin, dass sie
aufgrund von Sequenzhomologien entdeckt und klomarden, bevor ein Ligand fur sie
entdeckte werden konnte. Fir einige von ihnenallem diejenigen, welche Heterodimere
mit RXR bilden -also die meisten Mitglieder der Bptor Familie 1 und RXR selbst-
wurde aber inzwischen ein Ligand gefunden. Im Wudeled zu den Mitgliedern der
Steroid-Rezeptor Familie mit Bindungstaschen vavaeg00 A&, sind die Bindungstaschen
bei diesen Rezeptoren aber um einiges groRer (sunel000 &), ohne das
notwendigerweise auch die Liganden gré3er wareas Rihrt zu geringerer Selektivitat
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und zumeist auch zu geringerer Affinitat bezlglien Liganden. Betrachtet man sich aber
diese Klasse am Beispiel des Pregnan-X-Rezeptdrsemer Funktion als Induktor von
Cytochromen, welche an der Elimination lipophileen$biotica aus dem Organismus
beteiligt sind, so wird der Analogieschluss von dmringen Substratspezifitdt der
Cytochrome zu der geringen Ligand-Spezifitat ihteduktors des PXR augenfallig.
Ahnlich verhalt es sich bei den anderen Orphan Reren, fiir die inzwischen ein Ligand
gefunden wurde, abgesehen vom RXR, welcher bemeitenomolaren Bereich auf seinen
Liganden anspricht. Und so setzt sich diese groftgge der urspringlich als Orphans
entdeckten Rezeptoren eher mit &uf3eren denn neitrirfReizen auseinander.

Im Unterschied zu den ,klassischen® Hormon Rezeptowerden die Liganden dieser
Orphan Rezeptoren also zumeist exogen Uber dieuNghzugefihrt, oder aber sind
zumindest Derivate von Uberwiegend Uber die Nahroogefihrten Grundstoffen, die
noch eine enge Beziehung zum urspriinglichen Molekkgnnen lassen. So stehen etwa
die Gallensauren und Oxysterole, als Liganden desdsoid-X-Rezeptors (FXR) bzw. des
Leber-X-Rezeptors (LXR) dem zumindest teilweise ohir Nahrung aufgenommenen
Cholesterol naher, als zum Beispiel die Sexualhoen&in weiterer Unterschied besteht
darin, dass aufgrund der ausgesprochenen Grol38idéungstasche die Liganden fur
Orphan Rezeptoren zumeist gegenuber den ,klassiscHermonen eine wesentlich
geringere Affinitat zu ihrem jeweiligen Rezeptofaeisen, mit Affinitdtskonstanten ¢
bzw. Aktivierungskonstanten (kg im mikromolaren statt nanomolaren Bereich. Man
konnte zusammenfassen, dass fur diese Untergruppeganze Reihe von nattrlich in
relevanten Mengen in unserer Erndhrung vorkomme&idsstanzen als affine Liganden
bekannt sind, ja einige dieser Rezeptoren, wieRtegnan-X-Rezeptor als Induktor von
Cytochromen, scheinen geradezu geschaffen fir deeidandersetzung des Organismus
mit diesen exogen zugeflhrten Substanz@nobiotica und deren Elimination bzw.
Aufrechterhaltung konstanter Konzentration inndshaines physiologischen Bereichs.
Wahrend  klassische® Hormonrezeptoren, abgesehenn veiner gerichteten
Arzneimitteltherapie, durch exogene Einflisse naritirer Funktion gestort werden
konnen, etwa durch die umwelttoxikologisch releeafdstrogen-artige Wirkung von
Stilben-Derivaten und Weichmachern aus Plastikeisgm zumindest einige der Orphan
Rezeptoren in ihrer Funktion geradezu auf das \fatbasein exogener Reize angewiesen

ZU sein.
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2.2. PPAR - Die Familie der Peroxisomen-Proliferato r aktivierten
Rezeptoren

2.2.1. Allgemeines

In den 1970er Jahren wurde fur eine Reihe von &obsh der Name Peroxisomen
Proliferator gepréagt [48, 49], nachdem man fesalkdtatte, dass sie bei Nagetier-Spezies
in der Leber zu einer Proliferation der Peroxisomdapatomegalie und nachfolgendem
Leberzellkrebs fihren [50-53]. Zu diesen Substanzgehorten unter anderem
Weichmacher vom Phthalsaureester-Typ [54] und dddfidasse der Fibrate [55], fur
welche man bereits in den 1960ern Lipid senkendekif gefunden hatte [56] und die
auch bereits in klinischen Studien eingesetzt wuféé].

Im Jahre 1990 wurde dann von Issemann und Gregndgi7PPARI (NR1C1) kloniert
und als Target der Peroxisomen-Proliferatoren arkarworaus sich der Name
Peroxisomen-Proliferator aktivierter Rezeptor erdaie beiden anderen Subtypen PRAR
(NR1C3) und PPAR(NR1C2) wurden dann 1992 kloniert [58, 59].

Schlie3lich wurde entdeckt, dass Fettsduren in Koinationen, die zumindest im
Blutplasma erreicht werden, die PPARs aktiverenrgbPund somit als endogene, wenn
auch nicht sehr affine, Liganden betrachtet wer#énnen. Schlie3lich wurde 1993
PPARx als Target der Fibrate identifiziert [62] und 19BPARy als Target fur die als
Blutzucker senkend wirkende, bereits in Entwicklu&indliche [63-65], Substanzklasse
der Thiazolidindione erkannt [66], welche wenig tepédals Insulin Sensitiser bekannt

wurde [67] und in die Diabetes Therapie Einzugthiel
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Seit ihrer Entdeckung erfahren die PPARs stetighs@edes Interesse, was zum Teil darin
begrindet liegt, dass zwei der Subtypen bereitszimesth genutzte Arzneistoff Targets

darstellen.

2.2.2. Uberblick

Die drei PPAR Subtypen mit freien Fettsauren aldogenen Liganden stellen einen
nuklearen Sensor dar, welcher den Stoffwechseéire 8edurfnisse bezuglich Lipid- und
Glukose-Homoostase anzupassen vermag. Die PPARilBasduktionswege erganzen
und Uberschneiden sich hierbei an mehreren Statiemen Wirkungen von Insulin und
dem membranstandigen Insulin-Rezeptor, sowie vegitam Energiehaushalt beteiligter
Faktoren und ermdglichen so -Uber die Integratioersehiedener Signale- eine
Feinabstimmung.

PPARs erzielen ihre Wirkungen hierbei tber die kigtun von Enzymen, die im priméren
Stoffwechsel von Fettsauren und Glukose Schlusdleisgen einnehmen.

Abbildung 5: Schematische Darstellung der zelluldren Funktion PPAR am Beispiel des PPRRines
Adipocyten. (aus [68])
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2.2.3. Chromosomale Lokalisation humaner PPARs, Gen organisation,
MRNAs und resultierende Proteine

(siehe auch http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db4iRied unter den

Rubriken: Nukleotide, Gene, Protein. Im Text andpegejeweils die zugehdrige Accesion

Number)
2.2.3.1. PPARa

Das Gen fur den PPAR(GenelD: 5465) liegt auf Chromosom 22 (Locus 22q13.1)
[69], erstreckt sich Uber 83,7 kiloBasen und enti®&lExons. Das mRNA Transkript
(NM_005036) erstreckt sich tber 10 kiloBasen. Dveitere Transkriptvarianten, die sich
in den nicht translatierten Bereichen leicht urdkesden, sind beschrieben. Die kodierende
Sequenz umfasst inklusive Stop-Codon 1407 Baseapdar Exons 3-8 und kodiert
dementsprechend fur ein Protein von 468 Aminosagk# 005027). Es existiert eine
Isoform 2 (MRNA unter NM_032644), wobei das resgudnde Protein carboxyterminal
um 210 Aminosauren verkurzt ist und somit naheruggisamte Liganden-Binde-Domane,
in jedem Falle aber die AF-2 Region eingebil3twataus sich ergibt, dass diese Isoform
nicht aktivierbar ist.

Bei Isoform 1 des PPAR umfasst die Domane A/B die Aminosauren 1-100, RIRD
besteht aus den Aminosauren 101-165, die hingeoRagnfasst die Aminosauren 166-
243, und die Liganden-Binde-Doméane besteht ausda@nosauren 244-468.

2.2.3.2. PPARGJ (auch PPAR 3, FAAR oder NUC1).

Die Bezeichnung PPARwurde gewahlt, weil der humane und andere Saugeid C2-
(PPARY) Isotypen aufgrund geringerer Sequenzhomologehtreindeutig als Homologe
des zuerst beschriebenen PHBARUS Xenopus [58] auszumachen waren [24]. Da diese
Bezeichnung auch die vom NCBI im PubMed bevorz@geeichnung darstellt, werde ich
sie an dieser Stelle fir den NR1C2 benutzen.

Das Gen fur den PPAR(GenelD: 5467) liegt auf Chromosom 6 (Locus 6p21.2
p21.1)[70]. Das mMRNA Transkript (NM_006238) bestabs 3328 Basenpaaren, mit einer
kodierenden Sequenz von 1326 Basenpaaren (in@),Storaus ein Protein (NP_006229)
von 441 Aminosauren resultiert. Auch hier ist eisgform 2 beschrieben (NM_177435),

welche in einem carboxyterminal und damit in der-ABPomane um 80 Aminosduren
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verkirzten Protein resultiert. Bei Isoform 1 besiik A/B Doméane aus den Aminosauren
1-71, die DBD aus 72-136, hinge Region aus 137t2iidie LBD aus 215-441.

2.2.3.3. PPARy

Vom PPAR sind drei Isoformen beschrieben, welche durch thgzunterschiedlicher
Promotoren entstehen. Das Gen fir den PPAERenelD: 5468) liegt mit mehr als 100
kiloBasen [24] auf Chromosom 3 (Locus 3p25) [71dumesteht aus 9 Exons. Beim
PPARy: (NM_005037), mit dem am weitesten upstream gelegétromotor, werden alle
Exons in das Priméar-Transkript Gberfuhrt, wobei daste Exon allerdings ausgesplicet
wird, beim PPAR; [72] wird zusatzlich das 1. Exon ausgelassen, eo&&®AR; und
PPARy; resultieren im selben Protein von 477 Basenpaa¥éh @05028). Beim PPAR
(NM_015869) werden zwar die beiden ersten Exongelassen, dafur wird das dritte
Exon nicht ausgesplicet, wodurch ein StartcodonB84enpaare upstream des bei den
anderen beiden Isoformen genutzten Startcodonsein ndRNA enthalten ist. Das
resultierende Protein (NP_056953) ist somit amimotgal um 28 Aminosauren langer als
die beiden anderen Isoformen und hat somit 505 Asdaren.

Bei PPAR: entfallen auf die A/B Doméane die Aminosauren 1;186f die DBD die
Aminosauren 110-174, auf die hinge Region 175-266 auf die LBD 251-477, bei
PPARy; sind jeweils 28 Aminoséuren zu addieren.

Allen 3 PPAR Subtypen gemeinsam ist, dass dieligizerhaltene mRNA aus 6 Exons
resultiert, ein Exon auf die A/B Domane entfalipeeDomane auf jeden der beiden Zink-

Finger, eines auf die hinge Region und zwei Exéinslie LBD [24].

A/B C D E
DBD hinge LBD
NPPARo a1 101 66  [044 468 coor

hPPARS AN T 72 137 215 441] coor
NPPARy, *n 1 110 175  [251 477} coon

Abbildung 6: Vergleich der Doméanen der drei PPAR Subtypen. eyefpen ist jeweils die Position der
ersten Aminosaure einer Domane, bei der LBD aueHetzte. Dargestellt sind jeweils die Isoformemit
funktioneller LBD. Doméne F fehlt im PPAR (nach R4
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hPPARg aa 203 &Ktt dksPFVly I kfKhitplge
hPPARd aa 167 GKAS ht aPFVI HDi L WKgl vNd p
hPPARa aa 195 i eds GKAS nnpPFVI H L VaKl vaNG g

s2 s3
hPPARg aa 273 II\/NKDGlLis
hPPARd aa 237 i VNKDGE LVA
hPPARa aa 265 vM\KDGTLVA

hPPARg
hPPARd
hPPARa

hPPARg
hPPARd
hPPARa

P-Box D-Box CTE

hPPARg aa 110 ASGFHYGVHA GFFRR Tl RLKLi YDr nEr | hKK sRN F gKCLAvGVSHNAI RFGRMPQAEKeKLI AEI
hPPARd aa 72 ASGFHYGVHA GFFRR Tl RnKLeYeK BeRSEKI QKK NRN F gKCLAlI GVSHNAI RFGRMPr sEKaKLKAEI
hPPARa aa 101 d ASGyHYGVHA GFFRR Tl RLKLvVYDK | KK NRN F hKCLsvGVSHNAI RFGRMPe AEKr KLv Agl
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Abbildung 7: (siehe vorherige Seite) Sequenzvergleich derlirgianen PPARs (nach [24])
Oberer Abbildung: Sequenzvergleich der LBDs
I Aminosauren, die an der Ligand Bindung beteiligtlsi
Aminosauren, die an der Interaktion mit SRC-1 bigtesind
Aminosauren, die wahrscheinlich zur DimerisierungRXR beitragen
Angeben sind auRerdem oberhalb der Sequenzen AREPelixstrukturen (Helix 1-10 und AF-2) und
B-Faltblatter (s1-s4). Kurz vor und am Anfang der-2kegt ein LxxLL Motiv, welches unterstrichen.ist
Untere Abbildung: dito fur DBDs
I Cystein-Reste, welche an der Zink-Koordination tigtesind.
Eingezeichnet sind ferner die P- und die D-Box gouiie C-terminal extension (CTE)
Angabe der Aminosauren im Ein-Buchstaben-Code, Krofistaben stehen fir Aminosauren, die in zwei
der PPARSs identisch sind, bei Identitét in allebtgpen auBerdem Fettdruck.

2.2.4. DNA Erkennung

Wie bereits angefuhrt, binden die PPARs als Hetererk mit RXR Uberwiegend an DR-1
Elemente auf der DNA, wobei PPAR die upstream Hatbsinnimmt, im Gegensatz zu
anderen RXR-Heterodimeren mit DR-3 bis DR-5 Elermenbei denen RXR die upstream
Position einnimmt [46, 47, 73-75]. Neben den DRi&nkenten scheint fur die effektive
Bindung von PPAR an eine Promotor-Region auch ditabkierende Region des DR-1
Elements von Bedeutung zu sein, an welche der PRARer Carboxy-terminal-extension
(CTE), also dem Bereich carboxyterminal des zweiamk-Fingers, der DNA-Binde-
Domane bindet: Hieraus ergibt sich auch die Notwgkwit, dass der PPAR die upstream
Position innerhalb des Heterodimers einnimmt. Zusam mit dieser 5-flankierenden
Sequenz zeigt das Response Element des PPAR Akgitichit dem der als Monomere
bzw. Homodimere bindenden ROR und revdrbund tatsachlich bindet PPAR

zumindest in-vitro als Heterodimer mit RX& an DR-2 Elemente, die die

Erkennungssequenz des ROR und rewaEethalten und wirkt hier als Transkriptions-
Aktivator.Aus der Dimerisierungs-Polaritat ergilths weiterhin, dass -anders als bei
anderen RXR-Heterodimeren- beim PPAR/RXR Heterodinmeir die LBD zur

Dimerisierung beitragt, nicht aber die DBD. Mitvetaortlich hierfir ist eine im PPAR

ungewo6hnlich modifizierte D-Box, welche normalerseeimit einigen Aminosauren zur
Dimerisierung beitragt. Diese weist im PPAR nuridstatt der sonst dblichen flnf
Aminosauren zwischen den Cysteinen des ersten $aafd73]. Bisher bekannte PPREs
enthalten 5’ des DR-1 Motivs eine AT-reiche Sequdiiz die fur die ersten vier Basen
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upstream des DR-1 A(A/T)CT als Konsensus-Sequerianden wurde, so dass als
erweiterte Konsensus-Sequenz fur das Response ilenuer PPARs gilt
A(AIT)CT(A/IG)GGTCA(a/t)AG(G/T)TCA wobei allerdings die natirlich vorkommenden
PPAR Response Elemente keine perfekte Konsensuge®egnthalten [73, 76].

Da die PPAR Subtypen in verschiedenen Geweben gormeiert werden, stellt sich die
Frage nach der selektiven Erkennung der Resporesmeite durch die verschiedenen
Subtypen. Nach [76] scheint PPARN allen (zumindest der hier untersuchten) Respons
Elemente mit der héchsten Affinitat zu binden, veitd PPAR und PPAR mit zum Teil
wesentlich geringerer Affinitdt als PPARaber untereinander etwa im selben Malie
binden. Juge-Aubry et al schlagen in ihrer Arbeit Klassifizierungssystem in starke,
mittlere und schwache Response Elemente vor, wBB#\Ry an den starken DNA-
Bindeelementen kaum starker als PRARINd PPAR bindet, zu den mittleren
Bindeelementen etwa die doppelte Affinitat aufwegi schwachen Response Elementen
aber nahezu ausschlie3lich bindet.

Ein weiterer Aspekt erfasst den praferentiellen edsdimerisierungspartner, also den
jeweiligen RXR-Subtyp. Hierbei zeichnet sich diendenz ab, dass PPARor allem an
schwachen Response Elementen bevorzugt mit\RdiRerisiert, wahrend PPARund
PPARS hier entweder nur wenig diskrimieren, oder aben d@XRa bevorzugen.
Hierdurch mag auch der im jeweiligen Gewebe ko-exjrte RXR-Subtyp als
Dimerisierungspartner auf die PPAR vermittelte Ggnession Einfluss zu nehmen.

In-vitro wurde die Interaktion anderer an DR-1 Elemente dmadér RXR-Heterodimere
mit einem PPRE aufgezeigt z.B. fur HNF-4 und COUR-Jowie die Bindung des PPAR-
RXR-Dimers an ein Ostrogen Respons Element. Oedefunde allerdings-vivo von
Relevanz sind, also zu einer gegenseitigen Beaslilug der Genexpression flhren, ist
derzeit noch unklar [24].

2.2.5. Gewebespezifische Expression und Physiologis  che Funktion

Wie oben angeflihrt, besteht lediglich eine geringgapragte Rezeptor-Selektivitat der
verschiedenen PPAR-Subtypen zu den Response Elemeet regulierten Gene. Der
wesentliche Unterschied besteht darin, dass einRgEsponse Elemente nahezu
ausschlieBlich von PPAR erkannt werden. Somit muss die unterschiedliche
physiologische Funktion der PPAR-Subtypen wesdntiias ihrem Expressionmuster in

den jeweiligen Gewebetypen resultieren. Dies sfiiegeh auch beim pharmakologischen
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Angriff an den PPAR Rezeptoren durch Arzneistofieder, bei dem sich die erzielten
Effekte hauptsachlich durch die unterschiedlichéigéwebe erklaren lassen. Neben der
entwicklungs-physiologischen Bedeutung von PPAR,diel an dieser Stelle nicht naher
eingegangen werden soll, entfalten die PPARs inltelu Geweben vielfaltige
physiologische Funktionen, wobei sie vorrangig dei Lipid- und Glukose-Homdostase
mitwirken und hier vornehmlich die Expression voRARa in der Leber und die von
PPARy im Fettgewebe fur diese Wirkung verantwortlichdsiDaneben werden die PPARs
aber auch in vielen anderen Geweben exprimiert, @age ihrer pleiotropen Effekte
verstandlich macht, etwa die experimentell, pragth und zum Teil auch klinisch
beobachteten antientziindlichen Effekte von PPARMsien [77-99].

Wie auch von anderen nukledren Rezeptoren bekarhizieren PPAR Agonisten die
Expression von PPAR selbst [100-102].

2.251. PPARa

Die Leber stellt eines der Organe bzw. Gewebetypirder hdchsten Expressionsrate an
PPARx dar [103-107]. Anhand dieses Expressionsmustaggtesich die vorrangige
Funktion von PPAR, namlich die Regulierung des Lipid-Stoffwechsdis.der Leber
reguliert der PPAR, wenn er auf erhdhte Konzentrationen seiner enumgd.iganden
also langkettiger Fettsauren trifft, die Expressioron Apolipoproteinen und
Lipoproteinlipasen. Dies bewirkt eine erhéhte Aufimee vor allem von VLDL (Very Low
Density Lipoprotein) aus dem Blut in die Leberzel@lso des Typs von Lipoprotein
welcher einen relativ hohen Anteil an Triglyceridaamd (etwas geringer) an
Cholesterolestern enthalt. Ferner werden in dertzdtle diejenigen Proteine vermehrt
exprimiert, welche an der intrazellularen Bindumegidr Fettsduren (FABP — Fatty Acid
Binding Protein) und deren Verwertung (Acyl-CoA-@ase und Acyl-CoA-Synthase)
beteiligt sind.

Die physiologische Funktion besteht also darin,6bté Blutspiegel an Fettsauren zu
erkennen und in ein gegen-regulierendes Signal setzen. Diese Wirkung macht man
sich medizinisch beim Einsatz der Fibrate -als Agfem des PPA&- bei Hyperlipiddmien
zunutze. Hierbei kommt es primér zu einer Senkueg Tiglycerid-Werte, durch die
gleichzeitige Aufnahme von Cholesterol werden dllgs sekundar auch dessen

Blutwerte gesenkt. Durch die vermehrte Expression Apolipoproteinen kommt es
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aul3erdem zu einem Anstieg des HDL-CholesterolsiiiEarhinaus wird der PPARauch
im Herzen, der Niere, der Skelettmuskulatur, imi3gm Intestinum, in Keratinocyten und
in Immunzellen, teilweise allerdings erst nach kttn, in relevanten Mengen
transkribiert und exprimiert [82, 85, 106, 108-112]

2.25.2. PPARy

Wird vornehmlich im Fettgewebe exprimiert und niminier wesentlichen Anteil an der
Ausreifung der Pra-Adipocyten [104, 113-115]. Duddn regulatorischen Eingriff in die
Expression der Proteine, die fur eine ausreicheN@esorgung der Fettzelle mit
Nahrstoffen sorgen, fuhrt eine Aktivierung von PRARaul3erdem zu einem
GroRRenwachstum der Fettzelle und damit zu einerekptpsie des Fettgewebes. Hierbei
nimmt préaferentiell allerdings das subkutane Fettj®e -also das Speicherfett- zu, im
Gegensatz zum intraabdominalen Fettgewebe, weldsss schnellen metabolischen
Verwertbarkeit dient [116-119]. Neben der vermehrfaifnahme von Lipiden aus dem
Blut, analog der PPAR induzierten Aufnahme von Lipiden in die Leber, desht dies
vor allem auch durch eine vermehrte Glukose-Aufr@hraber Induktion der
entsprechenden Transport-Proteine etwa der Glukesgsmembran-Transporter GLUT-2
und GLUT-4 [120-123]. Da das Fettgewebe allerdimgszu einem geringen Anteil an der
Glukose-Verwertung beteiligt ist, im Gegensatz zgoergestreiften Muskel-Gewebe,
welches PPARNnur gering exprimiert, ist der Blutzucker senkeigiefluss einer PPAR
Aktivierung allein tber diese Effekte noch nichseaichend erklart.

Vielmehr spielt bei der zu beobachtenden PPARermittelten Senkung des
Blutzuckerspiegels und der gesteigerten Wirksamkait Insulin unter dem Einfluss von
PPARy-Agonisten auch der Eingriff in die Freisetzung wdipoycten-Mediatoren etwa
des Tumor Nekrose Faktoos (TNFa) und Leptin eine Rolle. Auf diese Art und Weise
wird die Insulin-Resistenz, welche typischerweisé emem Typ Il Diabetes einhergeht,
durch PPAR antagonisiert.

PPARy knock-out Experimente geben Aufschluss Uber die Aidtagonisierung der
Insulin-Resistenz verantwortlichen Gewebe. Wahrémminozygote PPAR knock-out
Mause aufgrund plazentéarer Insuffizienz die embay@ihase tberleben, konnten sowohl
Fett- als auch Muskel-gewebespezifische homozydoteck-out Mause hergestellt

werden. Die Fett-Gewebe spezifischen knock-outs Mmisuche mit Fett-Gewebe
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insuffizienten Tieren, haben hierbei die essertiBlblle dieses Gewebetyps und des hier
exprimierten PPAR flir die Antagonisierung der Insulin-Resistenz esen, da beides zu
Tieren fuhrte, welche Insulin-Resistenz entwickelfg24-127]. Dartber hinaus fihrt die
Muskel-Gewebe spezifische Deletion des PRARrotz der hier sehr geringen
Expressionsrate, aber auch zu Insulin-resistenienei [128-131].

FUr den unter anderem von Adipocyten freigesetktediator TNFx, wurden die Insulin-
Resistenz fordernde Wirkungen bereits aufgeze82{136]. PPAR aber ist nun imstande
TNFa sowohl auf der Expressionsebene, also der Freisgtdurch das Fettgewebe, als
auch auf der Ebene der Signaltransduktion zu ieh#ipi [132-135, 137-142]. Im
Gegensatz dazu zeigt PPARsynergistische Effekte, im Sinne einer positiven
Ruckkopplung, mit Adiponectin, einem Adipokin, weds imstande ist, die Effekte von
Insulin zu verstarken [143-146].

Weiterhin senken PPAR Agonisten die Spiegel der Adipoyctokine Leptin und
Plasminogen-Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1).

Zusammenfassend kann man sagen, dass das Fettgewdélmge der Aktivierung des
PPARy, einerseits durch Senkung der Plasmaspiegel anffettsauren und damit deren
lipotoxischer Effekte, andererseits durch PRARduzierte hormonelle Regelkreise eine
Insulin-Resistenz verhindert. Dartber hinaus sdhedder auch die geringe Expression und
Aktivierung des PPAR im Muskelgewebe fir eine Verhinderung der Insiesistenz
von Bedeutung zu sein [24, 68, 94, 127, 143, 143-15

2.25.3. PPARd

Wahrend fur die beiden anderen PPAR Subtypen anhphdrmakologischer
Eigenschaften der medizinisch genutzten Agonistha, physiologische Funktion als
weitestgehend bekannt betrachtet werden kannbestdie Funktion des PPAReine klare
Aussage nicht zu treffen. Bekannt ist zum einen d@wicklungsphysiologische
Bedeutung, mit hohen Expressionsraten in embryar@kweben, welche die der anderen
PPAR Subtypen bei weitem ubertrifft und deren jéiger Expression auch zeitlich
vorangeht. Daneben zeichnen sich flir PBARINktionen bei der Angiogenese, bei der
Verwertung von Glukose durch die quergestreifte lMilesur und bei der Wundheilung ab.
Darlber hinaus ist eine inhibitorische Wirkung adie anderen PPAR Subtypen
beschrieben.
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2.2.6. Regulation der Aktivitat von PPAR
2.2.6.1. Ligand abhangige Aktivierung

Aufgrund ihrer relativ grof3en Bindungstaschen bimde PPARSs relativ unselektiv eine
Vielzahl von Liganden und mit relativ niedriger Afitat im Vergleich zu ,klassischen®
Hormon-Rezeptoren. So werden Fettsauren -als endogegganden- im relativ hoch
mikromolaren Bereich (welcher mit den Plasmaspredealrreliert) gebunden und zwar
umso besser, je hoher die Anzahl der Doppelbindungteund unter Bevorzugung von
PPARa. Im niedrig mikromolaren Bereich binden von mebfaingesattigten Fettsduren
durch Cyclooxygenase (COX) oder Lipoxygenase (Li)edeitete Eicosanoide, wobei die
hier fir diese instabilen Metaboliten doch relatiehen Konzentrationen, durch die
intrazellulare Lokalisation von COX und LO eberdati-vivo erreicht werden kénnten.
PPAR verhalt sich hier gegeniiber den meisten Ligamther promiskuitiv und wird durch
Bindung dieser Liganden in seiner Funktion als Skaiptionsfaktor aktiviert.

Wie aus den zahlreichen publizierten Kristallstam&h von PPAR klar hervorgeht, ergibt
sich bei der Aktivierung des Rezeptors durch einganden, in Analogie zur Aktivierung
anderer nuklearer Rezeptoren, eine Konformatioreséngd, bei der die Helix 12 aus der
frei beweglichen in eine fixierte Position schwerlk¢i der sie die Liganden-Bindetasche
nach auflen hin abschirmt. Neben Helix 12 tragen Bidung der lipophilen
Bindungstasche Aminoséauren der Helices 3, 5 unddielp-Faltblatter s1 und s2 und
einige Loops bei. Durch die bei der Aktivierungtitadenden Konformationsanderungen
werden Interaktionsflachen fur Transkriptions-Cofa&n freigelegt und die Bindung an
die DNA ermoglicht [40]. Die Stabilisierung der Hel12 wird hierbei durch
Wasserstoffbriicken-Interaktion der Carboxyl-Kopfgve oder einer isosteren sauren
Kopfgruppe mit spezifischen Histidin und Tyrosins®n der Helix 12 und der Helices 5
und 10 erreicht. Die mit mehr als 1308 #ehr groRe Bindungstasche der PPARs wird
hierbei im Gegensatz zu den wesentlich kleinererd@gstaschen vieler, zumindest aber
der, der ,klassischen® (Steroid-) Hormon-Rezeptaaoh zu einem wesentlich geringeren
Anteil vom Liganden ausgefullt. Die Liganden-Bindstasche ist relativ lipophil und
kann nach einem Modell in verschiedene Elementertailt werden, eine Akzeptor-
Position fur die saure Kopfgruppe, eine Linker-Regund drei, bei den verschiedenen
Subtypen unterschiedlich ausgepragte, Bindungstasaine proximale und zwei distale
[154].
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2.2.6.2. Beeinflussung der PPAR Aktivitat durch Pho  sphorylierung oder
RXR Agonisten

Wie bereits angefiihrt, kann PPAR durch z.B. Insuknmittelte Phosphorylierung, vor
allem der AF-1 Domaéne [22, 155-162], oder als pssiues Heterodimer auch von RXR
Agonisten aktiviert werden [61, 163-167]. Wobei miam Falle der RXR Agonisten

allerdings -sowohl aus pharmazeutischer als auch pbarmakologischer Sicht-
einschrankend sagen muss, dass aufgrund der mdegeBelektivitdit von RXR selbst
eine pharmazeutische Anwendung derzeit nicht miégit Weiterhin ist noch nicht véllig

geklart, ob der Effekt der RXR Agonisten nicht edarch RXR-Homodimere, denn durch
PPAR-RXR-Heterodimere bewirkt ist [24].

PDBID Ligand Dimer Ref.
117G Tesaglitazar -/- [168]
PPARa  1KKQ Antagonist (GW6471) NCoR2 [169]
1K7L GW409544 SRC [170]
2J14 Compound -/- [171]
2B50 Fettsaure -/- [172]
2AWH Fettsaure -/- [172]
PPARS 2BAW Fettsaure -/- [173]
1Y0S Gw2331 -/- [174]
3GWX EPA -/- [175]
2GWX apo -/- [175]
1GWX GW2433 -/- [175]
INYX Ragaglitazar -/- [176]
1KNU Derivat von Ragaglitazar -/- [177]
1171 Tesaglitazar -/- [168]
1PRG apo -/- [178]
2PRG Rosiglitazon -/- [178]
4PRG Partial-Agonist (GW0722) -/- [179]
2HFP Compound SRC [180]
2GTK Compound NRC1 [181]
PPARYy 2ATH Compound -/- [182]
2GOH Compound -/- [183]
2G0G Compound -/- [183]
2FVJ Partialagonist NRC1 [184]
1ZEO Compound -/- [185]
2F4B Compound -/- [186]
1RDT Retinoid (an RXR) + Farglitazar RXR [187]
1WMO Compound NRC2 [188]

1FM9 Rexinoid (an RXR) + Rosiglitazon RXR/SRC [189]
1FM6 Rexinoid (an RXR) + PPAR Agonist RXR/SRC [189]

Tabelle 3 Bisher veroffentlichte PPAR Kristallstrukturen
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2.2.7. Cofaktoren von PPAR
2.2.7.1. Corepressoren

Corepressoren verhindern das Rekrutieren von Trgmisins-Cofaktoren und teilweise die
DNA-Bindung. Fur PPAR ist gezeigt worden, dass resnicht DNA-gebundener, also
inaktiver Form derNuclear Recepto€oRepressor (N-CoR) und desilencing M ediator
for Retinoid andT hyroid Hormone Receptor (SMRT) bindet [47, 190]dars als z.B. TR
und RAR scheint PPAR also in inaktiver Form nidist BNA-gebundener Transkriptions-

Repressor an seinen Response Elementen zu fungieren

2.2.7.2. Co-Aktivatoren

Durch Ligand-abhangige Aktivierung rekrutiert PPARB. den Steroid Receptor
Coactivatorl (SRC1) durch Bindung an LXXLL Motive [191, 192].alNere beschriebene
Co-Aktivatoren sindPPAR Binding Protein (PBP auch TRAP220 oder DRIP23BRAR
InteractingProtein (PRIP), CREB Binding Protein (CBP/p30BRARy Coactivator 1 und
2 (PGC) und das Androgen Receptor associated Rrodei193-200]

2.2.8. Liganden und klinische Wirksamkeit

Wie bereits angefuhrt, verhalten sich die PPARs giemiskuitiv was ihre Liganden
betrifft, was auch die Vielzahl an -in den letzt@émhren publizierten- Substanzen und
verschiedenen Leitstrukturen erklart, auf die aesei Stelle nicht nédher eingegangen
werden soll. Neben den als endogene Liganden angese Fettsauren und Eicosanoiden
sind derzeit aufgrund ihrer pharmazeutischen Anwegdlie Stoffklassen der Fibrate (als
PPARx Aktivatoren) und der Thiazolidindione (auch TZDdeo Glitazone als PPAR
Aktivatoren) am meisten relevant. Der klinische daitz dieser Substanzen liefert dartber
hinaus auch wichtige Daten Uber dmevivo Effekte der PPAR Aktivierung. So bewirken
Fibrate eine Senkung der Plasmaspiegel von Triglyee und in geringerem Umfang von
LDL und bewirken dariiber hinaus eine Erh6hung det+$piegel. Auch wenn aufgrund
ihres langen Klinischen Einsatzes hier sehr vidirische Studien vorliegen, konnte

allerdings nur bedingt eine Senkung der (kardioukislken-) Mortalitat aufgezeigt werden.
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Etwas anders sieht dies aus bei den Glitazonendeaen Pioglitazon in der PROactive
Studie eine Senkung der Mortalitat bewirkte. Bewskin durfte dies durch die PPRR
abhangige Senkung der Spiegel an freien FettsaGlakpse und glykosilierten Proteinen

etwa Hamoglobin (HbA).

Abbildung 8: Klinisch eingesetzte PPARAgonisten (Rosiglitazon und Pioglitazon), dpan-PPAR-
agonistische Bezafibrat, das PP#Relektive (Faktor 10) Fenofibrat. GW501516 ist eirder klinischen
Entwicklung befindlicher PPAR Agonist, Muraglitazar und Tesaglitazar stellen zwleale PPAR/y

Agonisten dar, welche allerdings in der klinisciiiifung gescheitert sind.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Substanzen

Der PPAR/ Agonist Pioglitazon in der Form des Hydrochlorider PPAR Agonist

L165,041, der PPAR Agonist Wyl14,643 und der irreversible PPAR\ntagonist

T0070907 wurden bei Merck Biosciences GmbH (BadeBp@eutschland) gekauft. Der
PPARx Agonist GW7647 und die Fettsauren Eicospentaem¢oBahexaen-, Linol-,
Linolen- und Olséaure wurde bei Sigma Aldrich GmBWiachen, Deutschland) erworben,
ebenso die Sulfonylharnstoffe Glibenclamid und @lomid und das Glinid Repaglinid,
sowie die Phytochemikalien Ursolsaure, Rosmariresa@leanolsaure und Apigenin.
Carnosolsdure und Carnosol stammten von Axxora dobland GmbH (Griinberg,
Deutschland). Der kommerziell erhaltiche RosmaErtrakt CA (Art. 20000 batch
4419010) der Firma Raps GmbH & Co KG (Kulmbach/Behnkand) wurde uns von dieser
Firma kostenlos zur Verfigung gestellt. Butylhydpmtuol und DLa-Tocopherol wurden

von Supelco (Bellefonte/PA, USA) bezogen.
3.1.2. Drogenmaterial

Das Drogenmaterial wurde zum 0Uberwiegenden Teil r Gloke Apotheke, in

pharmazeutischer Qualitat und als getrocknete \WWammdgen. Lieferanten waren hierbei
die Firmen Caelo (Hilden, Deutschland), Klenk (Seblheim, Deutschland) und
Bombastus (Freital, Deutschland) (siehe Tabell@)igé der Drogen wurden in Form der
frisch geernteten Pflanzenteile vom BotanischentéBaFrankfurt bezogen und ebendort
identifiziert. Daucus carotae herba stammte aus eigener Sammlung von einer Rapula
am Riedberg bei Niederursel und wurde auch settesttifiziert. Drogen, die aus der
traditionellen chinesischen Medizin stammen, wurdds solche Uber die Apotheke
bezogen. Einige allgemein verwendete Gewurze unmtu§smittel wie Kaffee, schwarzer
Tee, getrocknetes Knoblauch und Zwiebelpulver warde nicht pharmazeutischer
Qualitdt im Supermarkt erworben. Riuckstellmuster Beogen sind am Institut fur

pharmazeutische Chemie der Johann Wolfgang Goathestditat, Gebaude N240, Raum
3.21 Marie Curie Str. 9 in 60439 Frankfurt einzusehStammpflanze, Vernakular,
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Pflanzenfamilie, verwendete Droge, Bezugsquelle walad Droge-Extrakte-Verhaltnis
(DEV; englischDER) des aus dieser Droge hergestellten Extraktesmibtiziert und im
Anhang dieser Arbeit zu finden [1].

3.1.3. Reagenzien

Das Transfektionsreagenz LipoTaxi wurde bei Stextag Europe (Amsterdam,
Niederlande) erworben, das Transfektionsreagenofégbamin 2000 bei Invitrogen
GmbH (Karlsruhe Deutschland) und Dual-Glo Luciferasssay System bei Promega
GmbH (Mannheim, Deutschland). Dimethylsulfoxid state von Sigma Aldrich.
Losungsmittel und Kieselgel 60 wurden in laboritdic Qualitat und den jeweiligen
Erfordernissen entsprechend verwendet. Fur die D@len Kieselgel 60 &, Platten der

Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet.
3.1.4. Hochleistungs Flissig Chromatographie (HPLC)

Eisessig p.a. und wasserfreies Natriumacetat suprapstammten von Merck
(Darmstadt/Deutschland), gradient grade Methanoln vader Firma Roth

(Karlsruhe/Deutschland). Die verwendete HPLC Anlatgmmte von der Firma Waters
(Milford/USA) und bestand aus einem Waters 600 @iblerr, einem Waters 2487 UV
Detektor und einem Waters 717plus Autosampler udeewendung der Millenium 4.00
Software. Als Saule wurde fir die Analytik des ®alBxtraktes eine Nucleodur column
100-5 C18ec (125/2mm) Umkehrphasensaule der Firmaachbtey-Nagel

(Duren/Deutschland) verwendet. Fur die Analytik de@ssmarin Extraktes wurde eine
LiChrospher column 100 RP-8 5um (125/4) der Firmardd (Darmstadt/Germany)

verwendet.
3.15. Zellkulturmedien

Die Zellkulturmedien Dulbecco’s modified Eagle ma&di Glutamax high glucose (4,5
g/L) with phenolred (DMEM rot), sowie dasselbe Madiohne Phenolrot (DMEM weil3),
das Transfektionsmedium Optim-MEM | with Glutamale 100-fache Stammldésung 1
mM Sodium Pyruvate und die 100-fache Stammlosung Renicillin und Streptomycin
(100 U/ml Penicillin, 100 mg/L Streptomycin als HKodzentration) stammten von
Invitrogen. Fetales Kalberserum (FCS) wurde benfaigdldrich erworben, die 100-fache
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Stammlosung von Glutamin (0,2 mol/L) bei PAA Laldores GmbH (Pasching,
Osterreich).

3.1.6. Gerate und Software

Die Lumineszenz Messungen wurden am GENios Pro hometer der Firma Tecan AG
(Mannedorf, Schweiz) durchgefuhrt, Berechnung déy&Verte erfolgte mit der Software
SigmaPlot2001 von SSI (Erkrath, Deutschland). Dreden Zerkleinerung erfolgte mit
einer handelsiblichen Kaffeemihle vom Schlagmegsater Firma Braun (Kronberg,
Deutschland). Die Extraktherstellung erfolgte mitfédeines T18 basic Ultra Turrax der
Firma IKA Werke GmbH & Co. KG (Staufen, Deutschlandas Einengen der Extrakte
erfolgte mit Hilfe eines Rotavapors von Buchi (Lt Schweiz). Die Miscella wurde tber
595% Faltenfilter von Schleicher&Schuell (DasseduBschland) filtriert. Die Trocknung

der Frischpflanzen erfolgte mit einem Hordentrocknder Firma Ehret GmbH

(Emmendingen, Deutschland). Als Inkubator fir diellkdiltur wurde ein solcher der
Firma Binder (Tuttlingen, Deutschland) benutzt.

3.1.7. Plasmide, DNA-Primer, sonstige DNA

Das Reporter Gen Plasmid pFR-Luc und der Expressiond Klonierungsvektor pFA-
CMV stammten von Stratagene, die KontrollvektordrRlp-null und pRL-SV40 von
Promega. Primer fur die Polymerase Ketten ReaKi@R) wurden tber die Firma Sigma
bezogen. Das Template fur die durchgefihrten PCRBIA aus humanen Monocyten,
wurde von N. Meindl, Institut fir pharmazeutischbee@ie (Frankfurt, Deutschland) zur
Verfugung gestellt. Die Plasmide wurden mit Hilfeonv Nucleobond AX2000
Anionentauscher-Kartuschen der Firma Macherey-N@8géten, Deutschland) prapariert
und aufgereinigt. PCR generierte DNA wurde aus AgarGelen mit Hilfe des Nucleo
Spin Extrakt Kits desselben Herstellers durchgéfiihr

3.1.8. Enzyme

RestriktionnukleasenXbal, Smal und die zugehérigen Reaktionspuffer wurden von
Fermentas GmbH (St.Leon-Rot Deutschland) bezog§é&n,DNA Polymerase und T4-
DNA-Ligase von Promega. Lysozym stammte von Sigrdtigh und RNAse von
Macherey-Nagel.
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3.1.9. Bakterien- und Eukaryonte Zellen

Die Fibroblasten Zelllinie Cos7 (ATCC Number CRL516ausCercopithecus aethiops /
Niere), sowie die Epithel Zelllinie HeLa (ATCC: C&.homo sapiens sapiens / Cervix),
sowie die Bakterien-ZelllinieEscherichia coli SURE (ATCC: 55695) stammten aus
Bestdnden der Johann Wolfgang Goethe Universitdanifuart; Institut far
pharmazeutische Chemie (Frankfurt, Deutschland).

3.2 Methoden

3.2.1. Klonierung

3.2.1.1. Gewinnung der DNA Fragmente von hinge Regi on und Liganden-
Binde-Doméne der PPAR Subtypen durch Polymerase Ket ten

Reaktion

Zur Generierung der benotigten DNA-Fragmente waide PCR auf monocytare cDNA
als Template durchgefiihrt. Die spezifischen Prinvarden hierbei jeweils so gewahlt,
dass zwischen 15 bis 20 Basenpaare der jeweili§&RFSequenz entsprachen und am 5’-
Ende dieser komplementaren Sequenz jeweils eingilRemsschnittstelle enthalten war.
Und zwar fur die forward Primer, also diejenigers d®dogenen- (anti-sense) Strangs,
jeweils die Halbseite einer solchen fimal und bei den reverse Primern, also denjenigen
fur den sense Strang, jeweils eine SchnittstedeXbBal. Zur Einhaltung des Leserahmens,
welcher ja durch die 5'-seitige Fusion mit der GBIBD vorgegeben war, war beim anti-
sense Primer jeweils die Einfligung zweier Basersawan Restriktionsschnittstelle und
dem ersten PPAR Triplett nétig. Durch die Auslagswer aminoterminalen PPAR-
Domaéane enthielt die jeweilige Sequenz kein StadidPp dieses war vielmehr in der
Sequenz fur die Gal4-DBD enthalten, das Stop-Cddongegen wurde aus der Sequenz
des jeweiligen PPAR Ubernommen. Weiterhin wurdehauom RXRx, in analoger
Vorgehensweise zum PPAR, die hinge Region und LBDi&rt, wobei hier als Template
allerdings plasmidische DNA, welche die fur RXRkodierende Sequenz enthielt,

verwendet wurde (ebenfalls zur Verfigung gesteifcd N. Meindl).
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Gen Orientierung Primer-Sequenz Tm/C
PPAR« fwd 5'-gggtgtcacacaacgcgattcg-3' 73,7
PPAR« rev 5'-agcctctagatcagtacatgtccctg-3' 66,4
PPARS fwd 5'-ggggcatgtcacacaacgctatcc-3' 73,9
PPARS rev 5'-gacctctagatta gtacatgtccttgtag-3' 61,4
PPARYy fwd 5'-gggttictcataatgccatcaggtttg-3' 71,1
PPARYy rev 5'-gacctctagactagtacaagtccttgtag-3' 60,9

RXRa fwd 5'-gggtctgcgcecatctgcggggac-3' 81,5
RXRa rev 5'-accctctagactaagtcatttggtgcggceg-3' 75,8

Abbildung 9: Zur Klonierung verwendete Primer. Grau hinterlegtjeweils die in der jeweiligen DNA
enthaltene spezifische Sequenz, bei den reverseeRrikennzeichnet das Triplett in Fettdruck dasi-Ant
Codon zum Stop-Signal.

Die zu verwendende Sequenz wurde den jeweiligeuéeagn, die in der GenBank des
NCBI vertffentlicht sind (siehe Abschnitt 2.3.3. l@mosomale Lokalisation humaner
PPARs, Genorganisation, mRNAs und resultierendeef®t enthommen. Die jeweils
angenommenen Doméanen Grenzen waren vorgegebemxggmminal durch das Stop-
Codon, aminoterminal wurden diejenigen verwendeiche in Ubereinstimmung mit der
Literatur standen [24, 201]. Aus den in den klaierFragmenten enthaltenen Domanen
ergibt sich, dass eine Unterscheidung zwischen Riereptor Isoformen des jeweiligen
PPAR-Subtyps, welche sich in der 5 oder aminoteahigelegenen A/B Domaéane
voneinander unterscheiden, nicht moglich, aber ausiter dem vorgesehenen
Verwendungszweck nicht nétig war. Ebenso wenig ddesichtigt wurden die in der LBD
verkirzte, und damit wegen Fehlens der AF-2 Remiatieser Doméane nicht funktionelle,
Isoform 2 des PPARd. Beim verwendeten PCR-Protokathen jeweils 200 uM der
jeweiligen desoxy-Nukleotid-Tris-Phosphate, je 1 dktr Primer, 1 pl Template, 1 unit
Pfu DNA Polymerase und zur Verminderung der Bildung ®ekundarstrukturen in der
DNA 5% (V/V) Dimethylsulfoxid. Nach einem initialeenaturierungs-Zyklus von 3
Minuten bei 94°C wurde Uber 38 Zyklen jeweils fiir dec bei 94°C denaturiert, danach
fur ebenfalls 45 sec die Temperatur fir das anmgahuf die ermittelte optimale
Temperatur gesenkt und danach fur 200 sec bei 4@, Temperaturoptimum der proof
reading Polymerase, die Polymerase Reaktion dufichge Nach 38 Zyklen folgte ein
terminaler Elongationszyklus von 10 min Dauer beerdalls 72°C. Fir PPAMR und
PPARS hat sich dabei eine annealing Temperatur von 61%Coptimal erwiesen, beim
RXRa waren 55°C optimal. Beim PPARvurde das gewtnschte Produkt in ausreichender
Ausbeute erst ab unter 50°C erhalten, mit einerimaben Ausbeute bei 46,4°C. Die PCR

Fragmente wurden tUber 1% Agarose Gele aufgeraingtanhand ihrer Gro3e von jeweils
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etwa 450 Basenpaaren (doppelstrangig), bzw. 65@rpasiren beim RX&R identifiziert.
Die Extraktion aus dem Agarose Gel erfolgte mit déncleo-Spin Extrakt Kit gemaf den
Anweisungen des Herstellers, fur die nachfolgen@sarbeitungsschritte wurde mit

Millipore Wasser eluiert.

3.2.1.2. Restriktions-Verdau der PCR Fragmente und des
Klonierungsplasmids pFA-CMV und anschlie3ende Ligat ion

Die PCR Fragmente wurden tber eine Stunde am 3&bed 37°C mitxbal verdaut, so
dass hier durch den Verdau ein sticky-end mit 3’ etbng entstand. Das
Ausgangsplasmid fur die Klonierung und anschlie@eadkaryontische Expression der
Gal4-PPAR Fusionsrezeptoren wurde in der multipdaing site (MCS) downstream (3'-
warts) der Gal4-DBD Sequenz mKbal und Smal doppelt verdaut, so dass hier
downstream der Gal4 Sequenz das blunt end (ohnehthg) der Halbseite der verdauten
Smal Schnittstelle fir die Ligation mit dem 5-bluntné der PCR Fragmente zur
Verfigung stand. Das 3’-Ende der miltal verdauten PCR Fragmente hingegen war jetzt
zum entsprechend verdauten Ende des Vektors kdmepabie verdauten DNAs wurden
jeweils wiederum Uber 1%-ige Agarose Gele aufgegeimd analog den PCR Fragmenten
aus dem Gel extrahiert. Die Ligation erfolgte mé-IDNA Ligase. Nach Transformation
chemokompetenteE. coli SURE mit den erhaltenen Plasmiden, Amplifikationdu
Isolation derselben (siehe unten), wurde die Etohgl des Leserahmens und die
Ubereinstimmung der Sequenz durch eine di-desoxklédtid Sequenzierung bei der
Firma SRD GmbH (Oberursel, Deutschland) verifiziddie Sequenz aller klonierten
Vektoren stimmte mit den Referenz-Sequenzen Uherddgesehen von einer stillen
Mutation des PPAR bei Basenpaar 489 der kodierenden Sequenz von Ase@ AAT,
welche beide fur Asparagin kodieren. Die erhalteRémsmide wurden benannt: pFA-
CMV-PPAR0-LBD, pFA-CMV-PPARS-LBD, pFA-CMV-PPARy-LBD und pFA-CMV-
RXRa-LBD.

3.2.1.3. Plasmid Amplifikation in  E. coli SURE

CaClh kompetentee. coli Sure wurden mit dem jeweiligen Plasmid transfortrued nach
entsprechender Inkubationszeit Gber Nacht auf éagilige Selektions-Antibiotikum
(Kanamycin fur die klonierten Expressionsplasmidd ampicillin fir pFR-Luc und pRL-

SV40) enthaltende Agar-Platten ausgestrichen. Bialienen Klone wurden am néachsten
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Tag zur uber Nacht Kultur auf Selektions-Antibiotik haltiges Luria Broth Medium
uberfuhrt. Je nach GréRe der angesetzten Kulturamgestrebter Reinheit der erhaltenen
DNA, wurden die Uber Nacht Kulturen nach einer CFabiprep Methode fir kleine
Kulturen und DNA mittlerer Reinheit, mit dem Nucigmin Plasmid (Macherey-Nagel)
Chromatographie System fur Sequenzierungen, odeXuuleobond AX2000 (Macherey-
Nagel) fur Maxi-Praparationen mit gréf3erer AusbearteEndotoxin freier DNA fir die
Transfektion, zur Isolierung der amplifizierten $ade aufbereitet. Bei der CTAB-
miniprep-Methode werden die in STET Puffer resugipten Bakterienzellen durch
0,05 % Lysozym aufgeschlossen, wobei die Inkubatemsmit Lysozym so gewahlt
wurde, dass genomische DNA nicht freigesetzt wurdmteine durch Erhitzen im
Wasserbad denaturiert und ausgefallt. Nach Entfedee Proteine, wurde die DNA durch
Zugabe von Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) aef&gjt, mitausgefallte RNA
wurde durch zugegebene RNAse verdaut. Die bei dexi-Mréaparationen mit Nucleobond
AX2000 gemald den Herstellerangaben erhaltene pdeésthe DNA wurde durch
Bestimmung der UV-Absorption quantifiziert.

Abbildung 10: Prinzipieller Aufbau der Expressionsplasmide (agisBiel von pFA-CMV-Gal4-PPAR)
und des Reporterplasmids pFR-Luc
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3.2.2. Transiente Transfektion
3.2.2.1. Grundsatzliche Erwagungen

Der zu etablierende Reporter-Gen Assay wurde kamtigur ein (Hochdurchsatz-)
Screening von in unserem Arbeitskreis synthetisierDerivaten einer agonistischen
Ausgangsverbindung, mit vollstandiger Charaktemnisig, der erwartungsgemald affinen
Substanzen durch die halbmaximale Aktivierungskotragion (EGo Wert).

Die zu erwartende Aktivierungskurve weist bei Aafjung der Signalstarke gegen den
Logarithmus der Konzentration einen sigmoidalenl&drmit Sattigungskinetik auf. Um
hierbei valide Werte zu erhalten, ist von einerimaden Anzahl von funf Datenpunkten
bei verschiedenen Konzentrationen auszugehen. W@ gine Konzentration, bei der
noch keine Aktivierung zu beobachten ist, eine Kmtion im Plateau -also bei
maximaler Aktivierung-, eine Konzentration bei dirs Maximum noch nicht erreicht ist,
die Aktivierung aber deutlich mehr als 50% erreigime Konzentration nahe bei dergsC
Konzentration und eine Konzentration, die bereisitiche Aktivierung aufweist, aber
auch weniger als halbmaximale Aktivitat. Aus gruitdichen mathematischen
Erwadgungen stellt diese Anzahl an Datenpunkten alasolute Minimum fur den
gewlnschten analytischen Ansatz dar. So lasst diah Ausmall der maximalen
Aktivierung nur festlegen, wenn mindestens zwei eDptinkte in diesem Bereich
vorhanden sind, was notig ist zur Unterscheidung @mer stetig wachsenden Funktion.
Das Niveau der maximalen Aktivierung genau fesgetteaber ist fur die Ermittlung der
halbmaximalen Aktivierung unerlasslich. Zur Venéming der Parameter der erhaltenen
Funktion aber ist die Absicherung durch weiteredda®unkte nétig, um Steigung und vor
allem den Wendepunkt der Funktion, welcher ja d&x.BNert darstellt, genau zu
bestimmen. Weiterhin stellte sich heraus, das®\del zu charakterisierenden Substanzen
im Bereich der maximalen Aktivitat bereits merklicytotoxisch wirkten, was bei héheren
Konzentrationen zu wieder fallenden MesswertentéihiDa die hierbei erhaltene reale
Funktion nicht anhand eines EfQNertes zu charakterisieren gewesen wére, war tftma
eine valide Festlegung eines cut-off-Wertes no#ig, dessen Konzentrationen wegen
uberlagernder Effekte die Messwerte in die Berengmicht mehr einzubeziehen waren.
Angesichts der bei biologischen Messsystemen (daickehlerbereiche war dartber
hinaus bei jedem Einzel-Experiment jeder einzelregeDpunkt zumindest als Triplett
auszulegen. Hieraus ergibt, sich unter Einbeziehdeg nicht transfizierten- und der
Negativ-Kontrolle, eine Anzahl von optimal 7 Datengten. Multipliziert mit der
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Bestimmung in triplicate ergibt sich hieraus ein@zahl von mindestens 21 wells
(voneinander abgetrennten Bereichen einer Zellkplkitte). Zusammen mit der zu
erwartenden Anzahl von zu screenenden Substansehiemn somit die Auslegung der
Versuche auf 96-well Platten, mit verhaltnismalegirgger Flache und damit geringer
Zellzahl, sinnvoll. Die geringe Zellzahl aber setaviederum die Verwendung einer
Methode mit hoher Transfektionseffizienz und hoti2unchsatz voraus, weshalb die Wahl
auf die Lipofektion fiel, welche bei Verwendung eineinzigen Reagenzes, bei nur einem
Pipettierschritt und relativ geringer Belastung detlen, hohe Transfektionseffizienzen

liefert.
3.2.2.2. Ermittlung der optimalen Zellzahl

Laut Herstellerangaben lasst sich ein Optimum desinfEktionseffizienz bei einer

subkonfluenten Zelldichte von gréf3er 80 % erzielBre auszusaende Zellzahl wurde
dementsprechend ermittelt, indem am Vortag eineraahiedliche Anzahl von Zellen pro
well in DMEM rot substituiert mit 10% FCS ausgesad am darauf folgenden Tag die
Zelldichte ermittelt wurde. FUr HeLa Zellen wurdieske optimale Zelldichte bei Aussaat

von 10.000 Zellen pro well und fir Cos7 bei 30.@@0en pro well ermittelt.
3.2.2.3. Etablierung des Transfektionsprotokolls

Das verwendete Reporter-Gen Plasmid pFR-Luc weisem einer TATA-Box und einem
Gal4-Response Element keine weiteren Promotor-Eiesreuf. Bei den Vorversuchen zur
Transfektionseffizienz stellte sich heraus, dagsdus bei fehlender Aktivierung durch
einen Liganden (Negativ-Kontrolle / Null-Wert) esehr niedriges background Signal
resultierte, dieses lag nahe beim Wert flr die tnichnsfizierte Kontrolle. Anders
formuliert, die basale Transkriptionsrate des kddre Firefly-Luciferase Reporter-Gens
war sehr niedrig. Andererseits resultierte hieraush ein niedriges Signal bei maximaler
Aktivierung. Dies machte die Transfektion mit relagro3en Mengen an Reporter-Plasmid
notig. Das zuerst verwendete TransfektionsreageipoTaxi erwies sich bei der
benotigten DNA-Menge als zu wenig effizient. Dieetiir bendtigten Mengen des
Transfektionsreagenzes zeigten bereits merklicliek&f auf die Uberlebensfahigkeit der
Zellen. Aus diesem Grunde wurde -basierend aufktéthrungen von A. Bock (Phenion
GmbH & Co. KG) aus der Etablierung eines entspredbe Assays (der allerdings auf

dem Vollrezeptor und einem PPAR Response Eleméahakenden Reporter-Gen Plasmid
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basierte) fur den murinen PPAR bei den weiteren Versuchen Lipofectamin2000
verwendet, welches, auch bei von den Zellen totere niedrigen Konzentrationen,
ausreichende Transfektionseffizienzen lieferte. Mlgtimaler Kompromiss zwischen
ansteigender SignalgroBe und sinkender Uberlebeigk&it der Zellen durch die
Transfektion erwies sich die Menge von 220 ng pkR;Lbei Verwendung von 0,8 ul
Lipofectamin2000 in 50 pl Optimem pro well, da ndafhere Mengen an DNA und damit
Lipofectamin von den Zellen zunehmend schlechtéerigrt wurden. Eine optimale
Induktion wurde bei Co-Transfektion von RezeptorReeporter im Verhaltnis 1:20, also
mit 14 ng des jeweiligen Plasmids pFA-CMV-PPAR-LBBeicht, vom Kontroll-Plasmid
wurden fir eine ausreichende Signalgro3e 2 ng ptboe-transfiziert.

Bei den zunachst vorgenommenen Versuchen waren Hellan transfiziert worden,
welche aber nur Induktionen des Reporter-Gens Vemde Faktor 5 lieferten, in Cos7
Zellen hingegen lieBen sich Induktionen und damittiderungsfaktoren von im
allgemeinen gro3er 10 fur PPARgrofRer 20 fur PPARund grof3er 5 fur PPARerzielen.
Die unterschiedliche Induzierbarkeit der PPAR Spéty spiegelt dabei die Erfahrungen
auch aus anderen Arbeitsgruppen wieder (unter amdeersénliche Kommunikation mit
Prof. Carsten Carlberg (zu dieser Zeit Karolingkstitut, Kuopio; Finnland) und in [202]).
Die Inkubationszeit fur die Transfektion der Zellewrde mit vier Stunden gemal den
Herstellerangaben tibernommen.

Somit wurden die Zellen nach Aussaat am Vortag @@ Zellen pro well in 96-well
Zellkulturplatten fir 4 Stunden mit der Transfeksmischung inkubiert. Danach das
Transfektionsmedium abgezogen und gegen die Iniansisungen ersetzt, welche die
Testsubstanzen in Konzentrationsreihen angemess@rezentration enthielt, geldst in
DMEM weil3 ohne FCS bei jeweils 0,1 % Dimethylsulthxin dem die Substanzen als
Stammldsungen vorlagen. Da FCS unter anderem Eedtsdals PPAR Aktivatoren
enthalt, war bei Verwendung von FCS-haltigem Inkidmsmedium eine Induktion des
Reportergens durch Testsubstanz, angesichts namezimaler Aktivierung bei der
Negativ-Kontrolle, nicht mehr méglich. Auch die Meendung von mit Aktivkohle
gestripptem FCS, welches zumindest geringere MengenLipiden und Fettsduren
enthalten sollte, lieferte keine besseren Ergebnis®\ngesichts der kurzen
Inkubationszeiten war die Verwendung von FCS zur fréanterhaltung der
Lebensfahigkeit der Zellen aber auch nicht nétige Dransfektion fand gemaf

Herstellerangaben ebenfalls in FCS freiem Mediuatt.st

-41] -



MATERIALIEN UND METHODEN

Zur Ermittlung der optimalen Inkubationszeit zuduiktion des Reporter-Gens wurden
Testreihen mit Inkubationszeiten von 6, 12, 18 @dd Stunden durchgefuhrt. Wie zu
erwarten war nach 6 Stunden, angesichts zweiegaroRroteinexpressionsschritte zuerst
die des Fusionsrezeptors, danach die durch Ligamdhittelte Induktion des Reporter-
Gens durch den aktivierten Rezeptor, noch keinegetalithe Induktion des Reporter-
Gens eingetreten. Eine maximale Ausbeute an Lwagéerergab sich nach einer
Inkubationszeit von 18 Stunden, wobei der 12 Standfert zwar niedriger war, sich aber
nicht signifikant vom 18 Stunden Wert unterschi@i einer Inkubationszeit von 24
Stunden war die Signalstarke auf weniger als 2@%ondaximal Wertes gesunken, was auf
Abbau der exprimierten Proteine zurtckzufihren skirfte [203]. Aus diesem Grund
wurden alle nachfolgenden Versuche bei Inkubatibar iNacht fir mehr als 12 Stunden

durchgefuhrt.

3.3. Bewertung des verwendeten in-vitro Assays fur die geplanten

Einsatzzwecke

Da die Validierungs-Parameter des verwendeten Ba&yas entscheidend fir die
Bewertung der Aussagekraft der mit dieser Methath@leenen Ergebnisse ist, sollen an
dieser Stelle die Parameter der verwendeten Methodgchtlich Selektivitat, Spezifitat
und Robustheit, sowie die Eignung der Methode figr \ekrschiedenen Anwendungen
dargestellt und erdrtert werden. Entscheidendediérlings-Parameter unserer Methode
sind veroffentlicht in [2].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der g@lsgay auch fur ein Hochdurchsatz
Screening im industriellen Mal3stab prinzipiell ggwit ware. Die niedrige Basalaktivitat
in Kombination mit den hohen Aktivierungsfaktoremss$t relativ einfach aktive
Testkandidaten auch unterhalb der Maximalaktivigrerkennen. Weiterhin sind die
erhaltenen Messwerte noch grof3 genug, dass sic¢h lmicVerwendung zumindest von
384 well Platten (evtl. auch 1536 well Platten) maasreichende Mel3gré3en finden lassen
sollten. Dies gilt allerdings nur eingeschrankt éian PPAR Assay, welcher insgesamt
eher méaRige Aktivierungsfaktoren und auch nur geri8ignalintensitaten lieferte, so dass
hier ein Hochdurchsatz Screening mit Sicherheieibeibei den 384 well Platten an seine
Grenzen stol3en wirde und bereits bei den 96 wattddl schwache ,Hits* kaum noch
detektierbar sind. Angesichts der beim Hochdureéhs&creening durchgefihrten

einmaligen Bestimmung wére hier mit einer zu holeate an Falsch-Negativen
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Ergebnissen zu rechnen. Von Nachteil ist beim vede&en Assay naturlich, dass alle
Arbeitsschritte im Sterilbereich durchzufiihren si@uch wenn die Einhaltung von
Sterilbedingungen unter Umstanden bei den letztebeifsschritten bei ausreichend
kurzen Inkubationszeiten nicht mehr nétig zu se#ubhte), auch ist die Inkubationszeit
mit insgesamt mindestens 16 Stunden ab Transfektiorindustrielle Mal3stdbe eher
weniger geeignet, wozu dann noch einmal ein TagdférAussaat der Zellen kommt.

Weiterhin sind ohne das Aussaen der Zellen immenbith 4 Pipettierschritte notwendig,
wobei zweimal das Medium vorher abgesaugt werdessmélllerdings lassen sich beim
Screening auf nukledre Rezeptoren, anders als beildvan Rezeptoren, hier nur schwer
Vereinfachungen bewirken. Eine Moglichkeit zumindgsn Transfektionsschritt entfallen
zu lassen, ware die Etablierung einer stabil traiesfen Zelllinie. Allerdings zeigt sich bei

der Durchsicht der Literatur, dass ganz Uberwiegéed Verwendung von stabil

transfizierten Zelllinien, daneben auch transiehtansfektanden benutzt wurden. Dies
durfte darin begrindet sein, dass bei stabilen sSfeftanden oft nur geringere

Aktivierungsfaktoren erhalten werden.
3.3.1. Berechnungsmethode

Zur Auswertung des Assays sind jeweils mehrere Ragberationen notig. So wird bei
der eigentlichen Messung eine Light Unit (LU) etba] welche vom Messgerat dem
Luminometer in willktrlichen Einheiten (arbituaryits) ausgegeben wird, damit sind die
erhaltenen Messwerte Dbereits nur in Relation zuelea verstandlich. Zur

Zusammenfihrung der Daten aus verschiedenen Exgetem ist darUber hinaus aber

auch noch eine Prozessierung dieser Daten notwendig
3.3.1.1. nicht transfizierte Negativ-Kontrolle (Rea  genzien-Wert)

So muss im Allgemeinen von den Messwerten (LU), chwel auf der jeweiligen
Zellkulturplatte erhalten werden, jeweils der Weetrr nicht transfizierten Kontrolle, also
der Messwert fir das Reagenz allein, abgezogenenetth Falle unseres Assays waren
diese Werte allerdings sehr klein, etwa im Bereieh Grundrauschens des Luminometers
(Apparatefehler), dariber hinaus waren auch diealBk8vitdten sehr niedrig (Negativ-
Kontrolle mit Transfektion aber ohne Testsubstars), dass die nicht transfizierte
Kontrolle in der Regel nicht bertcksichtigt werderusste. Dasselbe gilt flur die zur

Normierung der jeweiligen Messwerte durchgeflihvteie Bestimmung der jeweiligen
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Testplatte, bei der ebenfalls LUs als Mel3groR3elernaverden.
3.3.1.2. Normierung

Der bei der Messung erhaltene Rohwert LU, muss Bb¥iw die eigentliche Mel3groRe
also das PPAR abhangig induzierte Reportergen erhokerden, als auch fur das
konstitutiv exprimierte Gen des Kontrollvektors.eDbei beiden Messungen erhaltenen
Rohdaten (bei Bedarf abzgl. des Werts der nicistrzierten Kontrolle) werden nun well
fur well dividiert (Messwert : Kontrollwert), woddn man den normierten Messwert
(Relative Light Units: RLU) erhalt. Durch diese Awvextung werden Unterschiede in der
Anzahl der ausgesaten Zellen pro well und unteesitiche Expressionsraten in den
einzelnen wells bericksichtigt.

Von den so erhaltenen RLUs werden jeweils die Nitete flr die drei inkubierten wells
einer Testkonzentration gebildet. Dieser Mittelwistt nun prinzipiell als ausgewertete
Mel3grolie bereits verwertbar. Der absolute Zahlemwaer bei den RLUs erhalten wird, ist
allerdings eine GroRRe, welche mit denen anderercBter nicht verglichen und nur im
relativen Vergleich zu den anderen Messwerten aed&n werden kann, also etwa im
Vergleich gegen die Negativ-Kontrolle. Dies ist idabegrindet, dass man durch
Transfektion einer geringen Menge des Normierungsve auch eine geringere
Expression des Normierungsgens erhalt, wegen desridschrittes aber dadurch einen
hoheren RLU Wert erhalt. Umgekehrt erhalt man ngeale RLU Werte, bei Transfektion
einer gréReren Menge des Normierungsvektors unditd@dheren Werten beim
Normierungsgen. Solange der Messwert der Kontaedlkr innerhalb des linearen Bereichs
der Enzymaktivitat und innerhalb des Mel3bereiclssldeninometers liegt, ist dies fur die

Genauigkeit der Messung unerheblich.
3.3.1.3. Berechnung der Aktivierungsfaktoren

Aus den Mittelwerten der RLUs kann nun durch derrgiéech gegen die Negativ-
Kontrolle (transfiziert, aber ohne Testsubstanigo-aen Nullwert- der Aktivierungsfaktor
bestimmt werden (Testwert : Negativ-Kontrolle). Dtivierungsfaktor bietet gegentber
der Darstellung als RLUs wenig Vorteile. Im Gegéntga man die Negativ-Kontrolle
durch den Divisionsschritt standardméaniiig auf eetgtsverliert man zumindest auf dieser
Ebene die Mdglichkeit einer statistischen Ausweagtuia man dem Nullwert eine fiktive

Standardabweichung von null zuweisen muss (nallifi@nn man die bei den RLUs
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erhaltene relative Standardabweichung des Nullwedertsprechend verwenden). Der
Vorteil aber ist, dass man hier relativ anschaelickiVerte erhalt, wobei mit
Einschrankungen qilt ,bigger is better”, da sich hehen Aktivierungsfaktoren kleine
Unterschiede leichter nachweisen lassen. Dies betlelass man eine geringere Anzahl
von Messwiederholungen benotigt. Auf3erdem ist zdebken, dass man je nach
verwendeter Testkonzentration oder bei nur gergigir Aktivitat nicht den maximalen
Aktivierungsfaktor, sondern eben nur einen Teil@aerhalt. Insgesamt lasst sich sagen,
dass hohe Aktivierungsfaktoren zur Bestimmung voronzéntrations-Wirkungs-

Beziehungen besser geeignet sind.

3.3.1.4. Auswertung anhand von Relativen Light Unit s oder

Aktivierungsfaktoren?

Prinzipiell sind sowohl die RLUs, als auch die dmsrarhaltenen Aktivierungsfaktoren, fir
eine Auswertung der Ergebnisse geeignet. Beim visndurchgefuhrten Assay zeigte sich
allerdings, dass diese ausgewerteten Grof3en webigstr sind und grof3en Variationen
unterliegen. So lagen ubliche Aktivierungsfaktobemm PPAR Assay um die 60, es gab
allerdings auch Wochen, in denen die erhaltenenvigktingsfaktoren kleiner als 20 oder
gréRer als 100 waren (fir die RLUs gilt das anglo@éese Werte lielRen sich nicht als
offensichtliche Ausrei3er bewerten, weder durchitische Tests wie Grubbs, Dixon oder
Nalimov, noch anhand verénderter Parameter. Vielrtést sich aufgrund der Art ihres
periodischen  Auftretens, einige Wochen &hnliche ivAdttungsfaktoren mit
anschlieBendem abruptem Anstieg oder Absinken, waleh diese hoheren oder
niedrigeren Aktivierungsfaktoren wiederum fir emigeit stabil halten lie3en, vermuten,
dass hier Veradnderungen im Zellzyklus zum Tragemrken. Durch diese stark
unterschiedlichen Messgrof3en und die daraus resartien Standardabweichungen, l&sst
sich naturlich keine verninftige Auswertung betesib Auch das Wiederholen eines
einzelnen Tests, solange bis man drei ,vernunftMy&rte erhalt, kann hier keine Losung
sein. Zum einen aus 6konomischen Gesichtspunkten, anderen aber wirde dies auch
eine Daten-Klitterung darstellen, da man relativikiirlich einzelne Werte aus einer
Melreihe auswéahlen musste, wobei sich die Auslgsdananderen Werte oft nur schwer
begrinden lieBe. Moglich, aber unékonomisch, wédgglich die stédndige Wiederholung

von Bestimmungen bis sich akzeptable Fehlerberdiclen lieRen. Diese Erdrterungen
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machen die Notwendigkeit einer Positiv-Kontrolledueiner auf dieser basierenden
Relativierung der Messwerte verstandlich.

3.3.1.5. Auswertung

Obige Aussagen begrinden, warum zumindest in umsEedle eine Auswertung anhand
des Vergleichs zu einer Positiv-Kontrolle angebtadrscheint. Wie bei jeder
Enzymkinetik stellt sich auch bei der unseres Repdbens, der Firefly Luciferase, bei
maximaler Aktivitdt ein Sattigungsniveau ein, ablakem in der Regel eine weitere
Steigerung der Aktivitat nicht zu beobachten ise<Dkann man sich bei der Auswertung
zunutze machen, indem man auf jeder Testplatte Riségiv-Kontrolle mitlaufen lasst, in
der Regel eine etablierte, nach Mdglichkeit selektSubstanz, welche man bei einer
Konzentration einsetzt, bei der man eine maximadgvierung erreicht. Dieser RLU-Wert
wird nun auf 100% der mdglichen Aktivierung festgfes, die anderen Messwerte werden
durch diesen Maximalwert geteilt (Relativierungduman erhalt die relative Aktivierung
gegen Referenz. Es ist leicht ersichtlich, dassefmdgen bei den Aktivierungsfaktoren
sich im Verhalten der Referenzsubstanz widerspnegeld bei dieser zu den analogen
Veranderungen fihren. Die bei diesem Vorgehen temeh Aktivierungskonstanten
wiesen keine systematische Abweichung von solcleerdipekter Berechung anhand der
RLU-Werte auf, insofern erscheint diese Vorgehemssvédei der Auswertung sowohl
berechtigt als auch begriindet und stellt ein UbBc¥erfahren in der publizierten Literatur

dar.

3.3.2. Verwendung eines Gal4-Fusionsproteins und de s zugehdrigen
Response Elements anstelle des PPAR Vollrezeptors u nd des

zugehorigen Response Elements

Wie bereits weiter oben angefuihrt, basiert die eedete Methode auf dem Ersatz der
DNA-Binde-Domane des PPAR Rezeptors durch die G&D aus Saccharomyces
cerevisiae. Durch diesen Ersatz geht zum einen die aminotei@ilLigand-unabhéangige
AF-1 Transaktivierungsdomane des PPAR verloren, anderen erkennt das verwendete
Fusionsprotein nun das Gal4-Response Element Enstet PPAR-Response Elements
(PPRE). Hierdurch ergeben sich entscheidende Whiede in der Spezifitat der Methode

im Vergleich zu einem Vollrezeptor-Assay.
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Jegliche Einflisse welche die Ligand-unabhéngige-1APbomane des PPAR
adressieren wudrden, etwa Phosphorylierung durchag€@n und dadurch bedingte
Veranderung der PPAR Transaktivierungsaktivitatdearnicht erfasst.

Prinzipiell ist eine Beeinflussung der Aktivitdt sleFusionsproteins durch
Beeinflussung der Gal4-DBD maoglich. Allerdings &he solche Beeinflussung, wenn
auch nicht ganzlich auszuschlieen, unwahrschhindia dieses Transkriptionselement
heterolog fur die verwendete metazoische Cos7idiellist [204-206]. Darlber hinaus
sind DNA-Binde-Domé&nen an der Regulierung der Atdivnukle&rer Rezeptoren in
geringerem Ausmal beteiligt und Einflisse, welchigemein Einfluss auf die
Proteinexpression nehmen, etwa durch BeeinflusslergAktivitdt der Ribosomen,
werden mithilfe des Kontrollvektors und der Norrsaiung bei der Auswertung
entsprechend berticksichtigt. Somit basiert die @usgete Transaktivierungsaktivitat
vornehmlich auf der Beeinflussung der Liganden-Biibmane des PPAR und ist
damit fur diese spezifisch.

Eine weitere Erhdhung der Spezifitat ergibt sicldudteh, dass auf dem Reporter-
Vektor das Gal4 Response Element, anstelle eineBRAResponse Elements,
vorkommt. Dieses Response Element des Reporterokéektird von den endogen in
Cos7 Zellen vorhandenen Transkriptionsfaktoren wssechtlich nicht erkannt [204-
206]. Allein aufgrund prinzipieller theoretischerbé&llegungen ist nicht vollig
auszuschliel3en, dass dieses fir die Cos7 Zellardhmge Response Element einen
passenden Transkriptionsfaktor findet, die expenteleen Daten schlieRen dies jedoch
aus. Zwar wurde bei den einzelnen Testungen keorerille mitgefihrt, bei der der
Effekt der Testsubstanz auf den Reporter-Vektairal, also ohne Transfektion des
jeweiligen PPAR-Expressions-Vektors bestimmt wualkerdings ist dieser Nachweis
auf indirekte Weise gefuhrt. Da fur alle Testkardéh jeweils alle drei PPAR-
Subtypen getestet wurden und fir jeden Subtyp-Agsasils derselbe Reporter-
Vektor transfiziert wurde, fungiert hier jeder PPARDbtyp, fur den keinerlei
Aktivierung gefunden wurde, als Negativ-KontrollBur Veranschaulichung: Eine
Substanz welche durch eine PRARabhangige Transkriptionsaktivierung zur
Expression des Reportergens fuhrt, aber keine BPARDbhangige
Transkriptionsaktivierung des Reportergens aufwdisit bewiesenermalen keinen
Einfluss auf eine unspezifische Aktivierung des étegrgens. Dieser Nachweis ist

lediglich fir Substanzen nicht gegeben, die Akt aller 3 PPAR-Subtypen zeigen.
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Daruber hinaus ergibt sich ein weiteres Indiz daralass die Negativ-Kontrollen
(Basalaktivitat ohne Zugabe eines Agonisten) sian geringfugig von den nicht
transfizierten Kontrollen unterschieden und gegenitdiesen nur sehr geringe
Induktionen aufwiesen (<<10% der maximal erreickhainduktion), was zeigt, dass
potentiell endogen in den Cos7 vorhandene Transkmngfaktoren, die das Gal4-
Response Element erkennen kdnnten, unstimulignt aidiv sind.

* Weiterhin ergibt sich gegentber dem Vollrezeptosaseine Erhohung der Spezifitat
dadurch, dass der Retinoid-X-Rezeptor nicht alsakiof bendtigt wird. Beim
Vollrezeptor-Assay ist die Transaktivierung des IRPRXR Heterodimers durch einen
RXR-Agonisten allein moglich und damit kénnen adichdiesem Falle unerwiinscht-
RXR agonistische Effekte erfasst werden. Dies @&tmbFusionrezeptor-Assay nicht
maoglich, da RXR hier nicht als Heterodimerisierypeysner benétigt wird.

* Nicht ausgeschlossen werden kdnnen hingegen Effekgtch durch eine indirekte
Aktivierung der LBD stattfinden, etwa Substanz-ingute metabolische Effekte,
welche erst zur endogenen Freisetzung eines Agonisinren. Dies ist jedoch eine
allgemeine inharente Eigenschaft von Reporter-Gessags, welche auf der
Aktivierung (oder auch Inhibierung) eines Transkapsfaktors beruhen. Der
entsprechende Nachweis einer direkten RezeptordBopdund auch der Ort dieser
Bindung, also allosterisch oder in der LigandeneBtiasche, lie3e sich nur durch eine
entsprechende Methode etwa durch Kokristallisateines Agonisten mit dem
Rezeptor und anschlieBende Rontgenstrukturanalyeerf. Im Rahmen eines
Screenings erscheint dies allerdings nicht angébrdmzw. ist bei fehlender
Identifikation der aktiven Komponente auch gar hietdglich, sondern erscheint eher
angebracht zur genaueren Charakterisierung entsgrder Kandidaten fur die weitere

Entwicklung.

3.3.3. Robustheit der Methode im Hinblick auf Veran derungen der

Parameter

Bei in-vitro Assays stellt die Reproduzierbarkeit der MethadeHinblick auf variable
Durchfihrungsbedingungen eine der grol3ten Heradsfongen dar. Eine
Standardisierung der Testbedingungen ist wiinschemsela in der Praxis allerdings nicht
immer einzuhalten, ist die Robustheit der Methodsgemiber &ufl3eren Einflissen
essentiell. So lassen sich bei Verwendung von eiZellen, aufgrund der Unkenntnis
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komplexer molekularbiologischer Vorgange, wie sehstwa aufgrund des naturlichen
Zellzyklus ergeben, nicht immer standardisierte iBgangen einhalten, weshalb der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei leicht vesdied Parametern, etwa der
Inkubationszeiten, grol3e Aufmerksamkeit zukommenssnum Falle des von uns
verwendeten Assays ergab sich eine grol3ere Varidigo Kulturbedingungen, durch eine
zeitweise ausstattungsbedingt notige Umstellungkiddendioxid-Gehalts im Inkubator
von 10% auf 5% C@ Diese Umstellung, welche ohne Kompensation dedurda
erhohten pH-Werts im Zellkultur-Medium durchgefuhlvurde, wurde von den Zellen
schlecht vertragen. Wahrend die Zellen ansonstear (ibehrere Monate hinweg
befriedigende Aktivierungsfaktoren aufwiesen, zmigtsie unter diesen Bedingungen
bereits eine bis zwei Wochen nach Inkulturnahmenwmgh sehr geringe Induktionen, auch
nahmen ihre Teilungsraten rapide ab, so dass naeh4eWochen frische Zellen aufgetaut
werden mussten. Trotz dieser Umstande lie3en embbch die unter diesen Bedingungen
in Einzelmessungen erhaltenen s@/erte in spateren Bestimmungen bei 10 %,CO
reproduzieren. Allein die Wiederhol-Bestimmungerelehe aus diesem Grund notig
waren, stellen natirlich eine Verschwendung vonsB@gen dar und es ist davon
auszugehen, dass Testkandidaten, welche nur mirghkéivierung zeigen, unter diesen
Bedingungen nicht erkannt werden.

3.3.3.1. Reproduzierbarkeit der Basal-Aktivitat

Auch bei konstanten Kulturbedingungen zeigten dieednen MelRparameter eine grol3ere
Variabilitdt. So war die Basalaktivitat, also dierdNegativ-Kontrolle ohne Testsubstanz,
teilweise von Assay zu Assay, oder doch zuminddstr Ceinige Wochen hinweg
verschieden und reichte vom Wert des Reagenzeaseallieicht transfizierte Kontrolle) bis
zum mehr als 10-fachen dieses Wertes. Hieraustiezgum natirlich immense relative
Fehler, welche den Nachweis einer statistischemiftkgnz natirlich erschweren und
unter Umstdnden fur diesen Nachweis eine haufigéeesuchs-Wiederholung notig
machen und damit zu erh6hten Material- und Arbeggdn fiihren. Allerdings relativiert
sich dieser Befund, wenn der erhaltene Testwed kahe Differenz zur Negativkontrolle
aufweist, also bei den in unserem Assay erhaltéoéen Induktionen und stellte lediglich
bei marginalen Induktionen ein Problem dar. Darliaaus zeichnete sich die Tendenz
ab, dass bei hohen Basalwerten auch die jeweiligestwerte grof3er waren, was darauf

schlieRen l&sst, dass in diesem Falle insgesanibgliressionrate hoher lag.

- 49 -



MATERIALIEN UND METHODEN

3.3.3.2. Reproduzierbarkeit von Rohdaten und ausgew erteten Daten

Wie bereits aus den Ausfuhrungen unter 3.1.1. lmgehd, sind die LU als Rohdaten fur
eine Auswertung noch nicht geeignet, da hier bereibe Veranderung der ausgesaten
Zellzahlen zu nicht Analyt-bedingten Verédnderungiimren. Fir eine Auswertung
prinzipiell geeignet waren RLUs oder Aktivierungdfaren, welche an sich aber wenig
reproduzierbar waren. Erst die Relativierung gegjee Referenz Substanz, fuhrte hier zu
reproduzierbaren Ergebnissen. Fir die BerechnumgB@G, Konstanten erwies es sich
jedoch als unerheblich, ob mit der relativen Aldiving, Aktivierungsfaktoren oder RLUs
gerechnet wurde, die bei der Auswertung mit Sigmo@Plerhaltenen

Aktivierungskonstanten wiesen keine relevanten tdcteede auf.
3.3.4. Validierung der Referenzsubstanzen
3.3.4.1. WY-14643 (Pyrinixinsdure) und GW7647

Pyrinixinsdure wurde zunachst als antilipidamischéirkstoff etabliert, welcher eine
Proliferation der Peroxisomen in Nagern bewirktt Mer Entdeckung von PPARwar
dann schliel3lich auch die entsprechende Zielstrugefunden. Aufgrund der in den
Medizinisch-Chemisch orientierten Dissertationsaemevon Y. Syha und L. Popescu
gewahlten Synthesestrategie, ausgehend von Pyr&dinie, wurde diese Substanz als
Referenzsubstanz fur den PPARssay ausgewahlt. Dartber hinaus ist diese Substan
aber auch als Referenz fur PP\ der Literatur etabliert. Dabei ergibt sich dzifd,
welches auch von einigen anderen Substanzen beisantidss Pyrinixinsaure am PPAR
von Nagerspezies um wenigstens eine GrofRenordrkingeraist, tblicherweise werden
hier EGo Werte von 0,5 bis 1 uM angegeben [207]. Fir derh aton uns verwendeten
humanen PPAR hingegen liegen fur Pyrinixinsaure Literaturangalfié& den EGy, Wert
von 5 (auch Werte von 1 uM werden angegeben) bigtNIOvor. Der von uns fir die
Substanz gefundene Wert liegt mit knapp 40 uM umaetine Grolienordnung héher. Die
Diskrepanz dieser Beobachtungen ist wohl auf dtersohiedliche Art des durchgefiihrten
Assays zuriickzufuhren, so werden teilweise VollpgmeAssays durchgefiihrt oder andere
Zelllinien verwendet, etc. Aus diesem Grunde hatbenzur Cross-Validierung einen
weiteren PPAR Agonisten als Referenz eingesetzt, namlich GW7&4 den wir mit 6

nM den Literaturwert exakt reproduzieren konnten.
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Abbildung 11: Validierungsparameter des verwendeten Assays. Blffesind jeweils reprasentative
Werte (3) fur Light Units (LU) des Firefly Luciferase Reper Gens (nicht normalisierf); Relative Light
Units (RLU) B; Aktivierungsfaktoren C; und ein EG, Plot fir Pioglitazon an PPARD. Als
Referenzsubstanzen wurden eingesetzt: 100 pM W¥R4ir PPARY; 1 uM L165,041 fur PPARund 1
UM Pioglitazon fur PPAR
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Auf jeden Fall betont diese abweichende BeobachtliagNotwendigkeit, den Absolut
Werten aus anderen Quellen nur bedingte Aussageaiuaichenken, wahrend der relative
Vergleich zu Referenzsubstanzen hier eine hohessagekraft hat.

Fur unsere Untersuchungen auf Aktivierung des PiPAR haben wir Pyrinixinsaure als
Positiv-Kontrolle in einer Konzentration von 100 pédihgesetzt, eine Konzentration die
ausreichend zur Erreichung der Plateau Phase ddRd®Rktivierung war.

Daruber hinaus konnten wir fur die Pyrinixinsaungcta fur PPAR einen EGy Wert
bestimmen, welcher bei 53,7 uM lag und fur PBARR sich bei der hdchsten

Testkonzentration von 100 pM immerhin noch eineslBddivitat feststellen.
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Abbildung 12: ECso Plot fur die Aktivierung von PPAR (links) und PPAR (rechts) durch Pyrinixinsaure.

Damit ist Pyrinixinsaure, anders als landlaufigder Literatur dargestellt, kein selektiver
PPARx Agonist, sondern vielmehr als ein dualer PRARAgonist oder sogar alsan-
PPAR Agonist aufzufassen. Ganz uberwiegend wirdS#kektivitat von Pyrinixinsaure
unter Verweis auf andere Literatur angefihrt. DefuBd, dass sie auch PPyARKktiviert,
ist allerdings auch literaturbekannt und der vorigdn et al. gefundenen Wert von 60 uM

fur PPARy stimmt sehr gut mit unserem Wert Uberein [149].

3.3.4.2. Pioglitazon

Fur die PPAR selektive Referenz-Substanz Pioglitazon erhielt@n bei unseren

Bestimmungen einen EE Wert von 0,27 pM, welcher anndhernd mit Ublichen
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Literaturwerten von 0,58 Ubereinstimmt [149]. Berr dnaximalen von den Cos7 Zellen
vertragenen Konzentration von 10 puM haben wir atioh Pioglitazon eine basale
Aktivierung von PPAR und PPAR erhalten. Als Positiv-Kontrolle fir den PPRxRssay

wurde Pioglitazon jeweils bei 1uM eingesetzt, whendalls zur Erreichung der Plateau
Phase ausreichend war. FUr Pioglitazon ist diedi@ling publiziert in Rau et al. [2] und

ist im Anhang dieser Arbeit zu finden.
3.3.4.3. L165,041

Fir den PPAR Assay wurde der selektive PPARAgonist L165,041 in einer
Konzentration von 1 uM verwendet, auch diese aciseeid zur Erreichung der Plateau-
Phase. Auch hier wurde bei einer Konzentration ¥9nuM eine basale Aktivierung von
PPARx und PPAR gesehen, der &g Wert fir PPAR wurde zu 0,04 bestimmt, ein
ublicher Literaturwert liegt bei 0,53 pM [149].

Abbildung 13:
12 ECso Plot fur die Aktivierung des PPAR
10 durch L165,041
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3.3.5. Validierung des Assays anhand von Fettsduren , als endogenen
PPAR Aktivatoren

Da Fettsduren als, wenn auch nur schwach affindpgeane PPAR Agonisten eine
physiologische Relevanz aufweisen, lag es nahegnddktivitdt in unserem Assay
ebenfalls zu bestimmen. Fiur die Reihe von der einfangesattigten Olsdure bis zur

Docosahexaensaure haben wir ein AktivitatsprofilRiIFARY und PPAR beobachtet, wie
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es nach den Angaben in der Literatur zu erwarten[@@ 61, 104, 208-211]. Und zwar
sind die Fettsduren am PPARbereits bei niedrigeren Konzentrationen aktiv, aifs
PPARy, mit geschatzten BgWerten etwa um 100 uM fir PPARInd zwischen 100 und
200 uM (>300 uM fur Olsaure) fir PPARAuRerdem ergibt sich in Ubereinstimmung mit
der Literatur das Bild, das PPAReine hohere Anzahl an Doppelbindungen erfordert.
Wahrend PPAR kaum zwischen den verschiedenen Fettsduren diskeir) wird PPAR/
von der einfach ungesattigten Olsaure erst jenseits200 pM signifikant aktiviert und
auch die zweifach ungesattigte Linolsaure ist inaien schwacher wirksam. Fir eine
genauere Bestimmung sind die Fettsduren jedocletaiash wirksam. Der Einsatz derart
hoher Konzentrationen, machte zum einen den Einsatn hoheren DMSO
Konzentrationen nétig, zum anderen dirften bei ntigen Konzentrationen auch andere
Stoffwechselwege fur diese physiologischen Sulesteditiviert werden, so dass hier
Uberlagerungseffekte auftreten. Dariiber hinaus emirdie hohen Konzentrationen auch
bereits toxisch auf die Cos7 Zellen. Am deutlichsi& dies fur die Eicosapentaensaure
und Docosahexaensaure, welche bereits bei 200 kbhmdpar toxische Effekte auf die
Testzellen ausuben.

Es sei an dieser Stelle immerhin angemerkt, daspm@chende klinische Befunde, welche
eine Diabetes protektive Wirkung fir langkettige hmieach ungesattigte Fettsauren
aufzeigen (neben anderen durch diese bedingtenbalisizhen Effekten etwa durch
Eingriff in den Leukotrien Haushalt) PPAR vermittelein dirften [212-214]. Aktuell
laufen mehrere klinische Studien zum Nachweis d#ekBvitdt von n-3 mehrfach

ungesattigten Fettsduren bei Typ 2 Diabetes undMetabolischen Syndrom.

Abbildung 14: Fettsduren und Derivate als PPAR Aktivatoren
/\/\/\/E/\/\/\/\COOH Olsaure
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Abbildung 15: Aktivierung von PPAR
durch ungeséttigte Fettsduren. Alle Werte sind
signifikant unterschiedlich von der Negativ-
Kontrolle. Der 200 pupuM Wert fir
Eicosapentaensaure wurde ausgelassen, da es
hier offensichtlich zur Uberlagerung mit
anderen biochemischen Effekten kam, was
hier zu einem signifikant von der Positiv-
Kontrolle unterschiedlichen Wert von tber 32
fur den Aktivierungsfaktor fihrte. Der
schwarze Balken steht far die
Referenzsubstanz WY14643 (100uM).

B Docosahexaensaure
@ Eicosapentaenséure
& Linolensaure
Linolsaure

m Olsaure

W Piogltazon

Abbildung 16: Aktivierung von PPAR durch ungeséttigt Fettsduren. Alle Werte sind ifilgmt

unterschiedliche zur Negativ-Kontrolle, mit Ausnahoer 100 und 200 uM Werte der Olsaure, welche erst

bei 300 uM einen signifikanten Effekt aufzeigt. Aubier zeigt sich, dass Eicosapentaensaure veomutli

noch andere Stoffwechselwege beeinflusst, welch&rem Superagonismus fiihren, ersichtlich am Weairt b

200 pM, bei welcher Konzentration der Effekt grofsir als der der Positiv-Kontrolle (auch wenn der

Unterschied hier nicht signifikant ist).
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3.4. Extraktherstellung

3.4.1. Wahl des Extraktionsmittels

FUr ein rationales Screening pflanzlicher Drogeri das Vorhandensein von PPAR
Aktivatoren war, aufgrund des stark lipophilen Glikders bekannter PPAR-Agonisten und
der PPAR Liganden Bindungstasche, die Auswahl este® lipophilen Extraktionsmittels
unumganglich. Trotzdem sollten, neben der Aussdmgr @inen bestimmten erhaltenen
Extrakt, auch relevante Aussagen zur Wirksamkeaittege selbst erhalten werden. Da
nur so die Vergleichbarkeit zur volksmedizinischidumzung in Form der Droge gegeben
erscheint. Die Auswahl eines zu lipophilen Extraktedtte aus meiner Sicht diese
Auswertbarkeit der Ergebnisse stark eingeschraniq zum einen immense
Anreicherungsfaktoren von grof3er Faktor 50 erzagdtden kdnnen, welche sich bei der
traditionellen Anwendung, aufgrund schwacherer &kttonsmittel oder aufgrund
vorhandener Begleitstoffe bei der intestinalen Apson, so nicht erzielen liel3en.
Weiterhin weisen sehr stark lipophile Stoffe imgdineinen auch eine geringe Loslichkeit
im wassrigen Milieu auf, was das Ausmal3 ihrer BrGiigbarkeit, also die Aufnahme aus
einer wassrigen Losung wahrend der Magen-Darm Basbaschrankt.

Um sowohl eine ausreichende Lipophilie der extndére Stoffe, als auch eine gewisse
Loslichkeit im wassrigen Milieu sicherzustellenplach fur das durchgeflihrte Screening
80% Ethanol als Extraktionsmittel gewahlt. Durck dugabe im zehnfachen Uberschuss
gegeniber der Droge sollte ferner ein moglichst3gsolnhaltsstoffspektrum extrahiert
werden. In Kauf zu nehmen war dafir, angesichtséter Anreicherungsfaktoren, dass
gewisse potentielle Treffer aufgrund zu geringemdahs nicht auszumachen sein durften.
Daflir aber schien mir diese Methode verlasslicheussagen Uber die Relevanz und

Plausibilitat volksmedizinischer Anwendungen zwaeben.
3.4.2. Auswahl der Drogen

Die verwendeten Drogen wurden aus verschiedenetutkemtisen, vor allem aufgrund
traditionell berichteter Wirksamkeit bei Diabetesellitus ausgewahlt, welche so

vorhanden maoglicherweise auf einem Agonismus am BBPBeruhen kdnnte. In diese
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Auswahl sind auch solche Pflanzen einbezogen wordbai denen andere
Wirkmechanismen als wahrscheinlich anzusehen waenist, zum Beispiel angesichts
einer Diabetes Diagnostik, welche sich in tradieZeitraumen wohl auf das Erkennen des
sufRen Geschmacks des Urins der betroffenen Perdmsamrankte, davon auszugehen,
dass eine Anzahl traditioneller ,Diabetes Mittelifgrund harntreibender Wirkung, durch
welche die SufRe zumindest verdiinnbar war, zu diessx gekommen sind. Wobei hier
wiederum bereits die Uberlieferung einer harntnedtem Wirkung ausreichend gewesen
sein mag. Dies dirfte auch die enorm grof3e Anzihbei Diabetes wirksam tradierter
Drogen begriinden. So lieRen sich ohne eingeherRiecherche aus den verschiedenen
Kulturkreisen einige Dutzend als antidiabetisch rlibkerte Drogen ausmachen, wobel
zumindest fur einen Teil derselben auch prakliresEkidenz existiert. Die vorgenommene
Auswahl beschrénkte sich vornehmlich auf solchegbn die im Handel verfiigbar waren,
was die Zahl von Drogen aus dem afrikanischen,-{saiderikanischen, indischen und z.T.
auch dem chinesischen Kulturkreis beschréankte eMibtezogen wurden auch Pflanzen, fur
welche neben der traditionell nachgesagten Wirkkeige Evidenz zur Verfigung steht
und Pflanzen wie z.BGalega offic., flr die bereits ein plausibler Wirkmechanismus
beschrieben ist. Fur die Behandlung von Fettstafhgelstérungen, liel3 sich (wohl
aufgrund der mangelnden Diagnostizierbarkeit idigden Zeitraumen) keine Uberlieferte
Wirksamkeit finden. Hier wurden stellvertretend igen Pflanzen aufgenommen, fur die

sich in neuerer Zeit Hinweise auf antilipidamistieksamkeit ergeben haben.
3.4.3. Herstellung der Extrakte

Im Falle der durch den botanischen Garten zur \gemig gestellten, oder der selbst
gesammelten Frischpflanzen, wurde zunéachst dashpfianzenmaterial mit Hilfe eines
Hordentrockners fur zunachst eine Stunde bei 6@@etrocknet, danach wurde bei 45°C
bis zur Konstanz der Masse getrocknet und der Traroggsverlust bestimmt. Die auf diese
Art und Weise erhaltenen, oder bereits als solch@mibenen Drogen wurden mit einer
handelsublichen Schlagmesser Kaffeemihle zerkkeumet mit dem zehnfachen Volumen
ihrer Masse an 80 % (V/V) Ethanol versetzt. Die amesetzte Miscella wurde fur
mindestens zwei Tage bei Raumtemperatur vor Lielstigitzt und in Braunglasflaschen
unter gelegentlichem Umschitteln inkubiert. Danachide mit Hilfe eines Ultra-Turrax

fur drei Minuten homogenisiert und extrahiert, die erhaltene Miscella wurde Uber
Faltenfilter vom Ruckstand befreit, wobei der Fikiechen mit 80% Ethanol nachgespdlt
wurde. Der so erhaltene Extrakt wurde anschlie3@d40°C und vermindertem Druck
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zur Trockene einrotiert. Bei solchen Extrakten, diggrund von Restwasser keine feste
Konsistenz annahmen, wurde mit absolutem EtharmlSahleppmittel das Restwasser

entfernt.

3.5. HPLC Analytik der Rosmarin und Salbei Extrakte

Fur die Analytik des Salbei Extraktes wurde einef¥ate von 0,5 ml/min eingestellt, als
Fliel3mittel wurde eine Mischung aus 35% Acetat-@ufjpH 3,5) und 65% Methanol
verwendet. Es wurden 10 pl des in Methanol gelodistraktes injiziert und bei

isokratischer Elution nach einer Laufzeit von et@amin (Carnosol) bzw. 26 min

(Carnosolsaure) bei einer Wellenlange von 280 ntektiert. Fir den Rosmarin Extrakt
wurde eine Flu3rate von 1 ml/min und das gleichie(¥ghittel verwendet, wobei hier
allerdings der Pufferanteil auf 30% reduziert wurd@arnosol wies hierbei eine
Retentionszeit von etwa 5 min auf, wahrend Cars@swe in diesem Extrakt nicht
quantifizierbar war. Fiur beide Extrakte wurde dtarfdard-Additionsmethode jeweils mit

Zugabe von Carnosolsaure bzw. Carnosol als inte®tamdard verwendet.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Screening pflanzlicher Extrakte auf PPAR Agoni  smus

Die in diesem Abschnitt behandelten Ergebnisse 8eeenings von mehr als 50
ethanolischen Pflanzen-Extrakten sind in weserghcimhalten publiziert in [1]. Allein die
Diskussion dieser Ergebnisse bezuglich ihrer Relewad die Verknipfung dieser Daten
mit bereits publizierten Daten vor allem tierexpeznteller Art ist in dieser Publikation
aus Platzgrinden nicht umfanglich erértert und deihalb an dieser Stelle erfolgen. Die
durchgefuhrten Testungen sind einerseits imstafideeihige traditionell bei Diabetes
eingesetzte Pflanzen oder deren Zubereitungen eméglichen Wirkmechanismus
aufzuzeigen. Andererseits konnen die fur einigear2#&n erhaltenen Ergebnisse einen
maoglichen Beitrag zu einer dokumentierten oderiti@tell nachgesagten antidiabetischen

Wirkung durch Angriff am PPAR verneinen.

41.1. Pflanzenextrakte ohne oder mit Uberaus schwa chem PPAR

Agonismus

In entsprechenden Tier- oder Zellbasierten Testsysh sind antidiabetische bzw.
Blutzucker- oder Lipid senkende Effekte beschriebi@n folgende Pflanzen oder
entsprechende Zubereitungen oder Inhaltsstdfferinda officinalis [215], Allium cepa
[216-225], Allium sativum [216, 217, 224-227]Allium ursinum [228], Camellia sinensis
[229-231],0puntia ficus indica [232, 233],Harpagophytum procumbens [234], Phaseolus
vulgaris [224, 235, 236]. Gleiches gilt flirigonella foenum-graecum, fiir welches neben
experimentellen Befunden [237-249] auch antidisiobe Effekte in klinischen
Humanstudien aufgezeigt worden sind [250-252].

Fur den Konsum von schwarzem Kaffee wurde in zatien retrospektiven Kohorten-
Studien eine Senkung des Risikos flur Typ-2-Diabefeseigt [253-259], wobei dieser
Befund durch Meta-Analysen erhartet wird [213, 260]

Unsere Untersuchungen legen aufgrund der fehleAdéimierung des PPAR nahe, dass
die beschriebenen Effekte nicht auf eventuell dteha PPAR-Liganden zurlckzuflhren

sind, sondern vielmehr auf anderen, noch aufzurdigre Mechanismen beruhen.
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deutscher Name der Botanischer Name PPAR - relevante
Stammpflanze Aktivierung Literatur

Artischocke Cynara scolymus L. -/- 262-264
Ba Ji Tan Morinda citrifolia L. -/- 215
Bérlauch Allium ursinum L. -/- 228
Birke Betula pendula Roth. -/- /-
Bocksdorn Lycium chinense P. Mill -/- /-
Bockshornklee Trigonella foenum-graecum L. -/- 237-252
Bohne Phaseolus vulgaris L. -/- 224,235,236
Brennessel Urtica dioica L. aly 320,321
Chili Capsicum frutescens L. aly 310-314
Dang Sheng Codonopsis pilosula (Franch.) Nannf. -/- /-
Eberesche Sorbus aucuparia L. -/- /-
Engelwurz Angelica archangelica L. Y -
Enzian Gentiana lutea L. Y -
Euphorbia Euphorbia balsamifera Ait. Y -
Feigenkaktus Opuntia ficus-indica (L.) P. Mill. -/- 232,233
Frauenhaarfarn Adiantum capillus-veneris L. yns. -
Geildraute Galega officinalis L. -/- 265-266
Ginseng Panax ginseng C. Meyer Yn.s. 272-294
Grasnelke Armeria maritima (P. Mill.) Willd. aly /-
Hagebutte Rosa canina L. -/- s
Heidelbeere Vaccinium myrtillus L. Y 271
Himbeere Rubus idaeus L. aly (303)
Immergriin Catharanthus roseus (L.) G. Don alyld 317-319
Kaffee Coffea arabica L. -/- 213,253-260
Kakao Theobroma cacao L. aly/d /-
Kalmus Acorus calamus L. aly 316
Karotte Daucus carota L. -/- -
Knoblauch Allium sativum L. -/- 216,217,224-227
Kreuzkraut Senecio fuchsii C.C. Gmel. -/- /-
Kreuzkiimmel Syzygium cumini (L.) Skeels Y 269,270
Kurkuma Curcuma longa L. Yns. 299,300
Lapacho Tabebuia impetiginosa (Martius ex DC.) Standley aly /-
Lavendel Lavandula angustifolia P. Mill. Y /-
Mais Zea mays L. aly /-
Majoran Origanum majorana L. aly 315
Mariendistel Silybum marianum (L.) Gartn. aly 305-309
Mate llex paraguariensis St.-Hil. -/- s
Odermenning Agrimonia eupatoria L. Y 267
Olbaum Olea europaea L. y 268
Orange Citrus aurantium L. -/- 4
Orient Froschloffel Alisma plantago-aquatica L. aly /-
Pappel Populus nigra L. Y -
Purgierstrauch Jatropha curcas L. aly/d /-
Ringelblume Calendula officinalis L. -/- 4
Taigawurzel Eleutherococcus senticosus (Rupr. & Maxim.) aly 304
Tee Camellia sinensis (L.) O.Kuntze -/- 229-231
Teufelskralle Harpagophytum procumbens (Burch.)DC. -/- 234
Walnuf3 Juglans regia L. -/- 4=
Wiesenknopf Sanguisorba ancistroides (Desf.)Ces. -/- -
Zaubernuf3 Hamamelis virginiana L. -/- /-
Zimt Cinnamomum verum J. Presl. Y 295-298
Zwiebel Allium cepa L. -/- 216-225
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Tabelle 4: (siehe vorherige Seite) Tabellarische Zusammensiglider in dieser Arbeit erhaltenen
Testergebnisse mit bereits publizierter relevarfigeratur. Wobei hier unter relevant zu verstehet i
experimentelle, préklinische oder auch klinischeeDazu antidiabetischen-, antilipidamischen- odeAR-
Effekten. Das Fehlen von Literatur bedeutet hiassdin PubMed weder unter dem lateinischen (Gagt)ing
Namen noch unter dem englischen Vernakular Literatdiziert ist. Zur schnelleren Ubersicht sind
hinterlegt: griin Ubereinstimmung mit bisher pulditen Befunden, tiirkis ein aus der Literatur nicht
absehbarer PPAR Effekt, gelb fir antidiabetischdifidamische Effekte, die vermutlich nicht PPAR
vermittelt sind. Komplett in hell tirkis hinterlegtind solche Pflanzen, bei denen PPAR Aktivierung
potentiell zur Erklarung bereits beobachteter aaietischer/antilipiddmischer Effekte beizutragemmag
und in Tdrkis solche Pflanzen, fir die oder fireserelevante Inhaltsstoffe ein PPAR Agonismus kerei

publiziert wurde.

Weitere nicht oder Uberaus schwach PPAR wirksaméralkbe waren jene von:
Codonopsis pilosula, Lycium chinense, Rosa canina, Citrus aurantium, Juglans regia,
Sorbus aucuparia, Hamamelis virgiana, Betula pendula (Rinde und Blatter)Sanguisorba
ancistroides, llex paraguariensis, Calendula officinalis, Daucus carota und Senecio
fuchsii, fur welche abgesehen von einer traditionell nashgten antidiabetischen oder

antilipidamischen Wirkung keine weiteren Wirksan&Rinweise existieren [261].

Fur Cynara scolymus war ebenfalls kein PPAR-Agonismus zu beobachtesshalb die
berichteten antilipidamischen  Wirkungen [262-264]Jucla hier auf andere
Wirkmechanismen, etwa die vorgeschlagen Hemmungrgldroxy-methyl-glutaryl CoA-
Reduktase (HMG-CoA Reduktase) zurlckzuflihren seiftah.

Ahnliches gilt fir den Extrakt auGalega officinalis, deren isolierte Guanidin-Derrivate
aufgrund ihrer antidiabetischen Wirkung Ausgang&pufiir die Entwicklung der
Biguanid-Derivate waren, von denen Metformin healte einziges beim Typ-2-Diabetes
angewandt wird [265, 266]. Auch hier konnte keinARPagonistisches Wirkprinzip
aufgezeigt werden.

Fur eine eventuelle oder auch tatsachlich vorhama@atidiabetische oder antilipiddmische
Wirkung der hier genannten Extrakte scheint alsoR#AR-Agonismus nicht relevant zu
sein. Zwar ist nicht auszuschlieBen, dass auchiesed Extrakten PPAR agonistische
Prinzipien vorhanden sind, welche nicht oder zumstdhicht in ausreichendem Malie
extrahiert wurden, aufgrund der verwendeten Eximakmethode mit ihrem zehnfachem

Uberschuss an Extraktionsmittel von mittlerer Lipitie, ist allerdings davon auszugehen,
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dass eventuell vorhandene PPAR Aktivatoren allenfalso geringen Mengen vorhanden
sind, dass unter Ernahrungs- oder auch pharmazeeiis Gesichtspunkten eine
entsprechende Wirksamkeit nicht durch einen direREAR Agonismus vermittelt sein

kann.

Fur die Extrakte vorCynara s., llex p., Betula p. (Rinde),Calendula offic. und Galega
offic. muss diese Aussage, wegen der - bedingt durckndeellulare - Toxizitat
niedrigeren verwendeten Testkonzentration von makiB® mg/L, zwar eingeschrankt
werden, aber auch hier dirfte eine eventuelle Adting des PPAR bei hoheren

Konzentrationen letztlich nicht relevant sein.

Letztendlich aber erlaubt das verwendete Testsysteemerlei Aussage Uber
maoglicherweise in den Extrakten vorhandene allssibe PPAR Aktivatoren, welche etwa
Uber Phosphorylierung der Ligand unabhéngigen Adtimgsdomane AF-1 zu einer
PPAR Aktivierung fuhren.

4.1.2. Pflanzenextrakte mit geringem, aber Uberwieg end signifikanten
PPAR Agonismus

Eine weitere Gruppe von sechzehn der insgesamteféstgten Pflanzenextrakte zeigte
zwar sehr wohl eine signifikante Aktivierung mintes eines der PPAR Subtypen.
Allerdings war diese Aktivierung nur bei der hé@rmspetesteten Konzentration von in der
Regel 100 mg/L nachweisbar, so dass eine Dosisglg¥ait der Wirkung hier nicht
aufgezeigt werden konnte.

Die Relevanz des zu beobachtenden Effekts, firtee#ea antidiabetische- oder Lipid-
senkende Effekte, ware somit im Hinblick auf dichéddoendtigte Konzentration nur bei
optimalen Parametern hinsichtlich Bioverfugbarkeitd Verteilungsvolumen gegeben.
Eine Weiterverfolgung dieser Ergebnisse im SinnereAnreicherung des aktiven Prinzips
erschien uns deshalb wenig sinnvoll und unwirtdtibhf Der entsprechende
Zusatzaufwand wuirde sich natirlich auch auf die t&wsentsprechender Produkte
auswirken, wodurch die zu erwartenden Kosten stifedmalRe annehmen wirden, die
angesichts bereits vorhandener synthetischer, iatiBe ginstigerer PPAR Agonisten,

nicht zu rechtfertigen waren.
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Immerhin ist aber nicht auszuschliel3en, dass dardmhtete PPAR Agonismus zumindest

einen Beitrag zu bereits beschriebenen biologiséifakten leistet.

Eine signifikante Aktivierung ausschlie3lich desAP® wurde gefunden fur die Extrakte
aus:Agrimonia eupatoria, Vaccinium myrtillus (Blatter), Tabebuia impetiginosa, Gentiana
lutea, Angelica archangelica, Lavandula angustifolia, Cinnamomum ceylanicum, Syzigium
cumini, Olea europea, Curcuma longa und Panax ginseng. Der beobachtete Effekt mag
seinen Beitrag leisten zu Blutzucker senkendenkEgdfevonAgrimonia e. [267], Olea e.
[268], Syzygium c. [269, 270] undvaccinium m. [271], wobei in denselben Arbeiten flr

Vaccinium, Syzygium undOlea aul3erdem Lipid-senkende Effekte beschrieben sind.

FUr Panax ginseng existiert eine ganze Reihe von Publikationen, ielleypoglykdmische
und hypolipiddmische Effekte, sowohl in experiméate als auch klinischen Studien,
aufzeigen [272-293]. Als Wirkmechanismen werden rkee vorgeschlagen:
Sulfonylharnstoff-artige  Wirkung [282], Induktion etabolischer Proteine wie der
Lipoproteinlipase und der PPARs [281], sowie eirerimgerte Glukose Aufnahme, etwa
durch Hemmung intestinaler Transport-Proteine [293]

Interessanterweise wurde fur einen 1-Butanol Exteals Ginseng eine Hemmung des
PPARx vorgeschlagen [294], was sich allerdings durchetmdJntersuchungen weder
bestatigen noch verneinen lasst. Insgesamt mag vdaer uns beobachtete PPAR
Agonismus einen Teil seiner antidiabetischen Widam erklaren, auch wenn mit der
Sulfonylharnstoff-artigen Wirkung bereits ein naclmehbarer Wirkmechanismus

vorgeschlagen wurde.

Ebenfalls angefiihrt sein soll an dieser Stelle Ebeirakt ausCinnamomum c., welcher
einen signifikanten PPARAgonismus bei Konzentrationen ab 30 mg/L aufweiggleich
treten bei diesen Konzentrationen aber auch deetlyto-depressive Effekte auf, welche
zu schlecht reproduzierbaren Ergebnissen fuhrtemedrhin aber mag der beobachtete
PPARy Agonismus zu der kirzlich publizierten Blutzuckérriglycerid-, und Cholesterol-
senkenden Wirkung in einer klinischen Studie anbBigkern [295] und in weiteren
experimentellen Studien [296, 297] beitragen. Alilegs wurden in dieser klinischen
Studie die erwadhnten Effekte bereits ab Dosierungen einem Gramm Zimtpulver
beobachtet, was angesichts des relativ hohen CEstgekt-Verhaltnisses von 18,7 beim
Zimt-Extrakt gerade einmal gut 50 mg des ExtraklesTagesdosis entsprache. Angesichts
erster PPAR agonistischer Effekte ab 30 mg/L, eistider PPAR Agonismus zumindest
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als einziges Wirkprinzip unwahrscheinlich. Darubd@naus wurde in [298] mit der
Hemmung der Insulin-Rezeptor Inaktivierung auch r hieereits ein  mdglicher

Wirkmechanismus aufgezeigt.

Ein weiterer hier aufgefuhrter Extrakt, ist der @escuma, bei dem bereits bei der als eher
niedrig anzusehenden Konzentration von 10 mg/L éktvierung zu beobachten war.
Man muss hier zwar einschranken, dass der Effdgrand einer hohen Varianz statistisch
noch nicht signifikant ist, dies hat jedoch dieselirsache, wie die niedrige verwendete
Test-Konzentration, namlich ein stark ausgeprageitoxischer Effekt des Extrakts,
welcher die Verwendung hoéherer Konzentrationentreclaubte. Immerhin aber erscheint
der Effekt doch so bemerkenswert, dass er an digsdle mit erwdhnt werden soll. Fir
Zubereitungen aus Curcuma wurden sowohl Blutzuck@99, 300], als auch
Lipidsenkende [301, 302] Effekte im Tiermodell aedgigt. Die Blutzucker-senkenden
Effekte scheinen hierbei zumindest teilweise mikeeiebenfalls aufgezeigten Aktivierung
des PPAR durch Curcuminoide erklarbar zu sein [299, 30G].Her bereits ein plausibles
PPARy aktives Wirkprinzip in Curcuma aufgezeigt wordemrwerschien eine weitere
Aufklarung der Effekte des von uns untersuchterc@uia-Extraktes unnotig.

Ein weiterer Extrakt, welcher aufgrund seiner hoh&gll-Toxicitdt nur bei der sehr
geringen Konzentration von 10 mg/L getestet werklemnte, war der aus den Knospen
(gemmae) der Pappel. Aus bereits publizierter &itetr liel3 sich furPopulus kein
plausibler Hinweis, auf eine mdgliche AktivierungsdPPAR finden. Aufgrund der relativ
niedrigen Konzentration, bei der der PPARgonismus bereits auftritt, ist dieser Befund
naturlich interessant. Allein, aufgrund der ebdefabrhandenen geringen Vertraglichkeit
in Cos7, wirde eine weitere Erforschung dieses s und wohl auch eine mdgliche

Anwendung die Isolierung des aktiven Prinzips vaandgnachen.

Eine weitere Gruppe von Extrakten aktivierte nedem PPAR auch den PPAR wenn
auch zumeist in geringerem Ausmal3, in Bezug aufrdigimal erreichbare Aktivierung.
Hierzu gehoren die Extrakte ausrmeria maritima, Adiantum capillus-veneris,
Eleuther ococcus senticosus, Theobroma cacao, Slybium marianum undRubus idaeus.

Fur Armeria und Adiantum existieren keinerlei Publikationen, welche mogticheise
vorhandene Blutzucker- oder Lipid-senkende Effektelche durch den dualen PPAR

und PPAR Agonismus bewirkt sein kdnnten, aufzeigen.
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Bei der HimbeereRubus idaeus) sind solche Effekte nur fur die verwandte Brombee
(Rubus fruticosus) beschrieben [303].

Fur den oftmals als mdglichen Ersatz Ranax g. propagiertericleutherococcus s. wurden
in einer kleineren human Studie sowohl Blutzuckals auch Lipid-senkende Effekte

aufgezeigt [304].

Slybium m. wurde naheliegenderweise auf die Beeinflussung kipoproteinen hin
untersucht, es zeigten sich zumindest im Tiervdrsuntinyperlipiddmische aber auch anti-
hyperglykédmische Effekte [305-309].

Fur die Samenschalen des Kakaos sind ebenfalls kelevanten Publikationen verfugbar.
Allerdings liegt hier bereits ein plausibles Wirkpmip vor. Zwar haben wir im Rahmen

dieser Arbeit hierzu keine genaueren Untersuchurageyestellt, es ist allerdings davon
auszugehen, dass in den Samenschalen, allein satfgnund der raumlichen und

entwicklungsgeschichtlichen Nahe zum Gewebe deseBsinselbst, ebenfalls in nicht

unerheblichem Malie Fette oder freie Fettsaurenawoldn sind. Da das Kakao-Fett zum
groRBen Teil aus Olsaure besteht, welche bekannBeamaeinen unselektiven PPAR

Aktivator darstellt, liegt der Schluss nahe, dass Qlsdure hier als aktives Prinzip

angesehen werden kann. Hierzu passt auch die Betobge dass der Kakaoschalen-
Extrakt am PPAR eher starker wirksam war, als am PRARvéhrend alle anderen

Extrakte, so sie Uberhaupt PPé&Riktiv waren, hier geringere Effekte zeigten als am
PPARy. Auch ist der Kakaoschalen-Extrakte einer der gemiExtrakte, welcher eine,

wenn auch nur sehr geringe, Aktivierung des PR ARfwies. Der Kakaoschalen-Extrakt

entspricht damit in seinem Aktivitatsprofil dem,enés von der Olsaure berichtet ist [60,
61, 104, 210].
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Abbildung 17: Aktivierung von PPAR und PPAR durch pflanzliche Extrakte. Relative Aktivierunggen
Referenz (1 pM Pioglitazon fur PPARInd 100 pM WY14,643 fir PPAR. Alle Werte sind statistisch
signifikant verschieden von der DMSO Negativ-Koiteanit P>95 % aulier #3. (nach [1])
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4.1.3. Aktivatoren des PPAR v, fur welche eine konzentrationsabhéngige

Steigerung des agonistischen Effektes aufzeigbaris t

Fur die in diesem Kapitel aufgefihrte Gruppe vommeler insgesamt getesteten 55
Extrakte konnte neben des prinzipiellen Nachweesasr signifikanten Aktivierung des

PPARy auch die Konzentrationsabhéngigkeit dieses Effegezeigt werden. Wobei der
Grund hierfir regelméaRig in einer hoheren Aktividieser Extrakte, gegeniber den
anderen getesteten Extrakten, zu finden ist. DigvAdt der hier behandelten Extrakte war
in der Regel ausreichend stark, um bereits beirigiectn Konzentrationen als signifikant

nachgewiesen zu werden.

Ausschlie3lich konzentrationsabhangige Aktivierudes PPAR konnte gezeigt werden
fur den Extrakt aus den Zweigen der Euphorbiac&ebalsamifera. Fur diese

Euphorbiaceae existieren neben der tradierten Adumn als Antidiabetikum keine
publizierten Daten hinsichtlich einer mdglichen idiabetischen oder lipidsenkenden

Anwendung.

Fur die Gruppe, bestehend aus den funf Extrakten Amorus, Alisma, Capsicum,
Origanum undZea, konnte der konzentrationsabhangigen Aktivierung) BIBAR,, bei der
hdchsten Testkonzentration auch eine signifikankdivierung des PPAR aufgezeigt

werden.

Fur Capsicum wurde ein Blutzucker senkende Wirkung auch am Ideas bereits gezeigt
[310], und mit dem Capsaicin wurde bereits ein hgstoff als hypoglykamisch wirksam
identifiziert, wobei allerdings aufgrund des hiexobachteten Zeitrahmens von lediglich
2,5 Stunden und der einhergehenden Steigerung raedin-Plasmaspiegel, fir diese
Studien eine Vermittlung der antihyperglykdmischevirkung Utber einen PPAR
Agonismus nicht nahe liegt [311, 312]. Auch eingxdlipidamische Wirkung ist far
Capsicum beschrieben [313, 314].

Ebenso wurde fir eine wassrigen Extrakt &sganum m. eine hypoglykdmische
Wirkung beschrieben [315].

Fir Acorus wurde eine lipidsenkende Wirkung bei Ratten aufgg4316].
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Far Alisma und Zea ist keine Literatur mit entsprechenden Wirksansgtmtegen

vorhanden.

Die letzte Gruppe, bestehend aus den drei ExtralitenCatharanthus, Jatropha und
Urtica, zeigte eine konzentrationsabhangige Aktivierungadd des PPAR als auch des
PPARx und -mit Ausnahme vomJrtica- auch eine Aktivierung des PPARbei einer

Konzentration von 100 ppm (m/V).

0.30

0.25 4

0.20 “'
*
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&

Abbildung 18: Extrakte, die PPAR aktivieren. Aufgetragen ist die relative Aktivieigiim Vergleich zum
Effekt von 1 pM L165,041. Alle Extrakte wurden gette bei einer Konzentration von 100 mg/L. Alle \iéer
statistisch signifikant mit P>95%, aul3er * P>99%.

In dieser Gruppe stellt defatropha-Extrakt den starksten PPARAktivator dar, fur
welchen sich einigermal3en plausibel einsg&@Wert zumindest abschétzen lasst. So zeigte
dieser Extrakt bei der hochsten Testkonzentration ¥00 mg/L annahernd den mit
Referenz-Substanz maximal erreichbaren Effekt, ar@dhrder Extrakt bei 30 mg/L
regelmafig weniger als die Halfte des Maximal-B#skaufwies, weshalb man fir diesen
Extrakt eine halbmaximale Aktivierung bei Konzetittmen zwischen 30 und 100 mg/L
erwarten darf. FarJatropha lieen sich wiederum keine relevanten Publikatione

beziglich antidiabetischer oder lipidsenkender Barkkeit finden.

Sehr wohl aber existieren solche Befunde, und amaohl! hinsichtlich Glukose- als auch
Lipid-senkender Effekte, fOCatharanthus [317-319], allerdings muss man einschranken,
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dass Extrakt-Zubereitungen aGstharanthus augrund des potentiellen Vorhandenseins
der Vinca-Alkaloide als Mitosegifte fur eine Themapdes Diabetes nicht in Frage

kommen.

Gunstiger stehen hier die Chancen fur entsprech2obereitungen aus der Brennnessel,
auch wenn die bereits publizierten Daten bezugbthkose senkender Wirkungen auch
hier nicht PPAR vermittelt sein durften [320, 321].
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Acorus c. 010 mg/L
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e
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Capsicum f. E_'
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Abbildung 19: Extrakte mit nachgewiesener konzentrationsablg@&ngiAktivierung von PPAR oder
PPARy. Relative Aktivierung gegen 100 uM WY14,643 furAf®x bzw. 1 uM Pioglitazon fir PPARAlle
Werte sind statistisch signifikantXP5 %) verschieden von der Negativ-Kontrolle, auReAuch die Werte

fur die verschiedenen Konzentrationen eines Ex@sakind signifikant (P95 %)verschieden, aul3efo#s 30
10 pM Wert nicht signifikant unterschiedlich zum 391 Wert.
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4.2. Ethanolisch-wéassrige Extrakte aus  Rosmarinus offic. und Salvia
offic. als selektive Aktivatoren des PPAR vy

Die in diesem und dem folgenden Abschnitt geschigte Ergebnisse wurden in
wesentlichen Inhalten publiziert in [2] (die geriiagigen Abweichungen der hier
aufgefuihrten E€ Werte zu denen der Publikation ergeben sich dwrote dort
verwendete unterschiedliche Berechnungsmethode Rwiativierung der erhaltenen
Aktivierungsfaktoren gegen Pioglitazon, anstattegeden maximal Effekt der jeweiligen

Substanz selbst).

Unter den mehr als 50, im Rahmen dieser Dissentatjescreenten Extrakte erwiesen sich
die Extrakte aus den Lamiaceen Rosmarin und Sa#iei,bei weitem am starksten
wirksam. Da sich mit beiden Extrakten der mit defdRenz-Substanz Pioglitazon maximal
erreichbare Effekt, bei Verwendung entsprechendmmnzkntrationen, reproduzieren liel3,
konnte fir diese Extrakte zwanglos einesgRonstante erhalten werden. Diese wurden
bestimmt fur den Extrakt aus Rosmarin zu 22,8 tudd fir den aus Salbei zu 33,7 + 7,3
mg/L, maximale Aktivierung wurde erreicht bei Kong@ationen von 40 bzw. 50 mg/L.

Im Vergleich zum EG Wert der Referenz-Substanz Pioglitazon, welcher 240 nM
ermittelt wurde, was einer Massenkonzentration Wbl mg/L entspricht, ist der
Rosmarin Extrakt somit um den Faktor 200 und ddbebaExtrakt um den Faktor 300

schwacher wirksam, als die Reinsubstanz Pioglitazon

Dieser von uns beobachtete PRA®Rjonismus eines Rosmarin und eines Salbei Exisakte
kobnnte eine mogliche Begrindung sowohl fur die solkdizinische Anwendung der
beiden Kréauter bei Diabetes, als auch fur die hiyxdgnischen Effekte, welche bei
Mausen beschrieben sind [322, 323], wobei im Fdéls Salbeis allerdings maximal 4
Stunden nach intraperitonealer Gabe der Blutzugkenessen wurde, was zumindest fur

diesen Befund einen PPARermittelten Effekt eher ausschlief3t.

Um zu testen, ob der beobachtete Effekt sich nfitgleiche Art und Weise hergestellten
Extrakten einer anderen Drogen-Charge reproduzite®) wurde jeweils ein weiterer
Extrakt angefertigt. Diese Extrakte wurden ebeafghtestet und ihre EgKonstanten zu

34,1 + 5,7 mg/L fur Rosmarin und 35,0 = 2,4 mg/kL 8albei bestimmt. Die Differenzen
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zwischen jeweils den beiden Rosmarin- und Salbéialkien wurden statistisch auf
signifikante Differenzen hin untersucht, der zulimhtende Unterschied sowohl dersEC
Konstanten als auch der DEVs erwies sich als ngfhifikant. Die nachfolgende
Fraktionierung der Extrakte zeigte, dass das ak®iniezip in der lipophilen Ethylacetat-

Fraktion enthalten war.

Weitere Untersuchungen ergaben, dass der RPRgdnismus der beiden Extrakte bei
Koinkubation mit dem PPARAntagonisten TO070907 teilweise hemmbar war. Sode/u
der PPAR Agonismus der Extrakte bei niedrigen Konzentraiorvon 1 pM des
Antagonisten vollstdndig gehemmt, bei mittleren Kemtrationen nur noch teilweise,
wahrend bei hohen Extrakt-Konzentrationen Uberh&apte Hemmung des Effekts mehr
zu beobachten war. Dies konnte ein Hinweis seiraudardass das aktive Prinzip der
Extrakte an anderer Stelle in der recht groRenrdga-Bindetaschen des PPARIndet,
als der, als mit einer Molmasse von 278 g ehemkbmzusehende, Antagonist. Eine
weitere mogliche Erklarung ware, dass die dochtrache Konzentration des Extraktes,
bzw. des in ihm enthaltenen aktiven Prinzips, dezzdptor kompetitiv gegen den
Antagonisten abschirmt, zumal beim verwendetenoRadt beide Substanzen zeitgleich
zugegeben wurden und nicht zuerst mit dem Antaggmigorinkubiert wurde.

Keiner der beiden Extrakte aktivierte einen dedberianderen PPAR-Subtypen bei einer
Konzentration von 30 mg/L. Beide Extrakte erwieséch bei héheren Konzentrationen

von jenseits 60 mg/L bei Rosmarin, bzw. 90 mg/L®albei, als stark cytotoxisch.

4.2.1. Potentiell aktive Prinzipien der Extrakte au s Rosmarinus offic. und
Salvia offic.

Nach den vorliegenden Befunden wurden Untersuchuzzge Identifikation des aktiven

Prinzips in den beiden Extrakten angestellt. So demr zun&chst einmal Vertreter
typischer, in den beiden Lamiaceen enthaltenerst@nbenklassen auf einen moglichen
PPARy Agonismus hin untersucht, wobei die untersuchtabsg&nzen literaturbekannt

genuin, zumindest in den nativen Pflanzen enthasiew. So wurde fir die Flavon-

Derivate das Apigenin untersucht, welches eineysag Inhaltsstoff aus Rosmarin [324]
und Salbei [325] bekannt ist, andererseits abeh dgceits auch Aktivator des murinen
PPARy publiziert ist [326].

-71 -



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

rosmarinic acid
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Abbildung 20: relevante Inhaltsstoffe aus Rosmarin und Salbeh 2]

Es zeigte sich jedoch, dass Apigenin im Gegensatz murinen PPAR an welchem es
einen EGy Wert von etwa 5 pM aufwies, keinen der humanen RSAbtypen, bis zu
Konzentrationen von 30 puM aktivierte (die h6herenkentration von 100 uM wurde von
den Cos7 Zellen nicht toleriert).

Gleiches zeigte sich fir das Depsid Rosmarinsdueshes sowohl in Rosmarin als auch
in Salbei in relevanten Mengen vorkommt [324, 32%h aber an allen PPAR-Subtypen
bis 30 uM als vdllig unwirksam herausstellte (ab@r wurde die 100 uM Konzentration

von den Testzellen nicht toleriert).
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Auch die Triterpensduren Oleanol- und Ursolsauredem im Rahmen dieser Arbeit
untersucht, wobei diese Inhaltsstoffe aus Rosmanith Salbei [327-330] sich aufgrund
publizierter anti-inflammatorischer Wirkungen, wadécvom Wirkmechanismus prinzipiell
PPARy bedingt sein kdnnten, fur eine entsprechende Bimtbung empfahlen [328, 331,
332].

Daruber hinaus wurde fur Oleanolsdure eine Aktungrdes murinen PPARaufgezeigt

[333], bei der relativ hohen Konzentration von 1AM auch eine Aktivierung des
humanen PPAR [334], wahrend fur semisynthetische Triterpen-iete ebenfalls ein
PPARy Agonismus gezeigt wurde [335, 336].

In unseren Untersuchungen konnten wir allerdingsdleanol- und Ursolsaure lediglich
eine zwar signifikante, allerdings mit weniger 8% des maximal Effektes nur schwach
ausgepragte, Aktivierung des PPABei 100 uM aufzeigen, wahrend bei 30 uM (bzw. 20
HM) eine signifikante Aktivitdt nicht zu beobachterar (gleiches wurde fir PPAR
beobachtet). Dies stimmt mit dem publizierten huRRARX Agonismus der Oleanolséure
bei 100 uM Uberein.

Zur Relevanz dieser Konzentration zur Erklarung dés Salbei und Rosmarin
beobachteten PPARAgonismus sei hierbei angemerkt, dass 30 uM Uisods einer
Massenkonzentration von etwa 47 mg/L entsprechendass bei einer signifikanten
Aktivitat der Testextrakte, welche bei Konzentraga ab etwa 10 mg/L gegeben war, eine
Reinsubstanz zu mehr als 100 % im Extrakt enthaésm misste, um ein oder das aktive

Prinzip des Extraktes zu sein.
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4.2.2. Carnosolsaure und Carnosol

Eine weitere Verbindungsklasse, welche in Rosmand Salbei in relevanten Mengen

vorkommt, sind die von der Carnosolséure abge&itBiterpene [337-339].

Die Stammsubstanz dieser, das Strukturelement eind®-di-Phenols enthaltenden
Diterpene, stellt die Carnosolsdure dar, aus welctherch aufeinander folgende
Oxidationsschritte durch Eintritt von Sauerstoff das Molekil oder im Sinne einer

Dehydrierung, die abgeleiteten Verbindungen engsteh

Von diesen Verbindungen wurden die Carnosolsdurbstseund das im ersten
Oxidationsschritt erhaltene Carnosol auf Aktiviegudes PPAR hin untersucht. Beide
Substanzen aktivierten weder den PRAROch den PPARDbei einer Konzentration von
30 uM. Hingegen erwiesen sich beide SubstanzerKbeeentrationen ab 10 uM als
Aktivatoren des PPAR Die fur Carnosolsdure bestimmte g&onzentration fir die

Aktivierung des PPAR wurde hierbei zu 19,6 + 2,0 uM bestimmt, die flarisol zu

41,2 + 5,9 uM. Die potentere Carnosolséure istnfiteum etwa den Faktor 70 weniger
potent, als das in Dosierungen von 15 bis 45 mgTaQ eingesetzte Antidiabetikum

Pioglitazon (Actos®).

Auf diesen Befund hin untersuchten wir die getestdixtrakte aus Rosmarin und Salbei
HPLC-analytisch auf das Vorhandensein und den Geahatliesen beiden Diterpenen. Es
zeigte sich, dass der starker PPAR wirksame Rosratrakt mit 2,9 % Carnosol und
nicht quantifizierbarem Gehalt an Carnosolsaure Mengleich zum Salbei-Extrakt mit
6,7 % Carnosol und 1,9 % Carnosolsaure, den gegngé&ehalt an diesen beiden

Diterpenen aufwies.

Dieses Ergebnis stand natirlich im direkten Widersip zur Hypothese, dass die beiden
Diterpene die wirksamkeitsbestimmenden Agenzierbeiden Extrakten seien, da der
weniger potente Salbei-Extrakt die hoheren Gehatteden beiden Diterpenen aufwies.
Dartber hinaus reichte in beiden Extrakten der nefte Gehalt an den Diterpenen allein

nicht aus, den PPARAgonismus zu erklaren.
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Abbildung 21: Aktivierung von PPAR durch Extrakte aus Rosmarin und Salbei und dieddmei

Reinsubstanzen Carnosolsaure und Carnosol (aus [2])

Vielmehr hatte der Gehalt rein rechnerisch im Seltbarakt etwa um den Faktor drei und
im Rosmarin-Extrakt um mehr als den Faktor zehrehgkin mussen.

Die erste mogliche Erklarung hierfir ware, eine déréhWirksamkeit des jeweiligen
Diterpens in der Matrix des Extraktes im Vergleizhr Reinsubstanz, wobei hier als
Begriindung zuallererst an eine erhéhte Stabilegegtber oxidativem Abbau zu denken
wéare (wahrend eine Verbesserung der Permeationhddie Zellmembran prinzipiell
maglich ist, angesichts der hohen Lipophilie desffétaber wohl nicht relevant ist). Ein
entsprechender Versuch, bei dem der Extrakt/zbzw. zu 2/3 verdinnt und nur die
dadurch fehlende Menge an Carnosolsdure durch karsgupplementiert wurde, ergab
allerdings, dass die zugespikte Carnosolsdure ratdrker wirksam war, als von der
Reinsubstanz zu erwarten. Dieser Befund wirde dgdfiegchen, dass neben Carnosolséure
und Carnosol noch weiter aktive und moglicherweisevandte Substanzen in unseren
Extrakten enthalten waren.

Eine Hypothese, die sich allerdings aufgrund demgefnden Verfligbarkeit dieser

Substanzen und aufgrund ihrer mangelnden Stabaliw&t nicht verifizieren lassen wird.
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Abbildung 22: Oxidativ von Carnosolsaure abgeleitete Abietaiteripenoide [337-343].
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Immerhin konnten wir bei der HPLC-analytischen Ustehung der Stabilitat von
Carnosol feststellen, dass die Substanz in unsef@atbei-Extrakt unter den
Inkubationsbedingungen, also in DMEM bei 38° C Wfid% CQ fur mindestens sechs
Stunden stabil war (fir Carnosolsaure war diesathiWais nicht mdglich, da es bei der
entsprechenden Verdinnung des Extraktes, entsprécder hoéchsten eingesetzten
Testkonzentration, nur unterhalb der Quantifizigggrenze vorhanden war), der Extrakt

somit Begleitstoffe enthalten muss, welche Carngspbxidativem Verbrauch schitzen.

Die Reinsubstanzen aber, und zwar vornehmlich Gatnaveniger die Carnosolsaure,
waren unter den Inkubationsbedingungen wesenthsiabiler und nach acht Stunden
unterhalb der Quantifizierungsgrenze.

Dies wiederum wirde nun eher darauf hindeuten, dassipparente, von uns gemessene,
ECso Wert der PPAR-Aktivierung der beiden Substanzen hoher ist, @&listdtsachliche
Wert, da ein Teil der Substanzen einem oxidativeerbxauch unterliegt. Dieser
tatsachliche Wert ware allerdings nur unter oxidatiStabilisierung zu ermitteln, also
durch Zugabe eines Antioxidantiums, wie etwa Bughoxytoluol (BHT), in
ausreichender antioxidativer Kapazitat, was wiegteson den Testzellen nicht toleriert
wirde (so wirkte BHT bei einer Konzentration vor030M bereits merklich toxisch auf
die Zellen, ware aber bei dieser Konzentration maxiin einem 10-fachen molaren
Uberschuss zur niedrigsten verwendeten Testkoratentr der beiden Diterpene

vorhanden).

Ein weiterer Versuch wurde nun unternommen, um Rmbustheit unseres Testes
nachzuweisen, dafir  wurden die beiden Reinsubgtanzeinter  den
Inkubationsbedingungen, also bei 37° C und 10 % fGCsechs Stunden vorinkubiert und
erst danach im Assay eingesetzt. Es stellte sidbcje heraus, dass die Aktivitat der
Testlésung nicht abgenommen hatte, was den VedestAktivitat durch Oxidation als
Erklarung ausschloss und wiederum eher auf moghétige oxidative Derivate schliel3en

|asst.

Man muss nun einschréanken, dass bei diesen HPLErlmhungen jeweils nur der
zellulare Uberstand vermessen wurde, die intrazein  Konzentrationen jedoch
weiterhin unbekannt sind, so dass hier auch an eiggliche Anreicherung der sehr
lipophilen  Testsubstanzen in lipophilen Kompartiteen zu denken ist.
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Es bleibt somit die Feststellung, dass die vonumtersuchten Extrakte aus Rosmarin und
Salbei starker PPARagonistisch wirksam sind, als ihr Gehalt an deARPAgonisten
Carnosolsaure bzw. Carnosol erwarten lasst. Dieslevum lasst darauf schliel3en, dass
weitere PPAR agonistische Prinzipien in den beiden Extraktethaten sind, welche
ihrer Natur nach von Carnosolsaure abgeleitet sgigen. Immerhin aber ist nicht ganz
auszuschliel3en, dass sowohl Carnosolsaure alsGardosol ohne oxidativen Verbrauch

wesentlich starker aktiv waren.

Durch Untersuchung eines weiteren Rosmarin-Extsaktémlich Rosemary Extrakt CA®
der Firma Raps, war es uns immerhin moglich, eifetmakt zu testen, bei welchem der
Gehalt an Carnosolséaure sehr gut mit seiner Aktivetm PPAR korreliert. Und zwar
wurde fir diesen Extrakt eine g{Konstante fur die Aktivierung des PPARon 10,0
0,2 uM gefunden, wobei der Gehalt an Carnosolsaudeesem Extrakt laut Hersteller bei
40,51 % lag. Der PPARagonistische Effekt kann fur diesen Extrakt alsoanndhernd
70 % allein mit seinem Gehalt an Carnosolséureadrkiierden, wobei dieser Extrakt

dartiber hinaus in geringeren Anteilen noch Carnestialt.

1.2

1.0

0.8 A

0.6

0.4 4

relative Aktivierung

0.2 A

0.0 4

T T T T

¢ [uM]
Abbildung 23: Aktivierung von PPAR durch den Rosmarin Extrakt CA der Firma Raps mi¢m Gehalt

von 40 % Carnosolsaure (n=3)
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Zur Untersuchung eines mdoglichen Bindemodus vonn@isaure in der Liganden-
Bindetasche von PPARwvurden in Kooperation mit dem Arbeitskreis von fP&chneider
von Yusuf Tanrikulu Docking-Studien fur Carnosolsgiun der PPAR-Kristallstruktur
2F4B durchgefuhrt [186]. Bei diesem Docking mit d8oftware Gold wird ein
Bindemodus vorgeschlagen, der dem anderer RPABonisten &hnelt. So werden
Wasserstoffbrucken-Interaktionen zu den Aminosauwenn289 (Helix 3), Histidin323
und Tyrosin327 (Helix 5) und Tyrosind73 (Helix 10drgeschlagen. Zwar kann aus
diesem Modell eine Interaktion zum Tyrosin473 dexli¥d 12 nicht abgeleitet werden,
allerdings ist der Abstand einer der phenolischgdrbixy-Gruppen der Carnosolsaure zu
diesem Tyrosin mit 4 A nicht sehr viel groRer, dis optimale Entfernung zur Ausbildung
einer Wasserstoffbriicke. So dass man sich vorstgl@n, dass in einer weniger rigiden
Konformation des Rezeptors, also in Losung anstatiKristall, hier eine Interaktion
durchaus mdglich wére.

Interessanterweise werden bei diesem Docking Watséifariicken Interaktionen nicht nur
zur Carboxyl-Gruppe von Carnosolséure, sondern auclien phenolischen Hydroxy-

Gruppen vorgeschlagen.

Tyr327
Ser289

His323

His449

Carnosic acid

Abbildung 24: Von Gold vorgeschlagene Wasserstoffbricken-Intevakn von Carnosolsaure zu

spezifischen Aminosduren des PRAR
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R

HIS-449

Abbildung 25: Docking von Carnosolsdure in die PPARristallstruktur 2F4B. Mdogliche
Wasserstoffbriicken Interaktionen mit den entspnedee Aminosduren des PP@Rsind mit gelb

gepunkteten Linien veranschaulicht.

Zur genaueren Aufklarung des mdoglichen Wirkmechaos von Carnosolsaure und
Carnosol wurden weiterhin beide Reinsubstanzen,Aimalogie zur entsprechenden
Untersuchung der Extrakte, auf die Hemmbarkeit BH#sktes durch Koinkubation mit
dem kompetitiven Antagonisten T0070907 hin untemsybei hoheren Konzentrationen
wurde auch eine irreversible Hemmung durch Ausbiideiner kovalenten Bindung fur
TO070907 aufgezeigt) [344]. Es zeigte sich dassBiluk wie bei den Extrakten. Wahrend
die Pioglitazon induzierte Aktivierung des PPA&urch den Antagonisten TO070907 fast
vollstandig hemmbar war und sich erst bei einemfféisthen molaren Uberschuss an
Pioglitazon eine signifikante Restaktivitat nachsesi liel3, war bei den beiden Diterpenen
der PPAR Agonismus nur bei niedrigen Konzentrationen sigaiit hemmbar, wahrend
er bei hoheren Konzentrationen die Wirkung des garésten zunehmend tberkam. Dies

konnte durch einen Bindemodus von Carnosolsaure @achosol in der Liganden-
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Bindetasche des PPARDbedingt sein, welcher zu einem geringeren Mal3ee ein
Uberlappung mit der, fiir die Interaktion mit demtagonisten TO070907, essentiellen
Aminosaure Cystein285 bzw. mit dem an dieser Stgdbundenen Agonisten selbst
aufweist. Eine weitere mdgliche, angesichts derehohffinitdt von TO070907 allerdings
eher wenig plausible, Erklarung wére, dass die dmeiditerpene in so hohen
Konzentrationen vorhanden waren, dass der Antagomilcher ja nicht vorinkubiert,
sondern gleichzeitig zugegeben wurde diese nicimpetitiv verdrangen konnte. Dies
konnte dann auch auf eine héhere Affinitat von Gaotsdure bzw. Carnosol in Relation
zu ihrer Aktivitdit hinweisen. Mit anderen Worten,eitle Substanzen binden
maoglicherweise bereits bei niedrigen Konzentratndenodtigen zur Aktivierung
allerdings hohere Konzentrationen.

Letztlich kann hier aber nur spekuliert werdenaagk eine entsprechende Kristallstruktur

nicht vorliegt.

2.0

I w/o x NO,

1+ TO0070907 T
cl
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Abbildung 26: Inhibition des PPAR Agonismus von Pioglitazon (pio), Carnosol (CS) @arnosolsaure
(CA) bei den angegebenen Konzentrationen ohne uhd mM des PPAR Antagonisten TO070907. Alle
Werte sind signifikant unterschiedlich zur Negafiontrolle aul3er #, signifikante Unterschiede zwestkler
Inkubation mit und ohne T0070907 sind angegebemhalie der Linien, wobei * (P>95 %), ** (P>99 %)
und *** (P>99,9 %) mit (n=7).
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Zusammenfassend kann man sagen, dass wir ausmdchdinweise daflr gefunden
haben, dass Carnosolsaure und Carnosol zumindestden PPAR aktiven Prinzipien in
Rosmarin und Salbei sind.

Unsere Befunde konnten einen Zusammenhang aufzeigenbereits publizierten
hypoglykamischen Effekten von Carnosolséure, Rosntamw. Salbei.

In einer russische Publikation, welche uns aufgrdedSprache allerdings nur im Abstract
vorliegt wurden ausgepragte hypoglykamische Effekdn Salvin (Synonym fur
Carnosolsaure) sowohl in normoglykamischen, al$ astAlloxan induziert diabetischen
Mausen gefunden. Die Gabe erfolgte hierbei per@ial.Dosis lag in dieser Untersuchung
mit 50 mg/kg durchaus in einem Bereich, der im Hakbauf unsere Ergebnisse relevant
sein konnte. Allerdings war der Beobachtungszeitréei dieser Studie mit zwei Stunden
zu kurz [345].

In einer anderen Arbeit wurde fur die intraperitaleeGabe eines methanolischen Salbei-
Extraktes ab 250 mg/kg eine Senkung der Glukoseggpiinnerhalb 5 Stunden
beschrieben, allerdings ist hier aufgrund der hdbesis, des Administrationsweges und
des kurzen Beobachtungszeitraumes eine geringéegd®e flr unsere Beobachtungen zu
sehen [346].

FUr einen wassrigen Infus aus Rosmarin existiéerdings eine kleinere Tierstudie, bei
der bei einem Beobachtungszeitraum von einem M@ Abnahme der Plasma-
Glukosespiegel gezeigt wirde. Auch wenn hier kehussage Uber die applizierte Menge
an Infus getroffen wird und die Extraktion von Gasalsdure in einen wassrigen Aufguss
fraglich ist, existiert hier doch die Mdglichkeiines funktionellen Zusammenhanges
[323].

4.2.3. FulRnote: Derzeitige Verwendung Carnsolsaure- haltiger Produkte

Die Verbindungsklasse der von Carnosolsaure aligetai Abietan-Diterpene erregt allein
schon aufgrund ihrer ausgesprochenen Wirksamkeifatioxidans Interesse. So wurden
die Carnosolsdure und ihre weiterhin antioxidativkeamen Derivate, als wirksames
Prinzip in Rosmarin- bzw. Salbei-Extrakten erkamvmche in der Lebensmittelindustrie
als Konservierungsmittel fur Nahrungsfette und $ékprodukte verwendet werden [347].

Aufgrund ihrer hohen antioxidativen Kapazitat vadern diese Diterpene den oxidativen
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Verderb also das ranzig werden dieser Lebensmittel werden als starker wirksame
Alternative zu synthetischen Antioxidantien wie BHButylhydroxytoluol) eingesetzt.
Wegen der langjahrigen, um nicht zu sagen Jahrimtendeéhrenden Erfahrung der
Menschheit mit Rosmarin und Salbei als Zusatzstatfe Konservierung der Nahrung,
haben entsprechende Zubereitungen auch den Status Udbedenklichkeit als
Lebensmittelzuséatze, etwa den GRAS Stagendrally recognisedas safe) der FDA
(Food andDrug Administration: US-Behorde zustandig fir Nahrungsd Wrzneimittel
(http://www.fda.gov/)). Entsprechende Zubereitungas Rosmarin oder Salbei werden ab
0,1 Promille angewandt, das synthetische AntioxddBRIT bis zu Konzentrationen von
0,2 Promille [348], wahrend fur das synthetische TBHn der Zusatzstoff-
Zulassungsverordnung (ZzulV) und der EU-Richtli®@/2/EG ein Grenzwert von
maximal 0,4 Promille festgelegt wurde, hat der Gapaber die Festlegung eines solchen
Grenzwertes fur die pflanzlichen Antioxidantien hticfur notig gehalten. Fur die
Festlegung des Grenzwertes und einer Tageshoclst@a®l) hat sicherlich die
Kontroverse um die toxikologische Bedenklichkeiesdir Klasse von Antioxidantien

beigetragen [349].

4.3. Ausblick: PPAR y - ein Phosphoprotein? In-silico Analyse zur
Vorhersage moglicher Phosphorylierungsstellen der L BD des
PPARY

Zur weiteren Aufklarung des mdglichen Wirkmechanismvon Carnosolsaure und
Carnosol stellten wir weiter Untersuchungen hinichh einer moglichen Aktivierung
durch Phosphorylierung der LBD des PRAR.

Sowohl PPAR als auch PPARsind hinreichend als Phosphoproteine publizieihvgnd
allerdings fur den PPAMR Uber alle Doméanen verteilt mehrere Phosphoryligstin
Positionen beschrieben sind, welche auch bei dgulggon der Aktivitat beteiligt sind, ist
beim PPAR lediglich das in der AF-1 Domane gelegenen Seti (bei Zahlweise der
Sequenz des PPAR, bzw. das diesem Serin entsprechende Serin 8 PBAa&y;, als
Phosphorylierungs-Site und als Regulator der Tidisarungsaktivitat beschrieben.

Diese Domane des PPAURSt allerdings in unserem Assay nicht enthalted wiirde von
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diesem nicht erfasst werden. In Analogie zu PBA®nnte man jedoch vermuten, dass
auch PPAR durch vielfaltigere Phosphorylierungen regulientdw

Die in-silico Analyse der PPAR Sequenz Uber gangige Internet-Software etwa NstPho
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhpsNetPhosK(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhoy{B50]

oder Uber den PhosphoMotif Finder der Human Prot®eference Database

(http://www.hprd.orgy ergab die Vorhersage von mehr als 20 potentiélleosphorylierungs-

Positionen, mit Sequenz-Ubereinstimmung zu bekanmeotein-Kinase Erkennungs-
Sequenzen., allein fur die AF2-Domane des PP@&RtPhosK).

Aminoséure Position der NetPhos2.0 | NetPhos2.0 | NetPhosK1.0 Consensus Kinase
PPARy, Sequenz Score Prediction Score
Ser 206 0.005 0.52 9/10 CKIll
219 0.932 *S* 0.8 10/10 I PKC |
Tyr 220 0.09 0.55 10/10 . INSR
Ser 223 0.09 0.76 10/10 PKC
227 0.45 0.84 10/10 PKC
Thr 236 0.928 *T* 0.83 9/10 PKC
239 0.348 0.64 10/10 PKC
240 0.59 *T* 0.62 /10 PRC |
243 0.899 *S* 0.56 9/10 cdk5
Ser 252 0.57 *S* -/- -/- -/-
300 0.273 0.51 7110 cdc2
Thr 314 0.022 0.58 10/10 PKC
330 0.023 0.52 10/10 PKA
340 0.181 0.51 9/10 CKI
353 0.954 *S* 0.87 10/10 PKC
Ser 380 0.056 0.51 9/10 CKIll
392 0.091 0.77 10/10 PKC
0.59 10/10 DNAPK
421 0.068 0.52 9/10 cdc2
462 0.754 *S* 0.55 9/10 PKA
Tyr 471 0.808 *Y* -I- -I- -I-
475 0.913 *Y* 0.55 10/10 INSR

Tabelle 5: In-silico Analyse der Protein Sequenz der LBD von PRARit NetPhos und NetPhosK.
Positionen, welche sowohl von NetPhos als auch ietiR vorhergesagt werden, sind griin hinterlegt [350
Der Score ist eine Funktion des jeweils verwend@igorithmus und kann von von 0 bis 1 reichen, wdbe

fur die hochste Wahrscheinlichkeit fir eine Phosplierung steht. Der Cut-off fir eine positive Verisage

ist hierbei bei NetPhos mit 0,5 willkirlich festggt. NetPhosK gibt neben dem Score, welchem hier,
abgesehen von einem relativen Vergleich, keine emeitBedeutung beigemessen wird, die in Frage
kommende Kinase an und ob die entsprechende Erkgeseiquenz bei anderen Proteinen tatsachlich
phosphoryliert wird (als x von 10). Zwischen den iAosduren Ser219 und Ser240 liegen insgesamt sechs
potentielle Sites fur die PKC geclustert vor, weldich auf den Helices 1 und 2 der LBD von PRAR
befinden. Zum Vergleich die experimentell verifitee Phosphorylierung von Serin 82 (PPAR

entsprechend Serl112 PP@Rhat einen Score von 0,861 (NetPhos) und von (N&PPhoskK).
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Hiebei werden die jeweiligen Sequenzen als Homolmgjeeinem hohen Anteil der bisher
beschriebenen Proteine auch als Phospo-Akzeptotidhesn genutzt und kdnnten damit
maoglicherweise als Consensus-Sequenzen definiedene

Unter diesen Sequenzen befinden sich sieben, wdlehe/erwendung eines anderen
Algorithmus (NetPhos) ebenfalls mit einem hohernresdzewertet werden, darunter vier,
welche von der Proteinkinase C (PKC) bedient werden

Darlber hinaus liegen viele der erkannten potdetiePhosphorylierungs-Positionen
zumindest der PKC geclustert vor, was die Vermutuafe legt, dass durch diesen
Mechanismus sichergestellt wird, dass die PKC in el®sprechenden Domane auch
tatséchlich ein passendes Substrat vorfindet.

Dieser Befund motivierte einen Versuch, bei dem H#&ekt von 100 nM des PKC-
Aktivators Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) auf die fikierung des PPAR In unserem
Assay untersucht wurde. Fur die Koinkubation vomnGsolsaure und Carnosol mit PMA
lieRRen sich hier keine statistisch eindeutigen Agss treffen. Allerdings zeigte sich, dass
PMA alleine zu einer signifikanten Aktivierung v&#PARy fuhrte, als auch die maximale
Aktivitat bei Koinkubation mit 1 und 5 pM Pioglitam um etwa 100% erhohte.
Unglucklicherweise lie sich eine Hemmung diesdelis, aufgrund der Induktion von
Apoptose durch diese Substanzen bei den bendtaytgen Inkubationszeiten, aber weder
durch ATP-kompetitive noch durch Diacylglycerol kpetitive Inhibitoren der PKC,
nachweisen. Der bei Koinkubation mit PMA zu beoliastle Super-Agonismus liel3 sich
hingegen mit dem kompetitiven Antagonisten TO0708@nifikant hemmen, allerdings
war diese Hemmung wiederum signifikant verschiedem der ohne Koinkubation mit
PMA.

Nun wirkt PMA nicht ausschliel3lich als selektiveK® Aktivator. Weiterhin ist die
Uberlagerung der Effekte bei Koinkubation dreier b&anzen relativ schwer
gegeneinander abzuschatzen, so dass die Releveses defundes vorsichtig zu bewerten
Ist.

Insgesamt aber erscheint die Untersuchung von RRAR mdgliche Phosphorylierung

durch diese Befunde ausreichend Erfolg versprechend
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Abbildung 27: Effekt der Koinkubation von Pioglitazon mit PhotMyristat-Acetat (PMA) auf die
Aktivierung von PPAR. Gegeben ist die relative Aktivierung im Verglemlm Effekt bei 1 uM Pioglitazon
allein. Die Rubriken DMSO und PMA sind mit mindesteP>95% statistisch voneinander verschieden,
ebenso die Rubrik PMA versus PMA+T0070907, nicteradbMSO vs. PMA+T0070907, wobei innerhalb
dieser Rubrik der Wert fur die 1 uM Konzentratiam Rioglitazon auch von der Negativ-Kontrolle (kein
Pioglitazon, kein PMA) verschieden ist. Bei Koinltion von Pioglitazon mit T0O070907 allein ergilttsi

nur die die 5 uM Konzentration an Pioglitazon esignifikante Restaktivitat.
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4.4. Testung von Resveratrol auf Agonismus am human  en PPAR

Die in diesem Abschnitt geschilderten Ergebnisselcine in Kooperation mit dem
Arbeitskreis von Prof. Stein am Universitats-Klinik der Johann Wolfgang Goethe
Universitat durchgefihrt wurden, sind publiziert idlrich et al. [3]. Ziel der
unternommenen Untersuchungen war die Aufklarung &eskmechanismus von
Resveratrol bei der Zellwachstumshemmung von K&ancinom Zellen. Es zeigte sich,
anhand von Untersuchungen in einer PRARmMInant negativ transformierten Caco-2
Zelllinie, dass die Resveratrol vermittelten Efeeltumindest teilweise PPAR/ermittelt
sind. Allerdings legt die eher schwach ausgeprédtevierung der Ligand-abhéngigen-
Transaktivierungsdoméne des PRAdRIrch Resveratrol (schwach signifikant bei 50 uM,
hoch signifikant, aber weniger als 20% des maxigftdktes bei 100 pM) nahe, dass die
Beeinflussung von PPAR nur teilweise Uber die Ligand-abhangige-
Transaktivierungsdoméne stattfindet. Dazu passts damindest einige der Resveratrol
vermittelten Effekte sich durch einen Inhibitor ¢g&8 MitogenActivatedProtein Kinase
(MAPK) hemmen lieBen. Auch diese Beobachtung legt &chluss nahe, dass auch
PPARy ein Phophoprotein darstellt.

Abbildung 28: Transaktivierung der PPAR.iganden-Binde-Domane durch Resveratrol bei 50 10@ uM

im Vergleich zur Referenzsubstanz Pioglitazon (r&th
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4.5. Verwendung eines probabilistischen neuralen Ne  tzwerks zur
Identifizierung  moglicher PPAR  Aktivatoren aus  eine r

Substanzdatenbank

Die hier beschriebenen Untersuchungen wurden inpkiasion mit dem Arbeitskreis von
Prof. Schneider am Institut fur Organische Chemrid Chemische Biologie der Johann
Wolfgang Goethe Universitat durchgefuhrt und in K3en et al. publiziert [4]. Aus einer
Substanz-Datenbank von tber 200.000 kommerziell#idnen Substanzen wurden
mithilfe eines probabilistischen neuralen Netzwsrid@NN) neun Substanzen als moégliche
PPARx oder PPAR Agonisten ausgewahlt und auf ihre Aktivitat hirtersucht. Von den
untersuchten Substanzen wurden bei der verwendetstkonzentration von 100 uM
immerhin vier Substanzen identifiziert, welche emer schwache aber doch signifikante
Aktivierung von PPAR zeigten, wobei eine dieser Substanzen dartberusiraich
PPARx aktivierte. Die gefundenen hits waren erwartungsi@ nicht so stark, dass sie per
se schon fur eine weitere Betrachtung in Frage kammedgen aber immerhin als
Leitstrukturen dienen und zeigen die Madglichkeitf andgliche Kandidaten fur ein

Screening bereits-silico auszuwahlen.

Abbildung 29: in-vitro Charakterisierung der positiven hits gaglen Effekt von 1 uM Pioglitazon (PPR
bzw. 100 uM WY14,643 (PPAR (nach [4])
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4.6. Substanztestung von Pyrinixinsaure abgeleitete  r PPAR Agonisten

Die Ergebnisse, welche bei der Testung chemiscthsyincher Derivate der
Pyrinixinsaure, welche von den Diplom-Chemikerinhemira Popescu und Yvonne Syha,
synthetisiert wurden, sind in die Dissertationenr @gaveiligen Kolleginnen und ein
entsprechendes Patent der Firma Phenion GmbH &Gaingeflossen [351].
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durclu-&unéstitution mit einer aliphatischen
Seitenkette des Grundgerustes der Pyrinixinsaumes eler ersten beschriebenen PBAR
Agonisten mit maRiger Subtyp-Selektivitat, eine mals zehnfache Aktivitatssteigerung
erzielen lasst. Daruber hinaus wird der bereitsdeeiPyrinixinsaure vorhandene PPAR
Agonismus verstarkt, so dass hierbei duale P®ARd PPAR Agonisten erhalten
werden.

Darlber hinaus ist unter anderem dieseSubstitution fir die Einfihrung neuer
pharmakologisch interessanter anti-inflammatorisdfgkqualitaten in die Pyrinixinsaure
Grundstruktur verantwortlich. So konnte gezeigtdeer, dass die entsprechenden Derivate
in stimulierten PMNL Leukocyten imstande sind, d@gnthese pro-inflammatorischer
Leukotriene durch die 5-Lipoxygenase zu hemmen.UbB&r hinaus waren sie auch
imstande, gereinigte rekombinante 5-Liopoxygenaten Calcium Einstrom und die
Generierung reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS)MINP und die Elastase Sekretion aus
stimulierten PMNL zu hemmen [352].

Duale PPARK und PPAR Agonisten, vom Typ der Glitazare befinden sich der
klinischen Prufung zur Anwendung beim Typ-2-Diaketevobei man sich durch den
gleichzeitigen PPAR Agonismus einen gunstigen Einfluss, wenn nicht dgm Ersatz
entsprechender Ko-Medikation, etwa vom Typ der &dyr erhofft. Muraglitazar, im
speziellen, steht hierbei unter dem Markennamegl®aa, kurz vor einer entsprechenden
Zulassung durch die US-amerikanische Food and Bdmginistration (FDA), da es in den
Markteinfihrungsstudien und einer weiteren pubtieie Studie sich als effektiv bei der
Senkung erhohter HbASpiegel erwiesen hat [353, 354].
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte mit dertiikerung des Peroxisomen
Proliferator-aktivierten Rezeptors eine Rationaile ein mdglicher Wirkmechanismus fur
die traditionelle Anwendung von Gewdurz- und Arzrikeipzen bei der Therapie des Typ 2

Diabetes aufgezeigt werden.

Vor diesem Hintergrund wurden Uber flnfzig tradied bei Diabetes angewandte
Pflanzen ausgewahlt und mit Ethanol extrahiert. €dealtenen Trockenextrakte wurden
daraufhin in einem von mir etablierten Reporter-@ssay auf eine mogliche Aktivierung
der drei Subtypen des PPAR hin untersucht.

Von den getesteten Extrakten wurde fur funfundzwgredso annédhernd die Halfte, eine
signifikante Aktivierung des PPARhachgewiesen. Von diesen zeigten wiederum vierzehn
aul3erdem eine signifikante Aktivierung des PRARdiglich drei dieser Extrakte zeigten

auch eine signifikante Aktivierung des PPAR

Somit konnte ich eine mogliche Rationale und eipatentiellen Wirkmechanismus fir die

volksmedizinische Anwendung dieser Pflanzen bebBlies aufzeigen.

Von den wirksamen Extrakten wiesen am PRAkeben eine ausreichend hohe Aktivitat
auf, dass wir auch bei niedrigeren Testkonzentmaticnoch einen signifikanten Effekt und
somit eine Konzentrationsabhéngigkeit des aufzelggmten. Fur PPAR konnten wir
lediglich flr drei der Extrakte eine Konzentratiahbangigkeit aufzeigen, bei PPARIr

keinen der Extrakte.

Die beiden am starksten aktiven Extrakte Rasmarinus offic. und Salvia offic. zeigten
bereits ab etwa 10 mg/L signifikante Aktivitdt arRARy, so dass wir fir diese beiden
Extrakte mit 20 bzw. 40 mg/L BgKonstanten bestimmen konnten. Diese halbmaximale
Aktivierungskonstante liegt damit fir den potenteRosmarin-Extrakt lediglich um den
Faktor 200 héher als die des bei Diabetes eingesefazneistoffs Pioglitazon (Act6k

Die weitere Untersuchung dieser beiden Extraktalgrdass in beiden Carnosolséure bzw.
Carnosol enthalten waren, welche bei der Untersughm Reporter-Gen Assay &

Konzentrationen von 20 bzw. 40 uM fir die Aktiviegudes PPARaufwiesen.
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Damit sind diese Reinsubstanzen bereits nur nochdam Faktor siebzig schwacher
wirksam als Pioglitazon. Vergleicht man hingegert Bezafibrat (Ceddd), einem als
Lipidsenker eingesetzten Arzneistoff, welcher aufgl seinerpan-PPAR-agonistischen
Wirkung mit EGg-Konzentrationen von je etwa 50 uM von besondenet@résse ist, so
sind die beiden Diterpene Carnosolsdure und CarmosHinblick auf PPAR aquipotent

oder eher starker aktiv.

Der Gehalt an diesen beiden Diterpenen in den viorhergestellten Extrakten war nun
zwar mit in Summe drei bzw. neun Prozent um deridfadehn bzw. drei zu niedrig, als
dass sich der PPARAgonismus der beiden Extrakte hierdurch hinreicherklaren liel3e.
Allerdings konnten wir fur einen kommerziell ertighen und auf 40% Carnosolsaure
angereicherten Rosmarin-Extrakt einen sg®ert von 10 mg/L bestimmen fir die
Aktivierung von PPAR bestimmen. Eine Aktivitat, welche sich zu 70% iallauf den

Gehalt an Carnosolsaure zurickfihren lasst.

Neben dem Nachweis der PPyRKtivitat von Carnosolsaure und Carnosol einesseitd
der von ethanolischen Rosmarin- und Salbei-Extraktelererseits, konnte ich somit einen
hinreichenden Beweis flihren, dass Carnosolsauraendest fir Rosmarin, vermutlich

auch fur Salbei, als eines der aktiven Prinziprezuaehen ist.

Meine Befunde liefern damit eine moégliche Erklarwmyd Wirkmechanismus fir die in
Tiermodellen gefundene hypoglykamische Wirksamkein Rosmarin, Salbei und

Carnosolséaure.

Dartber hinaus legen meine Untersuchungen nahg jmagiden Pflanzen weitere PPAR
Aktivatoren enthalten sind. Da Carnosol selbst iberein Oxidationsprodukt der
Carnosolsaure darstellt, kamen hier weitere auckitsebeschriebene Oxidationsprodukte
sicherlich in Frage. Diese Oxidationsprodukte stellallerdings zumeist nur labile
Ubergangsprodukte dar und sind aus diesem Grunte als nicht Reinstoffe erhaltlich.
Der Nachweis einer PPAR Aktivitdt konnte somit asigets der bendétigten
Inkubationsdauer im Reporter-Gen Assay so nichilgéfverden.

Neben den bereits angeflhrten Ergebnissen ist alie Rate von positiven Treffern in
meinem Screening selbst einer der interessant&&fmde. Die signifikante Aktivierung
von PPARy durch nahezu die Halfte der getesteten Extraldst ldie Vermutung zu, dass

PPAR agonistische Substanzen im Pflanzenreichveeihrerbreitet sein konnten.
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Zwar bestehen zu Recht Vorbehalte gegentber déurigeson Vielstoff-Gemischen bzw.
den hierbei erhaltenen Ergebnissen. Viele pflahelimhaltsstoffe z.B. Gerbstoffe kénnen
zu einer unspezifischeAlemmung der Aktivitat von Enzyme fiihren. Das verwendete
Testsystem setzt allerdings neben Membrangangigleit aktiven Prinzipien die
spezifischéAktivierung der Expression eines Gens, dessen Aktivitat aiefidnd bestimmt
wird, voraus. Die Art des verwendeten Assay madarhitl die Erfassung unspezifischer
Effekte eher unwahrscheinlich.

Darlberhinaus mag fir die Gute der Ergebnisse melereenings sprechen, dass
unabhangig von uns fur einige der gescreenten #ftar.B. Kurkuma und Chili mit den
Kurkuminoiden und Capsaicin kirzlich PPAR aktivenRipien beschrieben wurden.

Vielmehr lasst sich die Hypothese formulieren, da&kse ganze Reihe sekundarer
pflanzlicher Inhaltsstoffe zumindest maRig aktivé® AR Agonisten darstellen. An

prominenter Stelle ware hier die SubstanzklasseTdgoene zu nennen, von denen eine
ganze Reihe sowohl linearer etwa Farnesol und B&§tae, als auch cyclischer z.B.
Tumeron, Abietansdure, Oleanolsdure und Ursolsé&eeits als PPAR-Aktivatoren

beschrieben wurden. Angesichts der hohen Lipophkikser Substanz-Klasse und einer
relativ grof3en und wenig selektierenden Bindungsiasdes PPAR lasst sich auch fir

andere Terpene ein PPAR Agonismus erwarten.

Der positive Effekt, den eine Uberwiegend pflart®icErnahrung nach epidemiologischen
Erkenntnissen auf die Gesundheit bewirkt, mag deshaTeilen auf PPAR-agonistische
Prinzipien zurickzufihren sein. Neben dem hodherateiA an mehrfach ungeséttigen
Fettsauren im Vergleich zu tierischer Nahrung kénnénthaltene Terpene hier durchaus

einen relevanten Beitrag leisten.

In einem weiteren in Kooperation durchgefiihrtenjéktokonnte dartber hinaus gezeigt
werden, dass die schwache Aktivitat des phenolischiben-Derivats Resveratrol am
PPARy einen Beitrag leistet zur Beeinflussung des Poigadtoffwechsels und der

hierdurch bedingten Regulation der Zell-Prolifevati

Weiterhin konnte mit Hilfe der in unserem Repot®®n Assay erhaltenen Ergebnisse
gezeigt werden, dass ein virtuelles Computer-b@si€screening einer Substanzbibliothek
effektiv ist, bei der Findung von PPAR Leitstrulgar
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